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RESUMEN

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue investigar péptidos catidénicos cortos con el fin de
identificar caracteristicas estructurales comunes que podrian ser utiles para el
disefio de péptidos-miméticos con propiedades farmacolégicas mejoradas y con

actividad contra bacterias.

Esta busqueda se enfoc6 en los péptidos antimicrobianos (PAMs) Css54 y La47,
aislados de los venenos de Centruroides suffusus suffusus (escorpién endémico de
México) y Lashesana sp. (arafia), respectivamente. Estos péptidos y sus variantes
cortas, que hemos llamado péptidos antimicrobianos cortos (PAMCs) han mostrado
diferencias importantes en sus actividades antibacterianas y hemoliticas
(informacion no publicada). Para conocer como estos PAMCs interactian con
modelos de membrana bacteriana (POPG) y de eritrocito (POPC), se llevaron a
cabo simulaciones de dindmica molecular por 200 ns utilizando Gromacs 5.1.4. Para
establecer correlaciones entre su estructura y funcién, se determinaron algunas
propiedades, tales como: su estructura secundaria y su conformacion cuando estan
unidos a la membrana, asi como aquellas relacionadas con la estructura de la
membrana, como son el area por lipido, los puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, hidrofébicas, 1r-cation y las energias de union. El analisis de los
resultados indicé que estos PAMCs interactian con las membranas, principalmente,
a través de su extremo N-terminal, con la ayuda de los residuos cercanos al extremo
(hidrofébicos y cargados positivamente). En general se observdé mayor estabilidad
en la interaccion con membranas de POPG que con aquellas de POPC. Sin
embargo, esto no indicé que los péptidos interactuaran con la region no polar (de
acidos grasos de POPG), algo que sucede con POPC; fenbmeno relacionado a la
adecuada orientacién del PAM que permite interactuar a residuos hidrofébicos.
También que el Glu no favorece la interaccion con membranas de POPG pero la

Arg si lo hace con este tipo de bicapas.
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1. INTRODUCCION

En 2017, la Organizacion Mundial de la Salud publicé por primera vez una lista de
bacterias patégenas resistentes a multiples antibiéticos para las cuales se requieren
nuevos tratamientos de manera urgente. La lista incluye Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, etc), Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori y Neisseria gonorrhoeae, s6lo por mencionar algunas
[1]. Infecciones con este tipo de bacterias pueden ser serias y los tratamientos

actuales son poco efectivos o nulos, poniendo en riesgo la vida de las personas.

La busqueda de nuevos agentes antibacterianos efectivos contra las bacterias
patégenas resistentes a todos los antibiédticos disponibles ha llevado a prestar
atencion a los Péptidos Antimicrobianos (PAMs). Los PAMs son parte del sistema
inmune innato de muchas especies y han demostrado actividad antimicrobiana
contra una amplia gama de microorganismos, incluidos las bacterias
multirresistentes, levaduras, hongos y virus [2]. A pesar de ser considerados como
nuevos antibiéticos se ha identificado que se puede adquirir resistencia a estos [3].
Ademas, existen algunos obstaculos en el uso de PAMs como candidatos
terapéuticos, como la generacion hemodlisis, la falta de estabilidad y los altos
presupuestos necesarios para la fabricaciéon (desde 50 hasta 400 doélares por
gramo) [4] [5]. Sin embargo, presentan algunas ventajas en comparacion con el uso
tradicional de moléculas pequenfas, tales como, los productos de degradacion son
aminodcidos, los cuales tiene un tiempo de vida media corto, evitando una gran
acumulacion en tejidos y aumentado la seguridad. También, son menos
inmunogénicos que las proteinas recombinantes y los anticuerpos [6]. Hasta el
2018, 70 PAMs se encontraban en fase de desarrollo como candidatos a farmacos,
la Daptomicina es el unico PAM aprobado por la FDA (Federal Drug Administration)
y se utiliza para infecciones contra bacterias Gram (+) multirresistentes [4]. En la
literatura se pueden encontrar diferentes enfoques para mejorar la actividad
antibacteriana de los péptidos antimicrobianos cortos (PAMCs) cuyo numero de

amino acidos no es mayor a 15 [7] [8] . Los PAMCs tienen algunas ventajas



INTRODUCCION

econdmicas y clinicas ya que se pueden sintetizar rapida y facilmente, modificarse

y optimizarse.

Los PAMs se han estudiado durante tres décadas, y aun falta una comprension
molecular clara de su mecanismo de accion. Se sabe que su actividad esta
relacionada a su unién con la membrana microbiana, aunque ésta no siempre es el
anico sito de interaccion [9]. Caracteristicas como su carga neta, anfipaticidad,

hidrofobicidad y estructura secundaria también definen su actividad.

La aplicacion de la dindmica molecular (DM) a modelos de sistemas donde se
permita que los PAMCs y membranas de fosfolipidos tengan algun tipo de contacto
fisicoquimico en su interfaz puede ayudar a comprender mejor el tipo de
interacciones que favorecen la inhibicion del crecimiento bacteriano y que
disminuyan el efecto hemolitico [10]; y asi desarrollar un disefio racional que permita

disminuir costos y tiempo.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a antibidticos se hace notoria cuando un farmaco pierde su capacidad
para inhibir de manera efectiva el crecimiento de una bacteria. Las bacterias se
vuelven resistentes y contindan multiplichndose en presencia de niveles
terapéuticos de antibidticos. Ademas, el fendmeno se ve favorecido por el uso
innecesario, dosis incorrectas, la interrupcion prematura del tratamiento, la mala
calidad de éstos, una pobre prevencidén de las infecciones y por el consumo de

animales de granja a los cuales se les administraron antibiéticos [11].

Desde una perspectiva evolutiva, las bacterias pueden usar dos estrategias
genéticas para adaptarse al ataque del antibiotico: 1) mutaciones en genes que
afectan la actividad del farmaco, y 2) adquisicion de acido desoxirribonucleico (ADN)

forAneo que genere resistencia [12].

Respecto al primer tipo de estrategia existen diferentes mecanismos como los son
(Figura 1): a) modificaciones del farmaco (alteraciones quimicas del antibiético o su
destruccion), b) decremento de la entrada del farmaco (disminucion de la
permeabilidad o bombas de eflujo que excluyan el antibiético de la célula), c)
cambios en los sitios blanco (proteccién o modificacién del blanco molecular), o
bien, d) modificaciones generales de las vias metabdlicas. En cuanto a la segunda
estrategia, la bacteria puede obtener ADN foraneo mediante transferencia horizontal
de genes: conjugacion, apareamiento bacteriano y el mas comun; transformacion,

incorporacion de ADN libre; o transduccién, mediada por fagos [12].

Debido a la alta adaptacién de los microorganismos que les permiten sobrevivir a
diferentes tipos de antibiéticos, se han buscado nuevas alternativas terapéuticas
que favorezcan su eliminacion. Una de ellas son los péptidos antimicrobianos
(PAMS).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia antimicrobiana. Mutaciones en genes que afectan la actividad
del farmaco (a, b, c y d) y adquisicion de ADN foraneo (e.g. conjugacién). Obtenido de Kadam Swati,
2016.

2.2 Péptidos antimicrobianos

Los PAMs se encuentran, ampliamente, distribuidos en la naturaleza: en bacterias,
protozoarios, hongos, plantas y animales. Dentro del reino animal algunas de las

fuentes son: insectos, peces, anfibios, reptiles, pajaros y mamiferos [13].

Estos péptidos forman parte de la respuesta inmune innata, la cual es una estrategia
de proteccion de los organismos para defenderse del ataque de patégenos. La
mayoria de los PAMs estan constituidos de entre 12 a 50 aminoacidos [10]. Se han
encontrado determinantes fisicoquimicos y estructurales basados en estudios de
relacion estructura-actividad que indican caracteristicas esenciales para que estos
péptidos lleven a cabo su actividad, tales como (Figura 2) la carga, la anfipaticidad,

la hidrofobicidad y la conformacion [14] [15].

Los PAMs por lo regular presentan cargas desde +2 hasta +9. Su anfipaticidad

refleja la separacion de grupos hidrofébicos y polares; una manera de cuantificarla

es por medio del momento hidrofobico (que se define como la suma promedio de

hidrofobicidad y permite conocer el grado con el cual residuos polares y no polares
4
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son segregados a lo largo del eje de una hélice [16]). La hidrofobicidad representa
el porcentaje de residuos hidrofobicos dentro del péptido, aproximadamente, es 50
% en la mayoria de los PAMs. En cuanto a la conformacion, varios PAMs adquieren
una estructura secundaria de tipo a-hélice al entrar en contacto con la membrana
de fosfolipidos (Figura 2); las estructuras tipo beta son poco comunes [14] [17]. De
acuerdo con datos experimentales y simulaciones moleculares, varios PAMs
adoptan una conformacién aleatoria (random coil) en agua y solo adquieren una
forma a-hélice hasta que interactian con la membrana [18] [19].
Cara hidrofilica ~—— \ R° La47 [20 aa]
a-hélice

Carga +5
% H=35%%

() Residuos hidrofilicos
<> Residuo hidrofébicos
A Residuos con carga-

O Residuos con carga+

——— Cara hidrofébica

Figura 2. Determinantes fisicoquimicos y estructurales de los PAMs. Proyeccion de rueda de La47;
carga neta, % de hidrofobicidad, caracter anfipatico y configuracion alfa. La tonalidad verde decrece
proporcionalmente a la hidrofobicidad, siendo amarillo una hidrofobicidad de cero. La tonalidad roja
disminuye con el decremento de la hidrofilicidad de los residuos sin carga. Los residuos con carga
se encuentran en azul claro. Obtenido de rzlab.ucr.edu, Armstrong D. & Zidovetzki R. 23/ene/18
15:34 h.

Los PAMs inician su mecanismo de accidon mediante interacciones electrostaticas
con la membrana (cargada negativamente en microorganismos); también se ha
sugerido que los péptidos pueden interactuar con estructuras que funcionen como
receptores. No existe un mecanismo unico por el cual el péptido pueda llevar a cabo

su actividad y depende de factores como la composicion de la membrana [17].
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En la Figura 3a se muestran algunos de los mecanismos como: el de duela de batrril,
donde se forma un canal constituido por PAMs, en el cual los residuos hidrofobos
se orientan hacia las cadenas de los grupos acilo de la membrana mientras que los
hidrofilos forman el poro acuoso. En el mecanismo de poro toroidal, a diferencia del
anterior, los lipidos estan intercalados con los péptidos en el canal transmembranal;
los residuos hidrofébicos de los péptidos desplazan las cabezas polares de la
membrana induciendo la curvatura de la misma. EI mecanismo de alfombra, es un
modelo no especifico de permeabilizacion que se compara con el efecto detergente,
depende de la acumulacion de PAMs sobre la superficie de membrana y no
involucra la formacién de un poro. Cada uno de estos mecanismos afecta la
integridad de la membrana, definida como el estado en el cual la membrana se
encuentra completa y sin alteraciones [20]. Una vez que la integridad de la
membrana se interrumpe, la célula puede morir por alguna(s) de las siguientes
causas: despolarizacion de la membrana, pérdida del gradiente idnico y/o
metabdlico y cese de la respiracién, inhibicion de la sintesis de biopolimeros
extracelulares (peptidoglicano o quitina) o interrupcién de procesos intracelulares
(inhibicion de sintesis de ARN o ADN) [17].

PAMSs (Péptidos antimicrobianos)

Residuos hidrofébicos
Residuos hidrofilicos

Membrana celular Interaccion con la membrana —
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b
) Gram ( -) Gram (+)
Acido teicoico Acido lipoteicoico
(0] \ ’ O H <3
Porina Lipopolisacédrido 9N ( e Polisacarido
/ L § & [ o - — AN 3
! e 9 ——t “—=
) o} . - ~
AW f— - z Z
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©0 —— =
- — ]
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)
17 Membrana interna

Proteina integral Proteina integral

Figura 3. Mecanismos de accién de los PAMs y composicion membranal. a) Interaccion del PAM
con la membrana por distintos mecanismos: Barril-duela, poro toroidal y alfombra. b) Diferencias
entre membranas Gram (-) y Gram (+). Modificado de Li, j., et al., 2017 y Ageitos, J.M., et al., 2017.

En la Figura 3b se muestra la composicién general de la membrana la cual varia
entre bacterias Gram (-) y Gram (+). En la imagen se observa que la diferencia mas
notoria es el mayor tamafo de la capa de peptidoglicano presente en bacterias
Gram (+) en comparacion con las Gram (-); otra diferencia, se encuentra en la doble
membrana de las bacterias Gram (-) [21]. Ademas, la composicion lipidica entre
bacterias Gram (+) y Gram (-), y entre células eucariontes (eritrocitos) confiere

diferentes caracteristicas a la membrana que afectan la actividad de los PAMs.
2.3 Composicion lipidica de membranas

Existen diferencias fundamentales entre células microbianas y de mamiferos; una
muy importante es la composicion de membrana. La carga de las biomembranas es
importante en la interaccion inicial de los PAMs y depende principalmente del tipo
de fosfolipidos (Figura 4). La fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE)
carecen de carga neta ya que son zwitteriones. La esfingomielina (SM), un analogo
a la PC, es neutra. El colesterol y ergosterol, encontrados en membranas
eucarioticas, pero raramente en las de procariotas, son neutros. Por otra parte, los
fosfolipidos hidroxilados fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) y fosfatidilserina
(PS), contienen una carga neta negativa [17].
7
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Figura 4. Fosfolipidos y otros componentes de membranas. La PC y PE son zwitteriones, el PG, PS
y CL presentan carga negativa, y el colesterol, ergosterol y la SM son neutros.

Los eritrocitos presentan membranas externas ricas en PC, PE, SM, colesterol y
acidos grasos saturados; en la membrana interna aumenta la cantidad de PE y
disminuye la de PC [22]. En las bacterias depende de cada especie. En Sa (una
bacteria Gram positiva) existen PG y CL mayoritariamente, mientras que para Ec
(una bacteria Gram negativa) estan presentes PE, PG y CL con porcentajes de 75%,

20% y <5%, respectivamente [23].

Ademas de los diferentes tipos de fosfolipidos las membranas bacterianas
contienen otros componentes que le confieren carga negativa adicional. Las
bacterias Gram (-) contienen lipopolisacarido (LPS) mientras que las Gram (+)
presentan acidos lipoteicoicos (ALT); los LPS y ALT confieren carga negativa. Los
eritrocitos deben su carga negativa a su elevado contenido de acido sialico [17] [24].
Todas estas caracteristicas afectan la actividad y modo de accion de los PAMs
respecto a diferentes tipos de bacterias y células como los eritrocitos. Para mejorar
la selectividad hacia algun tipo de célula se pueden generar variantes cuya actividad
dependera de la secuencia de aminoacidos y del tipo de membrana donde se una.
8
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2.4  Péptidos antimicrobianos cortos (variantes)

Para que un PAM pueda ser utilizado como agente terapéutico necesita poseer
varias propiedades como: i) alta actividad antimicrobiana (baja concentracion
minima inhibitoria, CMI), ii) baja toxicidad en membranas de mamiferos (bajo efecto

hemolitico), iii) alta estabilidad proteolitica y iv) bajo costo [21].

Una manera de resolver varios de estos problemas es generando mutantes o
variantes de manera racional basados en las caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales, explicadas anteriormente [25]. Ademas, la generacion de péptidos de
menor tamafio (péptidos antimicrobianos cortos, PAMCS) puede reducir los costos
de fabricacion [8]. Se considera que un péptido antimicrobiano es corto si el nimero

de residuos no sobrepasa los 15 aminoécidos [7].

Garcia et al. [26] reportaron dos PAMs, Css54 y La47, aislados del veneno del
alacran Centruroides suffusus suffusus (C.s. suffusus) y de la arafia Lachesana sp.
Ambos PAMs presentaron actividad contra Escherichia coli (Ec) ATCC (American
Type Culture Collection) 25922 y Staphylococcus aureus (Sa) ATCC 25923 (Tabla
1). Estas mismas cepas frente a antibiéticos comerciales como la ampicilina y
estreptomicina presentaron una CMI de 7.2 yM vs Ec y 28.6 yM vs Sa con

ampicilina, y 357.8 uM (contra ambas bacterias) con estreptomicina [26].

Tabla 1. Secuencia y actividad antimicrobiana y hemolitica de Css54, La47 y variantes.

CMI (uM)
Nombre #aa |%H Secuencia Ec Sa %
Hemodlisis
Cssbh4 25 44 | FFGSLLSLGSKLLPSVFKLFQRKKE | 3.1 6.3 100
4
CSSS4[15E]+ 15 60 FWRKLLELLFKFLKK 12.5 25 100
+5
Css54[14] 14 64 FWRLLKLLFKFLKK 25 | 125 70
La47 20 40 SWKSMAKKLKEYMEKLKQRA 40 34 NA
6
La47[15E]+ 15 53 FWKKLYEKLKKMARK 12.5 25 15
7
La47[15]+ 15 48 FWKMLKKMYKKLKRA 125 | 125 25

H= aa hidrofébicos; Ec= Escherichia coli; Sa= Staphylococcus aureus; CMI= Concentracién Minima Inhibitoria

9



ANTECEDENTES

El grupo del Dr. Gerardo Corzo (IBt, UNAM) en colaboracion con el grupo del Dr.
Alexis Rodriguez Solis (Centro de Investigacion en Biotecnologia, UAEMor)
disefiaron, sintetizaron y evaluaron una serie de variantes cortas. Las actividades
antimicrobianas y hemoliticas se reportan en la Tabla 1. El disefio de las variantes
se basO en la eliminacion de residuos poco relacionados con la actividad
antimicrobiana (Gly, Ser, GIn, Pro y Val), en la adicién en la segunda posicién
(partiendo del extremo N-terminal) de un Trp para su cuantificacién a 280 nm y de

la reorganizacion de algunos residuos para propiciar una estructura helicoidal.

Para poder ver como los PAMs interactian con la membrana a nivel atomistico es
necesario tener la estructura tridimensional del péptido la cual puede ser resuelta
mediante varios métodos (cristalografia de rayos x o resonancia magnética nuclear
[27]). Cuando no se cuenta con este tipo de informacion se pueden generar modelos

basados en la homologia del PAM a partir de estructuras ya resueltas.
2.5 Modelado por homologia

El modelado por homologia o comparativo es una metodologia para predecir la
estructura de una proteina, que se basa en la observacién general de que las
proteinas con secuencias similares tienen estructuras similares. A partir de la
estructura de una proteina determinada experimentalmente (plantilla) es posible
generar modelos con una secuencia homologa (blanco) que comparta por lo menos
un 30% de la secuencia de la plantilla [27]. El proceso consta de (Figura 5): i) la
identificacion de una estructura 3D conocida que sirva como plantilla, ii) el
alineamiento de la secuencia blanco con la plantilla, iii) la construccién del modelo

y iv) el refinamiento, validacién o evaluacién del modelo [28].

Con modelos construidos con mas del 30% de identidad, es probable que se
comparta un ancestro en comun y por lo tanto que la estructura 3D se encuentre
relacionada evolutivamente (las construcciones son confiables). Si la secuencia es

menor al 15% de identidad, el modelo es especulativo y puede generar conclusiones

10
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erroneas. Entre el 15% y el 30% de identidad el modelo es insuficiente y requiere
de métodos adicionales como el hilvanado (en donde se conserva la forma de

plegamiento) [29].

MELAF RESLEN-RGTKERERF SOEL BMSRSY /' SRIESGRSDP TINT LEQIVEL THSTLVVDLI

i) Identificacion
de estructura 3D
(plantilla)

|

ii) Alineamiento
de secuencia

blanco

l - @'
e HP ‘
iii) Construccién ‘. 9

del modelo

1 }
iv) Refinamiento ¢‘6 ‘@

validacion. -
5 S @

Figura 5. Diagrama del modelado por homologia. El objetivo es generar un modelo 3D de una
secuencia (blanco), mediante estructuras ya conocidas (plantilla). Modificado de Cavasotto, C.N. &
S.S. Phatak., 2009.

Debido a que la interaccion del PAM con la membrana es un fenédmeno temporal es
necesario utilizar técnicas como la Dinamica Molecular (DM) que nos permita ver el
movimiento y posible interaccion de los péptidos con la membrana durante un

periodo de tiempo definido.

2.6 Dinamica molecular

La dinamica molecular es un tipo de experimentacion in silico que permite analizar
el comportamiento o evolucion de un sistema (fisico, quimico o biologico) a través
del tiempo, calculando las fuerzas entre los atomos que lo conforman, mediante la
resolucién de la ecuaciéon del movimiento de Newton. Por medio de la DM se pueden

calcular diferentes propiedades fisicoquimicas del sistema como la energia libre, la
11
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entropia, la solubilidad, la viscosidad, la presion, las temperaturas de cambio de
fase, y en sistemas bioldgicos, permite medir la fuerza de interaccion entre posibles
farmacos y sus dianas biomoleculares o receptores, e incluso, describir el
comportamiento de una proteina y moléculas complejas bajo ciertas condiciones,
por mencionar algunas de sus capacidades. Si bien, las ecuaciones del movimiento
no describen el sistema a nivel cuantico (lo cual requeriria una capacidad de calculo,
extremadamente, grande), este tipo de estudios han mostrado buena correlacién

con resultados experimentales [30] [31] [32].

Un ejemplo de DM aplicada a la interaccion de biomembranas y PAMs fue publicado
por Velasco et al. [10] en 2017, quienes realizaron estudios con PAMs aislados del
veneno del alacran Pandinus imperator, Pin2 y su analogo Pin2GVG, para explorar
su mecanismo de adsorcién y el papel de sus aminoacidos cuando interactian con
modelos de bicapa lipidica de POPC (en membrana de eritrocitos) y POPG (en
membranas de bacterias como E coli). El tiempo de simulacién fue de 12 us y se
colocaron las conformaciones a-hélice de ambos PAMs cerca de las membranas.
Los autores encontraron que los residuos aromaticos del extremo N-terminal de
Pin2 son los que inician la inserciébn sobre ambas membranas y que Pin2GVG lo
hace con sus residuos C-terminal en POPC; sobre POPG el proceso es lento debido
a la fuerte atraccion electrostética que mantiene al péptido en la regién de los

fosfatos retardando su insercidon en la membrana.

Este estudid permiti6 conocer como cambios en la secuencia (entre Pin2 y
Pin2GVG) propician diferentes modos de interaccibn y que segun sea la
composicién lipidica de la membrana el comportamiento es distinto. Es por ello que
la DM nos puede orientar, a nivel de atomos, como es que los distintos residuos (de
Cssb4, La47 y las variantes) llevan a cabo su interaccion con diferentes modelos de
membrana; POPC para representar a los eritrocitos (hemolisis) y POPG para

representar a las bacterias (actividad antimicrobiana).

12
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3. HIPOTESIS

Modificaciones en la secuencia de los residuos de aminoacidos en variantes de
Css54 y La47 interactian de manera distinta con las bicapas lipidicas, propiciando
cambios en las actividades antimicrobianas y hemoliticas.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar las interacciones que permiten a las variantes de Css54 y/o de La47
modificar la integridad de los modelos de bicapa lipidica.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Generar modelos de membranas lipidicas de POPC (membrana de

eritrocitos) y POPG (membrana de bacterias).

e Realizar modelado por homologia de las estructuras secundarias de los
analogos de Cssb54 y/o de La47.

e Llevar a cabo simulaciones mediante dinAmica molecular, con todos los

atomos, de las bicapas lipidicas con las variantes de Css54 y/o de La47.

e |dentificar los aminoacidos de los analogos de Css54 y/o de La47 que son

clave en la alteracion de la integridad de las bicapas lipidicas.

¢ Relacionar el modo en que interactian los analogos de Css54 y/o de La47
con membranas, con sus respectivas actividades antimicrobianas vy

hemoliticas.

13
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5. METODOLOGIA

5.1 Modelado estructural de los PAMs

Es importante mencionar que, en el analisis, algunas variantes fueron abreviadas
+5 +4
de la siguiente manera: Css54[14] como Css5414, Css54[15E] como

+7 +6
Cssb5415E, La47[15] como La4715y La47[15E] como La4715E.
5.1.1 Busqueda de plantillas y alineamientos

Con la secuencia de cada uno de los PAMs, Css54 y La47, se realizé la busqueda
y alineamiento a partir de estructuras definidas y similares (plantillas). Las
estructuras fueron seleccionadas de aquellas depositadas en la base de datos del
PDB. ElI programa utlizado para la exploracion fue GLSEARCH
(http://nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/glsearch.html) y el alineamiento de
secuencias se llevo a cabo con FASTA
(http://nebc.nerc.ac.uk/bioinformatics/docs/fasta.html). Ambos programas estan
incluidos en la plataforma de busqueda de similitud de proteinas del Instituto
Europeo de Bioinformética (EBI, European Bioinformatics Institute)
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta) [33]. Cada una de las busquedas
proporcion6 un total de 50 candidatos ordenados de acuerdo con su porcentaje de
identidad y provenientes de estructuras determinadas con distintas técnicas como

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Cristalografia de rayos X (CX).
5.1.2 Seleccién de la plantilla

La seleccion de las plantillas (estructuras cristalograficas) se baso en: el porcentaje
de identidad, pH cercano a 7.2 y temperatura cercana a 298 K (ambos de acuerdo
a las condiciones experimentales de cristalizacién) y un modo de accién igual o

similar al de los PAMs en general (interrupcion de la integridad membranal) [34].

Para las plantillas provenientes de CX se revisaron los parametros de calidad del

cristal, la congruencia con los graficos de Ramachandran y que la densidad
14
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electronica del modelo estuviera justificada con la experimental, esto con ayuda de
Coot 0.8.9 [35]. Respecto a las plantillas de RMN se optd por escoger el modelo
que mejor representara a todos los conférmeros analizando la distribucion de las
comparaciones entre el RMSD (Root Mean Square Deviation) de la cadena principal

de las estructuras usando ProFIT 3.1 [36]. Lo cual se muestra en la Figura 6.

La Figura 6 es un ejemplo de los diagramas de caja-bigotes. La linea en el centro
de la caja representa la mediana (50 % de los datos), los limites de la misma (25 y
75 %, Q1 y Q3, respectivamente) y los bigotes se colocaron a 1.5 veces el valor
intercuartil (Q3 — Q1) [37]. Cada uno de los conformeros se compard consigo y con
los demés para calcular el RMSD. La seleccién del conformero se basé en omitir las
representaciones con valores fuera de los bigotes (modelos 1, 4, 6, 7, 11, 13, 14,
15, 16, 18y 20) y eliminar aquellos con grandes distribuciones en el RMSD (modelos
2,5,8,9,10, 12,17y 19), ya que con ello se aseguraria que las estructuras fueran

lo mas similares respecto al modelo seleccionado como plantilla (modelo 3).

Diagrama de caja-bigotes para Css5414-1D9M

i
- HEF
1
i
T
]

o + . . + . . . . . . . . . . + . . + . . ‘

\
At o2t - -A -5 6" A -8 -9 [ )] A 2 > A S G K B 9 o
SO IS GRASO G0 GrrsP s P e e w\'vow\sD '&'@\50 g'mSngSD ’;@\50 &mSOQ'mSngSDQmSDQmSD ?@\50‘7’
MODELO
Figura 6. Diagrama de caja-bigote para Css5414. Utilizado en la seleccién del conféormero mas
representativo proveniente de modelos de RMN.
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5.1.3 Construccion de los modelos

De acuerdo, con la doceava version del concurso CASP (Critical Assessment of
Techniques for Protein Structure Prediction) las dos mejores suites para la
construccion de modelos de proteinas a partir de su secuencias son: I-Tasser [38]
y Rosetta [39]. Se utilizaron tanto la suite como el servidor en el caso de I-Tasser
mientras que con Rosetta sOlo se uso la suite ya que el servidor no acepta

secuencias menores a 27 residuos.

La manera en que se llevo a cabo la construccion de los modelos se basé en el %
identidad de la secuencia problema respecto a las plantillas. Con porcentajes de
identidad superiores al 30 % la construccion se realizé6 mediante modelado
comparativo (Rosetta) utilizando las mejores plantillas, ya sean provenientes de
RMN o de CX; con porcentajes entre 15y 30% de similitud, el modelado se llevo a
cabo por hilvanado (I-Tasser). EI nimero de modelos generados con I-Tasser fue
de cinco y con Rosetta de 1000. Si bien el modelado 3D de la estructura pudo
realizarse con herramientas como Pep-Fold3, disefiadas para péptidos, se optd por

programas que permitieran el manejo de estructuras de PAMSs ya resueltas.
5.1.4 Seleccion de los modelos

La seleccién del modelo, con I-Tasser, es automatizada y depende de parametros
como C-score, TM-score, RMSD, la densidad y nimero de compuestos del cluster
mas poblado (ANEXO II). EI RMSD, se utiliza para medir la similitud entre las

coordenadas atomicas (e.g. carbonos alfa) de dos estructuras superpuestas [40].

Con Rosetta, la seleccion se realizé de dos maneras. En la primera se busco el
cluster mas poblado basado en el RMSD de Ca (calculado con Calibur [41], un
programa interno de Rosetta) y dentro de éste se seleccioné la estructura con el
valor mas pequefio de puntuacion (Score). En la segunda sélo se identificé el
modelo con el valor de puntacion global mas pequefio. Ambos métodos tienen el
objetivo de identificar el mejor modelo.
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5.1.5 Evaluacién de los modelos

Con aquellos modelos que resultaron los mejores de acuerdo a los criterios de
seleccion (seccion 5.1.4) para cada PAM se evalud la geometria estructural con
ayuda de Molprobity [42] y PROCHECK [43]. Los factores que se analizaron fueron:
cantidad de outliers (valores atipicos) de los graficos de Ramachandran, angulos

adecuados, choques estéricos y rotdmeros favorecidos (ANEXO II).
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Figura 7. Diagrama de flujo para el modelado estructural de los PAMs.

17



METODOLOGIA

5.1.6 Minimizacion energética

Una vez realizada la evaluacion de la geometria todas las estructuras fueron
sometidas a una minimizacion con disolvente explicito (modelo de agua TIP3P)
utilizando el método de steepest descent por 1000 pasos, seguido por otros 1000
pasos de gradiente conjugado, utilizando Gromacs 5.1.4. La modificacién del
archivo de .pdb a .gro se llevo a cabo con el campo de fuerza charmma36-jul2017, el
cual esta validado para lipidos y proteinas [44] [45], modificado por el Dr. Alex

MacKerell de la Universidad de Maryland para su implementacion en Gromacs.
5.2 Membrana lipidica

La construccion de la membrana se realiz6 con Membrane Builder de CHARMM-
GUI [46], programa que prepara la topologia de las bicapas utilizando el campo de
fuerzas de CHARMM36, compatible con Gromacs 5.1.4. Se construyeron dos
membranas de 64 lipidos en cada cara, una de POPC y otra de POPG, la primera

para representar membranas de eritrocitos [22] y la segunda de bacterias [23].

Para la simulacién de los péptidos se utilizé el campo de fuerza de CHARMM36m,
modelo de agua TIP3P y como programa de simulacion Gromacs 5.1.4. El sistema
de POPG contuvo un total de moléculas de agua de 8965 y el de POPC fue de 9420.
La cantidad de NaCl fue de 29 para POPC, con POPG fue de 156 Na*y 28 CI-. El

tamafio de ambas cajas fue de aproximadamente 6 x 6 x 12 nm.

Las dos membranas fueron minimizadas con steepest descent (sin valor de
convergencia energética) y gradiente conjugado para eliminar posibles choques
estéricos. Se realizd una simulacion por 1000 ps bajo el ensamble NVT, con una
temperatura de referencia para el acoplamiento de 303.15 K utilizando el termostato
de Nosé-Hoover, y un tiempo de integracion de 2 fs con ayuda de LINCS. Para las
interacciones de largo alcance se utiliz6 PME y una distancia de corte de 1.2 nm

para las interacciones de Van der Waals [47].
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La temperatura para la relajacion (303.15 K) fue seleccionada para que estuviera
por encima de la de transicion de fase gel-liquido, 271.15 K tanto para POPC como
POPG [48], y con ello contar con una membrana en fase de cristal liquido [10].
Durante el equilibrio se restringié el movimiento de los fésforos en el plano z con
una energia de 1000 kJ/mol nm?. Se realiz6 el equilibrio bajo el ensamble NPT con
ayuda del baréstato de Parrinello-Rahman y el tipo de acoplamiento semi-isotropico
a una presion de 1.0 bar, por 50 ns. El tiempo fue mayor en comparacién al equilibrio
NVT, ya que la presion deseada no era alcanzada. La produccion de la DM fue de
200 ns, y a diferencia del equilibrio bajo ensamble NPT no se utilizaron restricciones.
A partir de la trayectoria se obtuvieron el area por lipido (APL), la distancia entre los
fésforos de ambas caras, el orden del parametro de deuterio, la densidad de las

fases, temperatura y presion (mayor informacion en el ANEXO ).
5.3 Sistemas PAM-Membrana

Con las membranas y los péptidos modelados se generaron seis sistemas, los
PAMs fueron colocados a una distancia promedio de 1.5 nm de la membrana y
orientados de tal forma que las cadenas laterales de residuos cargados
positivamente se encontraran paralelas a la capa de lipidos (Figura 8). Cada sistema
fue solvatado, y llevado a una concentracion de 0.1 M de NaCl para simular

condiciones fisiologicas. En la Tabla 2 se resumen la composicion de cada sistema.

Tabla 2. Composicién de cada sistema simulado.

PAM Lipido | Aguas | Na* | CI- | Lipido | Aguas | Na* | CI
Css54™ 9278 | 29 | 33 8822 | 152 | 28
+4
CsS54[15E] 9334 | 29 | 33 8874 | 152 | 28
+5
Css54[14] 0 9341 | 29 | 34 0 8891 | 151 | 28
Lad7* O | 9305 | 29 | 34 Q | 9258 | 152 | 29
+6
La47[15E] 9341 29 35 9287 151 29
+7
Lad7[15] 9331 | 29 | 36 9289 | 150 | 29
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Los sistemas se sometieron a las mismas condiciones de minimizacion y equilibrio
que se comentan en la seccion anterior. El tiempo de simulacion de cada sistema
fue de 200 ns (tiempo utilizado en algunas referencias para asegurar la interaccion
con la membrana [49] [50]) y se llevaron a cabo en la supercomputadora HP Cluster
Platform 3000SL “Miztli”.

A partir de las trayectorias de los sistemas se obtuvo la siguiente informacion: con
ayuda de los plugins “VMD Timeline” la estructura secundaria a lo largo de los 200
ns, con gmx distance la distancia promedio de los fosforos entre las dos caras de la
membrana (el grosor), con “Membrane Analysis Tool” el area por lipido promedio de
los dltimos 50 ns (intervalos de 100 ps) [51], con gmx traj la evolucion temporal de
los centros de masa (COM, center of mass) del PAM y de las cadenas laterales

sobre el eje z [10].

a) b)

Figura 8. Sistemas generados para la simulacién. a) Css54 con POPC y b) La47 con POPC, de color
rojo se representan los residuos cargados positivamente y de azul negativamente. Se observa que
las cadenas de estos residuos se encuentran paralelas a la capa de fosfolipidos
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Utilizando gmx hbond se calcul6 la cantidad de puentes de hidrégeno entre el PAM
y la membrana (distancia 0.35 nm y angulo 30° entre D-H y A); gmx bundle para el
calculo del angulo de inclinacion respecto al eje z y considerando el vector formado
por los extremos C y N terminal, y gmx rms para determinar la fluctuacion de los

atomos pesados (N, C y Ca).

Para conocer las energias de unién de los sistemas simulados se us6 g_mmpbsa
[52], una paqueteria que permite utilizar las trayectorias generadas por Gromacs y
calcular diferentes contribuciones energéticas (fuerzas de Van der Waals,
electrostaticas, energia de solvatacion con su seccién polar y apolar), el calculo se

realizé a lo largo de los 200 ns cada 400 ps.

Con scripts generados en Python 2.7 se analizaron las distancias de los residuos
para identificar posibles interacciones electrostaticas (< 0.4 nm), hidrofébicas (< 0.4
nm) y cation-r (< 0.4 nm) [53]. Las graficas presentadas en este trabajo fueron
realizadas utilizando los modulos seaborn y matplotlib de Python 2.7 y las imagenes

se generaron con ayuda Pymol 2.0.7 y VMD 1.9.1.

Mayor descripcién de los métodos en el ANEXO |.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Modelado estructural de los PAMs

En la Tabla 3 se muestran las plantilas que fueron seleccionadas para la
construccion de los modelos de Cssb54 y sus variantes. En ésta se encuentra una
breve descripcion del péptido, su porcentaje de identidad, el E value (reporta la
significancia estadistica del alineamiento, es decir, el nimero de veces que se
esperaria encontrar una secuencia no relacionada por casualidad; valores menores
a 0.001 pueden ser utilizados para inferir homologia [54]), la resolucién en caso de
CX o el numero de conférmeros para RMN, el ambiente en el que fueron

determinadas y su secuencia.

Tabla 3. Plantillas seleccionadas para Css54 y sus variantes. De color verde estan aquellas que
fueron utilizadas y de color rojo aquellas que fueron candidatas, pero descartadas.

PDB ID Descripcion % E value | Res o conf | Ambiente Secuencia
Iden
Cssb54 FFGSLLSLGSKLLPSVFKLFQRKKE
3QRX- Chlamydomonas 24.0 0.0010 2.2 93 K -IGAVLKVLTTGLPALISWIK-----
B reinhardtii, centrina pH 7.5
unida a melitina
2MLT Melitina 24.0 0.0013 2.0 pH 7.2 GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQ
1BH1 Estudio estructural 24.0 0.0013 20/1000 277 K GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQ
de la D-Pro melitina pH 5.2
MeOH
2MW6 Melitina con 24.0 0.0013 10/10 298 K GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQ
[(C5H5)RU]+ pH 7.0
CD30OH
Cssb5414 FWRLLKLLFKFLKK
1D9M Estructura de 42.9 7.6E-5 20/50 298 K KWKLFKKIPKFLHS
cecropina A(1-8)- pH 4.0 [Modelo 3]
magainina 2(1-12) TFE-H20
1FOE Cecropina A(1-8)- 42.9 7.6E-5 20/50 298 K KWKLFKKIPKFLHS
magainina 2(1-12) pH 4.0
en DPC DPC-d38
Css5415E FWRKLLELLFKFLKK
2PCO Latarcina-1, 46.7 3.4E-4 20/200 318 K MWRRKLKKLRNALKK
Lachesana pH 7.1 [Modelo 18]
tarabaevi SDS

En el caso de Css54 (Tabla 3) se descartd 3QRX-B dado que parte de la secuencia

de interés no se encontraba en el modelo, es decir, carecia de informacién en las
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coordenadas para ciertos residuos. 1BH1 fue omitido ya que, el modelo contenia
una D-Pro (la gramicidina es un ejemplo de PAM con D aminoé&cidos [55]) cuando
por lo general son los de configuracion L los mas comunes en la naturaleza. 2MW6

fue descartado ya que utilizaron como referencia estructural a 2MLT.

Para la variante Css5414 las plantillas encontradas, 1D9M y 1FOE, se resolvieron
en ambientes similares por lo que s6lo se us6 a una de ellas, 1D9M. Es importante
mencionar que a pesar de que el pH en el que se obtuvo la estructura de 1D9M fue
de 4.0 se puede utilizar la estructura ya que el Unico residuo que puede verse
afectado es la His; sin embargo, a dicho pH los residuos basicos (K, R e H) se
encuentran protonados. En Css5415E se encontrd a un Gnico candidato segun los
criterios de seleccion.

Tabla 4. Plantillas seleccionadas para La47 y sus variantes. De color verde estan aquellas que fueron
utilizadas y de color rojo aquellas que fueron candidatas, pero descartadas.

PDB ID Descripcion % E value | Res o conf Ambiente Secuencia
Iden
La47 SWKSMAKKLKEYMEKLKQRA
3VvU6-B Inhibidor de HIV, 30.0 9.2E-5 23 100K TWEEWDKKIEEYTKKIEELI
MT-SC22EK pH 8.5
La4715 FWKMLKKMYKKLKRA
1D9M Cecropina A(1-8)- 46.7 0.00031 20/50 298 K KWKLFKKIPKFLHSA
magainina 2(1-12) pH 4.0 [Modelo 3]
TFE-H20
1FOE Cecropina A(1-8)- 46.7 0.00031 20/50 298 K KWKLFKKIPKFLHSA
magainina 2(1-12) pH 4.0
en DPC DPC-d38
1Q2F Péptido MDM-2 de 46.7 0.00051 20/200 310K LWKLLKKW--KMRRN
P53 con actividad pH 5.7
citotoxica DMSO-d6-BPS
2KET BMAP-27, 46.7 0.0016 20/100 293 K FRKKFKKLFKKLSPV
derivado de pH 4.3 [Modelo 3]
catelicidina bovina ETOH-H20
2RLH RP-1, derivado de 46.7 0.0044 10/50 313 K YKKFKKKLLKSLKRL
kinocidinas (factor pH 5.0 [Modelo 5]
plaguetario 4) DPCy D20
2IGR CB1a, derivado de 46.7 0.029 20/100 303k KWKVFEKKIEKKWKVF
la cecropina B pH 4.9
D-HFIP y D20
La4715E FWKKLYEKLKKMARK
1LYP CAP18, leucocitos 53.3 4.3E-5 1 302 K FRNKIKEKLKKIGQK
cuniculas. Unidos pH=3.5
aLPS BPS y TFE-d3
2MWT Crotalicidina de 40.0 0.042 20/100 298 K RFKKFFKKVKKSVKK
serpiente. Similar pH 3.0 [Modelo 6]
a la catelicidina DPC, D20
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En la Tabla 4 se muestran los resultados para La47 y sus variantes. La47 sélo tuvo
un candidato, 3VU6-B. Para La4715 se encontraron siete candidatos, sin embargo,
tres de ellos fueron descartados: 1FOE por los mismos motivos que Css5414, 1Q2F
por la falta de informacion estructural y 2IGR porque no proporcionaba informacion
adicional al de las otras plantillas seleccionadas. Las plantillas seleccionadas fueron
2KET y 2RLH, las cuales no contenian residuos que variaran su estado de
protonacion en el pH al que fueron resueltas (4.3 y 5.0, respectivamente) y el
experimental, de 7.2. Para La4715E, se seleccion6 a 2MWT ya que a pesar de que
1LYP tenia mayor porcentaje de identidad, 2MWT no contenia residuos que

cambiaran su estado de protonacion entre 3.0y 7.2, como el Glu de 1LYP.

Con las plantillas seleccionadas se generaron los modelos correspondientes con I-
Tasser y Rosetta, de acuerdo al porcentaje de identidad. En el caso de I-Tasser sélo
un modelo fue elegido como el mejor mientras que con Rosetta es necesario la
basqueda del menor Score (puntuacién). Como ya se menciond, un total de 1000
modelos con Rosetta fueron generados. Para ver el comportamiento de todos los

modelos se realizaron graficas de Score vs RMSD (Figura 9).
Score vs RMSD para Css5414

-10

-11

Score

-12 o

-13

-14

—-15 ° .

1.9 2.0 21 22 2.3 2.4
RMSD (Angs)
Figura 9. Grafica de Score vs RMSD para Css5414. RMSD respecto a la plantilla 1D9M.
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Como se observa en la Figura 9 la mayoria de modelos se aglomera en un intervalo
de -10 a -14 del valor de Score y la diferencia de los modelos respecto a la plantilla
es maximo de 0.5 A, comportamientos similares se observan para todas las
variantes en donde Rosetta fue utilizada. Dado que la mayoria de los modelos se
encuentran en intervalos definidos, es posible decir que es poco probable que se
visiten otros modelos de menor valor de Score. En cuanto al RMSD, los valores no
son mayores a 0.5 A; entre los distintos modelos, por lo que se considera que las
estructuras son muy similares. Con todo lo anterior es posible generar s6lo 1000

modelos y encontrar un modelo adecuado.

Tabla 5. Modelos generados para La47 y Css54. De color amarillo se encuentran los modelos
seleccionados, de color rojo valores no definidos por el programa utilizado.

PAM “elden | Programa IMixdldo Coscore | ThEbscore EMSD Score
Ces54 2.0 |-Tazzer zerwer 2MLT model] - 0.51 075010 | 0606 R
ma= pddb
|-Tazzar zerver @in plantila Ca=sdsepdb 010 070+012 [16+14 X8
|-Tasser sute con 2MLT model - 0.25 07/s+x01 1.0+1.0
mau pcdk
|-Tazzer suite sin plantilla Ce=ad-supdh .54 0E4+013 | 24+18 4
Cszhdld 429 Rozetta suite 109M [Closter S _0905 pdb 2073 A

maz poblado menor Score]
R ozetta zuite 1090 S 0255 pdb
[Menor Score global]
Csznd415E 467 Rosetta sute 2PCO [Cister S 0421 pdb
maz poblado menor Score)

2052 A

Rosstta sute 2PCO S 0334 pdkb
[Menar Score global]
Lad? 0.0 | -Tazser zerer 3YUE modell -veepdb 0.50 +0.09

|-Tas=er zerver sin plantilla Lad7 -z pdb 0. 071 +0.11
|-Taz=er suite con 3VUE model -wsupdb 0.EE 080009
|-Taszer suite sin plantills Lad -0 pok 0.Es 0e0+£009
Rozetta suite 3WUIE [Cldster = 0943 pb
maz poblado menor Score)
Rozetta suite 36 S 0392 pdb
[Menor Scare global]
Lad4715 457 R ozetta suite S _0579 pdb
1D9MIAETIZRLH [Clster
maz poblado menor Score)

o O = O

22150 |

45495 |

Rosefta suite S 0084 pob A4.024 |
105 /2KE Ti2RLH

[Menar Score glokbal]

Lad4715E 533 Rozetta suite 1L%P [Claster 5 _ 0335 pdb 14177
maz poblado menor Score)
Rosdta sute 1LYP = _0BVE pdb
[Menor Scare global]
400 Fozetta suite 2MAT S 0725 pdb
[CIhster mas poblado menar
Scare)

Fosetta suite 20T 5 _0544 pob
[Menar Score glokbal]

-16.541

-14.623

19850 |
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En la Tabla 5 se muestran los modelos seleccionados para cada PAM. Aquellos
provenientes de Rosetta incluyen el valor de Score, mientras que los de I-Tasser
presentan los parametros de calidad para el mejor modelo. Todos los modelos
seleccionados para las simulaciones fueron generados con Rosetta, Css54 fue el

anico en el que se utilizo I-Tasser.

Dado que la plantilla de Css54 tuvo un porcentaje de identidad de 24% se
seleccion6 como programa de modelado a I-Tasser, el cual se basa en hilvanado.
Con la plantilla (2MLT) se generaron varios modelos, dos con la suite de I-Tasser y
dos con el servidor, y en cada uno se vari6 la presencia de la plantilla. La principal
diferencia entre los modelos con y sin plantilla es en la regién del centro, donde se
encuentra una prolina; otra gran diferencia es el modelado de las cadenas laterales
(Figura 10). Los resultados mostraron que el modelo mejor evaluado fue el generado
con el servidor y usando la plantilla. La seleccion fue guiada, principalmente, por el

valor del TM-score y C-score (Tabla 5).

Css54 con plantilla

(2MLT)
e Pzﬁ\
Cmby
. /

v, -2 K L“( 1-01

b

T

Ut e

La47 con plantilla La47 con plantilla La47 sin plantilla

(3VU6) (3vUe)

Figura 10. Comparacion de estructuras con y sin plantilla. Css54 modelada con el servidor de I-
Tasser con (verde) y sin plantilla (cian); La47 modelada de igual modo con (morada) y sin plantilla
(amarilla) y con Rosetta (rosa). De azul los &tomos de nitrégeno y de rojo los oxigenos. El valor de
RMSD entre Css54 con y sin plantilla es de 1.475 A, La47 con y sin plantilla es de 1.701 A. EI RMSD
de Laé}g\?-Rosetta y La47-I-Tasser (con plantilla) fue de 0.568 A y con La47-I-Tasser (sin plantilla)
0.972 A.
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Para la variante Css5414, se obtuvo un porcentaje de identidad de 42.9% por lo que
el modelado se bas6 en la homologia con la plantila (1D9M). ElI modelo
seleccionado fue el del menor score global ya que también refleja ser el de menor
energia. Comparando las metodologias del de menor score global y el del cluster
mas poblado se encontr6 que los valores de RMSD son similares por lo que,
estructuralmente, no son muy distintos. Lo anterior justifico la seleccion de los

mejores modelos para Css5415E y La4715.

En cuanto a La47, debido a que el porcentaje de identidad fue del 30% se opt6 por
utilizar tanto I-Tasser como Rosetta (Figura 10). Con I-Tasser la generacion de los
modelos fue aceptable en tres de las variaciones (server + plantilla, suite + plantilla
y suite —plantilla). Con Rosetta se selecciond, como anteriormente se hizo para
Cssb5414, el modelo de menor score global. De ambos programas se opt6é por
seleccionar el modelo generado por Rosetta ya que la estructura generada con |-
Tasser presenté una gran cantidad de enlaces erréneos (bad bonds, de acuerdo
con la evaluacion de Molprobity, los cuales indican enlaces por arriba de 4o

conocidos como outliers).

Para La4715E se realizé el modelado por homologia con Rosetta ya que el
porcentaje de identidad fue mayor al 30%. Para esta variante se utilizaron dos
plantillas distintas. En 1LYP sélo habia un conférmero proveniente de RMN, lo cual
gener6é dudas dada la metodologia en donde se espera que se reporten varios
conférmeros. Para 2MWT, el nimero de conférmeros fue légico ya que se
reportaron 20/100, sin embargo, el porcentaje de identidad fue menor (40.0%) al de
1LYP (53.3%), por lo cual se construyeron modelos para ambos. Con 1LYP se
encontré un score global de -16.841 mientras que para 2MWT fue de -19.850; el

modelo seleccionado fue el de 2MWT por tener el menor valor de entre los dos.

La validacién de todos los modelos generados por Rosetta contenia valores 6ptimos
de acuerdo con Molprobity (Figura 11a) y con PROCHECK (Figura 11b). La buena
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calidad de las estructuras fue producto de haber heredado la estructura de las

plantillas y del refinamiento del programa.

a) [Clashscore, all atoms: lo 100t percentile” (N=1784, all resolutions)
Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
Poor rotamers [o [[0-00% [Goal: <0.3%
Favored rotamers (18 [|100.00% Goal: »98%
Ramachandran outliers 0 [|0.00% Goal: <0.05%
Ramachandran favored (18 (|100.00% Goal: >98%
MolProbity score |0-50 100 percentile” (N=27675, 0A - 994)
CP deviations >0.25A o 110.00% Goal: 0
Bad bonds: 10/175 110.00% Goal: 0%
Bad angles: [0/228 110.00% Goal: <0.1%
|Cis Prolines: 0/0 [10.00% [Expected: 1 per chain, or 5%
b) Secondary structure & estimated accessibility G-factors Ave

AN e i
- gﬂ%i"]‘i-z 3
Key:- </ Helix |:> Betastrand —— Random coil ~Accessibility shading: W Buried O Accessible  Omega 0.
Dihedrals  (OTTITTTTTTTTTT) O 0.87
Sequence & Ramachandran regions a Most favoured @ Allowed 0 Generous I Disallowed  yy pongs I 3

MC angles
Mainchain - [OTTTTITITITITTTTT]) O 066

Ownll IO O 079

SWKSMAKKLKEYMEKLKQRA 5 10 15 20

Figura 11. Evaluacion del modelo de La47. a) Molprobity y b) PROCHECK. Todos los modelos

excepto Css54 presentaron comportamientos similares.

a) Clashscore, all atoms: ‘ 3497 | 11 percentile” (N=1784, all resolutions)
Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
Poor rotamers 0 0.00% Goal: <0.3%
Favored rotamers 22 95.65% Goal: >98%
Ramachandran outliers [0 0.00% Goal: <0.05%
Ramachandran favored “23 100.00% Goal: »98%
MolProbity score [2.03 74% percentile” (N=27675, 0A - 994)
CB deviations >0.25A 1 |14.35% Goal: 0
Bad bonds: [0/208 0.00% Goal: 0%
Bad angles: 27275 0.73% Goal: <0.1%
||Cis Prolines: “G /1 ”0.00% ||Expccted: =1 per chain, or 5%
Secondary structure & estimated accessibility G-factors

b) AV
Chil-chi2

.. . - i CR“ only .

Key:- <™ Helix I::) Beta strand == Random coil Accessibility shading: M Buried O Accessible grrlr'}g&a id
Dihedrals
MC bonds

MCangles [T T T

£\ Mainchain

SKLLPSVFKLFQRKKE Orerall

Sequence & Ramachandran regions a Most favoured @ Allowed [ Generous Il Disallowed

FFGSLLSLG

5 10 15 20 25
Figura 12. Evaluacion del modelo de Css54. a) Molprobity y b) PROCHECK.
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Solo en el caso de Css54 generado con I-Tasser el modelo presenté problemas en
su geometria (Figura 12), principalmente de choques estéricos y de angulos
erroneos. El problema de los choques se solucioné con la minimizacién. En el Anexo

Il se encuentra una descripcion de los parametros evaluados.

Todas las estructuras fueron minimizadas como se comenté en la metodologia; los

modelos finales se muestran en la Figura 13.

(

Css54[15E]*

La47[15E]*6

Figura 13. Estructuras de los modelos de Css54, La47 y variantes.
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6.2 Membranas lipidicas

Se realiz6 la simulacién de ambas membranas por 200 ns. El promedio alcanzado
de temperatura durante la simulacion (Figura 14a) fue de 303.15 + 0.01 Ky 303.15
+ 0.01 Ky de presion (Figura 14b) 1.0 £ 0.5 bary 1.1 £ 0.1 bar para las membranas
de POPC y POPG, respectivamente; indicando un correcto equilibrio de presion (1
bar) y temperatura (303.15 K).

Temperatura de bicapas
P POPC-temperatura
a) i

H 1 ) N N POPG-temperatura
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Figura 14. Comportamiento de a) temperatura y b) presion de las bicapas. En rojo se muestra la
bicapa de POPC y en azul de POPG, simulacion por 200 ns.
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Con las trayectorias de la DM se obtuvo el area por lipido (APL, calculada mediante
los diagramas de Voronoi, los cuales agrupan a los lipidos de acuerdo a cierta
distancia en una determinada area [51]) y la distancia promedio entre los atomos de
fosfatos de las cabezas polares de cada capa de la membrana (grosor de la
membrana [10]). Para POPC, el APL calculada fue de 64.3 + 1.3 A2 y la distancia
P-P de 38.9 + 0.7 A. Los valores obtenidos por la simulacién son consistentes con
los encontrados experimentalmente (por dispersion de rayos X), 64.3 3+ 1.3 A2para
el APL y 39.1 +0.7 A para el grosor de la membrana [56]. En la Figura 15 se muestra
el comportamiento de estas propiedades a lo largo de 200 ns de simulacion; al inicio
de la simulacién el APL de ambas membranas aumenta debido a las dimensiones

de la caja cambian (disminuyen) para alcanzar la presion deseada.

Area por lipido y Distancia P-P de bicapa (200ns)
POPG-APL —— POPG-Distancia —— POPC-Distancia
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Figura 15. Area por lipido (APL) y grosor de la membrana. En rojo se muestra la membrana de
POPC y en azul de POPG, simulacién por 200 ns; el grosor se representa como la distancia entre
los atomos de P-P de cada cara de la bicapa.

Respecto a la membrana de POPG los resultados de APL y de distancia entre P-P
fueron 65.5 + 1.9 A2y 38.1 + 0.9 A, respectivamente. El valor experimental del APL

es cercano al obtenido por dispersion de rayos X, 66.0 + 1.3 A2 [57]. En cuanto a la

31



RESULTADOS Y DISCUSION

distancia P-P el valor se encontr6 dentro de los considerados por la desviaciéon
estandar experimental (36.7 + 0.7 A [57]).

El orden de las cadenas de &cidos grasos es otro parametro que nos indica la
estructura de la membrana y puede medirse mediante el parametro de orden, el
cual se encuentra graficado en la Figura 16; este valor es calculado a partir del
angulo del vector CH de las cadenas de acido graso respecto al eje (Z) normal a la
membrana [58]. En esta gréfica se observa que los valores de -Sch u orden para la
cadena sn-1 (palmitoil, 16:0) y sn-2 (oleil, 18:1cA°) de POPC presentan valores,
ligeramente, superiores a los del POPG, es decir, las cadenas presentan un mayor
orden. Esto podria ser consecuencia de las caracteristicas de las cabezas polares

entre los dos fosfolipidos, PC que es zwitteribn y PG con carga negativa.

Pardmetro de orden del Deuterio Palmitoil Oleil
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Figura 16. Parametro de orden para las cadenas alifaticas en las bicapas. En rojo se muestra el
comportamiento para la bicapa de POPC y en azul para POPG. La linea punteada indica la cadena
sn-1 de palmitoil (16:0) y la continua sn-2 de oleil (18:1cA?).

El comportamiento de ambas bicapas es similar al reportado por experimentos de
RMN [59], en los cuales el orden disminuye entre los carbonos 9 y 10 de sn-2 en

donde se encuentra el doble enlace del &cido oleico [44]. La disminucion es producto

32



RESULTADOS Y DISCUSION

del decremento del angulo C-H, generado por la configuracion cis en el doble

enlace, respecto a la normal a la membrana.

~ Densidad de los compontes de POPC

a) i ”“ﬂ‘ —— Disolvente-TIP3P —— Acidos grasos —— Cabezas polares

Densidad Kg/m?

0 2 4 6 8 10
Posicion sobre el eje Z (nm)

Densidad de los compontes de POPG

b) hig —— Disolvente-TIP3P —— Acidos grasos —— C(Cabezas polares

Densidad Kg/m?

0 2 4 6 8 10
Posicién sobre el eje Z (nm)

Figura 17. Densidad de los componentes de a) POPC y b) POPG. En azul se muestra la densidad
del disolvente (TIP3P), en rojo de los &cidos grasos (Palmitoil y Oleil) y en verde de las cabezas
polares (Colina y Glicerol para POPC y POPG, respectivamente). Valores respecto al eje z.

En la Figura 17 se muestran los componentes de POPC (17a) y POPG (17b)
graficados respecto a su posicion sobre el eje Z o normal a la membrana. En ellas
se observa que las zonas (del disolvente, de las cadenas de acido graso y de las

cabezas polares de los fosfolipidos) se encuentran definidas y por lo tanto la
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integridad de la membrana se mantiene a lo largo de la simulacion. La densidad de
cada componente considera el volumen en donde se encuentra y su masa [58]. Es
de notar que la densidad de las cabezas polares sea mayor en POPC respecto a
POPG, lo cual se debe a que la colina (MM= 104.2 g/mol) tiene una mayor masa

molecular (MM) que el glicerol (MM= 92.1 g/mol).

En la Tabla 6 se muestra un resumen de las propiedades calculadas. La
temperatura y presion son las utilizadas como referencia durante las simulaciones.
La tercera columna es una referencia de simulacion realizada con la version 14 de
AMBER vy el campo de fuerzas de C36 por 1 uys y como modelo de agua TIP3P en
donde se observan valores cercanos a los calculados en nuestras simulaciones para

el area por lipido, pero no en grosor de la membrana.

Tabla 6. Parametros calculados para las membranas de POPC y POPG, simulaciones de 200 ns.

aPor dispersion de neutrones y dispersion de rayos X de angulo reducido.
b Por dispersion de neutrones, dispersion de rayos X de angulo reducido y dindmica molecular.

Propiedad | Simulacién 200 ns | Skjevik. A., 2016 [60] | Datos experimentales
Bicapa de POPC
Area por lipido (A2?) 64.3+1.3 63.8+1.2 264.3 + 1.3 [56]
Distancia P-P (A) 38.9+0.7 37.4+0.0 239.1 + 0.8 [56]
Temperatura (K) 303.15 + 0.01 303.00 303.15
Presién (bar) 1.0+0.5 1.0
Densidad (Kg/m?®) 1015.6 + 0.0 1000.0
Bicapa de POPG
Area por lipido (A2?) 65.6 +1.9 67.2+1.4 b66.0 + 1.3 [57]
Distancia P-P (A) 38.1+0.9 34.2+0.0 b36.7 + 0.7 [57]
Temperatura (K) 303.15+ 0.01 303.00 303.15
Presién (bar) 1.1+05 1.0
Densidad (Kg/m?) 1028.2+ 0.0 1000.0

6.3 Sistemas PAM-Membrana

Para conocer la manera en que cada PAM interactia con la membrana, se
analizaron las siguientes caracteristicas: su estructura secundaria a lo largo de los
200 ns, RMSD respecto a la estructura inicial, angulo de inclinacion respecto al eje
perpendicular a la membrana, interacciones intermoleculares (electrostaticas,

hidrofébicas, puentes de hidrogeno y catidn- 1) y energias de unién de los sistemas
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y su contribucién por residuo; asi como el grosor de la membrana y el APL

promedios.
6.3.1 Estructura secundaria

Como se observa en la Tabla 7 el porcentaje de helicidad de los PAMs fue mayor
en las membranas de POPG en comparacion con las de POPC, comportamiento
similar al reportado para otros PAMs con los mismo tipos de membranas [61],
mientras que el de conformacion aleatoria (random coil) es mayor en las membranas
de POPC comparado con las de POPG. El programa STRIDE, incluido en VMD, a
partir de una funcion de energia (dependiente de puentes de hidrégeno
principalmente) asigna la estructura secundaria [62]. La mayor estabilidad de
estructura secundaria en las membranas de POPG es, posiblemente, generada por
la formacion de interacciones electrostaticas con los fosfolipidos que presentan
carga neta negativa y las posteriores interacciones de tipo hidrofébico con la regién
de las cadenas de acidos grasos. Los PAMs al no establecer interacciones
adecuadas con POPC permanecen mas tiempo en contacto con las moléculas de
agua y debido a que son péptidos anfipaticos es posible que pierdan estructura

secundaria al no estar en contacto con la regién no polar de la membrana [63].

Tabla 7. Proporcion de estructura secundaria de los PAMs en las tres réplicas.

POPC POPG
PAM Hélice Coil Otros Hélice Coil Otros

Cssb4 05+01 | 04+0.1 | 0.1£0.1 | 0.7x0.1 0.3+0.0 | 0.0+0.0
Css5415E | 0.8+0.0 | 0.2+0.0 | 0.0+0.0 | 0.7%0.1 0.2+0.1 | 0.1+0.1
Cssb414 0.7+01 | 0.3+0.1 | 0.0£0.0 | 0.8+£0.1 0.2+0.0 | 0.0x0.0
La47 0.7+01 | 02+0.1 | 0.0+£0.0 | 0.8+£0.0 0.2+0.0 | 0.0x0.0
Lad4715E 0.7+0.1 | 0.3+0.0 [ 0.0+£0.0 [ 0.8£0.0 | 0.2+ 0.0 | 0.0%x0.0
La4715 06+01 | 0.3£0.0 | 0.1£0.0 | 09£0.0 0.1+0.0 | 0.0+0.0

Las Unicas excepciones al comportamiento, anteriormente, mencionado fueron

Cssb5415E y Css5414. El primero presento en las tres réplicas un porcentaje de
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helicidad superior en POPC (promedio de 0.8 £ 0.0) que en POPG (promedio 0.7
0.1), producto de la interaccién con la membrana. Css5414 tuvo un comportamiento
similar pero solo en dos de las réplicas (informacidon no presentada); sin embargo,
el promedio de helicidad en POPC (0.7 + 0.1) fue menor que en POPG (0.8 + 0.1).
Aunque bien, debido al traslape de las desviaciones estandar podrian tener un

comportamiento similar al de los demas PAMs.
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Figura 18. Estructura secundaria de Css54 con POPG en 200 ns. En la seccion de abajo se
encuentran las conformaciones al tiempo 0, 100 y 200 ns. El RMSD, calculado con ProFIT 3.1, de
los atomos pesados (C, Ca, O y N) entre la estructura a Ons y 100ns es de 8.352 A, entre Ons y
200ns es 8.200 A y entre la de 100ns y 200ns es de 0.971 A.

Sin tomar en cuenta el orden en la secuencia entre Css5415E y Css5414 se observo
que la presencia del acido glutamico (E) aumentd el porcentaje de helicidad en
membranas de POPC; lo contrario sucedio con las mismas variantes en membranas

de POPG. La4715E y La4715, presentaron el mismo comportamiento.
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Un caso relevante en los sistemas simulados fue el de Css54 tanto con POPC (en
dos de las réplicas) como con POPG (una réplica) ya que este PAM presentd un
cambio conformacional importante generado por la Gly-9. En la Figura 18 se
observa el grafico de la estructura secundaria de Css54 con POPG por residuo a lo
largo de los 200 ns para la réplica uno. En ella es de notar que este cambio en la
conformacion se mantiene en gran parte de la simulacion. Las conformaciones de
los deméas PAMs no presentaron cambios tan notables en su estructura secundaria.
De manera general los residuos cercanos al extremo C-terminal se mantienen como
random coil [64], el extremo N-terminal entre mas cercano a la membrana presenta
un mayor porcentaje de helicidad (principalmente en sistemas con POPG) y

residuos ubicados en el centro del PAM se comportan como hélice .
6.3.2 Comportamiento del PAM

Para conocer la estabilidad del PAM se analiz6 el RMSD (Figura 19), el cual
compara la estructura inicial, Unicamente de los atomos pesados (N y C) de la
cadena principal, con cada una de las generadas a lo largo de la simulacién, también
se estudio el angulo de inclinacion.

a) RMSD de Css54 y variantes con POPC _
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RMSD de Css54 y variantes con POPG
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Figura 19. RMSD para Css54 y sus variantes con membranas de POPC y POPG para la réplica
uno. a) Cssb54 y variantes con POPC y b) Css54 y variantes con POPG. Se muestran las estructuras
alos 0,100y 200 ns.

En estas graficas se observé que de manera general para las tres réplicas (réplica
dos y tres en ANEXO lll), Css54 con POPC incrementé su RMSD cuando comenzé
a perder la estructura secundaria por la presencia de G9 lo que generé un cambio
de entre 0.4 y 0.6 nm a lo largo de la simulacién. Css5414 y Css5415E se
mantuvieron por debajo de 0.4 nm en la mayor parte de la dinamica, Css5415E fue
el PAM que menos cambios de RMSD presentd (cercano de 0.2 nm en todas las
réplicas). Con POPG los valores mas altos de RMSD se encontraron por debajo de
0.9 nm; Css54 y Cssb414 presentaron valores mas pequefios de RMSD (debajo de
0.4 nm). Sin embargo, Css5415E tuvo valores menos estables que en ocasiones

fueron superiores a 0.2 nm, como se observo para POPC.

En la Figura 20 se encuentra el RMSD a lo largo de 200 ns para La47 y variantes
de la primera réplica (réplicas dos y tres en ANEXO 1), en ellas se observa que
estos PAMs presentaron menos cambios en su RMSD en comparacion con los de
Cssb4 y variantes. En general todos los péptidos permanecieron por debajo de 0.7

nm. Con POPG, el cambio fue aun menor manteniéndose por debajo de 0.3 nm
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para todos los PAMs (convirtiéndose en los péptidos mas estables de todos los
sistemas). Ademas, se observo que el aumento de RMSD es consecuencia del
cambio en la estructura secundaria y no, necesariamente, de la falta de interaccion
con la bicapa.
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Figura 20. RMSD para La47 y sus variantes con membranas de POPC y POPG para la réplica uno.
a) La47 y variantes con POPC y b) La47 y variantes con POPG. Se muestran las estructuras a los
0, 100 y 200 ns.
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En la Tabla 8 se muestran los 4ngulos respecto al eje z para cada uno de los
sistemas en cada réplica (Figura en ANEXO 1), este dato nos indica que tanto puede
moverse el PAM durante toda la simulacion. En ella se observa que todos los
péptidos tienen menor desviacion estandar en POPG respecto a POPC. En POPC,
los péptidos no encontraron una forma adecuada de interactuar con la membrana y
adoptaron angulos que variaron mas que en POPG. Con POPG, al interactuar

rapidamente, los PAMs tuvieron menor grado de movimiento.

Tabla 8. Promedios de los angulos de inclinacion de POPC y POPG para cada réplica.

Angulo (°) Angulo (°) Angulo (°) Angulo (°)
PAM Lipido | Réplica o} Réplica o Réplica o PAM-
uno dos tres Membrana
POPC 82.2 39.2 85.5 42.3 99.7 37.0 76121
Css54
POPG 72.7 19.2 83.4 16.5| 105.1 |25.5| 13.0+4.6
POPC 66.5 27.7 81.7 42.1| 1054 |37.8| 15.7+6.2
Css5415E
POPG 145.8 [14.4 59.2 199 1254 [19.2| 40.6+10.9
POPC 61.8 40.1 95.2 35.3 47.4 20.8| 25.3+154
Css5414
POPG 108.7 [12.4| 1115 |18.6| 1146 [13.2| 21.6+2.4
L ad7+s POPC 96.2 42.5 73.9 39.9 95.8 34.3 9.3+4.8
a +
POPG 1274 |11.3| 119.7 (19.3| 129.2 (21.5| 35441
POPC 86.4 40.5 88.5 39.9| 1146 |34.4| 99+104
La4715E
POPG 133.8 [21.7| 110.2 |15.7| 117.0 [20.4| 30.4%9.9
POPC 1005 |33.7 83.4 37.9 97.4 34.9 82+17
La4715
POPG 61.2 11.0| 1103 |11.8| 107.3 |16.4|( 22.1+4.9

Se resaltan con verde las desviaciones estandar de POPG

El &ngulo PAM-Membrana (Figura en ANEXO 1) nos permite saber cémo cada PAM
interactda con la membrana. De manera general se observa que con membranas
de POPC los PAMs forman angulos menores (desde 7° hasta 15°), mientras que
con POPG se encuentran desde 13° hasta 40° [65]. Si el PAM presenta un angulo
de inclinacion grande respecto a la membrana y se encuentra interactuando con

ella, probablemente, existan residuos que la atraviesen (Figura 21). Es importante
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notar que el angulo de inclinacion solo representa la orientacion general del PAM y
no si la interaccion comienza por alguno de los extremos del péptido. Ademas, el
angulo al depender de los extremos (C- y N-terminal) para formar el vector C-N varia
segun la conformacion de la estructura peptidica. En algunos sistemas como Cssb54
con POPC este angulo no es una buena aproximacién ya que la perdida de
estructura secundaria propicia el doblamiento de PAM lo cual hace poco efectivo el

vector C- a N- terminal.

P \-., 7 ) ol A\_ %&1.‘
La47 con POPC La47 con POPG

et e
0=2° B B B
3 i i .»'l A= 1~&: 1
La4715E con POPC La4715E con POPG

Figura 21. Angulos respecto a la membrana para La47 y La4715E con POPC y POPG. De color
verde los 4&tomos de la cabeza polar y de rojo los de las cadenas de &cido graso.

6.3.3 Comportamiento de la Membrana

Para conocer si el PAM tenia efecto sobre la membrana se calcul6 el grosor
(distancia entre fésforos de ambas capas) y el area por lipido (mediante los
diagramas de Voronoi, explicados en la seccion 6.2). En la Tabla 9 se observa que,
de acuerdo con el grosor de la bicapa a lo largo de toda la simulacion, las réplicas

no presentaron diferencias importantes ya que los valores se encuentran dentro de
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las desviaciones estandar para las simulaciones sin péptidos (puras); los mismo

sucedio con el area por lipido de cada sistema.

Tabla 9. Promedios del grosor de membrana (P-P) y del &rea por lipido.

Grosor (A)| APL (A2

POPC-pura| 38.9+0.7 |64.2+ 1.3
POPG-pura| 38.1+£0.9|65.7+1.2

Css54 POPC 39.2+£0.1|64.1+0.2
Css54 POPG 38.0+0.1|65.9+0.6
Cssb415E POPC 39.1+£0.1|64.3+£1.0
Css5415E| POPG 37.9+0.1|66.7+0.1
Cssb5414 POPC 39.3+0.0|63.7+0.5
Css5414 POPG 37.9+0.1|66.4+0.3
La47 POPC 39.2+0.1|64.0+0.5
La47 POPG 37.8+0.1|66.3+0.5
La4715E POPC 39.2+0.2|64.1+0.8
La4715E POPG 38.0+0.2|65.8+0.2
La4715 POPC 39.1+0.1|64.0+0.7
La4715 POPG 38.0+£0.1|65.5+0.5

En aquellos péptidos que lograron penetrar la membrana (Css5415E_POPC en la
Figura 24a, de la réplica uno y La4715E_POPC en el ANEXO |V, de la réplica tres)
se observo que los residuos hidrofébicos de los PAMs se posicionaron por debajo
de los fésforos mientras que los cargados positivamente lo hicieron en la regién
polar de la bicapa. Para poder ver si el fendmeno afect6 a la membrana se utilizaron
los dltimos 50 ns de la simulacion de Css5415E con POPC de la réplica uno. En la
Figura 22 se observa que este péptido modificé el grosor de una region de la
membrana ya que en la zona azul se localizan valores inferiores al promedio menos
la desviacion estandar de la membrana de POPC pura (Tabla 6). La figura se obtuvo
mediante el comando thickness de Membplugin, el cual mide la distancia entre dos
picos de densidad a lo largo del eje z e interpola las posiciones de las cabezas

polares permitiendo observar la deformacién local de la membrana [51].
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Mapa de calor del grosor de membrana para Css5415E POPC 150 - 200 ns para R1

10 20 30 40 50 60
X

Figura 22. Mapa de calor para la distribucién del grosor de membrana de Css5415E con POPC. La
media y o del sistema puro es 38.9 £ 0.7 (Tabla 6). La region de color verde es el promedio incluyendo
la desviacién estandar, la de color rojo son valores superiores a este y la azul menores.

60
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40
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Otra propiedad que presenté cambios fue el &rea por lipido. Para los dos sistemas
mencionados anteriormente, este parametro mostré los mayores cambios en su
desviacion estandar lo que indica modificaciones importantes en la distribucion
lateral de los lipidos. En la Figura 23a se observa la membrana de POPC en el
sistema con Css5415E en el ns 10 y en la 21b se observa en el ns 132. Es claro

que en el area en donde se inserta el PAM los lipidos se desplazan.

Figura 23. Css5415E con POPC para la réplica uno. a) Membrana de POPC al inicio de la
simulacion. b) Membrana en el ns 132. De rojo los oxigenos, de azul los nitrégenos, de amarillo los
fésforos y de cian los carbonos del glicerol del acido graso. EI PAM se encuentra en color lila.
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Algo similar sucede con La4715E-POPC de la réplica 3. Es importante notar que los

cambios sélo se observan de manera local.

6.3.4 Interacciones PAM-Membrana

Una vez descritos los comportamientos del péptido y de la membrana
individualmente, se analiz6 el modo de interactuar entre los PAMs y la bicapa; para
realizar este andlisis se estudio la posicion sobre el eje z (normal a la membrana)
del centro de masa de los péptidos respecto a los fosfatos (Figuras 24 y 25), con el
objetivo de observar el comportamiento del PAM y si su interaccion permitia la
insercion en la bicapa de fosfolipidos. La discontinuidad de las lineas en las figuras
indican que el PAM sale del sistema y entra en contacto con la capa inferior de la
membrana y no que el PAM la atraviese; esto es similar a lo reportado en otras

simulaciones de PAMs con membranas [66] .

En la Tabla VVV, se reportan el promedio del porcentaje de las tres réplicas, en
decimales, del tiempo en el que el COM del PAM se encontraba a una distancia

menor a 0.4nm de ambas capas de fosfolipidos.

Comportamiento del COM del PAM respecto a POPC
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b) Comportamiento del COM del PAM respecto a POPG
® Css54 @ Css5414 @ (CssS415E

10 '

Posicién sobre el eje Z (nm)

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tiempo (ns)

Figura 24. Cssb54 y sus variantes con POPC y POPG para la réplica uno. Css54 y variantes con a)
POPC y con b) POPG. La linea verde representa a los fosforos (P) de las capas superior e inferior
de la membrana. Las distancias son respecto al eje z de la caja de simulacién

En la Figura 24a se muestra el comportamiento del centro de masa (COM) de Css54
y variantes con POPC para la réplica uno (las graficas de las réplicas dos y tres se
encuentran en el ANEXO 1V). En la Figura 24b se presenta a Css54 y variantes con
POPG para la réplica uno.

a) Comportamiento del COM del PAM respecto a POPC
® La47 ® La4715 ® La4715E

10

Posiciéon sobre el eje Z (nm)

Tiempo (ns)
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b) 5 Comportamiento del COM del PAM respecto a POPG

ﬂ ® La47 ® Lad715 ® Lad715E

10

Posicién sobre el eje Z (nm)

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Tiempo (ns)

Figura 25. La47 y sus variantes con POPC y POPG para la réplica uno. a) La47 y variantes con
POPC y b) La47 y variantes con POPG. La linea verde representa a los fosforos (P) de las capas
superior e inferior de la membrana. Las distancias son respecto al eje z de la caja de simulacion

En la Figura 25a se encuentra el comportamiento de La47 y variantes con POPC
(réplicas dos y tres en ANEXO V). En la Figura 25b La47 y variantes con POPG.

PAM POPC POPG
Css54 [(0.0+x0.0| 0.1+0.0
Css5415E(10.1+0.2| 0.1+0.1

Tabla 10. Promedio del porcentaje
(en decimales) del tiempo en que los

COM de Cssb4, La47 y variantes, Css5414 | 0.0+£0.0| 0.2%0.1
cumplen con el criterio de distancia. La4d7 0.0+0.0 0.0+0.0
Criterio de distancia: <0.4 nm. Lad4715E | 0.1+0.1 02+0.1

La4715 | 0.0+x00| 06+0.1

De acuerdo con los datos de la Tabla VVV se observa que los COM de Css54, La47
y variantes, en promedio, no se encuentran a menos de 0.4 nm de la superficie de
POPC lo cual indica que no hay interacciones favorables con este tipo de
membrana; las Unicas excepciones fueron Css5415E y La4715E, en algunas
replicas. Este fenOmeno se asocia probablemente con la interaccion del acido

glutamico y la carga positiva de la colina (Figura 32).
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Cssb4, La47 y variantes, presentaron un mayor porcentaje de COM dentro de los
criterios de distancia (<0.4nm) lo cual implica que estos PAMSs interactuaron
favorablemente con membranas de POPG. Los mayores porcentajes fueron de
Cssb5414 y La4715, ambos caracteristicos porque carecen del Glu en su estructura
lo cual favorece la interaccion de sus residuos positivos con la carga negativa de
POPG. La4715 presentd el mayor porcentaje de todos los PAMs lo cual pudo ser
consecuencia de ser el que mas carga presento (+7). En general el comportamiento
de los PAMs con POPC indica poca selectividad por este tipo de fosfolipido en

comparacion con POPG.

Distancia de los aa ‘a los Ps de la capa superior de Css414 POPG
F,

|

) M\ M(MM
! |

HuIHI il IM'M

g Sl I!wﬂll | WM%M
EO w 1 H\I thlrlu n W .y

Tiempo (ns)

Figura 26. Comportamiento de los residuos de Css5414 con POPG (capa superior) a lo largo de 200
ns de la primera réplica. Distancias menores a 0.4 nm entre la cadena lateral y los foésforos de la
bicapa se identifican de morado.

Para identificar las interacciones de los PAMs con la membrana, se midieron las
distancias de los centros de masa de las cadenas laterales respecto a los fésforos
de las capas tanto superior como inferior, todo ello respecto a los 200 ns de
simulacion. Residuos a una distancia menor a 0.4 nm fueron identificados como se

muestra en la Figura 26, en la cual se encuentra Css5414 con la cara superior de
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POPG. Las interacciones con la cara inferior son nulas. Las interacciones

analizadas fueron: electrostaticas, hidrofébicas, puentes de hidrogeno y cation-Tr.

Enla Tabla 11 se muestra el promedio de los porcentajes decimales del tiempo (200
ns) de los residuos, de Css54 y variantes, que cumplieron con el criterio de distancia,
menores a 0.4 nm de los fosfolipidos. Los residuos que cumplieron con el criterio
anterior en mas de la mitad de la simulacion son sobresaltados con rojo y en verde
aquellos que segun su desviacion estdndar alcanzan valores de 0.5. Los valores
indican que, Css54 con POPC no presentd ninguna interaccion favorecida. Con
POPG los residuos que mas interactuaron fueron G3, L8, K11, S15, K18 y R22 (en
su mayoria residuos cargados positivamente); este PAM a diferencia de todos los
demas esta favorecido por interacciones de residuos cercanos al extremo C-
terminal (Figura 27a) lo que se debe la disrupcion de la hélice generada por la G9
gue provoca que el PAM se doble. Para Css5415E con POPC, la R3 fue el residuo
mas cercano a la membrana y establecio interaccion con los fosfatos (cargados
negativamente) de la Fosfatidilcolina (Figura 27b); con POPG fueron F1, W2, R3,
K4, L5y E7 (Phel, Arg3y Lys4 fueron los Unicos que pudieron insertarse en la capa

de fosfolipidos).
a) b) c)

-N terminal

-C terminal

(‘\JM ol
Css54 con POPG Css5415E con POPC Css5415E con POPG

Figura 27. Interacciones relevantes de Css54 y algunas variantes con POPC y POPG. a) Css54 con
POPG interactuando por el extremo —C terminal, b) Arg3 de Css5415E en interaccion con los fosfatos
de POPC y c¢) Css5415E con POPG, los residuos con carga positiva permiten la interaccion del Glu7
con la bicapa. De rojo los &tomos de oxigeno, de azul de nitrégeno y de verde de fosforo.
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Tabla 11. Promedio del porcentaje (en decimales) del tiempo en que los residuos, de Css54 y

variantes, cumplen con el criterio de distancia.

Cssb54 Css5415E Css5414

# | Res POPC POPG | Res POPC POPG POPC POPG
1 F 0.0+0.0(0.2+0.2 F 0.3+0.2(0.8+0.2 0.3+0.2104+£0.1
2 F |00+£00)|02+02( W (03+0.2(04+0.1 0.4+03|0.7£0.0
3 G |01+£01(03+0.2 0.4+£0.1(0.8+0.0 0.5+0.211.0+0.0
4 S 0.1+0.1(0.2+0.2 . 0.2+0.2(0.8+x0.1 0.1+0.1]10.3+0.2
5 L 0.0+0.1(0.2+0.2 L 0.2+0.2(0.4+0.3 0.1+0.2]10.2+£0.1
6 L 0.1+01(0.2+0.1 L 0.2+0.2(0.1+0.0 0.3+£0.310.8+x0.1
7 S 0.1+£0.1(03%x0.2 E 0.2+02(05+0.1] L 0.1+0.1]10.7+£0.2
8 L 0.0+0.0(0.3+0.2 L 0.1+£02(04+02| L 0.0£0.010.0+0.0
9 G |00+00(0.1+0.1 L 0.1+02(00+00| F (01+£0.1(0.2%0.1
10 S 0.0+0.0(0.2+0.1 F 0.1+0.2(0.0+£0.0 0.1+0.1]10.6£0.2
11 [ 00+0.0[05+0.3 [ 0.1£02[02+0.1| F [00+0.0[0.1%00
12 L 0.0£00(0.2+0.1 F 0.1+£0.2(00x0.2| L 0.0£0.010.2+0.2
13 L 0.0£0.0|0.0+£0.0 L 0.1+£0.2(0.1+0.1 0.0£0.010.2+0.0
14 P 0.0+0.0(04+0.1 ‘ 0.1+£0.2(0.1+0.1 . 0.0+0.010.2+0.2
15 S 0.0+0.0(0.6x0.1 . 0.1+0.2 O.liO.l|
16 V 10.0+£0.0]0.0+£0.0
17| F 100+00(0.1x0.1 Hidrofébico
18 [ 00+0.0[08+01 i Cargado +
19| L [0.0+£0.0{0.2£0.0 Cargado -
20| F |0.0£00]|00+00 Polares sin carga

Especiales
21 Q |00+£00(0.2+0.1
22 0.0+0.0(0.8+0.1
23 00+00102+01 * Residuos con proporciéon > 0.5
24 00+£00]03+0.1 * Residuos con proporcién cercana a 0.5
25 E |0.0+00(0.0+0.0

El Glu, a pesar de ser un residuo cargado negativamente, se encontré cercano a la

membrana, lo que pudo ser favorecido ya que los primeros cinco residuos cercanos

al extremo N-terminal tuvieron muy buena interaccion (Figura 27c).
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Css5414 con POPC interactué mediante F1, W2, R3 y K6; con POPG (Figura 28)
fueron W2, R3, K6, L7 y K10. En general, Css5415E y Css5414 tienen preferencia
por interactuar con la membrana mediante el extremo N-terminal ya que se

encuentra cargado positivamente.

Figura 28. Interacciones de
Cssb414 con POPG. Los residuos
del extremo —N terminal favorecen la
interaccibn con la membrana
mediante Trp2, Arg3, Lys6, Lys7 vy
Lys10. De rojo los atomos de
oxigeno, de azul de nitr6geno y de
verde de fosforo.

Css5414 con POPG
En la Tabla 12 se resumen los porcentajes decimales promedio del tiempo para

La47 y sus variantes. De manera general no se encontraron residuos cercanos a la
membrana en mas de la mitad de la simulacién de alguno de estos PAMs con
POPC. Sin embargo, con POPG (Figura 29), se reconocieron varios residuos para
La47: S1, W2, K3, S4, M5, K7, K8 y E11 (Serl, Lys3 y Ser4 pudieron insertarse la
membrana en las tres réplicas). Para La4715E las interacciones de F1, W2, K3, K4,
E7, K8, K10, K11 y R14 fueron las que mas tiempo permanecieron cercanas a
POPG (la Lys3 y Lys4 lograron insertarse en la bicapa, en las tres réplicas).

La47 con POPG La4715E con POPG

Figura 29. Interacciones de La47 y algunas variantes con POPG. a) La47 con POPG, residuos con
carga positiva favorecen la interaccion, b) La4715E con POPG, Glu7 interactian como consecuencia
de la interaccion de Phel, Lys3 y Lys4. De rojo los &tomos de oxigeno, de azul de nitrégeno y de
verde de fésforo.
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Tabla 12. Promedio del porcentaje (en decimales) del tiempo en que los residuos, de La47 y

variantes, cumplen con el criterio de distancia.

La47 La4715E La4715
# |[Res| POPC | POPG | Res| POPC | POPG | Res| POPC | POPG
1 02+02[09+00| F [02+02[06+01] F [00+00[ 07+0.2
2| w [01z01|04+01| W [02+02]04+01| W [01+01| 08+0.1
3 ! 02 +0.2[0.8+0.1 01+0.1[0.9+0.0 01 +0.1| 1.0+0.0
418 [01+x01]09+01 01+02[09+01| M [00+00]| 09+0.1
5| M [00+£00[06+01| L [02+02][02+01| L [00£00| 05+0.2
6| A [00£00[03+0.0 02+02[03+0.1 0.0£0.0| 0.9+0.0
7 01+01|07+01| E [01+01[08%0.1 0.1+0.0 | 1.0+0.0
8 . 0.0+00 |0.7+0.2 02+02[05+01| M [00+00]| 04+0.2
ol L [o0t00[01+00| L [02+02[00+00]| Y [00+00]01%01
10 - 00+00 [01+0.1 01+02[04£0.2 0.0+0.0 | 0.9+0.0
11| E [00z00[05+01 01+£02[06£0.2 0.0£00 | 0.7+0.2
12| Y [00+00[02+02| M [01+t01|00+00]| L [0.0£00][ 00x0.0
13| M [00+00[00+00| A [00+00[0.1+0.0 0.0+£0.0 | 02+0.1
14| E [00+00[00+0.0 0.0£0.0[03+0.2 0.0£0.0| 0.7+0.0
15 - 0.0+00 |04+0.1 00+00[01+01|] A [00+00]|02+01
16 L [00+0.0[0.0+00 i Lidrofébico

17 - 0.0£0.010.0£0.0 Cargado +

18] Q [00+00[00=00 po|;:rz;g;iocz_arga

19 - 0.0+0.0 |02+0.0

20l A |o0+00/|00+00 * Residuos con proporcion > 0.5

* Residuos con proporcion cercana a 0.5
Finalmente, La4715 fue el péptido que mas interacciones formé de todos los
sistemas (F1, W2, K3, M4, L5, K6, K7, M8, K10, K11 y K14); Lys3, Lys6, Lys7, Lys10
y Argl4 (Figura 30) penetran la membrana en las tres réplicas.

El 4cido glutdmico de varios de los PAMs se encontrdé dentro de los criterios de
interaccion, lo cual es generado como consecuencia de la cercania de residuos con
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carga positiva a la bicapa. Ademas, como se discute en la siguiente parte, el Glu es
un buen aceptor de puente de hidrogeno y el POPG buen donador (Figura 31), lo

cual favorece la interaccion con este tipo de membrana.

Distancia de los residuos de La4715E_POPG a los Ps
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1.5

1.0

0.5

0.0

Distancia (nm)

-0.5

-1.0

Residuo
Figura 30. Comportamiento de los residuos de La4715 con POPG. Las lineas rojas representan la
desviacién estandar de la distancia respecto a la membrana (verde) en nm, para la réplica uno.

A diferencia de Cssb4 y variantes, La47 y sus variantes contienen secuencias en
donde, practicamente, todos los residuos, cargados positivamente, cumplen con el
criterio de interaccion. De manera general se observé que la interaccion de residuos
cercanos (en su mayoria hidrofobicos) a aquellos que presentan carga, se favorece.
De los residuos cargados positivamente el de mayor porcentaje fue la lisina lo cual
se favorecio por el alto contenido de este residuo en los PAMs (en promedio 30%),

la Arg estuvo presente en menor porcentaje (6%) y la His ausente.

En las siguientes Tablas (13 y 14) se resume la cantidad promedio de puentes de
hidrogeno por residuo a lo largo de los 200 ns de la simulacion, que presentaron
una distancia entre donador y aceptor maximo 0.35 nm y un angulo < 30°. Todos
aguellos residuos que contenian N-H y/o O-H fueron potenciales donadores de
puentes de hidrogeno mientras que aquellos con atomos como O o N con pares de

electrones libres, o no compartidos, fueron buenos aceptores (Arg, GIn, Glu y Ser).
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Tabla 13. Numero promedio de puentes de hidrogeno para Css54 y variantes.

Cssb54 Css5415E Css5414
POPG POPG POPG
# | Res | POPC Acept. | Donad. Res | POPC Acept. | Donad. Res | POPC Acept. | Donad.
23.0+]|26.0+| 3.0+ 26.3+|59.7+| 13+
21 F W 3.7 4.3 0.8 i 11.1 9.4 1.2
3l @ 113.0 | 175.0 | 2.3+ 111.7 | 101.7 | 0.7
+38.4| +5.7 1.2 +23.1| +30.7 0.5
2| s 87+ [300+| 1.7+ 23.0+| 713+ L
9.0 18.4 2.4 6.7 5.2
25.0+| 50.7 +
61 ¢L 5 . 15.1 | 103
6.3+ 283+ | 23+ 38.7
"1 ]| 83 |15 | 21 | B 69 | -
30+ |19.7+| 23+ 16.0+| 60.0 £
OFSH 16 | 93 | 09 | F . 135 | 11.2
11 50+ | 93.7% 50+ |41.7+ =
4.1 11.0 5.0 10.5
3.7+ | 643+
s L 2.9 | 16.0
14l p 150+ 443 40+ | 67.0%
7.1 27.4 2.8 11.2
151 s 343+ 23+ 143+| 727+
14.0 1.7 12.7 33.6
27+ 793
18 . 19 | 83
3+ 403+ | 100+
2) Q1 %6 | "5 | 50 R
22 18.0+| 1723 | 23+ Cargado -
5.7 +12.7 0.5 Polares sin carga
23 3.7+ | 683+
2.9 8.3
0.7+ | 89.7+
24 0.9 | 158
20.3
25 E 45

Es de notar que en POPG la cantidad de puentes de hidrogeno es mayor que en
POPC, lo que es consecuencia de la capacidad de POPG de ser aceptor (Figura
31a) y donador (Figura 31b) de hidrogenos debido a los hidroxilos de su estructura
(POPC soélo es aceptor, Figura 31c). Cuando POPG o POPC son aceptores los
atomos involucrados son los oxigenos de los fosfatos [21], en cuanto a POPG los

oxigenos del glicerol también participan como aceptores, Figura 31. Por lo anterior,

53



RESULTADOS Y DISCUSION

muchos residuos hidrofobicos no formaron puentes de hidrogeno (sélo Trp y Tyr

participaron en este tipo de interaccion, por el —=NH del indol y el —OH del fenol).

b) ! c)
[ =

PG

Css5414 con POPG Css5415 con POPG Css5414 con POPC

Figura 31. POPG como donador y aceptor y POPC como aceptor de puentes de hidrogeno. a) Arg3
de Css5414 con POPG como aceptor (PG, Fosfatidilglicerol), b) Arg3 de Css5415 con POPG como
donador y c) Arg3 de Css5414 con POPC como aceptor (PC, Fosfatidilcolina). De rojo los atomos
de oxigeno, de azul de nitrégeno y de blanco los hidrégenos. De lila las distancias del puente de
hidrégeno y de verde el angulo.

La Lys s6lo puede ser donador de puentes de hidrogeno, pero no aceptarlos ya que

el nitrégeno de su cadena lateral no tiene pares de electrones libres (Figura 32a).

Glu 72’\
1.91A

I

\ 13.57°*

S
PG ﬁ

Css5415E con POPC La4715E con POPG

Figura 32. Puentes de hidrogeno de residuos con carga. a) Lys como donadora de puentes y los
oxigenos de los fosfatos aceptores y b) Glu como aceptor de puente y los hidroxilos de PG
donadores. En rojo los atomos de oxigeno, azul de nitrégeno y blanco los hidrégenos. De lila las
distancias del puente de hidrégeno y de verde el angulo. PC, Fosfatidilcolina y PG Fosfatidilglicerol.
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Sin embargo, la Arg, si puede ser aceptor (ademas de donador) ya que en el grupo
guanidinio existen nitrégenos que presentan un par de electrones libres [67], Figura
31b. Respecto al Glu, se observé que permite la formacion considerable de puentes
(20 — 40) ya que es un buen aceptor de hidrogenos del POPG (Figura 32b), algo
que con POPC no sucede. Es por eso que si bien, su interaccién no se favorece en
membranas de POPG, los puentes de hidrégeno permiten su unién a ella.

Tabla 14. Numero promedio de puentes de hidrégeno para La47 y variantes.
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La47 La4715E La4715
POPG POPG POPG
# |Res| POPC Acept. | Donad. Res | POPC Acept. | Donad. Res | POPC Acept. | Donad.
340+ |593+| 1.3%
LIS 510 | 68 | 12 | F
> | w 19.3+ 407+ | 1.7+ W 13.7+ | 36.3+ 440+ | 1.7+
16.5 9.3 1.2 7.6 9.6 13.9 1.2
3 46.7+ | 84.0 127+ | 81.7 + 58.3 +
31.8 17.1 11.0 10.4 20.2
sl s 127+ 410+ | 1.7+ 6.3+ | 56.0 +
7.6 11.8 0.9 4.5 4.2
7.7+ | 34.7 46.7
6 K i 3.9 9.5 4.5
7 19.0+ | 84.3 + E 243+
13.6 29.9 17.3
8 10.0+ | 39.7 + 13.3+|42.7 +
7.5 29.1 10.6 6.7
13.3+| 1.3%
9L L 127 | 05
10 3.3+ [35.0% 11.0+| 523+ 46.3 +
1.7 15.1 10.8 0.9 5.8
1l E 43.7 + 11.3+|59.3+ 52.7 +
8.7 11.1 14.8 7.6
27+ | 230+ 2.7+
21X\ 19 | a9 | 24 | M
25.7 +
13| M A 165
14| E 16.0 + 29.0+| 135.3 140.3 | 0.7+
12.7 13.9 | +30.3 +32.4 0.5
1.3+ | 473+ 8.7+ | 67.0%
15 1.9 5.6 4.1 11.6 -
23+ | 157 +
1 3.3 20.0 o
43+ 360+ 100 Hidrof6bico
18 40 83 0.8 Cargado +
: : . Cargado -
19 86721 13;-‘;% 1608i Polares sin carga
. +12. .
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El dltimo tipo de interaccion analizado fue el tipo cation-1r, la cual es considerada
como electrostatica y se basa en que los carbonos del anillo (sp?) son mas
electronegativos que los hidrégenos, generando dipolos locales C® - H® que
propician que exista una distribucion negativa en el centro del anillo y positiva
alrededor de éste [68], Figura 33c. Este fenbmeno permite que atomos con carga
positiva como el nitrégeno de la colina en POPC interactuen con Phe, Trp y Tyr [69].

Tabla 15. Promedio del porcentaje (en decimales) del tiempo en que los residuos cumplen con el

criterio de distancia para interacciones cation-TT.

a) b)
Css54 Css5415E Css5414 La4d7 La4715E La4715

# |Res| POPC POPC POPC # |Res| POPC POPC POPC

1| F |00+00|F|02+02|F|03+02]| 1] — Flo2+02|[F|0.0+0.0

2| F 100+00|W|03+02|W|04+03| | 2| W |01+0.0(W|02+02|W|0.0+0.0
9| - Flo1+01| |6 ]| — Y|o1+01|—| -

10| - Flo1+o02|—| - 9| — — || - 1Y]00z£00
11| - Floo+o0o0| [12] Y |00+00|—| - L

12| - Floiz+o02]|L

17 F 10.0+0.0

200 F 10.0£0.0

a) Cssb4 y variantes y b) La47 y variantes, ambas con membranas de POPC. De amarillo los
residuos hidrofébicos que participan en este tipo de interaccion.

En la Tabla 15, se resumen el porcentaje de tiempo en el cual residuos como Phe,
Trp y Tyr estuvieron una distancia menor de 0.4 nm de los nitrégenos de la colina
en POPC. En ella se observa que ninguna interaccion fue favorable en promedio.
Sin embargo, en aquellos sistemas como Css5415E de la réplica uno que logro
interactuar favorablemente con la membrana se observé que esta interaccion
mejord (Phel 0.5y Trp2 0.5). Algo similar sucede con Css5414 de la réplica tres
(Phel 0.5y Trp2 0.9), Figura 33 a y b. En ambos casos se observé que estas
interacciones se favorecen en el inicio de la interaccion con la bicapa. Tyr es posible

gue no haya tenido interacciones favorables por su posicion en la estructura.
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Css5414 con POPC Css5414 con POPC Dipolos del benceno

Figura 33. Interaccién cation-1r para Css5414 con POPC. Los electrones 1T de anillos aromaticos de
los residuos Phel y Trp2 interactian con la carga positiva de la colina de POPC. En rojo los atomos
de oxigeno. En azul de nitrégeno y de blanco los de hidrogeno. a) Interaccion de Phel con colina, b)
interacciéon de Trp2 con colina y 3) Mapa de potencial electrostatico para el benceno en donde se
muestra la densidad electrénica (rojo), tomada de Dougherty DA., 2007.

6.3.5 Energias de Union

En la Tabla 16 se resumen las contribuciones energéticas en KJ/mol de Van der
Waals (VdW), electrostéticas, polares y de SASA (Solvent Accsess Surface Area),
asi como, la suma de todas ellas (Energia de union). Las contribuciones para la
réplica dos y tres se encuentran en el ANEXO V. En general se observa que las
energias de unién en los sistemas con POPG se encuentran favorecidas (energias
mas negativas) respecto a los sistemas con POPC, lo cual se debe a la contribucién
electrostéatica de la interaccion [61] [70]. Css54-POPC y La4715-POPC tuvieron
valores positivos de energia de union, en todas las réplicas producto de los valores

mas positivos de la aportacion electrostética.

Aquellos sistemas con energias de VdW mas negativas (Css5415E-POPC en la
réplica uno (Figura 34a), Css5415E-POPC y La4715E-POPC (Figura 34b) en la
réplica tres) estan relacionados con la interaccion de residuos hidrofébicos en la
region no polar de la membrana, lo cual indica que existe una insercion en la

membrana. Dado que las interacciones con las membranas de POPG son muy
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fuertes es poco probable que en estos sistemas todos los residuos hidrofébicos del
PAM interactten con la parte no polar de la membrana (Figura 34c). Es posible tener
buenos valores de energias de union, de los PAMs, y que no se inserten en la region
no polar de la membrana manteniéndose sobre la superficie; esto producto de la
fuerte interaccion electrostatica. En sistemas con POPC, algunos PAMs lograron
interactuar con las cadenas de &cidos grasos, lo cual en parte se debe a que los
residuos hidrofobicos del PAM encuentran una conformacion adecuada con la cual

insertarse en la bicapa.

Tabla 16. Contribuciones energéticas de los sistemas para la réplica uno.

PAM Membrana Vdw Electrostatica Polar SASA Enﬁ:%i de
(KJ/mol) (KJ/mol) (KJ/mol) | (KJ/mol) (KJ/mol)
popc | 94* | 0212404 | MO | 57195(70421024
Cossa 65.1 106.7
copG | 106.7% | -194093% | 977.6% | -184% | -1855690+
50.2 2307.3 4815 7.9 1982.7
1554 + 4961t | 214+ | -4353%
cossarep e | 1764 | TOAO%988 | 5084 | 233 635.7
copG | (1429% | -20787.4% | 1052.7% | -226% | -19900.2%
49.6 2198.4 347.7 6.7 2004.3
406+ 221.9% 61.0 %
cocona | POPC | o | 257841 Top, |66%84| o)
bopG | 1403% | -280528% | 19316+ | 248+ | 262863+
38.7 2469.1 494.5 5.5 2141.6
389+ 362.4 % 2258 %
o |POPC | TShg | G4L8278S5| go, | 75268 usgg
bopG | 1280% | -263925% | 17346+ | 249+ | 248108+
58.4 3375.9 693.3 9.3 2852.4
popc | 04% | 1279152307 | 305% |.10:+35| 1771
47 15E 15.4 108.5 210.3
copG | 955% | -318152% |16722% | 207+ | 297591+
46.8 3847.9 653.4 7.8 3341.6
208+ 1944+ | 36¢% 148+
Laaris L 2rC | 358 |tO92% 9O6| 3378 6.6 488.3
copG | 139.9% | -368188% |2167.0% | 27.0% | -348187+
49.6 3223.6 632.4 7.6 2739.5
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Las contribuciones de VdW, electrostaticas y SASA favorecen en todos los sistemas
la interaccion con POPG, mientras que la parte polar suele ser mas negativa en
membranas de POPC que en las de POPG. Este fendmeno es causado por la falta
de interaccion de los PAMs con este tipo de membranas, la contribucion polar es
mayor cuando el PAM se encuentra en el disolvente, si el péptido interactia con
POPC la diferencia de la contribucion polar disminuye respecto a POPG. La
contribucion no polar obtenida con SASA indica la exposicion al disolvente del
sistema; entre mas negativo sea este valor menos expuesto se encuentra al
disolvente y por lo tanto mayor interaccion con la membrana. Por tal motivo los

valores mas negativos se encuentran en los sistemas con POPG.

a)
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/
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Css5415E con POPC La4715E con POPC La4715 con POPG

Figura 34. Interaccion de algunos PAMs con la membrana. a) Css5415E con POPC, b) La4715E
con POPC yc) La4715 con POPG. En ay b se observa que algunos residuos hidrofébicos interactlian
con la region no polar de la membrana de POPC favoreciendo la contribuciéon de VdW, en c las
interacciones electrostéticas son tan fuertes con POPG que evitan que los residuos hidrofébicos del
PAM interactlen con las cadenas de acido graso. En rojo los residuos con carga (+), de azul con
carga (-) y de amarillo hidrofobicos. De verde los fosfatos de la bicapa y de blanco los &cidos grasos.

En la Tabla 17 se resumen los promedios de las energias de unién (suma de
energias de VdW, electrostética, Polar y SASA) por residuo para Css54 y variantes.
Los residuos que presentan un mayor aporte energético son los cercanos al extremo
N-terminal, principalmente el primer residuo (debido a que el extremo se encuentra
libre, sin ningun tipo de bloqueo) y aquellos con carga positiva. Con Css54 se
observé que los residuos polares sin carga favorecen la interaccién en POPG, con
Css5415E se noto que el acido glutamico perjudica la interaccion con membranas
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de POPG y no con las de POPC, algo que se debe a la interaccion del Glu con la

carga positiva del nitrégeno de la colina (Figura 35).

Figura 35. Interaccion del &cido
glutamico con POPC. Uno de los
oxigenos del carboxilo de Glu7
interactda con la carga positiva de la
colina de PC, Fosfatidilcolina. En
rojo los 4&tomos de oxigeno, en azul
de nitrégeno y de blanco los
hidrégenos. De lila la distancia del
puente de hidrégeno.

Css5415E con POPC

Las energias en Css5414 son mejores para POPG respecto a las demas variantes
lo cual se debe a la ausencia del &cido glutamico. La interaccion de los residuos con
carga positiva (como Arg y Lys) en membranas de POPC se ve favorecida
energéticamente, lo cual es consecuencia de los fosfatos de la membrana (los
cuales generan regiones con carga negativa) y de la superficie rugosa de la misma
(producto del espacio entre las cabezas polares de los fosfolipidos), fenbmeno que

se observa en la Figura 36.

Figura 36. Interaccién de la Phel y Arg3 de Css5415E con POPC en la réplica uno. De rojo regién
rica en densidad de carga negativa y azul de densidad de carga positiva, mapa de potencial
electrostatico generado con pdb2pqgr y Pymol.
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Tabla 17. Energia de unién promedio por residuos, en KJ/mol, para Css54 y variantes.

Cssb4 Cssb415E Cssb414
4 [Res| POPC POPG POPC POPG POPC POPG
248+ | 25428+ 533+ | -25508%
1| F | 90xa1 |21752:1311(F| %O o Flo5s oo
2| F | 04+04 | -123+39 |w|-139+44| -263+60 |W 1152171' -365+05
255+ | 25005 678+ | 2737.0=
S 09+11 | -108+6.9 17.9 67.9 . 52.1 89.6
146+ | 25387+
al s | 21+31 | -103+30 0 it L | -33+19 | -11.6+02
5| L | 13+17 '83'601 L| 33%22 | -182+37 | L | 35+26 | -11.7+12
2.7+ 430+ | 26227+
6| L | 22+28 L L| 36+12 | -194+44 . - 2
69+ 2405.0
71 s | 11415 - E| 69+87 g L | -26+18 | -205+23
03+ 8.7+
8| L | -02z02 " L| 27428 | 216440 | L | 14412 W
9l e | 01202 Zélzi L| 24424 | -174+35 | F| 39444 | 194421
16+ 41+ | 2599.1%
10l s | 0101 o Fl| -22+13 | -145+623 . oa e
11 - 134+15 |-2334.2+209.1 37+12.3 '222524 * e -09+10 '78'831'
622 80+ e
12| L | -01+00 2 Fl| 21432 o L | -07+10 o
30z 59+ 22693 *
130 L | -02+03 O L|-12+18 . 113455 oo
862 21215
14 P | -00+0.0 . 31+14.6 o 26+21 | 697775
06+
150 s | 01:00 " 15461 |-447+375
362
16| v | 0101 o
61+
171 £ | 03+03 5
18 - 142+30 |-2433.2+139.4
19 L | 01+01 '52'3; ; Hidrofébico
08+ Cargado +
20| F -0.5+0.6 32 Cargado -
- Polares sin carga
21l @ | 00+03 | -216+56
22 144+24 |-24398+137.8
23 153+1.3 | -2241.2+957
24 157+14 |-2212.9+164.9
25| E | 31.8+12 | 4112642478
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En la Tabla 18 se resumen los promedios de las energias de unién (suma de

energias de VdW, electrostética, Polar y SASA) por residuo para La47 y variantes.

La tendencia de los resultados es similar a los datos de la Tabla 15. POPG presento

residuos con mejor contribucion energética que los de POPC.

Tabla 18. Energia de union promedio por residuos, en KJ/mol, para La47 y variantes.
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Laa7 Lad715E Lad715
# [Res| POPC POPG POPC POPG POPC POPG
245+ | 25224+ 109+ | -26284+ 25454 +
28.6 124.3 Fl 298 42.0 | 5-6+9.6 201.4
73+52 | 126454 |W|-71+62 | -31.0+149 |W|-22+18| 243+13.0
200+ | 24584+ ooso7| 26921t 27+ | 26766<
325 63.6 99, 321 15.2 126.2
25028 *
31425 | 213442 4.2 +18.0 e M|-04+06|-11.6+11.6
23+15 | 128477 |L|-20+22| -139+87 |L|-03+03| -80%43
17+12 | -120+50 |Y|-17+16| -256+7.1 81+56 '2%2'3 *
52+ 25031 ¢ 25604 + 13+ | 26390+
155 125 17147 115.7 11.0 143.7
24903 * Q1.7+ | 24536+
75+6.1 PP oo o M|-02+03| -81+56
0.8+05 | -108+62 17+21 | 155480 |Y|-01+06]| -196+44
22633+ 2515.0 26294 +
102+48 A 43x242| 200 89+50 oo
24825 + 24848
92+49 (23795478 il -42+252| 1020 95+51 i
02+01 | -185+54 |M|-01+06| -143+45 |L|-00+03| -128+34
04+02 | -165+47 |A| 04+01 | -96+33 91+6.4 nggé *
128+ 23088 + 123+ | 25056+
oot |a715821 72+82 S >3 o
23371+ 120z
161+13 o 1431 | -287£257 |A| 207 |2246.2467.9
00+01 | -125+36
20436 %
16.3£0.3 109.1 ; Hidrofébico
06+02 | -231+11 garga‘io *
argado -
21836 ¢ :
17.3+0.3 874 Polares sin carga
143+ | 19435%
1.3 100.4
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Los residuos cercanos al extremo N-terminal favorecieron la interaccion, los
residuos con carga positiva hicieron la diferencia en la aportacion de energia con
membranas de POPG vy los residuos polares sin carga favorecieron la interaccion
con POPG. La4715 es el PAM que mejor contribucién presentd por residuo. Sin

embargo, para todos los sistemas con POPC las contribuciones varian.
6.4 Actividad biolégica y energias de union

Para poder relacionar las simulaciones con las actividades biolégicas de la Tabla 1
es conveniente recordar que las membranas de POPC representan al lipido
mayoritario en eritrocitos, mientras que en las de bacteria es el POPG; sin embargo,
se sabe que segun la especie de bacteria cambia la composicién lipidica [23]. Este
trabajo, Unicamente, se va a centrar en la relacion de actividad antimicrobiana con
Staphylococcus aureus ya que en membranas de esta bacteria el componente
principal es el POPG en otras como Escherichia coli la composicion favorece a
POPE (3:1, donde la menor composicion es de POPG [71]). De acuerdo con los
resultados de la Tabla 16 y al del ANEXO V (réplica dos y tres), las energias de
union de siete (Css54 con POPC y POPG; Cssb415E, Css5414, La47, La4d715 y
La4715E con POPG) de los doce sistemas fueron consistentes entre todas las

réplicas.

En el caso de los sistemas de Css54 no se encuentra una buena correlacion entre
las energias de unién calculadas y sus actividades (Figura 37). Por ejemplo, la
estimacion basada en la simulacién indica que Css54 tiene una energia de union
con POPC mas desfavorable que Css5414, lo que haria que tuviera menor
actividad, sin embargo, éste péptido presenta 100% de hemdlisis. A pesar de que
Css54 con POPG tiene valores negativos de energia, no representa al valor mas
favorecido energéticamente respecto a las demas variantes (el mas negativo). Sin
embargo, es el PAM que requiere una menor CMI, lo que supondria una mejor
energia en la interaccion. Este problema pudo ser consecuencia de la inadecuada
orientacion del PAM respecto a la membrana, generada por el cambio de estructura
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secundaria de la Gly9 de este péptido, lo cual no permitio la interaccion de otros
residuos de importancia en el tiempo de simulacién analizado, algo que podria
solucionarse con dinamicas mas largas o mas réplicas. Algunos autores han
identificado que la flexibilidad de algunos PAMs (ocasionada por Gly y Pro) esta
relacionada con la mejora en la actividad antimicrobiana de estos péptidos;
fendmeno que relacionan con el aumento en la resistencia de auto asociarse [72]
[73]. Sin embargo, el aumento en la actividad antimicrobiana viene en muchos de

los casos asociado con el aumento en la actividad hemolitica.

Css5415E con POPC en la réplica uno (Tabla 16) tuvo un valor de energia menor
que Css5414 de la misma réplica (Figura 37), lo que coincide con los valores
experimentales ya que el porcentaje de hemodlisis del primero es del 100% mientras
gue del segundo es de 70%. En las réplicas dos y tres no se presenté el mismo
comportamiento y la energia tuvo valores mas negativos para Css5414, lo que
sucedio debido a que Css5415E de la primera réplica logré penetrar la membrana.
Css5415E con POPG tuvo valores que justifican que la CMI sea mayor (25 uM) que
Css5414 con la misma membrana (12.5 yM) ya que los valores de energia de unién

de Css5414 en las tres réplicas fueron menores.

La actividad de La47 con POPC no puede justificarse ya que, experimentalmente,
no se detectd actividad y las energias del PAM fueron negativas con este tipo de
membrana (Figura 37). La47 con POPG presento los valores menos negativos de
energia de unién, lo que coincide con su baja actividad antimicrobiana. Para
La4715E y La4715 con POPC, las actividades sélo se relacionaron con la primera
réplica; La4715E con POPC presentd un porcentaje de hemdlisis del 15% y una
energia de union de 177.073 KJ/mol, mientras que con La4715 fue del 25% y la
energia de 14.777 KJ/mol, ambas justificadas, a mayor porcentaje de hemoalisis
mejor interaccion y por lo tanto energias mas negativas y viceversa. Finalmente,
La47 y variantes con POPG, fueron consistentes con las actividades

antimicrobianas contra S. aureus en las tres réplicas. En general las diferencias
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entre cada uno de estos PAMs fueron de 5000 KJ/mol, siendo La4715 el mas

negativo y por lo tanto el que requiere una menor CMI (12.5 uM).
Energias de union para Css54, La47 y variantes con POPC y POPG

Sa (CMI) 6.3 uM 25 uMm 12.5 uMm 34 uM 25 um 12.5 uMm
Hemdlisis 100 % 100 % 70 % NA 15% 25%
S 500
£ 0 —+ -4~ + b +
S oo % L 7 7 7 7
f: -1000+ 1
S— . T * _ -_
S 2000 ZZ 4 /)
I 300001 p Réplica uno
i -40000 )
S 500 e
E o e == -+
s 3 BB B 7 7 7
i -10004 L
S— R T — _
o -20000 i - - .
2 -30000 | Réplica dos
i -40000{ — )
S 500
E _of == o s +
s 3% % b % U % Z )
ﬁ -10004 1
‘5 200007 4 e [ | - - T
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Figura 37. Energias de unién totales para Css54, La47 y variantes. En la imagen se muestran los
datos con sus respectivas barras para cada réplica. En puntos las barras para aquellos PAMs que
interactian con POPC y con lineas diagonales para los que interactian con POPG. En la parte
superior se muestran las actividades, en morados las antimicrobianas contra Sa y en rojo el
porcentaje de hemadlisis.

Para Css54 y variantes, es importante notar que la presencia del acido glutdmico
en la secuencia del PAM perjudica su actividad antimicrobiana [74]; en el caso de
Cssb54 al tenerlo en el extremo —C terminal y junto con dos lisinas este fendmeno no
afecta la actividad. Lo mismo sucede con La47 y sus variantes. Este hecho se
justifica ya que el acido glutamico presenta energias de unién positivas respecto a
la bicapa de POPG (Tablas 17 y 18). La actividad hemolitica varia,
experimentalmente, segun el sistema, para Css5415E y Css5414, la presencia del
Glu favorece la hemolisis (s6lo visto en la réplica uno) y entre La4715E y La4715,
el Glu disminuye la actividad hemolitica. Este fendmeno es dificil de explicar con las
energias de union, por lo cual consideramos que depende de otros factores como
su interaccion con otros PAMs [21] [75], el cambio de su estructura secundaria

durante la simulacién y la falta de heterogeneidad (falta de otros componentes en la
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bicapa) en los modelos de bicapa. Ademas, debido a las diferentes conformaciones,
disposiciones y al tiempo de simulacién del péptido interactuando con la membrana
es posible que se estén omitiendo modos de interaccion mejores a los encontrados
en este estudio. Una diferencia entre las variantes de Css54 y La47 es su contenido
de residuos hidrofébicos el cual es mayor en las primeras (Tabla 1), esto podria
estar relacionado con el alto porcentaje de hemdlisis de Css54 y sus variantes; algo
similar a lo reportado por Hollmann A., et al. en 2016, quienes demostraron que

aumentando la hidrofobicidad incrementas la hemolisis [76] [77].

a) FWKKLYEKLKKMARK

W Positivos
B Negatvos
I Hidrofobicos

b) FWRRLYQIKRRMFRR W Positivos
B Polares sin carga
LVS 9 Hidrofobicos
\.9
w
2
F
13

Figura 38. Modificaciones generales a los PAMs. a) La4715E (izquierda) y su proyeccién de rueda
(derecha). b) La4715E modificado (izquierda) y su proyeccién de rueda (derecha). Cambio de Lys3
por Arg3, eliminacién de residuos con carga negativa (Glu7 a GIn7), adiciéon de residuo con carga
positiva en la region no polar (Leu9 a Lys9) y cambio de Alal3 por Phel3 para incrementar las
interacciones hidrofobicas. Estructura obtenida con PEP-FOLD3 [78] y proyeccién de rueda a través
de http://lbgp.unb.br/NetWheels/ [79]; imagenes generadas con ChimeraX 0.91 [80].
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Entre las modificaciones que se proponen, se encuentra realizar cambios en los
residuos cercanos al N-terminal para asegurar la interaccién, uno de ellos es
modificar el primer residuo (Phe) por uno que favorezca la atraccion electrostatica
con la membrana (como la Arg). Mantener el Trp en la segunda posicion ya que es
necesario para asegurar la interaccion con la region no polar [81] y cambiar la Lys
por Arg (Figura 38), debido a que puede formar una mayor cantidad de puentes de
hidrogeno [82] [83]. Para evitar perder estructura secundaria, se puede bloquear el
extremo C-terminal, amidandolo, ya que de acuerdo con la literatura esto mejoraria
la estabilidad helicoidal de los PAMs [84]. Algunos residuos hidrofébicos como Ala
pueden ser sustituidos por Iso, Leu o Phe para promover el contacto con la

membrana, ya que son aminoacidos mas largos (Figura 38).

Ya sea para mejorar la actividad antimicrobiana y disminuir la hemdlisis, es
necesario evitar tener residuos con carga negativa (Figura 38). Como se comento6
en el parrado anterior si se desea disminuir la actividad hemolitica es recomendable
disminuir el contenido de residuos hidrofobicos, cuidando el no afectar la actividad
antimicrobiana. Otra recomendacion, se basa en evitar la auto-asociacion entre
PAMs, se ha visto que si esto sucede afecta la actividad antimicrobiana pero en
ocasiones no a la hemolitica [77]. Este fendbmeno esta relacionado con la
hidrofobicidad y se recomienda colocar algun residuo con carga positiva en la cara
no polar del PAM (Figura 38) [74] [85] o bien colocar residuos con carga positiva en

ambos extremos [86].

67



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7. CONCLUSIONES

Se generaron modelos de los PAM de buena calidad estructural, asi como
de membranas puras con pardmetros similares a los experimentales.

De acuerdo con las simulaciones, las membranas de POPG favorecen la
interaccion de los PAMs en comparacion con las de POPC. Sin embargo,
algunos sistemas logran su interaccién con la region no polar de POPC, lo
cual no sucede en POPG.

El Glu se encuentra relacionado con la poca actividad antimicrobiana, de
Cssb415E, La47 y La4715E, contra Staphylococcus aureus.

Los residuos cercanos al extremo N-terminal juegan un rol primordial en la
interaccion de Cssb4/variantes y La47/variantes con los lipidos de las
membranas tanto POPC como POPG.

Los residuos con carga positiva y los hidrofébicos son importantes para lograr
interacciones estables con las membranas.

8. PERSPECTIVAS

Generar sistemas con mezcla de lipidos que se asemejan a la composicion
de las membranas por especie de bacteria y para el eritrocito.

Correlacionar los parametros obtenidos por DM mediante relaciones
estructura actividad (Modelos farmacoforicos o QSAR).

Utilizar una mayor cantidad de PAMs para ver el efecto de aglomeracion y
formacion de poro.

Utilizar conformaciones distintas, seleccionadas mediante un andlisis de
muestreo, y simular por mayor tiempo.
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ANEXO | (Parametros evaluados)
Temperatura

Para mantener estable la temperatura se utilizé el termostato Nosé-Hoover. Este
termostato introduce un término para el depdsito térmico y para la friccion
(relacionado con la velocidad de cada particula y con el bafio térmico) a las

ecuaciones de movimiento:

2., . : d

B 7 = (T-Tp)

donde r indica posiciones, t el tiempo, F la fuerza y m la masa de los atomos. El
término de friccion (&) presenta su propio momento (pg) y depende de la diferencia
entre la temperatura del sistema (T) y la de referencia (To). La fuerza de
acoplamiento esta determinada por una constante (llamada parametro de masa del

depésito (Q) y depende de la temperatura de referencia) [87].
Presion

Para mantener la presion estable se utilizé el barostato de Parrinello-Rahman. Este
barostato escala las coordenadas y los vectores de la caja de simulacién en cada

paso de la simulacién [87]:

dbz -137—-1
F - VW b (P - Pref)

donde b es la matriz de los vectores de la caja, V el volumen de la caja, W la fuerza

de acoplamiento, T una constante de tiempo para el acoplamiento y P la presion del
sistema y Pref la de referencia. Al igual que en el termostato las ecuaciones de

movimiento se modifican:
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dzri _E_Mdri

dtz B m; E

M es una modificacion de la matriz de los vectores de la caja (b).
Area por lipido (APL)

Para calcular el APL se utilizo el comando lipidarea del plugin Membrane Analysis
Tool compatible con VMD 1.9.1, se analizaron los ultimos 50 ns con intervalos de
100 ps. El programa considera las coordenadas en x y y donde se encuentra los
fésforos de los lipidos y los proyecta en un plano de acuerdo con las dimensiones
de la caja de simulacion, posteriormente el plano es dividido en poligonos de

generando diagramas de Voronoi. EI APL en cada poligono es calculado [51].
Grosor de la membrana

Para calcular el grosor de la membrana se utilizd el comando gmx distance para
conocer la distancia entre los centros de masa de los atomos de fésforo (P) de las

capas inferior y superior de los fosfolipidos [87].
Orden de -ScH

Para conocer el comportamiento de las cadenas de acido graso se utilizd el
comando gmx order, en cual se especifico la enumeracion de los &tomos de carbono

de cada cadena. El parametro de orden se calcula de acuerdo con:

Scy = 5(605262) )

donde 0O: es el angulo entre el eje z (eje normal a la membrana) de la caja de
simulacion y un eje de referencia. El cual es definido como el vector de Cn-1a Cn+1,
Cn representa a cada uno de los atomos de carbono especificados. Los brackets
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indican promedio en el tiempo. El orden varia entre 1 (ordenado a lo largo de la

1
normal) y — > (ordenado, perpendicular a la normal) [87].

Densidad de membrana

Con gmx density se identificaron las diferentes regiones de la membrana (del
disolvente, de las cadenas de acido graso y de las cabezas polares de fosfolipidos).
El programa calcula la densidad de masa por grupos y la gréfica respecto al eje z.
Para ello, el eje z es dividido en rebanadas, cada rebanada contiene una masa
relacionada con la region, la cual es promediada segun el tiempo de simulacion. El

promedio es dividido en el volumen de la rebanada promediada [87] [58].
Estructura secundaria

Por medio de VMD Timeline se identificd el tipo de estructura secundaria de cada
residuo. El programa utiliza STRIDE, el cual se basa en informacién verificada de
estructuras secundarias obtenidas por cristalografia y depositas en el PDB.
Considera los patrones de puentes de hidrégeno y la geometria de la cadena
principal (angulos @ y @). La energia de los puentes de hidrogeno depende de la

distancia entre donador y aceptor y de su angulo [62] [88] .
Raiz de la desviacién cuadratica media (RMSD, Root Mean Square Deviation)
Se utilizaron dos programas distintos:

ProFIT

Para el calculo del RMSD de los atomos pesados (N, C, O y Ca) entre dos
estructuras proteicas (modelos y plantillas), el programa superpone dos
conjuntos de coordenadas mediante el ajuste de cuadrados minimos (de las

rotaciones y translaciones de los atomos seleccionados) [36].
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Gromacs

gmx rms para determinar la fluctuacion de los atomos pesados (N, C y Ca,
de la cadena principal) a lo largo de la trayectoria, ocupando como referencia

la estructura inicial. Para ello el programa utiliza la siguiente ecuacion:

| =

N 2
1
RMSD(t:,t5) = |3 malln(ty) = ez I
i=1

donde M= le-v:l m,; y ri(t) es la posicion de un atomo i en el tiempo t, tzes la
estructura de referencia en el tiempo 0. miindica que hay ponderacion de las

masas [87].
Angulo de inclinacion

gmx bundle se ocup6 para calcular el angulo de inclinacién respecto al eje z (a),
considerando el vector formado entre los centros de masa de los adtomos -C y -N
terminal [58]. Para conocer el &ngulo con la membrana (b) se calcul6 la diferencia

respecto a un angulo de 90°.

a)
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a) angulo respecto al eje z para cada uno de los sistemas, este dato nos indica
que tanto puede moverse el PAM durante toda la simulacion.
b) angulo entre el PAM y la membrana, nos permite saber la inclinacion de cada

PAM respecto a la membrana.

Comportamiento del Centro de Masa

Con gmx traj se conocid la evolucion temporal de los centros de masa (COM, center
of mass) del PAM, de las cadenas laterales y de los fosforos de cada una de las
capas de la membrana, todos sobre el eje z. EI COM se calcula por medio de la

siguiente ecuacion [87]:

1 N
COM = MZ’mixi
i=1

donde M= Z?’zl , mes la masa y x la posicidon de los atomos seleccionados para

este calculo.
Interacciones

Con el célculo del COM de las cadenas laterales y de los fosforos se calculd
mediante un programa de Python la distancia entre cada residuo con la membrana.

El radio de corte fue de 0.5nm y el tipo de interaccion se clasificd segun la distancia:
Electrostatica

Consideramos como puente salino si residuos con carga se encontraban a

una distancia menor de 0.4 nm de la membrana [53].
Hidrofobicas

Se consideraron interacciones hidrofébicas a aquello residuo hidrofébicos

gue se encontraban a una distancia menor a 0.4 nm de la membrana [53].
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Puentes de hidrégeno

Utilizando gmx hbond se calcul6 la cantidad de puentes de hidrogeno entre
el PAM y la membrana, el programa analiza todos los posibles donadores (D)
y aceptores (A). Para determinar si existe un puente de hidrogeno, se utiliza
el siguiente criterio geomeétrico:

.,\H
r < ryg=0.35nm

_./JI ! Q a< aHB=3OO

D A

donde r, indica la distancia entre el donador y aceptor y a el angulo [87].
Cation-1r

Consideramos interaccion cation-r si atomos con carga positiva de la
membrana (el nitrdgeno de la colina en POPC) se encontraban a una
distancia menor de 0.4 nm [53] de residuos con aromaticos con electrones 1
(Phe, Trpy Tyr).

Energia de union

Para conocer las energias de unién de los sistemas simulados se us6 g_mmpbsa
una paqueteria que permite utilizar las trayectorias generadas por Gromacs y
calcular diferentes contribuciones energéticas (fuerzas de Van der Waals,
electrostéticas y energia de solvatacién polar y apolar) [52], el calculo se realiz6 a

lo largo de los 200 ns cada 400 ps considerando las siguientes ecuaciones:

Gy = (EMM) —TS + (Gsolvatacién)

donde G es la energia libre, E la energia potencial por mecanica molecular al vacio,

TS es la entropia y la temperatura y Gsolvatacion la energia libre de solvatacion.
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EMM = Eenlazante + Eno enlazante — Eenlazante + (EvdW + Eelectrostética)

La energia enlazante considera enlaces, angulos, diedros y diedros impropios. La
energia no enlazante calcula VdW mediante la funcion de Lennard-Jones y la

electrostética se calcula con la funcion del potencial de Coulomb.

Gsolvatacic’m Gpolar + Gno polar

donde Gpolar Y Gno potar SON las contribuciones electrostaticas y no electrostaticas

a la energia libre de solvatacion, respectivamente.

La energia de solvatacion polar Gp,iqr €S estimada resolviendo la ecuacion de

Poisson-Boltzmann (PB), la cual considera el potencial electrostatico, la constante
dieléctrica, la densidad de carga y la fuerza ionica de la solucion. El programa
genera una caja considerando 1.5 veces la longitud a partir de los extremos del
complejo en cada dimension. Posteriormente, lo suple por una caja de grano fino

extendiéndola 5A.

La energia de solvatacion no polar Gy, porar €S €l termino no electrostatico, incluye

la fuerza repulsiva y atractiva entre el soluto y el disolvente, generadas por la
formacién de cavidad en el disolvente por el soluto y por las interacciones de van

der Waals entere solvente y soluto.

Gno polar — Geavidada + Guaw

Estos términos pueden ser calculados utilizando el modelo no polar de SASA

(Solvent Accesible Surface Area):
Gno polar = YA+Db

Donde vy es un coeficiente relacionada a la tension superficial del disolvente, A es

SASA 'y b un parametro de ajuste.
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ANEXO Il (Parametros de calidad de I-Tasser)

Parametro Valores Definicion
C-score [-5, 2], entre mayor sea | Estima la calidad del modelo predicho.
es mas confiable el Es calculado basado en los alineamiento
modelo. con las plantillas [38].
TM-score [0, 1], TM > 0.5 indica Mide la similitud estructural entre el
una topologia correcta. | mejor modelo y las plantillas, de manera
TM < 0.17 similitud local. Ponderando con mayor peso
aleatoria. distancias cortas que grandes [38].
RMSD [0, 1] Mide la similitud estructural entre el
mejor modelo y las plantillas, de manera
general [38].
ANEXO II (Parametros de calidad de Molprobity)
Pardmetro Descripcion Valor ideal
Clashscore Atomos no aceptores ni donadores de H que se 0
sobrelapan por mas de 0.4 A. Valor dado por cada
1000 atomos [42].
Poor rotamers | Rotamero dentro del 0.3% de la distribucion de la <0.3%
biblioteca de rotameros [89].
Ramachandran | Valores fuera del 95 % de la distribucion normal de | < 0.05 %
outliers los angulos ¢ y w de la cadena principal [42].
Molprobity Proporciona la resolucién cristalografica esperada, | Entre mas
score segun los tres parametros anteriores [42]. bajo mejor
CP deviation Valores > 0.25 A se relacionan con un desajuste 0
local [42].
Bad bonds Outliers > 4 ¢ segun bases de datos estructural de 0
proteinas y acidos nucleicos [42].
Bad angles Outliers > 4 o segun bases de datos estructural de <0.1%
proteinas y acidos nucleicos [42].
Cis prolines La configuracioén cis en prolina es comun (5 %). <5%

0.03 % de residuos no-Pro son cis [90].
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ANEXO Il (Segunda réplica)
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ANEXO lll (Tercera réplica)

RMSD de Css54 y variantes con POPC
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Comportamiento del COM del PAM respecto a POPC

ANEXO IV (Segunda réplica)

Comportamiento del COM del PAM respecto a POPG
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ANEXO IV (Tercera réplica)
Comportamiento del COM del PAM respecto a POPG
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ANEXO V

ANEXO V (Segunda réplica)

" Energia de
Vdw Electrostéatica Polar SASA .
PAM Membrana union
(KJ/mol) (KJ/mol) (KJ/mol) | (KJ/mol) (K3/mol)
4= 63.2 + 125.9 +
s POPC ns | 7TL2x1815 | S5S2 [-12:38| SoR
copG | 1692% | 225529% | 14528% | -200 = | -21299.2%
79.1 3203.8 536.8 11.4 2873.1
26.0 + 1855+ | 42 + | 331 +
CesBAlEE POPC 394 | 188358341 gy 7.0 360.8
copG | 878% | -201692% |10637% | -169+ | -192103%
40.9 2753.9 509.0 6.7 2384.8
popc | 32% | 243316000 | 2149 % | 5o468| 609
" 41.3 276.6 406.0
copG | 1428% | 287127 = | 18ll1% | 256+ | -27070.0 £
44.9 2473.4 497.4 6.3 2156.6
334+ 282.0 % 152.8 +
;. POPC s | 395247748 | T | 62274 TRef
popG | 1123% | 263559+ |14634% | -221% | -25026.8%
56.4 3442.0 599.1 8.9 2981.1
poprc | 189 | gogissge | 1027F | 3p162| 493
L a4715E 29.0 263.2 363.4
popG | 1569% | 340893+ |2317.8% | -315¢ | -31960.0%
48.1 3005.8 686.7 8.7 2502.9
92+ 729+ 211.4 +
s POPC e | 14922572 | 1505 |-L6+45| S
copG | 1855% | -426305% |31805% | -348+% | -39670.3%
59.3 3826.4 885.0 8.4 3095.7

En color salmén energias que no se correlacionan con los datos experimentales. En
verde, aquellos que si coinciden y en naranja aquellos que presentan una tendencia.
Unicamente tomando en cuenta los promedios.
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ANEXO V (Terceraréplica)

L. Energia de
Vdw Electrostatica Polar SASA >,
PAM Membrana union
(KJ/mol) (KJ/mol) (KJ/mol) | (KJ/mol) (K3/mol)
5.9+ 49.7 + 135.7 +
Costa POPC 13.4 92.8 + 167.6 106.8 -0.8+ 3.5 154.9
POPG -161.4 + -21025.9 + 1267.0+ | -28.3 % -19948.7 +
92.5 3881.3 727.1 14.5 3316.1
popc | 3% | 403946335 | 3343% | g1.75| 2l01E
Css5415E 42.7 309.4 395.4
POPG -135.4 + -21352.9 + 1257.0 £ -22.8 £ -20254.1 +
57.2 1890.1 457.2 8.2 1593.6
-124.5 + 818.3 + -19.7 £+ -888.2 +
Css5414 POPC 55.1 -1562.3 £800.2 383.2 8.3 496.5
POPG -137.5 = -27024.8 + 1643.6 + -24.7 + -25543.3 £
52.3 2796.7 620.9 8.2 2320.0
-6.4 + 49.8 + 184.4 +
Lot POPC 17.3 141.8 + 158.5 86.2 -0.9+3.6 164.7
POPG -108.6 + -27226.1 + 1511.4 + -21.4 + -25844.6 +
48.3 3407.0 566.5 8.1 3007.3
-117.6 497.9 + -16.4 + -446.4
| a4715E POPC | "53¢ |[8103+1193.7) 5/n3 18.5 821.7
POPG -137.7 + -32889.6 + 1928.1+ | -255+ -31124.7 +
59.6 4395.7 843.0 10.1 3714.3
popc | 3% | 18317094 | 1349 | 27166[99.3+5559
Lad715 30.1 304.5
POPG -157.4 + -38760.4 + 2726.3+ | -30.0+ -36221.5 +
58.2 4888.1 940.7 9.2 4068.2

En color salmén energias que no se correlacionan con los datos experimentales. En
verde, aquellos que si coinciden y en naranja aquellos que presentan una tendencia.
Unicamente tomando en cuenta los promedios.
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