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Resumen

Con el objetivo de estudiar el proceso de autoensamblaje de un ciclopéptido anfipatico con
potencial actividad antimicrobiana en presencia de bicapas lipidicas de diferente
composicion, ha sido llevado a cabo un estudio utilizando calculos de Dinamica Molecular.
A diferencia de la mayoria de antibidticos existentes en la actualidad, los cuales suelen
utilizar proteinas especificas como dianas, estos ciclopéptidos tienen como objetivo
determinadas composiciones lipidicas, aprovechando la distinta naturaleza de membranas
celulares sanas, bacterianas o cancerigenas. Debido a que la escala de tiempo a la que se
espera que ocurra este proceso no es abordable para una simulacién clasica de Dinamica
Molecular, es necesaria la aplicacion de diferentes aproximaciones. En este proyecto se han
realizado simulaciones utilizando resolucién Coarse-Grain (CG), la cual permite la reduccion
del numero total de particulas utilizando grupos de atomos. Los resultados obtenidos
indican que el péptido estudiado es capaz de autoensamblarse en membranas bacterianas
y cancerigenas, pudiendo provocar la rotura de las mismas, mientras que en membranas
celulares sanas el autoensamblaje se produce en el disolvente que rodea a la membrana,
sugiriendo que el ciclopéptido no seria téxico para una célula con esta composicion lipidica.

In order to study the self-assembly process of an amphipathic cyclic peptide with potential
antimicrobian activity in presence of lipid bilayers with different composition, a study using
Molecular Dynamics calculation has been carried out. Unlike the majority current existing
drugs, which usually target specific proteins, these cyclic peptides target certain lipidic
compositions, taking advantage of the different nature of healthy membrane cells, bacterial
membranes or cancer cells. Due to the fact that the time scale at which this process is
expected to happen is not approachable for a classic Molecular Dynamic simulation, it is
necessary to apply different approximations. In this project simulations using Coarse-Grain
resolution, which allow the reduction of the total amount of particles using groups of atoms,
have been carried out. The results obtained show that the studied cyclic peptide is able to
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self-assemble in bacterial membranes and cancer cells, being able to disrupt them, whereas
in healthy cell membranes the self-assembly takes place in the solvent surrounding the
membrane, which suggests that the cyclic peptide would not be toxic for a cell with this
lipidic composition.

Co obxetivo de estudar o proceso de autoensamblaxe dun ciclopéptido anfipdtico con
potencial actividade antimicrobiana en bicapas lipidicas de diferente composicidn, levouse
a cabo un estudo empregando céalculos de Dindmica Molecular. A diferenza da maioria dos
antibidticos existentes na actualidade, os cales adoitan empregar proteinas especificas
como diana, estes ciclopéptidos tefien como obxetivo determinadas composicions lipidicas,
aproveitando a distinta natureza de membranas celulares sas, bacterianas ou cancerixenas.
Debido a que a escala de tempo 4 que se espera que este proceso ocorra non é abordable
para unha simulacion clasica de Dinamica Molecular, é necesario a aplicacion de diferentes
aproximaciéons. Neste proxecto realizdronse simulacions empregando resolucidon Coarse-
Grain (CG), a cal permite a reducidon do nimero total de particulas empregando grupos de
atomos. Os resultados obtidos indican que o péptido estudado é capaz de autoensamblarse
en membranas bacterianas e cancerixenas provocando a rotura das mesmas, mentres que
en membranas celulares sas o autoensamblaxe produicese no disolvente que rodea a
membrana, o que suxire que o ciclopéptido non seria téxico para unha célula con esta
composicion lipidica.
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1. Introduccidn

1.1 Resistencia a antibioticos.

La resistencia adquirida a antibidticos se ha convertido a dia de hoy en una de las mayores
amenazas para la salud mundial®. Este fenémeno se debe a la mutacion de bacterias como
respuesta al uso de farmacos y, aunque este es un proceso natural, esta acelerdndose
debido al mal uso de antibidticos en seres humanos y animales. Este hecho dificulta el
tratamiento de enfermedades infecciosas comunes, pudiendo llegar a convertirse en
imposibles de tratar®. La resistencia a tratamientos médicos actuales no es exclusiva de los
enfocados a enfermedades infecciosas, sino que se extiende también a terapias destinadas
a tratar el cancer, siendo la principal la quimioterapia. Esta técnica esta basada en el uso de
agentes quimicos que matan de forma masiva a las células cancerigenas, pero presenta una
selectividad muy baja, provocando a menudo diferentes efectos secundarios. Ademas, esta
viendo limitada su eficacia por el desarrollo de resistencia por parte de las células
tumorales?. Se ha propuesto que ambos tipos de enfermedades podrian estar relacionadas,
ya que el desgaste que supone el tratamiento del cancer hace mas vulnerables a los
pacientes frente a infecciones. Ademas, existen evidencias de que ciertas infecciones
cronicas estan asociadas con el desarrollo del cancer, atribuyéndosele a estas el 20% de los

nuevos casos a nivel mundial3.
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Otra de las caracteristicas comunes entre cancer e infeccién es la composicién lipidica de
las membranas que componen las bacterias y las células tumorales. La membrana de una
célula normal sana presenta asimetria en la distribucidn de cargas entre la superficie
externa e interna de la membrana. La parte externa de la membrana es neutra y esta
formada principalmente por el fosfolipido fosfatidilcolina, mientras que la parte interna
estd cargada negativamente, siendo la fosfatidilserina el fosfolipido predominante. Sin
embargo, esta asimetria se pierde en las células cancerigenas debido a la presencia de
fosfatidilserina también en la parte externa de la membrana*>® (Figura 1). Por su parte, las
bacterias presentan una membrana cargada negativamente, siendo la fosfatidiletanolamina
el lipido zwitteridnico mas comun en estas membranas. Ademas, en torno al 20%-25% de

los lipidos constituyentes poseen carga negativa, como por ejemplo el fosfatidilglicerol’.

Normal cell membrane Cancer cell membrane

3-3-3-3~

Alves, A. C., et al. Biochem. Biophys Acta., 2016,1858,2231-2244.

Figura 1. Representacion esquematica de la composicién lipidica de la membrana de una célula
sana frente a una tumoral.

Los antibidticos convencionales, por lo general, se unen a receptores especificos, lo que
desencadena diferentes procesos celulares que inhiben la proliferacion del
microorganismo?. Por tanto, aquellos nuevos medicamentos que tengan un mecanismo de
accién similar también seran propensos a inducir resistencia en las bacterias, siendo
necesario buscar agentes alternativos que presenten un mecanismo de accidn diferente?®.

Como consecuencia, el estudio de agentes microbianos alternativos ha adquirido gran
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importancia en los ultimos afios, siendo esta también una oportunidad extraordinaria para
la prevencién y el tratamiento del cancer. En esta linea, ha emergido en los ultimos tiempos
una nueva clase de moléculas conocidas como péptidos terapéuticos, las cuales podrian
tener como objetivo especifico las membranas tanto de células cancerigenas como de
bacterias, presentando ademads una toxicidad menor que algunos tratamientos actuales®.
Entre los péptidos terapéuticos han sobresalido los péptidos antimicrobianos (AMPs) como
una de las alternativas mas atractivas. Los AMPs son, por lo general, moléculas de pequefio
tamafio cargadas positivamente, los cuales se encuentran presentes en una gran variedad
de organismos donde actian como efectores esenciales del sistema inmune, siendo la

defensa natural de estos contra las infecciones causadas por bacterias, virus y hongos?°.

Ademas de ser una de las alternativas a los antibiéticos convencionales, algunos AMPs han
mostrado tener actividad anticancerigena, estos reciben el nombre de péptidos
anticancerigenos (ACPs)!. El hecho de que los péptidos terapéuticos tengan como objetivo
principal las membranas lipidicas, asi como su corto tiempo de interaccidn, hace que el
desarrollo de resistencia por parte de bacterias y células tumorales sea menos probable?13,
Esta ventaja ha impulsado su investigacidén en los ultimos afios, lo que ha dado lugar a la
creacion de bases de datos'# en las que se recogen miles de estas sustancias tanto de origen

natural como sintético.

A pesar de que muchos grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos en los
AMPs/ACPs, tan solo unos pocos han podido ser probados en ensayos clinicos®. Esto se
debe a que su uso se ve limitado por su alto coste de sintesis, su despreciable actividad
cuando son administrados oralmente ya que son poco resistentes a la digestion proteolitica,

asi como a su baja estabilidad in vivo'®’.

Una alternativa a los péptidos terapéuticos viene dada por el uso de los biomateriales
N . ” . ’ . ~ . ’ .

inteligentes”. Estos sistemas podrian ser disefiados para adaptar sus propiedades quimicas
y mecdnicas como respuesta a cambios en las condiciones fisidlogicas o a estimulos
externos, presentando actividad bioldgica tan solo en condiciones especificas'®, como por
ejemplo en presencia de una membrana bacteriana o cancerigena. Estos péptidos
miméticos sintéticos pueden ser construidos a partir de unidades no tdxicas de pequefio

tamano, las cuales tras autoensamblarse en la membrana de la célula tumoral o bacteriana,

9
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alterarian sus propiedades, provocando su muerte. Por tanto, alcanzar un mayor
entendimiento de la relacidn existente entre la estructura de los péptidos terapéuticos y
sus propiedades biolégicas abriria la puerta a un disefio mas racional de estos biomateriales
“inteligentes”, los cuales pueden ser usados como farmacos antibacterianos y

anticancerigenos®®.

1.2 Ciclopéptidos y Nanotubos Peptidicos.

Entre los posibles materiales “inteligentes” que podrian utilizarse para mejorar los AMPs o
ACPs naturales estan los ciclopéptidos (CPs). Estos CPs serian inocuos en disolucion, pero
idealmente podrian adoptar la especia activa en presencia de membranas cancerigenas o
bacterianas tras autoensamblarse formando nanotubos peptidicos (SCPNs). Estos fueron
propuestos en el afio 1974 por De Santis y colaboradores, basandose en la estructura
helicoidal de la Gramicidina A%°, siendo sintetizados por primera vez por Ghadiri y
colaboradores en 199321, Estos SCPNs estan formadas a partir del autoensamblaje de CPs
gue posean un numero de residuos par de a-aminodcidos de estereoquimica D y L
alternada. Este disefio deja los grupos amino y carbonilo de aminoacidos de distinta
quiralidad orientados hacia caras opuestas del CP, permitiendo la formacién de enlaces de
hidréogeno entre CPs vecinos, dando lugar a la formacion de ldminas B (Figura 2). Los
nanotubos obtenidos presentan un didmetro interno que se puede variar modificando el
numero de residuos de la secuencia, quedando las cadenas laterales hacia el exterior del

NT, dando lugar a una superficie externa funcionalizable?2.

10
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Ghadiri, M. R. et al. Nature, 1993, 369, 301-304

Figura 2. Representacion esquematica de los D, L-a-CPs sintetizados por Ghadiri en 1993.

En trabajos posteriores Ghadiri y colaboradores sugirieron que sus nanotubos eran capaces
de insertarse en las membranas lipidicas formando canales transmembrana, adoptando una
disposicidon perpendicular a las mismas, cuando estaban formados por CPs con una
secuencia hidrofébica (Figura 3, izquierda). Los conductos transmembranosos formados
eran capaces de transportar iones como Na*y K*23, y en el caso de nanotubos formados por
CPs con un didmetro interno mayor (>9A) glucosa?’. Mas adelante, otros estudios han
demostrado que SCPNs formados por CPs con una secuencia con caracter anfipatico se
insertaban en bicapas lipidicas adoptando una disposicién paralela, exhibiendo actividad
antibacteriana a través de un mecanismo carpet-like?> (Figura 3, derecha). De estos trabajos
se deduce que el comportamiento del nanotubo depende de la disposicion que adopte
respecto a la membrana y que esto depende de la naturaleza de los aminoacidos que
componen los CPs: aquellos que con una superficie externa hidrofdbica tienden a adoptar
posiciones perpendiculares, dando lugar a canales transmembrana, mientras que los de
naturaleza anfipatica son mas propensos a adoptar posiciones paralelas, exhibiendo

propiedades antibacterianas (Figura 3).

11
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Figura 3. Representacion de la disposicion adoptada por los CPs en funcién de la naturaleza de
los aminoéacidos que lo componen.

Desde hace afios el grupo del Prof. R. Granja viene trabajando en un nuevo tipo de CPs
hibridos combinando unidades de acido aminocicloalcanocarboxilico (con anillos de 5 0 6
unidades) con a-aminodcidos?2728, Siguiendo esta estrategia, el grupo ha desarrollado dos
nuevos tipos de SCPN, basados en los a, y-CPs y en los a,56-CPs?°. Lo que realmente
diferencia a estos SCPNs de los anteriores es el caracter hidréfobo de la cavidad interior,
siendo este inducido por la proyeccién de uno de los grupos metileno del cicloalcano hacia
el interior del lumen. Ademas, este grupo metileno es funcionalizable, lo que permite

modificar el comportamiento de la cavidad interna del SCPN.

A pesar del arduo trabajo realizado por el grupo en el estudio y disefio de estos materiales
“inteligentes”, la mayoria de las técnicas experimentales actuales no permiten alcanzar el
grado de resolucidn atémico requerido para el entendimiento de los mecanismos de accidn
de las moléculas antimicrobianas. Ademas, hay que tener en cuenta que la gran mayoria de
los sistemas bioldgicos no son estaticos y, por tanto, para comprenderlos en su totalidad a
nivel molecular es necesario observar coémo las moléculas reaccionan, interaccionan o se
transforman en tiempo real a través de la caracterizaciéon estructural de los efimeros
estados de transicion e intermedios que tienen lugar. Sin embargo, obtener informacién de
alta resolucidn espacial y temporal sobre procesos dindmicos supone todo un reto. En esta
linea, las técnicas de modelizacion moleculary principalmente las simulaciones de Dindmica
Molecular, pueden proporcionar las herramientas necesarias para alcanzar un
entendimiento completo y de alta resolucién sobre los procesos de interaccion péptido-
membrana. Los continuos avances en el desarrollo de la computacién, como la utilizacién

de unidades de procesamiento grafico (GPUs) , en paralelo a los avances de la MD, como la

12
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utilizacidon de la resoluciéon Coarse-Grain, han permitido explorar de forma sistematica

eventos bioldgicos en la escala de los microsegundos3?.

1.3 Dinamica Molecular.

La evolucidn tecnoldgica ha provocado el desarrollo de la supercomputacion, que aplicada
a la quimica y a la biologia estd permitiendo un entendimiento mds profundo de cémo
funciona la naturaleza a nivel molecular. Tal desarrollo ha impulsado enormemente el
campo de la Quimica Computacional y de metodologias dentro del mismo, como la utilizada
en el presente trabajo, la MD. Las simulaciones de MD, haciendo uso de la capacidad de
calculo de los superordenadores, nos permiten ver cémo las biomoléculas interaccionan
entre si, y cual es su rol dentro de los sistemas bioldgicos con un grado de resolucién que
no se puede alcanzar con experimentos. Este hecho ha provocado que se haya llegado a
comparar las simulaciones MD con un microscopio con elevada resolucién espacial y

temporal.

La MD consiste en la resolucién numérica de las ecuaciones cldsicas del movimiento32. Un
atomo i, perteneciente a un sistema formado por N dtomos, experimenta, segun la segunda

ley de Newton, una fuerza:

En un sistema conservativo, en el cual la fuerza que actla sobre los atomos depende
solamente de la posicion de los mismos, la fuerza estd relacionada con la energia potencial

del sistema:

av

F.= ——
l axi

Para poder resolver la ecuacién de movimiento se necesita una funcion que contenga un
conjunto de expresiones y parametros que describan las fuerzas e interacciones entre las

particulas del sistema, lo que se conoce como campo de fuerzas.

13
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La mayoria de campos de fuerzas utilizados en MD hacen uso de la aproximacion de Born-
Oppenheimer, la cual postula que, dado que los nucleos son mucho mds pesados que los
electrones, su movimiento sera significativamente mas lento. De este modo, dado que tras
el desplazamiento de los nucleos los electrones se reorganizaran de forma instantanea,
Unicamente se consideran las coordenadas de los nucleos atdmicos. Sin embargo, este
hecho propicia que no se puedan calcular ni efectos cuanticos ni aquellos que dependan de
forma directa de la representacidn de electrones, dado que estos no estdn explicitamente

incluidos33.

La mayoria de los campos de fuerzas que se utilizan para sistemas moleculares dividen la

energia potencial del sistema en dos términos, los enlazantes y los no enlazantes:

Vsist = Venlazantes + Vno enlazantes

La parte enlazante se atribuye a cambios que se producen en las coordenadas internas del
sistema expresando las interacciones entre dtomos que estan separados por un maximo de
3 enlaces. Este término se divide en tres subtérminos, uno para la vibracion de enlace entre
dos dtomos que estan directamente unidos (stretching), otro para el angulo formado entre
tres dtomos enlazados (bending), y otro para la torsién del dngulo diedro formado por

cuatro atomos:

Neniz N ang Ntor

Venlazantes = z Venlz + Z Vang + z Vtor
i=1 i=1 i=1

La mayoria de campos de fuerzan utilizan osciladores arménicos para describir los dos

primeros términos (vibracién y flexién angular).

Veniz = E keniz (T‘ - 7”0)2

v, —lk (6 — 6,)?
ang_z ang 0

14
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Donde keni; €s una constante de fuerza que describe la fuerza del enlace, r es la distancia de
enlace y ro es la distancia de enlace en el equilibrio. De forma analoga, para el término
angular tenemos que kang €S Una constante de fuerza que determina la resistencia del enlace
a la flexion y 8y Boson el angulo actual del enlace y el dngulo del enlace en la posicion de
equilibrio, respectivamente. Cabe destacar que la aproximacidn hacia un potencial
armonico es valida para situaciones en las que la amplitud de la vibracién del enlace es

similar a la distancia de equilibrio.

En el término Vior se incluyen dos tipos de torsiones: las torsiones propias, que vienen dadas
por el dangulo diedro que se forma entre cuatro atomos; y las torsiones impropias, usadas
para forzar a un dtomo a mantenerse en el plano formado por otros tres. A diferencia de
los anteriores, este término presenta periodicidad, por lo que para definirlo es necesario
utilizar mas términos. Cuanto mds complicado sea el perfil energético de la torsién, mas
términos haran falta para definirla. Estas interacciones son descritas en la mayoria de los

campos de fuerzas como potenciales de Fourier:

Vior = ktor(1 +cos cos (nw +7v))

Donde k:r €s una constante que define la fuerza de la torsidn, n es la periodicidad del

término, w es el angulo diedro y y es el angulo de fase.

La parte no enlazante del potencial hace referencia a las interacciones que tienen lugar
entre atomos que no se encuentran directamente enlazados y entre los que existe una
separacion de 4 enlaces o mas. Este término se divide, a su vez, en dos subtérminos: uno
para las interacciones electrostaticas (Vele) y otro para las fuerzas de repulsién entre dtomos

cercanos y las fuerzas de atraccion de van der Waals (Vyaw):

Vo entazante = Vete + Voaw

El primer subtérmino, el que hace referencia a las interacciones electrostaticas entre

parejas de atomos, se suele describir usando el potencial de Coulomb:

15
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qi9;

V le —
ee eyt

i>)

Donde giy g; son las cargas puntuales de los atomos, o es la constante dieléctrica del medio

y rij es la distancia entre los &tomos.

El segundo subtérmino engloba las repulsiones de Pauli que se producen entre dos atomos
gue se encuentran muy préximos, de manera que sus orbitales comienzan a solaparse, y las
fuerzas de atraccion a larga distancia de van der Waals. Ambas interacciones se suelen

expresar a través del potencial de Lennard-Jones:

o \2 /g \®
=g @) -6

i>]

Donde el minuendo representa la repulsidn y el sustraendo la atraccidn. Los términos €; y
ojj son parametros de interaccidn que expresan, respectivamente, cémo de fuerte es estay
la distancia entre particulas que es necesaria para que se vuelva cero. Estos parametros se

calculan a partir de los propios de cada dtomo3*:

0; +0']
Sij = Sl'Sj O-l'j :T

A dia de hoy, no es posible llevar a cabo simulaciones de MD incluyendo todos los atomos
gue participan en un sistema “real”, pues esto supondria una cantidad de particulas que la
potencia de los ordenadores todavia no puede manejar. Para la realizaciéon de las
simulaciones MD se define un espacio tridimensional, el cual se denomina “caja de
simulacion”. Una de las limitaciones que esto conlleva es que debido a que el tamafio tipico
de estas cajas estd en la escala nanométrica, la proporcion de particulas que se encuentran
en la superficie de la caja de simulacidn interaccionando con el vacio es mucho mas grande
gue en sistemas reales. Como alternativa, se introduce el concepto de condiciones

periddicas de contorno (PBC), que consiste en replicar la caja de simulacion infinitas veces
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en todas las dimensiones del espacio, de tal forma que las ecuaciones de movimiento solo
son resueltas para la caja original y el resto se limitan a replicar lo que ocurre en esta.
Ademas, cuando el movimiento de las particulas implica que una de estas salga de su caja,
una particula idéntica entrara para ocupar su lugar por el borde contrario, puesto que el
mismo movimiento esta ocurriendo en todas las cajas de forma simultdnea. De este modo,
esta aproximacion permite mantener constante el nimero de atomos en el recipiente en
todo momento. Cabe destacar que, de considerar todas las posibles interacciones no
enlazantes entre dtomos al introducir las PBC, el coste computacional de los calculos seria
muy elevado. Por ello, para reducir el coste y asegurarse de que cada interaccion se calcula
una sola vez, se introduce una distancia de corte (cut-off). Por tanto, solo se calcularan las
interacciones no enlazantes que se den entre dtomos separados por una distancia menor

que la de corte, siendo el resto de interacciones no calculadas de manera explicita.

Otra dificultad que puede surgir en las simulaciones de MD es el control de la temperatura
y la presién. Con el fin de solucionar esto se han definido diferentes algoritmos que acttan
como termostatos y barostatos. Para el control de la temperatura los termostatos mas
utilizados son V-rescale®, Berendsen3®, Nose-Hoover3® y Andersen?’, los cuales adaptan la
energia cinética de los atomos por modificacion de su velocidad para tal tarea. En cuanto al
control de la presion, los barostatos mas utilizados son el de Berendsen y el Parrinello-

Rahman, los cuales la ajustan modificando el volumen de la caja de simulacién 3,

Como ya se ha comentado anteriormente, la MD consiste en la integracién de las
ecuaciones del movimiento de Newton con el fin de determinar cémo varia la posicién de
las particulas del sistema con el tiempo. Para realizar la integracién numérica de las
ecuaciones existen diversos algoritmos como el Verlet o el Leap-Frog. Estos algoritmos se
basan en el calculo de las posiciones y velocidades de los atomos a un tiempo t+dt a partir
de las fuerzas que actuan sobre ellos en un tiempo anterior t, para el cual se conocen las
posiciones y velocidades. Es por tanto necesario definir unas condiciones iniciales. En el caso
de las velocidades, estas se suelen obtener a partir de una distribucion de Maxwell-
Boltzmann para la temperatura de simulacién, recalculdandose a cada paso utilizando el

potencial obtenido con el campo de fuerzas. Las coordenadas iniciales se pueden obtener
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de datos experimentales, de repositorios online como el Protein Data Bank®, de otros
modelos tedricos o incluso pueden ser dibujadas usando un software especifico. Otro
aspecto importante de cara a correr la simulacion es la seleccién del tiempo de paso o time

step (dt). En las simulaciones de MD, se suele utilizar un time step de 2 fs.

Muchos de los pardmetros mostrados hasta el momento como las constantes de fuerza o
las distancias y angulos de equilibrio varian dependiendo del campo de fuerzas escogido.
Por tanto, la eleccién de uno u otro es crucial, ya que puede llevar a cambios en los
resultados. Normalmente, cada particula de un campo de fuerzas coincide con un atomo,
como por ejemplo en los campos de fuerzas de Amber*® o CHARMM®*!. Sin embargo, esto
no siempre es asi, ya que hay campos de fuerzas en los que los &tomos pesados se agrupan
con sus hidrégenos no polares (tipicamente son hidrégenos en estructuras como: CH;, CHs,
NH,...) para formar una Unica subunidad de interaccién, como en el campo de fuerzas de
GROMOS*2. La aproximacién utilizada es lo que determina la resolucién de la simulacidn.
Para aquellos casos en los que se representa cada atomo de forma explicita e individual, la
resolucién se denomina atomistica o all-atoms (AA), mientras que cuando no todos los
atomos estdn representados, sino que los hidrégenos no polares estan descritos como parte
de agrupaciones, recibe el nombre de united-atoms (UA)*. Un paso mas alld seria la
resolucién que se emplea en el presente trabajo y que recibe el nombre de resolucién
Coarse-Grain (CG), la cual permite reducir el nUmero de particulas del sistema a estudiar
agrupando datomos pesados en una Unica unidad de interaccion, la cual recibe el nombre de
“bead”. El trabajo aqui presentado se ha realizado utilizando el campo de fuerzas Martini,

uno de los mas comunes para este tipo de resoluciéon** (Figura 4).
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(b)

Roussel, G. et al, J. Mol. Model, 2014, 20, 2469.

Figura 4. Comparacion de los distintos tipos de resolucién empleados en simulaciones de MD:
(a) a,y-CP en resoluciéon AA; (b) SDS en resoluciéon UA 'y (c) Lipido DMPC en resolucién CG con
el mapeado de Martini y su equivalencia en AA (imagen tomada de
http://cgmatrtini.nl/index.php/about).

En este campo de fuerzas cada particula estd formada por cuatro dtomos pesados y sus
respectivos hidrégenos, estando las interacciones no enlazantes parametrizadas a partir de
energias libres de particidon experimentales entre fases polares y apolares y las enlazantes
en simulaciones AA. Ademas, con el fin de simplificar el modelo, solo se contemplan cuatro
tipos de interacciones entre particulas: polares, no polares, apolares y cargadas®*. Esto tiene
ciertos inconvenientes, ya que algunas interacciones no estan bien definidas, como el caso
de los enlaces de hidrégeno, que son esenciales en la formacién y conservacién de las
estructuras secundarias de las proteinas. Sin embargo, la cantidad de particulas que forman
el sistema se ve reducida considerablemente permitiendo simular sistemas mas grandes
que las simulaciones AA. Algo similar ocurre con el time step, para las simulaciones AA se
suele utilizar un time step de 2 fs pero, debido a la simplificacién realizada, este se puede
aumentar en las simulaciones CG casi en un orden de magnitud. Gracias a esto, una
simulacidon CG-MD en el mismo numero de pasos que una simulacién AA-MD alcanzara un

tiempo total de simulacién mucho mayor.

19


http://cgmartini.nl/index.php/about

Infeccion y cancer: una aproximacion a través de la quimica computacional.

2. Objetivos.

El objetivo de este proyecto es estudiar el proceso de autoensamblaje de CPs en nanotubos
peptidicos en diferentes entornos lipidicos utilizando simulaciones de MD. La informacién
obtenida podria ayudar en un futuro al disefio mas inteligente de secuencias de CPs con
mejores actividades. La formacion espontdnea de nanotubos a nivel atomistico (AA) es un
proceso muy costoso a nivel computacional. A dia de hoy, este proceso solo puede ser

abordado utilizando una resolucién CG.

Mientras que en trabajos previos del grupo siempre se habia partido de un nanotubo ya
formado, en este trabajo se partird de los CPs en disolucidn, analizandose su posible
autoensamblaje. Se ha utilizado un CP anfipatico con una secuencia cuya actividad

antimicrobiana ha sido previamente demostrada?’ (Figura 5).
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Figura 5. Se representa el D,L-a-CP utilizado en el plano (izquierda) y con resolucién CG
(derecha).

Tratando de imitar las composiciones mas habituales de las membranas de células de
mamiferos y de bacterias, se utilizaran tres bicapas lipidicas distintas. Una de ellas estara
formada integramente por 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DMPC), un
fosfolipido con carga neta 0 con la que se pretende representar las membranas de las
células de los mamiferos, ya que este lipido representa alrededor de la mitad de los
fosfolipidos en la mayoria de estas células. Las otras dos seran modelos de membranas
bacterianas: para una de ellas se combina el fosfolipido DMPC anterior con 1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfo-(1’-rac-glicerol) (DMPG) en proporcién 3:1 y para la otra se utiliza 1,2-
dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (DMPE) y DMPG en proporcién 1:9. Variando
el contenido de cargas negativas de la membrana, se pretende entender el rol que

desempeiia la carga de la bicapa lipidica en el proceso de autoensamblaje de los SCPNss.
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3. Materiales y Plan de Trabajo

El ciclopéptido utilizado para llevar a cabo el trabajo es uno para el que ya se habia
demostrado con anterioridad su actividad antimicrobiana?>, y para el que ya se disponia de
una geometria inicial, pues ha sido usado por otros investigadores con anterioridad® asi

como por miembros del grupo?®.

Las membranas utilizadas también fueron proporcionadas por el grupo de investigacién,
por lo que el primer paso fue anadir, con una distribucidn aleatoria, los ciclopéptidos a la
caja de simulacién en la que se encontraba la membrana solvatada con agua. Dado que el
CP utilizado posee carga positiva (carga neta +3, se consideran los residuos de lisina y la
arginina protonados), se afiadieron iones hasta obtener un sistema neutro (Figura 6). Se
han utilizado tres membranas diferentes y, para cada una, se han preparado un total de
cuatro simulaciones variando la cantidad de CPs afiadidos: 20, 40, 80 y 160. De este modo,

el nUmero total de sistemas simulados es doce.
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Afadir CPs

Figura 6. Esquema de la preparacién del sistema con GROMACS (se omiten las aguas por
claridad). La membrana lipidica se representa en azul claro, lo iones en azul y los CPs en
amarillo.

Los sistemas fueron preparados con el programa GROMACS* en su version 2018.3.
Posteriormente, y también con el mismo programa, se optimizaron los sistemas, se
ajustaron y equilibraron la presion y la temperatura y se simularon durante 20 ps utilizando
un time step de 25 fs. La presidn utilizada durante la simulacién fue de 1 bar, controlada
mediante un sistema semi-isotrdpico Parrinello-Rahman?®, mientras que la temperatura
utilizada fue 303K controlada mediante un termostato V-rescale3. La parte de preparacion
de los sistemas, optimizaciéon y equilibrado se realizé en un ordenador proporcionado por

el grupo mientras que las producciones finales fueron realizadas en el CESGA.

Una vez terminadas las simulaciones, para la visualizacidn e interpretacién de los resultados
obtenidos se utiliz6 el programa VMD#*°. Posteriormente se utilizé un algoritmo desarrollado
con Python por los miembros del grupo cuya validacion se realizé previamente como
trabajo en practicas externas. Este algoritmo permite realizar un analisis rapido de la
trayectoria de una simulacién, obteniendo una serie de graficas y archivos de texto que
recogen importante informacién estructural como por ejemplo el nimero de CPs que se
encuentran formando clusteres de diferentes tamafios en funcion del tiempo de simulacion,
la disposicion paralela/antiparalela de CPs que forman parte de NTs o los angulos de

rotacién entre CPs contiguos.
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4. Resultados y discusion.

4.1 Interaccion de los ciclopéptidos con la membrana modelo de
DMPC.
Como ya se ha mencionado, con esta bicapa se pretende representar la composiciéon de una
membrana celular de un mamifero sano. Como se observa en los snapshots de la Figura 7
se aprecian dos tendencias en la formacién NTs. Por una parte, en la simulacién con 20 CPs,
la de menor concentracidn, se aprecia como las unidades se ensamblan en la superficie de
la membrana, mientras que al utilizar una cantidad de CPs superior se observa una clara
tendencia al autoensamblaje en el medio acuoso, asi como al agrupamiento de los SCPNs.
Ademas, incluso a las concentraciones mas elevadas de CPs no se observa una tendencia
clara del péptido a unirse a la membrana. Este resultado indicaria que el CP no seria

excesivamente activo para este tipo de células, sugiriendo una baja toxicidad.
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Figura 7. Comparacién del estado inicial (izquierda) y final (t= 20us; derecha) de las
simulaciones de MD realizadas para la membrana PC, (a) simulacién con 20 CPs. (b)
simulacién con 40CPs, (c) simulacién con 80CPs y (d) simulacion con 160 CPs. Se muestran en
color dorado los grupos fosfato de los lipidos y en morado el esqueleto peptidico de los CPs.

El andlisis de la trayectoria completa con el algoritmo desarrollado por el grupo permite

analizar de forma cuantitativa cuantos cltsteres se han formado, asi como el tamafio de los

mismos en cada instante de la simulacion (Figura 8).
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Figura 8. Gréficas obtenidas por el algoritmo de andlisis en las que se representa el nimero de

CPs que se ensamblan en los clisteres de distinto tamafio formados a lo largo de todo el tiempo

de simulacién donde (a) es la gréafica para la concentracién de 20 CPs, (b) para 40 CPs, (c) para
80 CPsy (d) para 160 CPs.
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De los sistemas estudiados, este es el que presenta probablemente un proceso de
autoensamblaje mas rdpido, observandose que el nimero de CPs libres (linea negra) cae
muy rdpidamente. Ademads, en esta composicién lipidica existe una mayor tendencia a la
formacion de SCPNs, ya que para los momentos finales de la simulacién, de media el 76%
de los CPs introducidos forman parte de clusteres. Sin embargo, los SCPNs que aparecen
con mas frecuencia no son demasiado grandes, ya que la mayoria estan formados por entre
2 y 4 CPs. Estos resultados, al ser comparados con los obtenidos en las otras membranas,
donde predomina el autoensamblaje en la membrana, sugieren que este proceso es mas
rapido en el medio acuoso que en el lipidico y que es mas favorable la agrupaciéon de

clusteres pequenos que la formacion de SCPNs de gran tamafio.

Ademas, el algoritmo fue aplicado para estudiar el tipo ldmina B predominante: paralela o
antiparalela (Figura 9). Debido a que este tipo de analisis sélo tiene sentido cuando los
SCPNs estan formados, Unicamente se utilizaron los dltimos 5 ps de la trayectoria,
asumiendo que tras 15 ps de simulacidn el sistema se encuentra cercano al equilibrio, como
se observa en la grafica del nimero de SCPNs formados por distinto nimero de CPs a lo

largo del tiempo (Figura 8).
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Figura 9. Histogramas paralelo/antiparalelo para las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a)

20 CPs, (b) 40 CPs, (c) 80 CPs y (d) 160 CPs. El nimero de parejas paralelas es representado

por la barra correspondiente al angulo cercano a 0° mientras que la barra del &ngulo cercano a
180° representa los antiparalelos.
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En estos histogramas se recogen Unicamente los CPs que forman parte de clUsteres y tienen
por tanto un CP contiguo con el que presentar una relacién paralelo/antiparalelo (Figura

10).

NH; - A-A

o NH /_/_
" A i Antiparalelos

A-B

Paralelos

NH,

H?NAN/\/«,,/HN N\&‘\\f@
4 07/ N
— O

NH
HN /éo
/ NH

5 Q’g

Figura 10. Se representan ambas caras (A y B) del CP utilizado y la relacién que se establece
en funcién de entre que caras se establezca la interaccién.

- . B-B
Antiparalelos

Que las cantidades de péptidos anadidas no coincida con el eje vertical el cual da cuenta del
numero de CPs, se debe a que el algoritmo realizé el cdlculo cada 10 nanosegundos de
trayectoria. Aunque, en tres de los cuatro casos se observa un mayor niumero de parejas
paralelas, la diferencia no parece demasiado grande, lo que sugiere que la relacién
paralelo/antiparalelo es proxima a 1:1, sin haber una clara preferencia por un tipo de lamina

B sobre otra.

Para analizar los dngulos de rotacion entre CPs contiguos también se aplica el algoritmo a
los ultimos 5 pus de la trayectoria. Lo que se pretende en este andlisis es saber cuantos
grados esta rotado uno de los CPs respecto al contiguo dentro del NT, para asi conocer como
se solapan las cadenas laterales. Para este andlisis es importante distinguir entre CPs
contiguos paralelos (Figura 12) y aquellos antiparalelos (Figura 14) ya que para un mismo

valor del dngulo de rotacién los residuos que se solapan son distintos (Figura 11).
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PARALELOS ANTIPARALELOS
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Figura 11. Se representan dos dimeros, uno en el que los CPs son paralelos y otro en el que
son antiparalelos. En ambos el angulo de rotacién es 45°.
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Figura 12. Distribucion de los angulos de rotacién calculados por el algoritmo para los CPs
paralelos a las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c) 80 CPsy (d)
160 CPs.

Tal y como muestra la Figura 12, los CPs que son paralelos tienden a presentar angulos de
rotacion que se encuentran principalmente entre 0-25° y 335-360°. En estos dos intervalos
angulares las conformaciones presentan todos los residuos hidrofébicos de un CP
enfrentados a los del contiguo (Figura 13). Para los valores mas cercanos a 0° y 360° las
cadenas laterales de Triptdofano se solapan entre ellas, ocurriendo lo mismo con las de
Leucina. Mientras que en aquellas parejas en las que el angulo estd mas cercano a 25° o

335°, las cadenas se encuentran alternadas.
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©=335°

Figura 13. Representacion de la disposicion adoptada por dimeros paralelos con angulos de
rotacién presentes en los rangos mas frecuentes. Se destacan en amarillo los residuos
hidrofébicos.
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Figura 14. Distribucion de los angulos de rotacion calculados por el algoritmo para los CPs
antiparalelos a las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c) 80 CPsy
(d) 160 CPs.

En este caso, los valores predominantes para las simulaciones que contienen 20, 40 y 80
CPs se repiten. Cabe destacar, que para la simulacion con 160 CPs los intervalos se reducen,
estando la mayor parte de de los angulos de rotacion entre 335-350°, son frecuentes

también los valores entre 15-30° y 320-335°.
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4.2 Interaccion de los ciclopéptidos con la membrana modelo de
DMPC:DMPG (3:1)
Esta membrana estd formada por una mezcla 3:1 de los lipidos DMPC y DMPG, confiriéndole
la presencia de este Ultimo carga negativa, a diferencia de la anteriormente estudiada. Tal
y como se muestra en la Figura 15, se observa para esta membrana que los CPs se agrupan
en la superficie de los lipidos, donde forman NTs. Cabe destacar que para la simulacién con
el mayor nimero de CPs se observa también que un gran nimero de estos se agrupan en
el medio acuoso. Este hecho sugiere que la concentracion de CP utilizado es un factor

importante relacionado con su actividad.

Figura 15. Comparacion de los estados inicial (izquierda) y final (t=20us; derecha) para la las
simulaciones de MD realizadas para la membrana DMPC:DMPG (3:1), (a) simulacién con
20CPs, (b) simulacion con 40CPs, (c) simulacion con 80CPs y (d) simulacién con 160CPs.

Ademas, tanto en la simulacién con 80 CPs como en la de 160, se observa un fenédmeno que
no sucede en el resto de simulaciones y es que se forman SCPNs en ambos lados de la
membrana, quedando los de una cara paralelos a los de la otra como se muestra en la Figura
16. Este fendmeno es posible debido a que en las simulaciones se ha partido de sistemas

en los que habia CPs presentes a ambos lados de la membrana .
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Figura 16. Se muestra a la izquierda uno de los casos para la simulaciéon con 80 CPsy a la
derecha el caso para la simulaciéon con 160 CPs en la que se forman NTs paralelos.

Cabe destacar también que en estos casos se aprecia una mayor internalizacién de los CPs
en la membrana llegando a interaccionar las cadenas laterales hidrofébicas de los que se

encuentran en una cara con las de los CPs que se encuentran en la otra (Figura 17).

Figura 17. Representacion de NTs paralelos dispuestos cada uno a un lado de la membrana.
En amarillo se representan las cadenas laterales de Leucina mientras que en naranja estan
representadas las de Triptéfano.

Del andlisis de las trayectorias completas se obtienen las graficas que representan el

numero de SCPNs formados por distinto nimero de CP a lo largo del tiempo (Figura 18).
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Figura 18. Numero de CPs que se ensamblan en los clisteres de distinto tamafio formados a lo
largo de todo el tiempo de simulacién donde (a) es la gréafica para la simulacién con 20 CPs, (b)
para 40 CPs, (c) para 80 CPs y (d) para 160 CPs.

Este sistema presenta una tendencia menor a la formacién de NTs que el anterior, pues en
este caso , cerca del 67% de los CPs se encuentran formando clusteres. Aunque es en esta
membrana en la que se registra el SCPN de mayor tamano de forma estable (en la anterior
el heptamero solo aparecia de manera puntual en un frame), se puede observar una
disminucion general del tamafio de los clusteres, predominando todavia mas los dimeros y

los trimeros. Ademas, cabe destacar que el heptamero se formé en el medio acuoso y no

en la membrana.

Del analisis de los ultimos 5 s de la trayectoria se obtuvo la relacidn entre dimeros

paralelos y antiparalelos, siendo presentada en la Figura 19.
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Figura 19. Histogramas d el nimero de CPs paralelos/antiparalelos para las diferentes
cantidades de CPs afadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c) 80 CPsy (d) 160 CPs.

En estos sistemas se observa una mayor disparidad en la proporcion de parejas de CPs que
guardan relacion paralela o antiparalela. Cabe destacar, el cambio de tendencia que se
observa de las simulaciones con una baja cantidad de CPs a la simulacién con 160 CPs. Este
hecho se observa en presencia de todas las distintas composiciones, siendo este el sistema
con la mayor diferencia. Esto puede sugerir que la concentracion de CPs puede afectar a la

disposicidon que toman unos respecto de otros al ensamblarse.

El andlisis de los dngulos de rotacidn de los dimeros paralelos se representa en la Figura 25.
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Figura 20. Distribucion de los angulos de rotacién calculados por el algoritmo para los CPs
paralelos a las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c) 80 CPsy (d)
160 CPs.

Aunque entre las parejas de CPs paralelos los intervalos de rotacion predominantes siguen
siendo los mismos que en los sistemas anteriores, cabe destacar el aumento, al menos en
las simulaciones con menor cantidad de CPs, de parejas en las que el dngulo de rotacién
esta entre 90-120° y 240-270°. En los valores angulares pertenecientes a estos rangos, las
conformaciones posibles pueden presentar 6 residuos hidrofébicos (2 Triptéfanos y una
Leucina de cada CP) alineados (90° y 270°) o enfrentados pero sin eclipsarse. Es decir,
estando las cadenas laterales alternadas como se representa en la Figura 21 (Resto de

valores de los rangos angulares).
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Figura 21. A la izquierda se muestra un dimero paralelo con angulo de rotacién de 114°y a la
derecha uno con angulo de rotacion de 245°. Las esferas que representan las cadenas laterales
se han reducido en tamafio para facilitar la visualizacién.

Que estas conformaciones no sean tan notorias en las simulaciones con mayor nimero de
CPs puede deberse a que, como se vid anteriormente, en estas hay un mayor nimero de
CPs ensamblados en el medio acuoso, y esta disposiciéon de los CPs, segin muestran las
simulaciones, se da sobre todo en NTs que se han ensamblado en la membrana y que,
ademas, no se han internalizado mucho, de forma que estos residuos hidrofdbicos se
enfrentan unos a otros dentro de la membrana, quedando el resto expuestos al agua (Figura

22).

‘ G. Fosfato (Lipidos)
Cadena Leucina
Cadena Tript6fano

' Cadena Arginina
. Cadena Lisina

' Backbone

Agua

Figura 22. Dimero formado por CPs paralelos en el que el angulo de rotacién es de 114°. Las
moléculas de agua se han puesto en un tamafio menor para permitir la visualizacién del dimero.

35



Infeccion y cancer: una aproximacion a través de la quimica computacional.

El andlisis de los angulos de rotacidn de los dimeros antiparalelos se representa en la Figura

23.
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Figura 23. Distribucién de los angulos de rotacién calculados por el algoritmo para los CPs
antiparalelos a las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c) 80 CPsy
(d) 160 CPs.

La distribucidn de los dngulos de rotacidn obtenidos para los CPs antiparalelos no difiere
mucho de los valores obtenidos para la membrana anterior, siguen siendo mayoritarios

aquellos valores en los que se enfrentan un mayor nimero de residuos hidrofébicos.

4.3 Interaccion de los ciclopéptidos con la membrana modelo de
DMPE:DMPG (1:9)

Esta membrana esta formada por una mezcla 1:9 de los lipidos DMPE y DMPG

respectivamente, y es la que posee mayor densidad de carga negativa. Como se observa en

la Figura 21, en el momento inicial de la simulacidn los CPs ya se encuentran mas préximos

a la membrana, debido a que en el paso previo de equilibrado ya se ha producido un

pequeiio desplazamiento de los CPs hacia la membrana. Ademas, como se puede apreciar

en dicha figura para las 4 concentraciones estudiadas, se observa la formacién de NTs en la
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membrana y en ningun caso, a diferencia de las otras membranas estudiadas, los CPs se
agregan en el medio acuoso. Estos resultados sugieren que el CP seria téxico para un
organismo que posea en sus células una composicion lipidica similar a la presentada,
pudiendo llegar a romper la membrana celular. También cabe destacar la acusada curvatura
gue adquiere la membrana a la concentracién mas alta, lo que sugiere de nuevo que estos
CPs la distorsionan de forma significativa. (Figura 24). Este fendmeno puede ser debido a la
acumulacién de NTs en la membrana, de forma que al aumentar la proporcién de lipidos
DMPG la interaccién con la misma es mayor provocando asi una deformacién mas severa.
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Figura 24. Comparacion de los estados inicial (izquierda) y final (t=20ps; derecha) de las
simulaciones de MD realizadas para la membrana DMPE:DMPG (1:9). (a) simulacién con 20
CPs, (b) simulacion con 40 CPs, (c) simulacién con 80 CPs y (d) simulacién con 160 CPs.

Del andlisis completo de las trayectorias se obtiene el nimero de SCPNs formados por

distinto nimero de CP a lo largo del tiempo (Figura 25).

37



(a)

(b)

Number of CP in clusters of different size

Number of CP in clusters of different size

8

w
&

W
8

~
&

N
°

-
o}

-
53

w

o

|

—1

10.0
Time (us)

12.5

15.0

17.5

200

10.0
Time (us)

125

—_—
(gl
—

(d)

Number of CP in clusters of different size

Number of CP in clusters of different size

©
o

=
=]

o
]

w
-]

&

8

N
o

w
S

o

=
3
=}

140

120

=
]
=)

80

60

40

o

Infeccién y cancer: una aproximacion a través de la quimica computacional.

25 50 75 100 125 150 175 200
Time (us)

—_—————

Iy

e
ﬂfh

75 100
Time (us)

125 15.0 175 20.0

Figura 25. En las gréficas se representa el nimero de CPs que se ensamblan en los clisteres
de distinto tamafio formados a lo largo de todo el tiempo de simulacion donde (a) es la grafica
para la simulacién con 20 CPs, (b) para 40 CPs, (c) para 80 CPs y (d) para 160 CPs.

Como se puede observar, este el sistema con una menor tendencia a la formacion de NTs,
econtrandose de media para el momento final de la simulacién algo menos del 50% de los
CPs en clusteres. Ademas, el tamano de los SCPNs que se forman se limita practicamente a
dimeros y trimeros, encontrandose Unicamente un tetramero y un pentamero en la parte
final de la simulaciéon que cuenta con la mayor cantidad de CPs afadidos. Estos datos
sugieren que, aunque el CP muestra una gran afinidad por la membrana, la formacién de

NTs no es tan favorable como en los casos anteriores.

Del analisis de los ultimos 5 ps de las trayectorias se obtuvieron las graficas que relacionan
el nimero de dimeros paralelos y antiparalelos (Figura 26), las relativas al analisis de los
angulos de rotacion en dimeros paralelos (Figura 27) y las que hacen referencia a los dngulos

de rotacién en los dimeros antiparalelos (Figura 28).
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Figura 26. Histogramas obtenidos para las diferentes simulaciones: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c)
80 CPsy (d) 160 CPs.

Igual que en los casos anteriores no se aprecia una gran diferencia entre el nimero de
parejas que son paralelas y aquellas que son antiparalelas. También para este sistema se
observa como cambia la proporcién en funcidn del nimero de CPs presentes en la

simulacion.
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Figura 27. Se muestra la distribucion de los angulos de rotacién calculados por el algoritmo
para los CPs paralelos a las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs, (c)
80 CPsy (d) 160 CPs.

Los dngulos de rotacién mas habituales entre los CPs paralelos vuelven a estar entre 0-30°
y 330-360°. Ademds, el predominio de estos valores en esta membrana es, aparentemente,
mayor que en las anteriores. Esto puede deberse a que, al encontrarse los CPs mas
fuertemente atraidos hacia la membrana, debido al mayor caracter negativo de la misma,
la internalizacion sea mayor y por tanto se vean mas favorecidos los angulos en los que hay
un mayor nimero de residuos hidrofébicos enfrentados dentro de la membrana. Cabe
destacar, que en las simulaciones con 80 y 160 CPs vuelven a ser significativos los intervalos
angulares comprendidos entre 100-120° y 240-270°, esto sugiere que en estas simulaciones

en las que la membrana estd mads saturada de CPs, no todos son capaces de alcanzar la

misma profundidad.
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Figura 28. Se muestra la distribucion de los angulos de rotacién calculados por el algoritmo
para los CPs antiparalelos a las diferentes cantidades de CPs afiadidos: (a) 20 CPs, (b) 40 CPs,
(c) 80 CPs y (d) 160 CPs

En el caso de CPs antiparalelos la distribuciéon de los dngulos de rotacion no difiere
excesivamente de los casos anteriores, la mayor diferencia se observa en la simulacién con
20 CPs en la que aparecen una gran cantidad de parejas con angulos de rotacién entre 100-
130°y 230-260°. Sin embargo, esto no se ajusta a lo esperado ya que son las configuraciones

en las que menos residuos hidrofdbicos se enfrentan (Figura 29).

0=115° ©=245°

Figura 29. Representacion de las conformaciones adoptadas por dimeros antiparalelos cuando
el angulo de rotacién es 115° y 245° (Valores medios de los rangos).
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5. Conclusiones

En este trabajo se ha utilizado el potencial de las simulaciones de Dindmica Molecular con
resolucién Coarse-Grain para estudiar un proceso biolégico de escala nanométrica, como
es el autoensamblaje de ciclopéptidos para formar nanotubos en membranas lipidicas. Con
esta finalidad se seleccioné un D, L-a-ciclopéptido de naturaleza anfipatica cuya actividad
antimicrobiana ha sido previamente demostrada?®>. Con el objetivo de estudiar el
comportamiento de este ciclopéptido frente a membranas con diferente composiciéon
lipidica, fueron preparadas 3 bicapas con la finalidad de reflejar las composiciones mas
habituales de las membranas celulares y bacterianas. Ademas, para estudiar el efecto de la
concentracion de ciclopéptidos en el proceso de autoensamblaje, fueron preparados 4
sistemas con diferentes cantidades de ciclopéptidos, utilizando 20, 40, 80 y 160, para cada
membrana, por lo que han sido llevadas a cabo un total de doce simulaciones de Dinamica
Molecular. Los resultados obtenidos sugieren que la composicion lipidica de la membrana
juega un papel muy importante en el proceso de autoensamblaje. En presencia de una
membrana neutra, los ciclopéptidos con naturaleza anfipatica son mas propensos a
autoensamblarse en el medio acuoso, formando nanotubos que se agregan unos a otros en
lugar de insertarse en la membrana. Este comportamiento indicaria una baja toxicidad de
los ciclopéptidos en membranas con composiciones similares a la usada, lo que se

extrapolaria a una baja toxicidad en células mamiferas. Sin embargo, en membranas con
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cierta densidad de carga negativa, la afinidad del ciclopéptido por la membrana lo lleva a
formar los nanotubos en la superficie lipidica, pudiendo llegar incluso a romperla. Este
resultado sugiere que este ciclopéptido seria toxico para un organismo cuyas células posean

una composicion lipidica similar a la usada, en este caso membranas bacterianas.

De manera similar, se ha demostrado como la concentracién de ciclopéptidos utilizados
afecta también a su actividad. Por una parte, una concentracién demasiado baja favorece
la insercién en la membrana incluso en aquellas para las que no se espera este
comportamiento, mientras que, concentraciones demasiado altas provocan que parte de
los ciclopéptidos se ensamblen en el medio acuoso. El nimero de ciclopéptidos que
presenten este comportamiento dependerda, como se ha mostrado anteriormente, de la
afinidad por la membrana ya que para la membrana DMPC:DMPG (3:1) una gran parte de
los ciclopéptidos de la simulacién con mayor concentracién formaban nanotubos que se
agregaban en el medio acuoso, mientras que para la membrana DMPE:DMPG (1:9) que
tiene una mayor densidad de carga negativa, el nimero de nanotubos que se ensamblaban
fuera de la membrana era mucho mdas pequefio y estos se situaban en posiciones muy

cercanas a la superficie lipidica.

Los analisis de las trayectorias generadas en las simulaciones sugieren que tanto la
composicidn de la membrana como la concentracidn de ciclopéptidos utilizada influye en el
numero y tamano de los nanotubos formados, asi como en la velocidad a la que tiene lugar
el proceso de autoensamblaje. Los resultados obtenidos indicarian que en los sistemas en
los que los ciclopéptidos se ensamblan en el medio acuoso se formarian un mayor nimero
de nanotubos; y cuanto mayor sea la concentraciéon, mas grandes seran los clUsteres
obtenidos. De forma similar, en los sistemas en los que el autoensamblaje ocurre fuera de
la membrana, se observé que el nimero de ciclopéptidos libres disminuye mas rapidamente
con el avance de la simulacién, lo que sugiere que el proceso es mas rdpido en medio

acuoso.

Sin embargo, no se encontrd ninguna relacién entre las condiciones en las que tiene lugar
el proceso y el tipo de laminas B formadas entre los ciclopéptidos, ya que en las 3

membranas la relacién paralelo:antiparalelo es cercana a 1:1.
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Como conclusidn, se puede afirmar que tanto la naturaleza de las cadenas laterales, la
concentracion de CP utilizada, como la composicion de la membrana, determinan la
actividad bioldgica del ciclopéptido. Ademas, conocer cémo se ensamblan y las
caracteristicas de las estructuras formadas permitird un disefio mas racional de estos

sistemas.

In this work the potential of the Molecular Dynamics with Coarse-Grain resolution was used
to study a biological process of nanometric dimensions, such us the self-assembly of
cyclopeptides to form nanotubes in lipidic membranes. For this purpose an amphipathic D,
L-a-cyclopeptide, which antimicrobian activity was demonstrated previously, was selected.
Taking advantage of the behaviour of this cyclopeptide in the presence of membranes of
different lipid composition, 3 membranes were prepared in order to reflect the most
common composition of cell and bacterial membranes. With the aim of studying how the
concentration of cyclopeptides affects to the self-assembly process, 4 systems with 20, 40,
80 and 160 cyclopeptides respectively were prepared for each membrane, thus twelve

Molecular Dynamics simulations have been carried out.

The results obtained suggest that the lipid composition of the membrane plays an important
role in the self-assembly process. In the presence of a neutral membrane, the amphipathic
cyclopeptide is more prone to self-assemble in the aqueous medium forming nanotubes
which aggregates one with each other rather than inserting themselves into the membrane,
this behaviour would indicate the low toxicity of the cyclopeptide in membranes with a
composition similar to the one presented. However, in membranes with a certain negative
charge density the affinity of the cyclopeptide for the membrane leads to the formation of
nanotubes in the lipid surface being able to even disrupt it. This result suggest that this

cyclopeptide would be toxic for an organism with a similar lipid composition in its cells.

In a similar way, it has been demonstrated that the concentration of cyclopeptide used
affects to its behaviour too. On the one hand, a very low concentration favours the insertion
into the membrane even in those which were not expected to show that behaviour,

whereas, high concentrations lead to the self-assemble of part of the cyclopeptides in the
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aqueous medium. The number of cyclopeptides that are going to present this behaviour will
depend, as shown above, on the affinity for the membrane since for the DMPC:DMPG (3:1)
membrane in the simulation with the hightest concentration a huge amount of cyclopeptide
formed nanotubes which aggregate one to each other in the aqueous medium, while in the
DMPE:DMPG (1:9) membrane which has more negative charge density, the number of
cyclopeptides which self-assemble out of the membrane was way smaller and these ones

were closer to the lipid surface.

The analysis of the trajectories generated on the simulations using the algorithm developed
by the group, suggest that the composition of the membrane as well as the concentration
of cyclopeptides used affects to the number and size of the nanotubes formed and to the
velocity of the process as well. The results obtained would indicate that in the systems in
which the cyclopeptides are assembled in the aqueous medium, a larger number of
cyclopeptides would be formed and the higher the concentration the larger the cluster
obtained. In a similar way, in the systems in which the self-assembly takes place out of the
membrane it was observed that the number of free cyclopeptides drecreases faster with
the progress of the simulation, which suggest that the process is faster in de agueous

medium.

Nevertheless, no relationship was founded between at which the process takes place and

the type of B-sheets formed between the cyclopeptides.

As conclusion, it could be claimed that the nature of the side chains, the concentration used
as well as the membrane composition define the biological activity of the cyclopeptide.
Furthermore, know how they are assembled and the traits of the structures formed will

allow a more rational design of these systems.

Neste traballo empregouse o potencial das simulacions de Dinamica Molecular con
resolucién Coarse-Grain para estudar un proceso bioldxico de escala nanométrica, como é
o autoensamblaxe de ciclopéptidos para formar nanotubos en membranas lipidicas. Con
esta finalidade seleccionouse un D, L-a-ciclopéptido de natureza anfipatica cuxa actividade

antimicrobiana foi previamente demostrada. Aproveitando o comportamento deste
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ciclopéptido fronte a membranas con diferente composicién lipidica, foron preparadas 3
membranas coa finalidade de reflectir as composiciéns mais habituais das membranas
celulares e bacterianas. Ademais, co obxectivo de estudar o efecto da concentracion de
ciclopéptidos no proceso de autoensamblaxe, foron preparados 4 sistemas con
concentracions de 20, 40, 80 e 160 ciclopéptidos para cada membrana polo que foron

levadas a cabo un total de doce simulacions de Dindmica Molecular.

Os resultados obtidos suxiren que a composicion lipidica da membrana xoga un papel moi
importante no proceso de autoensamblaxe. En presenza dunha membrana neutra, os
ciclopéptidos con natureza anfipatica son madis propensos a autoensamblarse no medio
acuoso formando nanotubos que se agregan uns a outros en lugar de inserirse na
membrana, este comportamento indicaria unha baixa toxicidade dos ciclopéptidos en
membranas con composicions similares a utilizada. Con todo, en membranas con certa
densidade de carga negativa a afinidade do ciclopéptido pola membrana conleva &
formacién dos nanotubos na superficie lipidica podendo chegar mesmo a rompela. Este
resultado suxire que este ciclopéptido seria téxico para un organismo cuxas células posuen

unha composicion lipidica similar @ usada.

De maneira similar, demostrouse como a concentracién de ciclopéptidos empregados
afecta tamén a sua actividade. Por unha banda, unha concentraciéon demasiado baixa
favorece a insercion na membrana mesmo naquelas para as que non se espera este
comportamento, mentres que, concentraciéons demasiado altas provocan que parte dos
ciclopéptidos se ensamblen no medio acuoso. O niumero de ciclopéptidos que presenten
este comportamento dependerd, como se mostrou anteriormente, da afinidade pola
membrana xa que para a membrana DMPC:DMPG (3:1) unha gran parte dos ciclopéptidos
da simulacién con maior concentracién formaban nanotubos que se agregaban no medio
acuoso, mentres que para a membrana DMPE:DMPG (1:9) que ten unha maior densidade
de carga negativa, o numero de nanotubos que se ensamblaban féra da membrana era

moito mais pequeno e estes situdbanse en posicidns moi préximas a superficie lipidica.

As andlises das traxectorias xeradas nas simulaciéns empregando o algoritmo desenvolto
polo grupo suxiren que tanto a composicion da membrana como a concentracién de

ciclopéptidos empregada inflie no nimero e tamano dos nanotubos formados, asi como
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na velocidade & que ten lugar o proceso de autoensamblaxe. Os resultados obtidos
indicarian que nos sistemas nos que os ciclopéptidos se ensamblan no medio acuoso,
formarianse un maior nimero de nanotubos e canto maior sexa a concentracién mais
grandes seran os clusteres obtidos. De forma similar, nos sistemas nos que o
autoensamblaxe ocorre féra da membrana observouse que o nimero de ciclopéptidos
libres diminte mais rapidamente co avance da simulacidn, o que suxire que o proceso é

mais rapido no medio acuoso.

Sen embargo, non se atopou ningunha relacidn entre as condiciéns nas que ten lugar o

proceso e o tipo de laminas B formadas entre os ciclopéptidos.

Como conclusiéon, pddese afirmar que a natureza das cadeas laterais, a concentracion
empregada asi como a composicién da membrana determinan a actividade bioléxica do
ciclopéptido. Ademais, conecer como se ensamblan e as caracteristicas das estruturas

formadas permitira un desefio mais racional destes sistemas.
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