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Simulaciones de dindmica molecular del péptido
antimicrobiano Bactenecin en las cercanias de una
membrana lipidica

Morales H. Bayas M.
Programa de Maestria en Fisica. Departamento de Fisica.
Grupo de Biofisica y Modelizacién Molecular. Departamento de Fisica.

marco.bayas@epn.edu.ec

Resumen

El comportamiento del péptido catiénico Bactenicin en las cercanias de una membrana lipidica de DPPC fue
estudiado con ayuda de simulaciones de dindmica molecular. Como punto de partida, se construyé una estructura
de Bactenecin teniendo en cuenta su secuencia de amino acidos. Esta estructura fue posteriormente minimizada
energéticamente considerando la presencia del enlace disulfuro entre los residuos Cys3 y Cysll. La estructura
resultante fue equilibrada en una caja de agua por 4 ns a 310 K. La estructura a 2ns fue utilizada para construir el
sistema Bactenecin-Membrana, el mismo que fue simulado por 2 ns. La comparacion entre las simulaciones muestra
que la presencia de la membrana hace que el péptido sea méas estable. Ademads se observa una tendencia del péptido
a acercase a la membrana.

Palabras claves: Péptidos Antimicrobianos Catiénicos, Bactenecin, Simulaciones de Dindmica Molecular, Interac-
cién péptido-membrana.

Abstract

Molecular dynamics simulations were used to study the behaviour of the cationic peptide Bactenecin in water
with and without the presence of a DPPC lipid membrane. As a starting point we built a structure of Bactenecin
based on its amino acid sequence. This structure was then energy minimized considering the presence of the di-
sulfide bond between residues Cys3 and Cysl11. The resultant structure was equilibrated in a water box for 4 ns
a 310 K. The structure at 2ns was used to built the system Bactenecin-Membrane and then simulated for 2 ns at
310 K. Comparison of the simulations showed that the presence of the membrane makes the peptide more stable.
Moreover, it was observed a tendency of the peptide to approach the membrane.

Keywords: Bactenecin, Cationic antimicrobial peptide, Molecular dynamics simulations, Peptide-membrane inter-

actions.

1 Introducciéon

Los péptidos antimicrobianos catiénicos (CAPs) se en-
cuentran en précticamente todos los organismos multi-
celulares y forman parte integral de su sistema inmu-
noldgico [42, 22, 24, 3]. Estos son péptidos con tamafios
entre 9 y 100 aminodcidos y carga neta positiva. En la
mayoria de los casos los residuos catiénicos se encuen-
tran separados espacialmente de los residuos hidrofébi-
cos provocando que la molécula tenga un caricter an-
fifilico [33, 8, 25]. A pesar de que presentan una amplia
diversidad en su secuencia primaria, se los puede clasi-
ficar dentro un nimero relativamente pequefio de gru-
pos en funcién de una serie de caracteristicas especifi-
cas como su longitud, estructura secundaria, estructura
ternaria y la presencia o ausencia de enlaces disulfuro
[25, 41, 8]. Los CAPs han captado la atencién cientifi-
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ca por su posible aplicacion como métodos alternati-
vos para el tratamiento de enfermedades causadas por
patdégenos resistentes a tratamientos médicos tradiciona-
les [31, 8, 6].

Estudios experimentales sugieren que la selectividad
que poseen los CAPs estd asociada con la diferencia en la
composicién y distribucién de cargas que existe entre las
membranas eucariotas y procariotas [9, 22]. En particu-
lar, se ha sugerido que la alta densidad de carga negativa
presente en las membranas citoplasmaticas bacterianas
es la causa de la mayor selectividad de los CAPs hacia
este tipo de células [22]. Ademds, se ha planteado que
los CAPs se unen a las membranas mediante interaccion
electrostatica, para luego producir la lisis membranal y
consecuentemente su muerte [35, 40, 34, 25, 3]. Si embar-
go, los detalles de estos mecanismos de interaccién son
aun desconocidos [7, 37].
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Uno de los CAPs que ha suscitado el interés cientifico
en los ultimos afios es el Bactenecin [20, 19, 17]. El Bacte-
necin, que proviene del neutréfilo bovino, es un péptido
tipo B-hairpin de doce amino dcidos que se presenta nor-
malmente en forma monomérica. Este muestra una al-
ta actividad antimicrobial ante varios tipos de bacterias.
Particularmente, tiene gran eficacia para detener el creci-
miento de bacterias tipo Gram negativas, especialmente
la Escherichia coli [30]. También acttia con menor eficien-
cia contra bacterias tipo Gram positivas como la Staphy-
lococcus aureus [39, 32, 38], y que tiene una alta neuro-
toxicidad tnica en CAPs, contra varias células humanas
[29].

Las simulaciones de dindmica molecular se han con-
vertido en una herramienta clave para el estudio de las
interacciones péptido-membrana [18, 21, 7, 11, 15, 4].
El desarrollo de estos métodos, asi como la capacidad
computacional actual, brindan la posibilidad de estudiar
en detalle las interacciones entre los péptidos antimicro-
bianos con una gran variedad de membranas [15, 37, 23,
28,2,12,4,11, 13]. En este articulo, se estudia la interac-
cién del Bactenecin con una membrana lipidica de DPPC
(1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) utilizan-
do simulaciones de dindmica molecular. Las membra-
nas de DPPC se utilizan comunmente como modelo de
membrana para este tipo de estudios [12, 20, 19, 23].

2 Meétodos

Todas las simulaciones de dindmica molecular fueron
realizadas con el programa NAMD [27] y los campos de
fuerzas CHARMM?27 [36] y CHARMM?27rn [14]. Se uti-
liz6 un cluster tipo Beowulf de 10 procesadores, ensam-
blado en nuestro laboratorio con distribucién ROCKS
[1].

La simulaciones se realizaron con condiciones de
frontera periédicas. Ademads, se emple6 una distancia de
interrupcién (switchdist) de 8 A, una distancia de corte
(cuttoff) de 12 A y distancia de basqueda (pairlistdist) de
13.5 A. El tratamiento de las interacciones electrostaticas
de largo alcance se realizé con el método de la malla de
particulas de Ewald (PME) [5].

Estructura tridimensional del Bactenecin

La estructura tridimensional del Bactenecin se ge-
ner6 computacionalmente. Primero, se construyé una
estructura inicial del péptido a partir de su secuencia li-
neal RLCRIVVIRVCR con el programa VEGAZZ [26]
(figura 1-A). Luego se colocé al péptido en una caja de
agua de aproximadamente 60 A con 8 iones de CI~ y 4 de
Na™ para neutralizar el sistema (figura 1-B), utilizando
el programa VMD [10]. El sistema molecular resultante
estaba compuesto de 19751 dtomos.

La estructura de trabajo se generé mediante simula-
ciones de dindmica molecular, con el programa NAMD
[27]. Primero, el sistema fue sometido a una minimiza-
cién energética de 20 000 pasos; posteriormente, se lo ca-

lent6 de 0K a 300K en 20000 pasos y, finalmente, se lo
equilibré durante 2 ns utilizando un ensamble NPT (a
300K y 1 atm).

A

N-terminal

C-terminal

|« 60 A »

Figura 1: A: Representacion NewCartoon de la estructura de
la cadena lineal del péptido. B: Sistema molecular Bactenecin-
agua. Los gréficos se realizaron con el programa VMD [10].

Membrana lipidica

Como punto de partida, se utiliz6 la membrana pre-
equilibrada de 72 lipidos de DPPC construida en el La-
boratory of Molecular and Thermodynamic Modeling de la
Universidad de Maryland [14]. A esta se le extrajeron
las moléculas de agua presentes y se afiadié una capa
de agua de 40 A sobre la capa superior y otra de 10
A sobre la inferior, utilizando el programa VMD [10]. El
sistema formado por 26 907 dtomos fue sometido a una
minimizacién energética (20 000 pasos), un calentamien-
to de 0K a 300K (20000 pasos) y una equilibracién de 2
ns en un ensamble NPT (a 300K y latm), utilizando la
plataforma NAMD [27] y con los pardmetros descritos
anteriormente.

Sistema Bactenecin-Membrana

El sistema inicial Bactenecin-membrana (figura 2) se
construy6 a partir de las estructuras obtenidas separada-
mente para el Bactenecin y para la membrana, en las si-
mulaciones descritas anteriormente. El Bactenecin se co-
loc6 de modo que la minima distancia entre los atomos
del péptido y los de la bicapa fuera de 3 A. La orientacién
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inicial del péptido con respecto a la membrana se esta-
bleci6 de modo que el eje principal de inercia del pépti-
do coincidiera con los ejes perpendicular al plano de la
membrana (eje coordenado z), y el segundo y tercer ejes
principales coincidan con los ejes coordenados x e y, res-
pectivamente. Finalmente, se extrajeron las moléculas de
agua solapadas y se afiadieron 4 iones de C! para neutra-
lizar el sistema. El ndmero total de 4tomos en el sistema
fue de 26 760. La preparacion de los sistemas molecula-
res se lo hizo con el programa VMD [10].

Figura 2. Sistemas moleculares utilizados en estudios de la in-
teraccién del Bactenecin con una bicapa lipidica de DPPC, me-
diante simulaciones de dindmica molecular.

El sistema Batenecin-membrana fue sometido a una
minimizacién de energfa (10000 pasos), un calentamien-
to de 300K a 310K (10000 pasos) y una equilibraciéon du-
rante 1 ns con restricciones. Se restringieron las posicio-
nes de los carbones alfa de los residuos Cys3, Val7 y
Cysll, para que el sistema llegue al equilibrio sin cam-
biar la orientacién inicial del péptido. Después, se equi-
libré el sistema durante 2ns, mediante un ensamble NPT
a 310K y latm y bajo los mismos pardmetros menciona-
dos anteriormente. Con fines de comparacién, también
se realizaron simulaciones adicionales para los sistemas
Bactenecin-agua y membrana-agua a 310 K por 2 ns.

La orientacién del péptido respecto a la membrana
durante la simulacién se la realizé con dos métodos di-
ferentes. Cada uno de estos utilizan dos dngulos, uno de
inclinacién (6) y el otro de rotacién (¢), definidos con res-
pecto a sistemas de ejes especificos. El primer método
considera los ejes principales de inercia, y es una adap-
tacion del método planteado por Lee et al [16] para des-
cribir la orientacién de estructuras tipo B-hairpin. En es-
te método (figura 3-A), el dngulo de inclinacién es el que
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forma el primer eje principal de inercia con la normal a
la membrana. El dngulo de rotacién es el formado por
las proyecciones del eje z y del vector posicién del ato-
mo C,-Cys3 sobre el plano perpendicular al primer eje
de inercia. En el segundo método (figura 3-B), propuesto
en el presente trabajo, el dangulo de inclinacién se define
por el formado por el vector 4’, que pasa por el carbono
alfa del residuo Val7, perpendicularmente a la linea que
une los carbonos alfa de los residuos Cys3-Cys11, con el
eje perpendicular al plano de la membrana. El &ngulo de

—
rotacién corresponde al formado por el vector b, que
une los carbonos alfa de los residuos Cys3-Cysll1, y el

vector T, que es la proyeccién del eje z en el plano per-
pendicular a g que pasa_;por b ). El signo del angulo de
rotacion es positivo si ( b x ?}) estd en la direccién del

vector @ y, negativo en el caso contrario.

1" Eje
de inercia

1" Eje
de inercia

e

&Planode 5&

|
#

Ca-Val7

Figura 3. Sistemas dngulos, inclinacién 6 y rotacién ¢, utiliza-
dos pare definir la orientacién de la estructura del Bactenecin.
A: Sistema basado en los ejes principales de inercia. B: Sistema
propuesto en este trabajo.

3 Resultados

Estructura inicial del Bactenecin

La estructura del Bactenecin obtenida luego de 2 ns de si-
mulacién tiene caracteristicas de lazo (8-hairpin). Segiin
se observa en el correspondiente mapa de Ramacandran
(figura 4), ocho de los residuos tienen dngulos diedros (¢
y ¢) con valores correspondientes a las estructuras 3 (re-
gion delimitada por la circunferencia). La estructura es
estabilizada por la presencia del enlace disulfuro entre
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los residuos Cys3 y Cys11.

Efecto de la membrana en la estructura del
Bactenecin

La presencia de la membrana afecta significativamente
la estructura del Bactenecin. La desviacién rms del pépti-
do es mayor y mds estable en presencia de membrana (fi-
gura 5-A), a pesar de que el radio de giro del Bactenecin
es bastante similar en ambos ambientes (figura 5-B). La
dispersion de las desviaciones rms del péptido en agua
son mayores. A su vez, se observa que durante casi la
mitad de la simulacién, la energia interna del péptido es
similar en los dos ambientes: acuoso y en presencia de la
membrana; sin embargo, la energia interna se hace me-
nor en el segundo caso (figura 5-C).

e

(1
N-terminal 7

C-terminal

N-terminal

Figura 4. Estructura tridimensional tipo lazo (B-hairpin), re-
giones hidrofébica (blanca) y cargada (azul). El mapa de Ra-
machandran de la estructura obtenida para el Bactenecin. Los
gréficos se realizarén con el programa VMD [10] .

A

Desviacién rms [A]

—310K Membrana
—310K Agua

0 02 04 0 08 1 12 14 16 18 2 ° O 02 03
< 08T 0 2 L 4 Probabildad
Tiempo [ns]

350

—310K Membrana

—310K Membrana —310K Agua
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Radiodegiro [A]
Energia [keal/mol]
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o 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
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Figura 5. Evolucién de los pardmetros estructurales del Bac-
tenecin durante la equilibracién en agua y en presencia de la
membrana. A: desviacién rms con respecto a la estructura ini-
cial. B: radio de giro. C: Energia

La figura 6-A muestra las estructuras obtenidas pa-
ra el Bactenecin luego de 2 ns de equilibracién en agua y
en presencia de la membrana. El calculo de la desviaciéon
rms por residuos de estas estructuras resultantes respec-
to a la estructura inicial (figura 6-B) muestra que la es-
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tructura del péptido en ausencia de la membrana es bas-
tante dindmica en los extremos, mientras que en su zona
central (entre los residuos Arg4 y Ile8) no tiene mucha
movilidad. Por otro lado, en presencia de la membra-
na, se observa que practicamente toda la estructura del
péptido tiene una movilidad semejante.

Desviacién rms [A]

-+-310K Membrana
-+-310K Agua

Argd
les
vale
val7
le8
Argd
val10
Cys11
Arg12

Residuo

Figura 6. A: Estructura del Bactenecin luego de 2ns de simu-
lacién en agua y en presencia de la membrana. B: Desviacio-
nes rms de los residuos de estas estructuras con respecto a la
estructura inicial. Para el calculo de las desviaciones rms por
residuo, se asignoé a cada residuo el valor promedio de la des-
viacién rms de la regién de tres residuos vecinos.

Influencia del Bactenecin en la estructura de
la membrana

Los pardmetros estructurales de la membrana no se vie-
ron afectados por la presencia del Bactenecin durante los
2 ns de simulacién. La figura 7 muestra que tanto el drea
por lipido como el espesor de la membrana no se ven
afectados por la presencia del péptido.

A — Gonsctenean B

— sin Bactenecin

Area por lipido [A?]
Espesor [A]
&

o 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Tiempo [ns]

0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Tiempo [ns]

Figura 7. Evolucién de los pardmetros estructurales de la mem-
brana. A: 4rea por lipido en la bicapa. B: espesor de la bicapa.

Comportamiento del Bactenecin en presencia
de la membrana

El efecto mds notable de la membrana en el comporta-
miento del Bactenecin es en su orientacién. El angulo de
inclinacién cambié desde 37° hasta 66° (figura 8-A) y el
dngulo de rotaciéon desde 7° hasta —39° (figura 8-B). Por
otro lado, la distancia entre el péptido y la membrana
varié muy poco, sin embargo puede apreciarse un ligero
acercamiento entre el péptido y la membrana al final de
la simulacién (figura 8-C). El estado final del Bactenecin
tiene menor energia que al comienzo (figura 8-D).
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Inclinacién
B
3
Rotacion
& w
g o 8

0 0.5 1 15 2 0 0.5 1 15 2
Tiempo [ns] Tiempo [ns]

Distancia [A]
Energia [keal/mol]
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Figura 8. Evolucién de los pardmetros representativos del Bac-
tenecin en presencia de la membrana. A: Angulo de inclina-
cién. B: Angulo de rotacién C: Distancia perpendicular entre
el centro de masa del Bactenecin y el centro de masa de los
atomos de fosforo de la capa de la membrana mds cercana al
péptido. D: Energia de interaccién (electrostatica y de Van der
Waals) entre el péptido y la membrana.
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Figura 9. Evolucién de la orientacién del Bactenecin durante la
equilibracién, segtn el métodos propuestos por Lee et al [16]
(lineas azules) y el propuesto en el presente trabajo (lineas ne-
gras). A: inclinacién. B:rotacion

El uso de las definiciones planteadas por Lee [16] pa-
ra los angulos de inclinacién y rotacién del péptido para
evaluar la orientacién de este durante la simulacién nos
arrojan curvas poco suaves, mientras que al utilizar la
variacion propuesta en este articulo, se encuentran cur-
vas mds suaves y faciles de interpretar (figura 9). Corres-
pondientemente, la dispersion de los valores de los agu-
los, obtenidos con nuestras definiciones, son menores.
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4 Conclusiones y Discusion

Simulaciones de dindmica molecular revelaron detalles
estructurales del comportamiento del péptido antimi-
crobiano Bactenecin en las cercanias a una membrana
lipidica en la escala de los nanosegundos. En primer lu-
gar, se encontré que el Bactenecin es relativamente mds
estable en la presencia de la membrana. En segundo lu-
gar, la interaccién con la membrana hace que el Bacte-
necin se oriente de una forma especifica y se aproxime
a esta. La orientacién alcanzada por el Bactenecin luego
de 2 ns de simulacién hace suponer que este es un efecto
de la interaccién electrostatica.

La mayor estabilidad del Bactenecin en presencia de
la membrana se revela en las caracteristicas estructura-
les y en su contenido energético. Las conformaciones en
presencia de la membrana presentan desviaciones rms
que flucttian menos en presencia de la membrana. Por
otro lado, las conformaciones del péptido son menos
energéticas en la presencia de la membrana.

La orientacién del péptido con respecto a la membra-
na se describe adecuadamente utilizando dos ejes defi-
nidos en base a elementos estructurales caracteristicos.
Uno de los ejes estd definido por la linea que une los car-
bonos alfa de los residuos Cys3 y Cys11. El segundo eje
es perpendicular al anterior y pasa por el carbono alfa
del residuo Val7. Este tltimo eje tiene una direccién cer-
cana al eje principal de inercia de la estructura. La orien-
tacién del péptido descrita con ayuda de estos ejes varia
de una forma suave si la comparamos con la descripcién
obtenida utilizado los ejes principales de inercia.

Figura 10. Potencial electrostatico producido por la membrana
bilipidica célculado con el progama VMD [10]. Corte paralelo
al plano xy que pasa por el centro de masa de la bicapa. Las
figuras corresponden a los potenciales al inicio textbfA y final
C de la equilibracién.

La tendencia del péptido a orientarse y acercarse a
la membrana observada en la parte final de la simula-
cién de 2 ns puede entenderse al considerar el poten-
cial eléctrico asociado a la membrana. La figura 10 mues-
tra que las argininas, cargadas positivamente, que se en-
cuentran en los extremos del péptido se han acercado a
las regiones de potencial negativo (color rojo) presentes
en la membrana, al final de la simulacién . Esto es consis-
tente con la hipétesis de que la interaccién electrostética
es la causa del primer acercamiento del Bactenecin hacia
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la membrana. Mas tiempo de simulacién se hace necesa-
rio para observar los eventos que tendrian lugar cuando
el Bactenecin entra en contacto directo con la membrana.
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