Un Enfoque Computacional Sobre el Efecto de la

FCEN

FACULTAD DE CIENCIAS
EXACTAS Y NATURALES

N
@\ UNCUYO
Nl |

g

Nona-arginina en las Propiedades Viscoelasticasde | & i, | oot

Membranas Lipidicas

Puchol J.I."*, Via M.A., Galassi V.V.!, Wilke N.?, Del Pépolo M.G.!
*joaquinipuchol1997@gmail.com

Introduccion

Los péptidos de penetracion celular (CPPs por sus siglas
en inglés) son tipicamente cadenas de hasta 20 aminoa-
cidos que presentan la habilidad de superar la imper-
meabilidad natural de las bicapas lipidicas ante solu-
tos hidrofilicos. Estos péptidos translocan sin aporte
energético por parte de la célula, ni sitios especificos,
y su interaccion es fuertemente selectiva de membranas
aniodnicas. Su estudio es de especial interes no solo desde
un punto de vista fisiolégico, dado que se los encuentra
en anfibios, virus y bacterias, sino tambien como posi-
bles agente que puedan vehiculizar el ingreso de diversos
cargos dentro de las células [1,2].

De este modo, se sabe que la particion de CPPs en mem-
brana se encuentra regida por interacciones electrostati-
cas, principalmente determinadas por la gran densidad
de aminoacidos con carga positiva que estos péptidos pre-
sentan [3|. Sin embargo, las bases moleculares a través
de las cuales estos péptidos logran translocar las mem-
branas se encuentra ain en estudio. Experimentalmente
se han observado variaciones de algunas propiedades vis-
coelasticas de las membranas como consecuencia de la
interacciéon con CPPs [4]. Esto es determinante en el
enunciado de la hipdétesis de que los péptidos de pene-
tracion celular modulan las propiedades mecéanicas y re-
ol6gicas de las membranas como paso preliminar a su
translocacion, logrando asi sobreponerse a la barrera en-
ergética involucrada en este proceso.

Nuestro trabajo se centra en el empleo de la poten-
cia del calculo computacional para poder observar fené-
menos microscoOpicos asociados a la adsrcion de CPPs
sobre membranas modelo. Puntualmente, empleamos
dindmica molecular de grano grueso para estudiar desde
la termodindmica el efecto de la interaccién de nona-
arginina (R9), con membranas de composicién mixta con

50% de lipidos anidénicos.
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Métodos

Empleando el campo de fuerza de MARTINI, se construyeron sistemas formados por parches cuadrados con
1352 fosfolipidos formando bicapas de composicién mixta dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) - dioleoilfosfatidil-
glicerol (DOPG) en proporcién 1:1, y se agregaron moléculas del CPP nona-arginina (R9) en cantidades
variables de 25 y 100 péptidos (Figura 1). El sistema fue solvatado en agua polarizable con NaCl para
mimetizar el medio fisiolégico y conservar la electroneutralidad del sistema. Se utiliz6 GROMACS 2019.3
como software de calculo de Dindmica Molecular (DM), empleando barostatos de Parrinello-Rahman, ter-
mostato V-rescale y condiciones de contorno periédicas. A partir de los sistemas ensamblados se realizaron
simulaciones NAPzT por 60ns, con 310K de temperatura y lbar de presién en la direcciéon z (Figura 1 a).
A las trayectorias obtenidas se les efectudé un estudio a través de la teoria de ondas capilares de Tarazona et
al [5], que provee el marco teérico para analizar las fluctuaciones de una interfaz. Estas son analizadas en
términos de los modos normales de una superficie ajustada a la interfaz lipidica. A partir de este analisis se
obtuvo una cuantificacién del modulo elastico de la membrana x a través del ajuste de la ecuacion 1 [5].

aCU

q
L+ ( oo (1)

CU(

v (q) = o + Kq°

Posteriormente, dichos sistemas se duplicaron en la direcciéon x (Figura 1 b), y se empled presion lateral en
dicha direccién para lograr el pandeo de la bicapa (buckling). Empleando un factor de reduccién ~ (ecuaciéon
2) como diagnostico del plegamiento, se extrajo el paso en el cual el tamano de la caja se habia reducido a
un valor de v = 0.1.
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Estas membranas curvadas fueron dejadas relajar en presencia de un barostato a 1bar en la direccién x y z,
y fijando la dimensién perpendicular al pandeo y. Se obtuvieron los perfiles de relajacién en funciéon de la
concentracion de R9, hasta recuperar la longitud original de la caja Lxg.
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Figura 1: Celdas de simulacién de membrana mixta DOPC (azul)-DOPG (rojo); (a) cuadrada plana con 100
moléculas de R9 (verde); (b) rectangular curvada con 200 moléculas de R9 (c) rectangular relajada con 200
moléculas de R9

Resultados y discusiones

A partir del estudio de ondas capilares se obtuvieron graficas del médulo ondulatorio (Y“V) en relacién con el médulo

del vector de onda ¢ (Figura 2 a). Estos términos se relacionan mediante la ecuacién 1, y a partir del ajuste de los datos
obtenidos se puede obtener el valor del médulo elastico k, que resulté6 de mayor magnitud para el sistema con 25 R9
repecto del de 100 R9. Por otro lado, las observaciones de simulaciones de relajacién arrojaron tiempos de relajaciéon
menores para las membranas con 200 R9, comparado con las de 50 R9, correspondientes a los sistemas de 100 y 25 R9
respectivamente en los sistemas cuadrados (Figura 2 b). Este fenomeno podria ser indicio del ablandamiento de las
membranas, producto de la adsorcién de CPPs en las mismas.
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Figura 2: Anilisis de propiedades viscoelasticas de membrabas de DOPC:DOPG 1:1 en presencia de R9; (a) modo de
acoplamiento ondulatorio vV del analisis de ondas capilares [5]; (b) perfil de relajacion de curvatura.

Conclusiones y perspectivas

Los resultados obtenidos pueden ser abordados desde dos perspectivas. En primer lugar, podemos observar
que existen indicios fisicoquimicos del efecto sobre las propiedades mecanicas y reologicas de bicapas pro-

ducido por la presencia de péptidos de penetracion celular en el medio. Esto se evidencia en la disminucién
en el tiempo de relajacion y en el médulo elastico en membranas con mayor cantidad de péptidos. Por
otro, seguimos apostando a las simulaciones computacionales como herramienta que nos ayuda a alcanzar
escalas microscopicas, dificilmente medibles de forma experimental con las técnicas conocidas hasta ahora, y
comprender los fenémenos observados experimentalmente.

Nuestras espectativas de trabajo se centran en extender el analisis realizado tanto a membranas sin CPPs
adsorbidos como a otras cantidades de péptido adsorbido. Como expectativa final, se buscara contrastar el
procedimiento con membranas con composiciones diferentes a las estudiadas, como asi tambien para otros
péptidos polibasicos.




