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RESUMEN

Este trabajo de titulacion buscé estudiar y estabilizar de manera molecular el comportamiento del
lipoplejo anidnico. La simulacion molecular se realizé con grano grueso (CG) de Martini ayudado de
Visual Molecular Dynamics (VMD) y GROningen MAchine for Chemical Simulations (GROMACS).
Se construy6 una caja de 120x120x200 Angstroms, esta contenia el cilindro representando al 4cido
desoxirribonucleico (ADN) y el plano dando lugar a la membrana con el lipido 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-L-serina de sodio (DOPS), estos estaban expuestos en un modelo primitivo 1:1. La
constante dieléctrica del sistema fue de 15, la presion de 1 bar y su temperatura de 303 K; debido a
que el ADN, el lipido DOPS, lamembranay los iones de sal (NaCl) estan cargados, surgen fendmenos
de correlacion de carga y tamafio, es decir, interaccionan entre si por efecto de sus cargas. En la
configuracion inicial se practico la solvatacion, minimizacion y equilibrio de la energia,
posteriormente se agregd y cambid valores en las variables para la obtencion de los diferentes
sistemas. Los valores de distancia fueron de 0, 15y 3.5 nm en los sistemas 1, 2 y 3 respectivamente.
Se concluyd que la adicion de NaCl en uno de ellos, logré estabilizarlo en un cierto punto y para
contrarrestar las interacciones electrostaticas se emple6 el formalismo de las sumas de Ewald. Este
resultado también se debe al modelo de la doble capa eléctrica porque la densidad de carga superficial
aumento y se produjo la inversién de cargas o sobrecarga del sistema. Con esto, los cationes y aniones
cambiaron su comportamiento, haciendo que estos fuesen atraidos y dieran origen a las interacciones
electrostaticas. El valor de energia total del sistema fue -5.62030e+05 kJ/mol, en tu tiempo de
1040.577 s. Se recomienda ampliar la investigacién con un sistema méas grade para el estudio de la
lipoflexion del ADN.

Palabras clave: <BIOFISICA>, <ESTABILIZACION MOLECULAR>, <COMPORTAMIENTO>,
<LIPOPLEJOS ANIONICOS>, <MARTINI>, <ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN)>
<DOBLE CAPA ELECTRICA>.
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ABSTRACT

This degree work aimed to study and stabilise the molecular behaviour of the anionic lipoplex. The
molecular simulation was performed with Martini coarse-grained (CG) aided by Visual Molecular
Dynamics (VMD) and GROningen MAchine for Chemical Simulations (GROMACS). A box of
120x120x200 Angstroms was constructed, containing the cylinder representing the deoxyribonucleic
acid (DNA) and the plane giving rise to the membrane with the lipid 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phospho-L-serine sodium (DOPS), these were exposed in a primitive 1:1 model. The dielectric
constant of the system was 15, the pressure 1 bar and its temperature 303 K; because DNA, DOPS
lipid, membrane and salt ions (NaCl) are charged, charge-size correlation phenomena arise, i.e. they
interact with each other by the effect of their charges. In the initial configuration, solvation,
minimisation, and energy balance were practised, then values were added and changed in the variables
to obtain the different systems. The distance values were 0, 15 and 3.5 nm in systems 1, 2 and 3
respectively. It was concluded that the addition of NaCl in one of them, managed to stabilise it at a
certain point and to counteract the electrostatic interactions, the formalism of Ewald sums was used.
This result is also due to the electric double layer model because the surface charge density increased,
and the system became overcharged. With this, the cations and anions changed their behaviour,
causing them to be attracted and giving rise to electrostatic interactions. The total energy value of the
system was -5.62030e+05 kJ/mol, in your time of 1040.577 s. It is recommended to extend the

investigation with a larger system for the study of DNA lipoflexion.

KEYWORDS: <BIOPHYSICS>, <MOLECULAR STABILIZATION>, <BEHAVIOUR>,
<ANIONIC LIPOPLEXES>, <MARTINI>, <DEOXYRIBONUCLEIC ACID (DNA)>,
<ELECTRICAL DOUBLE LAYER>.
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INTRODUCCION

La determinacion empirica de las estructuras e interacciones de la interfaz es complicada debido a la
escala molecular requerida, para lo cual se han aplicado y se aplican diferentes métodos
computacionales, como simulaciones de grano grueso, dependiendo del tamafio de la molécula y el
tiempo de simulacién, mesoscopico o atdbmico en el ensamblaje del surfactante en la interfase. Los
calculos son predicciones de las propiedades de los materiales, por lo que al elegir un modelo de
simulacion es importante tener en cuenta los objetivos y la escala del proyecto, ademas de las
aplicaciones analdgicas mas comunes.

Hoy en dia las simulaciones han tomado un gran impacto en el mundo de la ciencia dado que es una
herramienta accesible, econémica y su grado de factibilidad es alto, sobre todo en la investigacion.
Se ha realizado un estudio previo de una bicapa de fosfolipidos con ADN usando grano grueso, ahora
con esta investigacion se realizara un tratamiento a priori con CG del ADN, un lipido y la bicapa
lipidica para poder entender el comportamiento de los sistemas moleculares ya que tiene grandes
aplicaciones en el ambito de la medicina. Este trabajo se dividide en tres capitulos.

El capitulo I describe con gran relevancia el contexto del trabajo, asi como los fundamentos teéricos
y la literatura bibliografica utilizada para comprender el sistema objeto de estudio. El capitulo 1l
reitera la metodologia utilizada para resolver el sistema que incluye plano, cilindro y el medio a partir
de modelos fisicos, destacando la doble capa eléctrica. El capitulo 111 analiza los resultados obtenidos
tras realizar la simulacion de los diferentes sistemas visualizados en VMD, con los valores de
topologia en GROMACS y graficas GNUPLOT.

Una vez que se tiene los resultados de la simulacion se da respuesta a los objetivos planteados con
las conclusiones respectivas de la investigacién, asi como las recomendaciones para futuros trabajos
en el mundo de la fisica computacional, la bibliografia y los anexos en donde se puede observar los

scripts de las gréficas obtenidas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Segun la tesis doctoral “Nuevas estrategias de compactacion y transfeccion de DN-RNA en terapia
génica” realizada por (Martinez, 2017), menciona que la terapia génica surgié en 1970 cuando se
desarroll6 el cultivo de lineas celulares de mamiferos y naci6 la idea de introducir en él acido
desoxirribonucleico (ADN) exdgeno de forma permanente, estable, funcional y hereditaria, para
proporcionar nuevas funciones genéticas. Sin embargo, el escaso desarrollo de la biologia molecular
y las controversias en torno a los principios éticos de la investigacion impidieron en su momento
obtener resultados significativos. Esto solo ha sucedido con el desarrollo de vectores retrovirales de
primera generacion y el avance de los principios legales relacionados.

Bajo el mismo concepto, (Martinez, 2017) destaca que a principios de 1990, se realizaron los primeros
ensayos clinicos utilizando vectores retrovirales para administrar copias del gen de la adenosina
desaminasa (ADA) en células T en un paciente con deficiencia de ADA. Desde entonces, la terapia
génica ha experimentado un gran auge que se ha traducido en la mejora de la capacidad inmunitaria
de un grupo de nifios franceses con inmunodeficiencia combinada grave. Algunos de estos nifios
acaban desarrollando leucemia porque, al introducir ADN a través de retrovirus, es capaz de
integrarse en las células oncogénicas y activarlas. “Fue entonces cuando se la empez6 a considerar
como una terapia de futuro con incalculables aplicaciones, siempre que pudieran eliminarse o
reducirse los efectos secundarios” (Martinez, 2017, p. 18).

Por otro lado, en abril de 2020 se public6 un articulo denominado “A molecular view on the escape
of lipoplexed DNA from the endosome” por (Bruininks, Souza y Marrink, 2019) en el cual se plantea que el
uso de vectores no virales para la terapia génica in vivo puede aumentar significativamente la
seguridad y reducir los costos de preparacion. “El uso de complejos de ADN / liposomas cationicos
(lipoplejos) para entregar material genético tiene un enfoque prometedor como vectores no virales”
(Bruininks et al., [2020], p. 1). En esta investigacion se utilizaron simulaciones de dinamica molecular de
grano grueso para conocer el mecanismo molecular y a su vez comprobar si es posible una
transferencia eficiente de los lipoplejos al ADN.

(Bruininks, Souza y Marrink, 2019) pudieron simular con éxito la transfeccion mediada por lipoplejo de
ADN de doble cadena (dsADN) sobre un modelo de membrana endosémica y observaron dos vias de

fusion profundamente diferentes. La liberacion del dSADN por descompresion rapida de la fase HII
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ocurre cuando el dsADN se encuentra perpendicular a la membrana normal, mientras que se observa
una liberacion de dsADN similar a la eyeccion o de descompresion lenta cuando el dsADN esta
orientado en paralelo a la bicapa normal. Las transiciones entre estos estados también son posibles a
lo largo de toda la ruta de fusion. Curiosamente, los resultados obtenidos para el pequefio lipoplejo
indican que la transfeccién del primer fragmento de dsSDNA desencadena la liberacion de una cantidad
sustancial, si no todo, del material genético restante, probablemente causado por una mayor
desestabilizacion del lipoplejo una vez que se libera la carga.

(Huang y Li, 1997) en su trabajo “Liposomal gene delivery: A complex package” nos dice que teniendo
en cuenta que la composicién lipidica de la membrana endosémica no se puede controlar, las
diferencias entre las formulaciones de lipoplejo parecen ser més interesantes desde el punto de vista
del disefio racional. Sin embargo, la composicién de la bicapa de la membrana endosémica varia
segun la especie y el tipo de célula, por lo que comprender las interacciones entre el lipoplejo y el
endosoma es de igual importancia. Entonces, se encuentra que “la eficiencia de la transfeccion es
sensible a cambios menores tanto en la composicion del lipoplejo como en la de la membrana
endosomica, lo que esta en linea con los experimentos” (Huang y Li, 1997, p. 10). La mayor cantidad de
transfeccion se observéd en el DOTAP: DOPE lipoplejo. No se observé ninguna transfeccién en el
complejo DPTAP: DOPE, y DLIiTAP: DOPE mostr6 una fusogenicidad intermedia (Bruininks, Souza y
Marrink, 2019, p. 10).

En los trabajos de (Eastman et al., 1997) titulado “Biophysical characterization of cationic lipid: DNA
complexes” y de (Ma etal., 2007b) denominado “Lipoplex morphologies and their influences on
transfection efficiency in gene delivery”, detallan que interesantemente las mismas modificaciones
del tipo de lipidos, por ejemplo, la presencia de colas poliinsaturadas, pueden tener efectos tanto
estabilizadores como desestabilizadores en la eficiencia de la fusién, lo que dificulta las predicciones
racionales de los vehiculos de reparto 6ptimo. Ademas, nuestros resultados apuntan a un importante
papel del tamafio del lipoplejo, siendo el lipoplejo mas grande menos fusdgeno. Esto lo atribuimos a
un aumento de la estabilidad del lipoplejo que causa una mezcla lipidica méas lenta del lipoplejo y de
la membrana objetivo. Ademas, el tamafio y la forma del lipoplejo afectan la forma en que el complejo
se orienta e interactlia con la membrana endosémica (curva). En este estudio se explor6 el efecto de
la variacion de las colas de lipidos, manteniendo constantes muchos otros parametros del lipoplejo.
“En el futuro se podria investigar el papel de los grupos de cabezas de lipidos y las proporciones de
carga, que se sabe que afectan a la transfeccion” (Ma et al., 2007a; Eastman, 1997). Ademas, la relacion
ADN/lipido y el tamafio de los fragmentos de ADN podrian influir de manera importante. Seria
interesante ver hasta qué punto el cambio de esos parametros altera las vias de fusion y la cinética

observadas. Para proporcionar una mayor comprension del proceso, es necesario que “los
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mecanismos observados se fundan en un tipo de descripcion continua® (Hamm y Kozlov, 2000; May y Ben-
Shaul, 2004) de la que se puedan extraer mas directamente las fuerzas motrices energéticas que
compiten entre si.

Las predicciones in-silico que realizaron (Bruininks, Souza y Marrink, 2019) necesitaban validacién
experimental, aunque resolver las vias de fusidn a nivel molecular sigue siendo muy dificil. El sistema
resuelto en el tiempo en combinacion con la microscopia de fluorescencia de una sola molécula podria
utilizarse para sondear la orientacion relativa del lipoplejo y el material genético incrustado durante
el proceso de transfeccion. Ademas, podrian utilizarse ensayos de fuga para comprobar si el material
endosémico se escapa 0 no de manera concomitante, por ejemplo, a travées de la formacion de poros
transitorios.

Aunque el proceso de fusion del lipoplejo que se describid no implica tales poros transitorios, se
observé que la presencia de canales abiertos en el lipoplejo (Figura 1-1) implica que el material
endosémico puede transfectarse junto con el dsADN aunque la fusién en si no tenga fugas. Ademas,
pudieron observar vias de fusion con fugas en estudios de simulacién anteriores entre las membranas
lipidicas, y parecieron ser altamente dependientes tanto de la composicion lipidica como de las
condiciones de estrés local (Markvoort y Marrink, 2011). Por lo tanto, parece plausible que tales poros
transitorios puedan también formarse durante la fusion del lipoplejo.

Finalmente, demostraron que hoy en dia es posible realizar simulaciones informaticas detalladas de
la fusién entre un lipoplejo y las membranas endosémicas modelo, lo que abre el camino a estudios
sistematicos utilizando las formulaciones de lipoplejo més avanzadas disponibles en la actualidad
(Barran-Berdon et al., 2014; Al-Dulaymi et al., 2019; Severino et al., 2015; Leite Nascimento et al., 2016). Ademas, “las
vias de fusion observadas podrian tener una importancia genérica para la absorcion de nanoparticulas

de complejidad lipidica en las células después de la endocitosis™ (Bruininks et al., 2020).
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Figura 1-1: Transfeccion de grandes lipoplejos?.
Fuente: (Bruininks et al., 2020).

1.2.  Planteamiento del problema

Se puede definir a la terapia génica como la transferencia de genes a células especificas, produciendo
un efecto terapéutico y pudiendo dar lugar a la correccion de un defecto genético; podria decirse
también que es un conjunto de técnicas con las que se pueden mover las secuencias de ADN o acido
ribonucleico (ARN) al interior de células diana, buscando modular la expresion de ciertas proteinas
que estan alteradas y revertir el trastorno bioldgico producido. Existen ensayos clinicos que fueron
realizados a principio de los 90, la primera terapia aprobada y empleada fue en Europa en el 2012.
Este concepto existe desde hace algin tiempo atrés, el problema sigue siendo entrar en las células
adecuadas, sin ser toxico para el resto del cuerpo. Muchos organismos han desarrollado medidas
estrictas para bloquear la captacion del ADN de su entorno y asi poder evitar una inestabilidad

genética.

L El lipoplejo grande (A) mostré la misma estructura estable de HIl que el pequefio lipoplejo con dsDNA dentro de los
canales acuosos. También hay pequefios canales de conexion adicionales, como se indica. La transfeccion se realiz6 encima
de un parche bicapa de modelo endosémico grande (B) y desde dentro de una vesicula endosémica modelo (C). A diferencia
del pequefio lipoplejo, la fusién no se produjo espontaneamente y tuvo que iniciarse utilizando un potencial de sesgo en uno
de los canales. Tras la liberacion del potencial de polarizacidn, el dSADN del interior del canal extraido y todo el dSADN
conectado a través de canales de conexion, se transfirié (3 fragmentos de ADN transfectados tanto en el sistema laminar
como en el vesicular al extraer el mismo canal inicial).
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El uso de virus como vectores no virales puede conducir a una fuerte respuesta inmunolégica, ya que
el ADN desnudo se degrada rapidamente debido a las exonucleasas, en tanto que, los virus como
vectores pueden conllevar a una respuesta inmunolégica fuerte, por esa razon se estan desarrollando
nuevos vectores no virales. La mayoria de ellos se utilizan en lipidos catiénicos o polimeros para la
complexion del ADN cargado negativamente y ocultando el material genético de la degradacion.
Estos vectores lipidicos catidnicos han demostrado buenos resultados favoreciendo a la interaccion
electrostatica espontanea entre las cargas negativas de los fosfolipidos y el ADN, sin embargo, no son
favorables para la transfeccion y presentan niveles altos de citotoxicidad.

Por esta razon, en este trabajo se pretende utilizar vectores lipidicos aniénicos que son lipoplejos
biocompatibles y presentan bajos niveles de toxicidad, pero debido a su carga impide que se asocie
con el ADN, el objeto de estudio de esta investigacion es tratar de estabilizar estos lipoplejos
anionicos. Las simulaciones de dindmica molecular (DM) constituyen una herramienta alternativa
para estudiar los procesos moleculares en detalle atbmico o casi atomico. En particular, los modelos
de grano grueso (CG) como el de Martini han demostrado ser populares porque cambian algunos de
los detalles atdmicos por una aceleracion computacional y permiten la simulacién directa de la fusion
de lamembrana. El modelo de Martini se emplea para investigar el mecanismo molecular subyacente
a la transferencia eficiente de ADN de los lipoplejos. El trabajo es modelar el lipoplejo anidnico
utilizando una membrana biolégica en un medio acuoso y mediante las fuerzas de Martini, ver su

comportamiento y estabilizarlo.

1.3. Justificacion

En los Gltimos afios hubo un auge en las investigaciones de la terapia génica, generalmente usada para
el tratamiento de enfermedades de gran incidencia, para que esta se pueda llevar a cabo se requiere
de vectores capaces de encapsular el material genético y entregarlo en el nucleo celular. La
informacién genética se encuentra codificada en el plasmido y el principal requisito para el uso
terapéutico es su entrega en los compartimentos celulares superando barreras tanto extra como
intracelulares, sin embargo, es muy poco probable debido a que los &cidos nucleicos sufren una
degradacion enzimatica rapida. Es por esta razén que es necesario el uso de vehiculos de entrega, a
los que también se los llama vectores, los cuales pueden transportar acidos nucleicos hasta el sitio de
accion.

Los vectores no virales son los métodos de introduccion del material genético en las células con la
sintesis de una molécula determinada, pero no se basan en virus. Ultimamente los avances a nivel

técnico, de herramientas y conocimiento de los vectores no virales han incrementado viéndose un
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futuro prometedor en la terapia génica como transportador de ADN. En la bibliografia los vectores
no virales presentan dos ventajas, no desencadenan una respuesta inmunoldgica en especifico y son
mucho mas baratos que los vectores virales. Estudios recientes han demostrado que la formacion de
complejos entre liposomas anionicos y ADN aparece como una alternativa a los liposomas cationicos
debido a su baja toxicidad y son componentes de la membrana biol6gica.

Sin embargo, estos vectores anionicos tienen limitaciones porque la repulsidn electrostatica entre los
liposomas aniénicos y el ADN requiere de agentes mediadores para que se atraigan entre si y formen
complejos. Los cationes multivalentes han sido usados para la formacién de lipoplejos aniénicos y
entre ellos los cationes divalentes son los mas comunes. En este trabajo se pretende aportar
informacién acerca del proceso de formacion de los complejos, asi como de sus propiedades de
estabilidad mediante las fuerzas de Martini ya que se lo usa para simular la fusién entre lipoplejos y
la membrana.

Para la realizacion de esta investigacion se requiere de conocimientos en biofisica celular, molecular
y fisica computacional, los cuales se han visto a lo largo de la carrera, siendo viable el tema propuesto.
Los recursos econémicos que se necesitan no son muy grandes debido a que se cuenta con los
ordenadores y las fuentes de poder de la ESPOCH, ademés los softwares para la obtencién de
resultados estan libres en internet. Cabe destacar que para esta investigacion se cuenta con el apoyo
de Physics Research Group y con los equipos necesarios, ya que este estudio es de vital importancia
por el impacto que puede tener como base tedrica para posteriores trabajos experimentales en vectores

lipidicos aniénicos usados en terapia génica.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Estabilizar de manera molecular el comportamiento de los lipoplejos aniénicos mediante las fuerzas
de Martini.

1.4.2. Objetivos especificos
XS Construir el sistema del lipoplejo anidnico usando grano grueso de Martini.

XS Simular el sistema variando algunos parametros para poder observar el comportamiento de

los lipoplejos anidnicos.



X Estudiar y comparar los resultados obtenidos con los cambios realizados en los diferentes
parametros para la estabilizacién del lipoplejo.

X Determinar los parametros que le permiten al lipoplejo estar mas estable.

1.5. Marco tedrico

1.5.1. Membranas bioldgicas

Las membranas bioldgicas son los componentes primordiales de todos los organismos (Philip L Yeagle,
2005, p. 27), son estructuras esencialmente formadas por una bicapa de fosfolipido con proteinas
incorporadas, las cuales estan presentes en las células bioldgicas, asi como en los diferentes organelos
(Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000). Los principales componentes de las membranas bioldgicas son las
proteinas y los lipidos, los hidratos de carbono (representan un 10 % del peso de la membrana
plasmaética) estan unidos de forma covalente a las proteinas o a los lipidos (Philip L Yeagle, 2005).

Los estudios basados en la microscopia electronica y el anélisis de la composicion quimica de las
membranas bioldgicas, asi como los estudios de propiedades fisicas como la permeabilidad y la
difusién de moléculas de proteinas y lipidos en las membranas, han llevado al desarrollo de los
denominados modelos de mosaico fluido. Este modelo fue desarrollado por (Singer y Nicolson, 1972), €S
el método mas aceptado para describir biopeliculas. La estructura basica de las membranas es una
bicapa lipidica, en la que las moléculas individuales pueden moverse como en un liquido
bidimensional. Una bicapa lipidica es una mezcla de varias clases de moléculas, incluidos fosfolipidos
y glicolipidos, asi como otras moléculas pequefias como el colesterol. “Embedding of Membrane
Proteins in Lipid Bilayers” (Balbuena, Maldonado-Arce y Zapata, 2010).

Tomando el trabajo de (Martinez-Balbuena, Maldonado-Arce y Hernéndez-Zapata, 2010) la estructura de las
membranas bioldgicas es posible porque los fosfolipidos pertenecen a una clase especifica de
moléculas, llamadas "anfifilicas", a las que también pertenecen los tensioactivos. Este nombre se debe
a que una parte de la molécula (la cabeza polar) es soluble en agua, mientras que la otra parte (la cola
hidréfoba) es insoluble en dicho disolvente. Cuando estas moléculas se disuelven en agua, los restos
hidréfobos tienden a agruparse para evitar el contacto con el disolvente en el que son insolubles, lo
gue da como resultado una estructura bicapa (recordando que el entorno celular es esencialmente
agua). Las proteinas que pueden intercalarse en la bicapa descrita anteriormente tienen segmentos
hidrofdbicos que ya no son solubles en agua, que se unen al centro hidrofébico de la membrana.

La estructura de la bicapa lipidica se muestra en la Figura 2-1, y la férmula molecular de uno de los

fosfolipidos més conocidos de la familia de la fosfatidilcolina. Utilizando diversas técnicas
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experimentales, como la dispersion de radiacién y la microscopia electrénica, se puede determinar el
espesor de una membrana compuesta por moléculas anfifilicas con valores alrededor de 50°A. “Dicho
espesor experimental coincide bastante bien con lo esperado a partir de la longitud de las moléculas

gue forman las membranas” (Balbuena, Maldonado-Arce y Zapata, 2010).
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Figura 2-1: Componentes principales de una membrana bioldgica.?
Fuente: (Martinez-Balbuena, Maldonado-Arce y Hernandez-Zapata, 2010).
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Figura 3-1: Vista molecular de la membrana celular.?
Fuente: (Britannica, 2007).

2 Uno de los componentes principales de la membrana bioldgica es una matriz lipidica, en la cual, las colas hidrofébicas de
las moléculas de fosfolipido evitan el contacto con el agua. En la figura también se muestra la molécula de uno de los
fosfolipidos mas comunes de la familia de la fosfatidilcolina.

3 Las proteinas intrinsecas penetran y se unen fuertemente a la bicapa lipidica, formada en gran parte por fosfolipidos y
colesterol y que suele tener un grosor de entre 4 y 10 nandmetros (nm; 1 nm = 10-9 metros). Las proteinas extrinsecas estan
ligeramente unidas a las superficies hidrofilicas (polares), que estan orientadas al medio acuoso tanto dentro como fuera de
la célula. Algunas proteinas intrinsecas presentan cadenas laterales de azcar en la superficie exterior de la célula.
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1.5.1.1. Membranas Lipidicas

En todo el mundo bioldgico, una pelicula hidrofébica de 30 A suele delimitar los entornos que sirven
de margen entre la vida y la muerte para las células individuales. Los descubrimientos bioquimicos y
biofisicos han proporcionado un modelo detallado de la composicion y estructura de las membranas,
gue incluye niveles de organizacion dindmica tanto en la bicapa lipidica (asimetria lipidica) como en
la dimension lateral (dominios lipidicos) de las membranas. ¢Coémo aplican las células las enzimas
anabolicas y catabdlicas, las translocasas y los transportadores, ademéas del comportamiento intrinseco
de fase fisica de los lipidos y sus interacciones con las proteinas de la membrana, para crear las
composiciones Unicas y las multiples funcionalidades de sus membranas individuales? (Pena, 1986, pp.
31-47).

Aunque ahora entendemos las funciones especificas de numerosos lipidos, la definicién completa de
la utilidad del repertorio de lipidos eucariotas sigue siendo dificil de alcanzar. Los lipidos cumplen
tres funciones generales. En primer lugar, debido a su estado relativamente reducido, los lipidos se
utilizan para el almacenamiento de energia, principalmente como triacilglicerol y ésteres de esterillo,
en las gotas de lipidos. Estas funcionan principalmente como depésitos anhidros para el
almacenamiento eficiente de las reservas caldricas y como almacenes de componentes de acidos
grasos y esteroles que son necesarios para la biogénesis de las membranas.

En segundo lugar, la matriz de las membranas celulares esta formada por lipidos polares, que constan
de una parte hidrofébica y otra hidrofilica. La propension de las partes hidrofébicas a auto asociarse
(impulsadas entrépicamente por el agua), y la tendencia de las partes hidrofilicas a interactuar con el
medio acuoso y entre si, es la base fisica de la formacion espontanea de las membranas. Este principio
fundamental de los lipidos anfipaticos es una propiedad fision y fusion, caracteristicas que son
esenciales para la division celular, la reproduccion bioldgica y el trafico de membranas intracelulares
(Pena, 1986, pp. 31-47). Los lipidos también permiten que determinadas proteinas de las membranas se
agreguen y gue otras se dispersen.

Por ultimo, los lipidos pueden actuar como primeros y segundos mensajeros en los procesos de
transduccién de sefiales y reconocimiento molecular. La degradacion de los lipidos anfipaticos
permite que se produzcan fendmenos de sefializacion bipartita, que pueden ser transmitidos dentro de
una membrana por las porciones hidrofébicas de la molécula y también propagados a través del citosol
por las porciones solubles (polares) de la molécula. Ademas, algunos lipidos funcionan para definir
dominios de membrana, que reclutan proteinas del citosol que posteriormente organizan complejos

secundarios de sefalizacion o efectores.
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Los avances en biofisica, quimica y genética han atraido una atencion renovada sobre las funciones
biolégicas de la gran variedad de lipidos de las membranas. Una propiedad de los lipidos que ha
fascinado a los cientificos es su comportamiento de fase. En las células, los lipidos pueden adoptar
varias fases fluidas y solidas, que se caracterizan por una disposicion espacial y una libertad de
movimiento diferentes de cada lipido con respecto a sus vecinos. Los enfoques biofisicos han definido
los principios de la coexistencia de dos fases fluidas (con caracteristicas fisicas diferentes dentro de
un mismo plano de la membrana) que estan delimitadas por un limite de fase, y las consecuencias en
la organizacion de la membrana (Evered y Collins, 2009, pp. 15-17).

Los avances en la espectrometria de masas han catalizado un desarrollo precipitado en el analisis
holistico y de alta sensibilidad (y alto rendimiento) de los lipidos, dando la bienvenida a los lipidos al
reino de la gendémica y la protedmica. La identificacion de nuevos genes relacionados con las
enfermedades ha revelado la implicacion de proteinas relacionadas con los lipidos, como enzimas
(hidrolasas lisosomales), transportadores (transportadores de cassette de union a ATP) o
transportadores de union a lipidos.

Hace algunos afios sugiri6 que en las membranas biolégicas hay micro dominios secretados
lateralmente llamados balsas que difieren en la composicion de lipidos y proteinas del resto de la
membrana. Se cree gque estos micro dominios son ricos en esfingolipidos y colesterol y tienen un
ordenamiento de lipidos mas alto que la membrana circundante. A pesar de los muchos esfuerzos por
dilucidar la naturaleza y funcion de las balsas, todavia existe un intenso debate sobre su naturaleza y
caracteristicas, y las funciones que desempefian los lipidos y las proteinas de la bicapa siguen sin
entenderse por completo (Evered y Collins, 2009, pp. 15-17).

La sensibilidad a la solubilizacién con detergente de las membranas solubles en detergente (DSM),
esta estrechamente relacionada con la composicién lipidica original de la membrana (principalmente
el contenido relativo de esfingomielina y colesterol) y su ordenacién lipidica. Mientras que las
membranas resistentes al detergente (DRM) son ricas en esfingomielina y colesterol, ademas tiene un
orden de lipidos méas alto que la membrana original. Cuentan con conexiones estrechas entre el
citoesqueleto y las vesiculas de lipidos insolubles.

La interaccion de la proteina GAP-43 (que segun se informa pertenece a balsas neuronales y esta
involucrada en el crecimiento neuronal) con sistemas de membrana modelo se ha destacado por la
relevancia de las interacciones proteina-lipido. Usando ensayos de interaccion GAP-43 con sistemas
modelo de membrana, se observa que las interacciones de proteinas con bicapas lipidicas dependen
de interacciones hidrofébicas y electrostaticas, y se detectd que los pares GAP-43 tienen una fuerte
afinidad por la interaccion en comparacion con los sistemas lipidicos desordenados. Ademas, el

sistema lipidico secuenciado es mayor sistema de fluidos (Sanchez Gonzalez, 2006, p. 41).
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Aunque los estudios de las membranas pueden beneficiarse ahora de los anélisis detallados a gran
escala de las especies moleculares de los lipidos, en la actualidad hay una escasez de datos en relacién
con puntos clave, entre ellos: el analisis completo de la composicion de los lipidos para cada organulo,
las composiciones de los lipidos de cada folio de la bicapa, el acoplamiento de los comportamientos
de fase de los dos folios y la influencia de las proteinas en los comportamientos de fase de los lipidos.
Para superar las barreras técnicas y conceptuales a las que se enfrenta este campo, es necesario un
enfoque multidisciplinario en el que colaboren bioquimicos, bidlogos celulares, fisicos y tecnélogos
de la informacion (Sanchez Gonzalez, 2006, p. 41).

Estos avances pondran de manifiesto los principios basicos de funcionamiento de las células y los
tejidos, pero también permitirdn comprender mejor la patogenicidad de las enfermedades. Existen
importantes enfermedades humanas, como la aterosclerosis, enfermedades infecciosas, Alzheimer y
el céancer, las cuales tienen un componente lipidico en su epidemiologia. La comprension molecular
de la contribucién de los lipidos al proceso de la enfermedad permitira el desarrollo de nuevos
enfoques para la prevencion, el diagnéstico y la cura.

1)
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1.5.1.2. Lipidos

(Sanchez Gonzalez, 2006, p. 38) en el libro Biologia celular y molecular nos dice que los lipidos son un
grupo de biomoléculas organicas con propiedades quimicas heterogéneas, insolubles en agua y
solubles en solventes organicos no polares como cloroformo, éter, benceno y xileno. Se descubri6 que
eran componentes estructurales y de almacenamiento de energia. Su distribucidn es coman en células

y organismos, y realizan funciones esenciales. En su estructura encontramos largas cadenas de

4 Las esferas blancas representan las cabezas hidrofilicas de los fosfolipidos, y las lineas negras onduladas (en las regiones
amarillas) representan las colas hidrofébicas. Se muestra una ldmina de fosfolipidos de dos moléculas de espesor, o bicapa,
la unidad estructural bésica de las biomembranas.
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hidrocarburos lineales o ciclicos que confieren a la molécula hidrofobicidad y afinidad por disolventes
organicos no polares. Tienen pesos moleculares bajos y no forman macromoléculas como
carbohidratos, proteinas y &cidos nucleicos.

También, como moléculas pequefas, son una buena fuente de energia. Debido a la baja solubilidad
en agua, los lipidos no circulan libremente, sino que se unen a varias proteinas, como los
quilomicrones en la sangre, que tienen un peso molecular (MW) de 10" a 1010 Daltons (a una
concentracion de 2% de proteina y alrededor del 90% de glicéridos). En las células, los lipidos
circulantes se unen a transportadores especificos como la proteina de unidn de la fosfatidilcolina (PC-
BP: phosphatidylcholine binding protein), (FABP: fatty acid binding protein) que es la proteina de
transporte de los &cidos grasos, etc.

Para otras biomoléculas resulta facil establecer una definicion desde el punto de vista quimico, en el
caso de los lipidos es un poco mas dificil, ya que constituyen un grupo de sustancias quimicamente
muy heterogéneo y no se caracteriza como otras biomoléculas, por la posesion de un determinado
conjunto de grupos funcionales. Por esto, resulta mucho méas conveniente identificarlos sobre la base
de una de sus propiedades fisicas: su mayor o menor solubilidad en distintos tipos de disolventes.
Dicho esto, se considera que los lipidos son un grupo de biomoléculas que se caracterizan por ser
poco o nada solubles en agua y, por el contrario, muy solubles en disolventes organicos no polares.
Aungue guimicamente son heterogéneos, todos presenten un denominador comun estructural: la
totalidad, o al menos una parte significativa, de su molécula es de naturaleza hidrocarbonada, y por
lo tanto apolar. Esta caracteristica estructural comdn es responsable de su insolubilidad en agua y de
su solubilidad en solventes no polares. “Los lipidos desempefian en las células vivas una gran variedad
de funciones, entre las que destacan las de caracter energético y estructural” (Nelson y Cox, [2005]).

Los lipidos son moléculas naturales de plantas o animales que son solubles en disolventes organicos
no polares. Las moléculas lipidicas contienen una gran porcion de hidrocarburos y no muchos grupos
funcionales polares, lo que explica su comportamiento de solubilidad. Los lipidos se pueden clasificar

en:

Lipidos gue son ésteres o amidas de &cidos grasos

e Ceras son ésteres de acido carboxilico donde ambos grupos R son de cadena de hidrocarburos
recta y larga, realiza funciones de proteccion externa.
e Triacilglicerol son triésteres de acido carboxilico de gliceroles y son una fuente importante de

energia bioguimica.
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e  Glicerofosfolipidos son trimetros de gliceroles que contienen diésteres de fosfato cargados, los
cuales ayudan a controlar el flujo de moléculas dentro y fuera de las células.

e Esfingomielinas son amidas derivadas de un aminoalcohol, también contienen grupos diéster de
fosfato cargados. Son esenciales para la estructura de las membranas celulares.

e Glicolipidos son las amidas derivadas de la esfingosina que contienen grupos de carbohidratos
polares. En la superficie celular, se conectan con mensajeros intracelulares, lipidos que no son
ésteres ni amidas.

e  Esteroides, realizan diversas funciones como las hormonas y contribuyen a la estructura de las
membranas celulares.

e Eicosanoides son &cidos carboxilicos que son un tipo especial de mensajeros quimicos

intracelulares.

Tabla 1-1: Clasificacion de los lipidos de acuerdo con su composicion

guimica
Lipidos simples que contienen | Lipidos complejos que contienen
C,H O C,H,O/N,P,S
Esteroides

Acidos grasos
Eicosanoides
Glicéridos
Céridos
Terpenos

Fuente: (Sanchez Gonzalez, 2006, p. 39).
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2021.

Esfingolipidos
Fosfolipidos

5

PC and
cholesterol

cholesterol

Figura 5-1: Diagrama de como se asocian varias clases de proteinas con la bicapa lipidica.®
Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000).

5 Las proteinas integrales (transmembrana) abarcan la bicapa. Las proteinas ancladas a los lipidos estan unidas a una hoja
por una larga cadena de hidrocarburos unida covalentemente. Las proteinas periféricas se asocian a la membrana
principalmente mediante interacciones especificas no covalentes con las proteinas integrales o los lipidos de la membrana.
Mas lejos de la membrana estan las proteinas asociadas a la membrana proteinas asociadas a la membrana, como el
citoesqueleto, la matriz extracelular en las células y la pared celular en las células vegetales y bacterianas (no representado).
Las cadenas de carbohidratos estdn a muchas proteinas extracelulares y a los dominios a los dominios exoplasmicos de
muchas proteinas transmembrana.
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Figura 6-1: Principales lipidos presentes en las membranas celulares.®
Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000).

6 Existen tres clases de lipidos de membrana. (a) La mayoria de los fosfoglicéridos son derivados del glicerol 3-fosfato
(rojo) que contienen dos cadenas de acilo graso esterificadas, que constituyen la "cola" hidrofébica y un "grupo de cabeza"
polar esterificado al fosfato. Los &cidos grasos pueden variar en longitud y ser saturados (sin dobles enlaces) o insaturados
(uno, dos o tres dobles enlaces). En la fosfatidilcolina (PC), el grupo de cabeza es la colina. También se muestran las
moléculas unidas al grupo fosfato en otros tres fosfoglicéridos comunes: fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) y
fosfatidilinositol (PI). (b) Los esfingolipidos son derivados de la esfingosina (rojo), un aminoalcohol con una larga cadena
de hidrocarburos. Varias cadenas de acilo graso estan conectadas a la esfingosina por un enlace amida. Las esfingomielinas
(SM), que contienen un grupo de cabeza de fosfocolina, son fosfolipidos. Otros esfingolipidos son glicolipidos en los que
un Unico residuo de azucar u oligosacéarido ramificado esta unido a la columna vertebral de la esfingosina. Por ejemplo, el
glicolipido simple glucosilcerebrésido (GlcCer) tiene un grupo principal de glucosa. (c) Al igual que otros lipidos de
membrana, el colesterol esteroide es anfipatico. Su Gnico grupo hidroxilo equivale al grupo principal polar de otros lipidos;

el anillo conjugado y la corta cadena de hidrocarburos forman la cola hidrofébica.
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1.5.1.3. Fosfolipidos

En el libro de Biologia celular y molecular de (Sanchez Gonzalez, 2006, p. 41), nos dice que los fosfolipidos
o fosfoglicéridos consisten en una molécula de glicerol unida a dos &cidos grasos y a un radical fosfato
(acido fosfatidico), que a su vez estd unido mediante un enlace éster a un aminoalcohol como la
etanolamina, la colina o la serina (también un aminoécido), o un polialcohol como es el glicerol o el
inositol (Figura 6-1). Los fosfolipidos estan en el grupo de los lipidos saponificables complejos, estos
son lipidos que poseen en su composicion un &cido graso cuya estructura molecular ademas de C, H
y O, tienen N, P, S o un glucido.

Cabeza polar

Base Colas no polares
nitrogenada
O- @
e
—ho-cH, O /G\,\z/o
0 H-C-0-C-cH= o
Fosfato | (”)

H—C—0—-C —CHg_CHg—' CHQ—' CH2 —R
|
Glicerol H Acido graso

Figura 7-1: Esquema de un fosfolipido.’
Fuente: (Sanchez Gonzalez, 2006, p. 41).

Son las principales moléculas constitutivas de la doble capa lipidica de la membrana plasmatica; por
lo que se los denomina Lipidos de Membrana y también son moléculas anfipaticas, dentro de estos
se encuentran: los fosfolipidos y los esfingolipidos. “Un fosfolipido estd compuesto de un glicerol
unido a dos acidos grasos y a un radical fosfato que se enlaza a una base organica, son moléculas
anfipaticas debido al doble caracter que presentan estas moléculas, ya que por un lado son hidrofilicas
y por otro son hidrofébicas” (Nelson y Cox, [2005]).

De las cuatro clases principales de moléculas que sirven como bloques de construccion para las células
(azucares, acidos, proteinas, fosfolipidos), los fosfolipidos son los mas complejos estructuralmente.

Los fosfoglicéridos son los fosfolipidos mas comunes; se componen de dos grupos de acidos grasos

7 Su estructura quimica se compone de una molécula de glicerol unida a dos &cidos grasos y a un radical fosfato, que a su
vez se enlaza mediante una unién éster con un aminoalcohol, como la etanolamina, la colina o la serina.
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y un grupo de cabeza polar unido a un esqueleto de glicerol. La longitud y el grado de saturacion de
las colas del acido graso pueden variar entre diferentes fosfolipidos. La funcion principal de los
fosfolipidos es formar la bicapa lipidica que es caracteristica de todas las membranas celulares. Las

bicapas de fosfolipidos son selectivamente permeables a los solutos.

?|yéer7| _________ y l head group
¢=0 C=0 o Onl \ ; wm(pmww(,
L ? ? ? ) ?mi{? il

Glycerophospholipid
Figura 8-1: Esquema de la estructura de un fosfolipido. Los mondmeros de fosfolipidos se ensamblan

de forma no covalente en la estructura de bicapa, que constituye la base de todas las

membranas celulares.
Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000, p. 37).

Los fosfolipidos también adquieren su diversidad estructural a través de la ramificacion y la
modificacion quimica. La ramificacién es tan importante para los fosfolipidos que todos los
fosfolipidos estan ramificados (de ahi la complejidad), y los fosfolipidos usan un tipo especial de
sustancia quimica no vista en ninguna otra clase de blogques de construccion celular (insaturacién de
hidrocarburos); aqui es donde surge la mayor parte de la variacion estructural.
A diferencia de los oligo/polisacaridos, los &cidos nucleicos y las proteinas, los fosfolipidos no son
polimeros de estructura simple y, como resultado, son considerablemente menos diversos. De estas
cuatro clases principales de moléculas, los fosfolipidos son, con mucho, los mas pequefios en tamafio.
El peso molecular de la mayoria de los fosfolipidos es menos de 1000 daltons, mientras que la mayoria
del ADN vy las proteinas tienen al menos 10 a 20 veces este tamafio (Sanchez Gonzalez, 2006).
Se estima que las células eucariotas contienen ~1000 lipidos diferentes (aproximadamente una décima
parte del nimero de genes y proteinas diferentes), incluidos solo unos 20 diferentes fosfolipidos. La
razén de este nimero relativamente pequefio es que los fosfolipidos realizan muchas menos funciones
Unicas que los otros blogques de construccién celulares. “Esto no significa que estas funciones son
menos importantes: los fosfolipidos son ingredientes absolutamente esenciales en cualquier
membrana celular” (Nelson y Cox, [2005]).
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Tabla 2-1: Fosfolipidos méas frecuentes en las membranas celulares

Membranas Eucariotas

Membranas Procariotas

Fosfatidilcolina

Fosfatidiletanolamina

Fosfatidiletanolamina

Fosfatidilglicerol

Fosfatidilserina

Cardiolipina

Fosfatidilinositol

Cardiolipina

Esfingomielina*
* En lugar de glicerol presenta D-4-esfingenina. # Bacterias Gram positivas

Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000).
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.

Glucolipidos #
Glucofosfolipidos #

Fatty acid chains

A

/\/\/\/W\/\C/O\ Hydrophilic head

Hydrophabic tail 0] 0 o ﬁ 3

Glycerol

PHOSPHATIDYLCHOLINE Choline

Figura 9-1: La fosfatidilcolina, un fosfoglicérido tipico.®
Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000, p. 44).

(Sanchez Gonzalez, 2006, p. 41) menciona que los acidos grasos dan hidrofobicidad a estas moléculas,
mientras que las bases organicas y los acidos fosforicos son muy hidrofilicos, por lo que estas
moléculas también son anfipaticas. La naturaleza anfipatica de estas moléculas lipidicas y su forma
les da una cierta configuracion (micelas) en presencia de agua, ya que los extremos hidroéfilos solubles
en agua giran hacia afuera, interactuando con el agua circundante.

Los extremos hidrofdbicos estan orientados en direccion opuesta. La membrana celular es una bicapa
lipidica, es decir, 2 capas de fosfolipidos con el extremo hidrofébico de la molécula hacia el centro
(colas) y el extremo hidrofilico hacia el exterior (cabezas). Los fosfolipidos tienen funciones
estructurales como componentes de la biomembrana y mensajeros intracelulares, como la
fosfatidilcolina, la fosfatidilserina, el fosfatidilinositol, etc. El m&s comun esta compuesto por glicerol

esterificado con &cidos grasos y grupos fosfato.

8 Todos los fosfoglicéridos son anfipaticos, ya que tienen una cola hidrofébica (amarilla) y una cabeza hidrofilica (azul) en
la que el glicerol esta unido mediante un grupo fosfato a un alcohol. Cualquiera de las cadenas laterales de los acilos grasos
de un fosfoglicérido, 0 ambas, pueden estar saturadas o insaturadas. En el acido fosfatidico (rojo), el fosfolipido mas sencillo
fosfolipido més simple, el fosfato no esta unido a un alcohol.
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Phospholipid

(a) Membrane bilayer

(b)  Polar head
groups

Hydrophobic
tails

Polar head
groups
Figura 10-1: Primera figura: Esquema de un fosfolipido en

una membrana. Segunda figura: La estructura de

bicapa de las biomembranas.®
Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000, p. 148).

% (a) Micrografia electronica de una seccion fina de una membrana de eritrocito tefiida con tetroxido de osmio. El aspecto
caracteristico de "via férrea" de la membrana indica la presencia de dos capas polares, lo que concuerda con la estructura
de bicapa de las membranas fosfolipidicas. (b) Interpretacion esquematica de la bicapa de fosfolipidos en la que los grupos
polares se orientan hacia el exterior para proteger las colas de acilo graso hidrofébicas del agua. El efecto hidrofébico y las
interacciones de Van der Waals entre las colas de acilo graso impulsan el ensamblaje de la bicapa.
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1.5.1.4. Lipoplejos

Los lipoplejos son aquellos complejos que forman los liposomas de manera espontanea con el ADN.
Estos se producen a través de una simple interaccion entre los acidos nucleicos y diferentes lipidos.
Tres tipos de lipidos generalmente se seleccionan para completar el material genético: el anionico,
por ejemplo, hemisuccinato de colesterilo (CHEMS), neutro; p. ej., 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (DOPE) y colesterol (Chol) y cationico, p. ej., N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilamonio cloruro (DOTMA) o lipofectina, N-[1-(2,3-dioleoiloxi)]- N,N,N-trimetilamonio
propano metilsulfato (DOTAP), (+)-N,N-dimetil-N-[2-(esperminacarboxamido)etil]-
Pentahidrocloruro de 2,3-bis(dioleiloxi)-1-propaniminio (DOSPA) o lipofectamina, 1,3-di-oleoiloxi-
2-(6-carboxispermil)-propilamida (DOSPER) y oligofectamina lipidos (Amir Al-Ahmed, 2014).

La carga final del lipoplejo, probablemente es uno de los factores mas importantes que afectan la
estabilidad de los lipoplejos y la eficiencia de transfeccion depende de la relacion entre el vector
lipidico con diferente carga y las moléculas de acido nucleico. Ademas de su carga y composicion, el
tamafio y la morfologia de los lipoplejos también afectan enormemente su actividad de transfeccion.
Los lipoplejos entran en las células a través de dos mecanismos principales, en la mayoria de los casos
por endocitosis y un bajo porcentaje de los casos por fusion directa con la membrana celular (Arbuthnot,
2015).

Las vias de captacién de los lipoplejos dependen del tipo de lipido utilizado y el tipo de material
genético gue se entregue. Como ejemplo, se ha demostrado que se produce la captacion de lipoplejos
DOTAP/DNA a través de la endocitosis mediada por clatrina. Ademas, la absorcion de ADN
plasmidico unido a otro lipido catiénico, el bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-
hidroxietilamonio (DMRIE-C), se produce a través de la via de la caveolina. Para los siRNA
sintéticos, se informd un mecanismo diferente. Se informd que el 95% de los lipoplejos de siRNA
entran a las células por endocitosis, la entrega de siRNA funcional ocurre a través de vias simples que
involucran la fusion de los lipoplejos de siRNA y la membrana plasmatica. “Estos resultados se basan
en el hecho de que cuando se inhibe la captacion mediada por clatrina, caveolina o macro pinocitosis,
hay caida de la proteina” (Rafael et al., [2015]).

Segun (Arbuthnot, 2015) los vectores no virales (NVV) derivados de lipidos ahora se usan ampliamente
y fueron las primeras especies en ser descritas. En un estudio de 1980, Farley y sus colegas
demostraron que era posible introducir ADN viral SV40 en células de rifidn cultivadas. Este estudio
describe el uso de fosfatidilserina en la formacion de vesiculas con un diametro promedio de 0,4 pm.
El uso de estas particulas para entregar ADN a las células puede iniciar la replicacion de SV40. Otra

observacion importante es que el ADN de la envoltura es resistente a la degradacion de la ADNasa.
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Este descubrimiento fundamental condujo al desarrollo de los lipoplexos NV, que posteriormente

acufiaron el término "esteatosis" para describir la transfeccidn de los transportadores de lipidos.

-+ .

Lipad DNA

Lipoplex

Figura 11-1: Mecanismo de formacion de los lipoplejos.
Fuente: (Ana Isabel Torres Suarez [2019]).

> Lipoplejos catiénicos

El estudio de los lipoplejos catiénicos como sistema portador de genes fue iniciado a fines de la
década de los 80 por Felgner y col. EI mecanismo de interaccion del ADN con los liposomas
catiénicos determina sus aplicaciones clinicas y biolégicas. Este proceso de formacion del complejo,
formado por liposomas catiénicos y ADN, se debe fundamentalmente a la atraccion electrostética
entre cargas opuestas de los dos componentes. La morfologia dptima de los lipoplejos catidnicos
depende de la elasticidad y carga superficial de la membrana o bicapa liposdmica, “la cual esta
relacionada a su vez con la naturaleza de su carga, concentracién y composicion lipidica (mezcla de
lipidos catidnicos y zwitteridnicos), el pH, temperatura, y la fuerza iénica del medio” (Universidad de
Granada; 2019).

Los lipoplejos a base de lipidos cationicos, son elementos mas estables, “para su preparacion se
requieren compuestos que presenten, por un extremo, un grupo extremadamente polar y por el otro
una pareja de acidos grasos (por ejemplo, colesterol)” (Fructuoso et al., [2018]). Cuando se hidratan, estos
compuestos cationicos pueden formar complejos con esta molécula polianionica para formar
vesiculas de doble membrana, los grupos polares se encuentran en el exterior y el interior y se unen
al ADN. La posterior mezcla de estas estructuras coloidales con ADN permite la formacién de un
complejo denominado lipoplejo, con el que se consigue condensar, compactar y proteger el material
génico.

La estructura del complejo lipidico facilita la fusion de las dos estructuras cuando el liposoma esta en
contacto con la célula y el contenido del liposoma se descarga directamente en el citoplasma. Entre

los vectores no virales, los complejos lipidicos son las alternativas mas prometedoras en la terapia
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génica. Han logrado cuatro objetivos muy importantes como transportistas: “proteccion de la
degradacion por DNAsas y condensacion del ADN; mediar en la adhesidn celular al superar la
polaridad generalmente negativa de la mayoria de las superficies celulares; y facilitar la localizacion
intracitoplasmaética de la molécula de ADN (Fructuoso et al., [2018])”. Sin embargo, los defectos en la
formacion de complejos lipidicos y la exposicion a los acidos nucleicos pueden conducir a la
agregacion, lo que conduce a una baja eficiencia de transfeccion.

“Los lipoplejos a base de lipidos catidonicos poseen mecanismos de disrupcion endosomal que
facilitan la liberacién del ADN en el citosol tras la endocitosis (Fructuoso et al., [2018]). Otros autores
han concluido que “tanto la linea celular como el tipo de polimero y formulacion utilizada, influyen
en la expresion génica del vector administrado (Delgado et al., [2012])”". En cuanto a la toxicidad de los
complejos de polietilenimina (PEI), intervienen varios pardmetros como el peso molecular y el grado
de ramificacién del polimero, asi como el tamafio y la carga superficial de la formulacién. Se ha

llevado a cabo experimentos que muestran que estos complejos son altamente toxicos.

> Lipoplejos aniénicos

Los liposomas aniénicos que forman complejos con el ADN se denominan lipoplejos anidnicos. Estos
complejos representan los vehiculos de transfeccién no viricos mas utilizados en terapia génica. El
estudio de los lipoplejos aniénicos como sistema transportador de genes se inicié a fines de la década
de los 80 por Felgner y col. Los lipoplejos anidnicos, que son componentes naturales de las
membranas de las células eucariotas, han sido estudiados debido a que presentan alta eficiencia en la
transfeccion y baja toxicidad, por lo que surgié su formacion y estudio como una alternativa a los
lipoplejos catidnicos.

“Son componentes naturales de la membrana de las células eucariotas; la formacion de complejos
con el ADN surge como una alternativa a la formacion de los lipoplejos catidnicos, principalmente
por su baja toxicidad y alta eficacia de transfeccion, sin embargo, su uso es alin muy escaso” (Rodriguez,
C., 2013). Las aplicaciones de los lipoplejos anidnicos son limitadas porque se requieren mediadores
para que se atraigan y formen complejos, uno de los mediadores son los cationes multivalentes como
el Ca2+ por su baja toxicidad. La formacion de lipoplejos tanto aniénicos como catiénicos y su uso
en modalidades terapéuticas o clinicas depende fundamentalmente de la caracterizacion de dichos

complejos y su reaccion con el ADN.
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1.5.2. Acido Desoxirribonucleico (ADN)

Los acidos nucleicos son los portadores de la informacion genética celular y existen dos tipos de
acidos nucleicos: el acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN). “Como
resultado de la sintesis de muchos datos publicados, Watson y Crick propusieron que el ADN nativo
consiste en dos cadenas antiparalelas dispuestas en forma de doble hélice dextrdgira™ (lllana, 2014). Su
diferencia quimica consiste en la existencia de desoxirribosa o ribosa, respectivamente, ambos son
azucares son de cinco carbonos, aunque el primero tiene un oxigeno menos en el carbono 2 de la

estructura ciclica de estos compuestos.

Base nitrogenada

Grupos fosfato

NH;

O O © NS
I | </ | N
HO—P—0—P—0—P—0._ .

OH OH OH | _-O-

OH

Azlcar

Figura 12-1: Esquema de los grupos fosfato, el aztcar y la base
nitrogenada, los cuales en este caso corresponden a la adenina.
Los carbonos que contiene el azlcar estan enumerados segun el

orden que propuso Alexander Todd.
Fuente: (Gallardo y Van Wely, 2019, p. 31).

El ADN es el constituyente de los genes y por ello, es el portador de la informacion genética. Con la
replicacion del ADN durante el proceso celular los caracteres genéticos se transmiten a las células
descendientes creando cadenas de ADN estructurales que son complementarias a la estructura
original, esto puede producir cadenas de ADN duplicadas en células hijas, similares a las parentales
de la célula original. “Algunos virus utilizan ARN como material genético, aunque no es lo habitual
y en estos casos el ARN forma una Unica cadena” (lllana, 2014).

Una molécula de ADN es un polimero formado por enlaces covalentes de miles de desoxinucleétidos,

este desoxinucle6tido es conocido como la unidad estructural del ADN, contiene un grupo fosfato,
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una pentosa o azUcar de 5 carbobnos y una base nitrogenada. “El ADN posee 4 bases nitrogenadas:
adenina (A) y guanina (G), las cuales se derivan de la purina, y citosina (C) y timina (T), que se
derivan de la pirimidina” (lllana, 2014). Los pares de bases son complementarios A=T y G=C y se
forman mediante los enlaces de puentes de hidrégeno dentro de la hélice, ademas estan apiladas
perpendicularmente al eje mayor de la doble hélice, separados por 3,4 °A'y con 10,5 pares de bases

por vuelta.

(a)

Major
groove

Minor
groove

3!

Figura 13-1: Molécula de ADN, la doble hélice del ADN.°
Fuente: (Lodish H, Berk A, Zipursky SL, 2000, p. 104).

10 (a) Modelo de llenado de espacio del ADN B, la forma méas comun de ADN en las células. Las bases (tonos claros) se
proyectan hacia el interior desde las columnas vertebrales de azlcar-fosfato (rojo oscuro y azul) de cada hebra, pero sus
bordes son accesibles a través de surcos mayores y menores. Las flechas indican la direccién 5'n3' de cada cadena. Los
enlaces de hidrégeno entre las bases estan en el centro de la estructura. Los surcos mayor y menor estan bordeados por
potenciales donantes y aceptores de enlaces de hidrogeno (resaltados en amarillo). (b) Estructura quimica de la doble hélice
del ADN. Este esquema ampliado muestra las dos columnas vertebrales de azlcar-fosfato y el enlace de hidrégeno entre los
pares de bases Watson-Crick, AT y GC.
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1.5.3. Fisica Computacional

La Fisica Computacional es una modalidad de investigacion en la Fisica que se afiade al método
cientifico tradicional, basado en la realizacion de experimentos. La enorme potencia computacional
de que se dispone hoy en dia nos permite simular, mediante calculos en un ordenador, el
comportamiento de diversos tipos de sistemas fisicos, lo que nos permite estudiarlos sin necesidad de
realizar experimentos reales, muy costosos y complicados, a veces sencillamente imposibles de

realizar en la préctica, sino solamente experimentos virtuales.

1.5.3.1. Dindmica Molecular (DM)

Para hablar de vision molecular, debe ser referenciado el término de Dindmica Molecular (DM) o
Molecular Dynamic (MD), que es un tipo de simulacion computacional molecular la cual permite el
analisis del comportamiento o el desarrollo de un sistema, este puede ser fisico, quimico o biolégico,
a través del tiempo y calcular mediante las ecuaciones de movimiento de Newton las fuerzas entre
los 4&tomos que lo conforman. En el nivel de operacion, es un método para crear la trayectoria de un
sistema formado de N particulas obtenidas a partir de integracion numérica directa de las ecuaciones
de movimiento de Newton, con las especificaciones de un potencial de interaccién interatdbmico con
adecuadas condiciones iniciales y de frontera.

DM es una manera de modelar y simular a nivel atomistico un sistema de estudio, el cual puede
constituirse por particulas atémicas. Mediante DM, diferentes propiedades fisicoquimicas del sistema
como la energia libre, entropia, solubilidad, viscosidad, presion y temperatura de cambio de fase se
pueden calcular. En sistemas biolégicos, permite medir la fuerza de interaccion entre posibles
farmacos y sus dianas biomoleculares o receptores, incluso describir el comportamiento de una
proteina y moléculas complejas bajo ciertas condiciones. Las ecuaciones de movimiento no describen
un sistema a nivel cuantico (lo cual requeriria una capacidad de célculo extremadamente grande),
“este tipo de estudios han mostrado buena correlacion con resultados experimentales, y se pueden
realizar con equipos de cOmputo ciertamente convencionales, pero que cumplan ciertas

especificaciones técnicas” (Andrade, 2018).
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15.4. Softwares

El entorno de la informacidn estd cambiando, formas vertiginosas, no sélo en el mundo cientifico,
afecta a todos los 6rdenes de la vida y por lo tanto también en el campo de la ciencia e investigacion.
La nueva tecnologia puede facilitar la implementacién poner en practica ideas de vanguardia,
teniendo en cuenta que con ello la ensefianza es la misma que antes, pero de una manera diferente,
maés eficiente. La tecnologia es un enfoque sistematico para disefiar, implementar y evaluar todos los
procesos de aprendizaje y ensefianza basados en el estudio del aprendizaje y la comunicacion humana,
combinando recursos humanos y materiales, de acuerdo con objetivos especificos, para un
aprendizaje mas eficaz llevando a la reflexion sobre la importancia.

El uso de la tecnologia en todos los campos del desarrollo social, incluyendo el campo de la
investigacion, no puede en ningin concepto mantenerse al margen del progreso de los tiempos. Los
altimos afios del siglo XX y los afios transcurridos del siglo XXI han mostrado una explosion de
interés a nivel mundial por el uso de las tecnologias de la informacién y la comunicacion (TIC) en la
ensefianza de las ciencias de precision. Proporcionar informacion estructurada a investigadores y
usuarios simulando fenémenos y brindando un contexto trabajo mas o menos ambientalmente
sensible, posibilidades interactivas mas 0 menos ricas, pero todas comparten caracteristicas basicas:
son materiales preparados con fines de investigacion, utilizando software como soporte para facilitar
y acelerar las investigaciones pertinentes.

En el campo de la fisica se han desarrollado herramientas tecnoldgicas que sirven para simular
procesos fisicos, algunos de estos son utilizados para uso didactico y otros para facilitar procesos de
investigacion. Estas herramientas tienen el nombre genérico de applets o miniaplicaciones. Algunos
de ellos permiten la manipulacion de parametros para analizar los posibles resultados del proceso que
se estd estudiando. Las herramientas posibilitan diferentes dimensiones de estudio: ecuaciones,
graficos, diagramas, construccion de tablas entre otros. Dichas herramientas han facilitado el avance
de la Fisica que es una ciencia experimental y por ello requiere de forma imprescindible realizar en
laboratorio estudios reales, en este aspecto las herramientas tecnoldgicas aportan mucho.

El software disefiado para la fisica amplia la capacidad de calculo y las posibilidades graficas y esto
amplia el espectro de estudio de los fendmenos fisicos. “Algunas de las aplicaciones que ya se
encuentran en fase avanzada son: acelerémetro (inercial y no inercial), inclindmetro, termémetro
(temperatura ambiental), barémetro, higrémetro, altimetro, luxémetro, gaussimetro, sonémetro,
sonoscopio, generador de sefiales, espectrometro, video tracker, regresion lineal, regresion
cuadratica” (Andrade, 2018). Adicionalmente ya existe un software especializado en adquisicion de

datos, graficos y analisis con aplicaciones mas amplias.
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1.5.4.1. GROMACS

“Gromacs (GROningen Machine for Chemical Simulations) es un paquete computacional creado para
su uso en Dinamica Molecular (DM)” (Samaniego Andrade, 2015). En principio fue desarrollado para
simular sistemas bioguimicos conformados por moléculas como:proteinas, lipidos y acidos nucleicos,
que presentan gran cantidad deinteracciones enlazantes complicadas, pero debido a que este programa
es sumamente réapido para el célculo de interacciones no enlazantes, que generalmente son las que
predominan en las simulaciones, su uso también se popularizé en la investigacion de materiales como
los polimeros.
Estéa disefiado principalmente para moléculas bioquimicas como las proteinas, los lipidos y los &cidos
nucleicos, que tienen muchas y complicadas interacciones enlazadas, pero como GROMACS es
extremadamente rapido en el célculo de las interacciones no enlazadas (que suelen dominar las
simulaciones), muchos grupos lo utilizan también para la investigacion de sistemas no bioldgicos,
por ejemplo, los polimeros. Soporta todos los algoritmos habituales que se esperan de una
implementacion moderna de dindmica molecular, (consulte la referencia en linea o el manual para
mas detalles), pero también hay bastantes caracteristicas tomadas de (Baez-Castillo, 2013) que lo hacen
destacar de la competencia:

o  Facil de usar, con topologias y archivos de pardametros escritos en formato de texto claro. Hay
muchas comprobaciones de consistencia, y se emiten mensajes de error claros cuando algo esta
mal. Como se utiliza un preprocesador C, puedes tener partes condicionales en tus topologias e
incluir otros archivos. Incluso puede comprimir la mayoria de los archivos y GROMACS los
canalizard automaticamente a través de gzip al leerlos.

« No hay lenguaje de scripting, todos los programas utilizan una interfaz simple con opciones de
linea de comandos para los archivos de entrada y salida. Siempre se puede obtener ayuda sobre
las opciones utilizando la opcion -h, o utilizar los extensos manuales proporcionados
gratuitamente en formato electrénico o en papel.

o  Este software ayuda al modelado molecular, el cual es el proceso general de describir sistemas
quimicos complejos en términos de un modelo atémico realista, con el objetivo de comprender
y predecir propiedades macroscopicas basadas en conocimientos detallados a escala atomica. A
menudo, el modelado molecular se utiliza para disefiar nuevos materiales, para los cuales se
requiere la prediccion precisa de la fisicay GROMACS ofrece propiedades de sistemas realistas,

como también propiedades fisicas macroscopicas que pueden distinguir equilibrio estatico, como
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la constante de union de un inhibidor a una enzima, la energia potencial promedio de un sistema,
o la funcion de distribucion radial de un liquido.

o Adicionalmente, en esta herramienta se pueden estudiar las propiedades dinamicas o de no
equilibrio, como la viscosidad de un liquido, los procesos de difusién en las membranas, la
dindmica de los cambios de fase cinética de reaccién, o la dinamica de los defectos en los
cristales.

o Laeleccion de la técnica depende de la pregunta planteada y sobre la viabilidad del método para
producir resultados fiables en el estado actual del arte. Idealmente, la ecuacion de Schrédinger
dependiente del tiempo (relativista) describe las propiedades de sistemas moleculares con alta
precision, pero cualquier cosa mas compleja que el estado de equilibrio de pocos &tomos no
puede manejarse en este nivel ab initio.

Por lo tanto, las aproximaciones son necesarias; a sistemas complejos y a procesos de interés. En

cierto punto el enfoque ab initio debe ser aumentado o reemplazado por parametrizacion empirica del

modelo utilizado. Donde las simulaciones basadas en principios fisicos de interacciones atdmicas
todavia fallan debido a la complejidad del sistema, el modelado molecular se basa completamente en
una similitud de analisis de datos estructurales y quimicos conocidos. Los métodos QSAR

(Quantitative Structure Activity Relations) y muchas predicciones de estructuras de proteinas basadas

en la homologia pertenecen a esta Gltima categoria.

La dinamica molecular (DM) ha ampliado enormemente el alcance de la quimica y de otros campos

al proporcionar una resolucion espacial y temporal que no esta disponible en los experimentos. Las

simulaciones se han vuelto mas precisas con mejores campos de fuerza, muestrean facilmente los
movimientos moleculares en la escala de microsegundos (us), y las técnicas de ensamblaje hacen
posible el estudio de procesos a escala de milisegundos (ms), como el plegado de proteinas. Un
usuario tipico de DM elige una configuracion molecular inicial, describe las interacciones atdmicas

y la fisica del modelo, ejecuta una simulacion y realiza observaciones a partir de la trayectoria.

Estas simulaciones evaltan los millones de interacciones de las particulas durante miles de millones

de pasos de tiempo, lo que puede requerir cantidades extraordinarias de hardware computacional y

tiempo: la calidad cientifica del resultado suele ser proporcional a la cantidad de muestreo. El objetivo

de GROMACS es proporcionar el mayor rendimiento y eficiencia absolutos posibles en cualquier
hardware, de modo que tanto el rendimiento maximo alcanzable como el del mundo real sean
elevados, para aprovechar al maximo los escasos recursos. El paquete funciona con rapidez en todas
las arquitecturas presentes en la lista de superordenadores Top500, asi como en sistemas integrados

y ordenadores portatiles de uso corriente.
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A diferencia de muchos otros retos computacionales, las aplicaciones en MD suelen tener un tamafio
de problema intrinsecamente fijo. Cuando se estudia un sistema de proteinas con 30.000 atomos, no
es relevante que un virus compuesto por 10 millones de atomos escale mejor. Por lo tanto, un
rendimiento de escalado debil no suele ser una preocupacion primordial. Sin embargo, es muy
importante reducir la cantidad de tiempo de computacion por unidad de simulacion mediante la
optimizacién, o mejorando el escalado fuerte. Esto mejora el "tiempo hasta la solucion”, y también la
eficiencia, medida como la ciencia realizada por cantidad de hardware o energia consumida. Aunque
algunas aplicaciones necesitan largas trayectorias individuales, también hay muchas preguntas
cientificas que pueden responderse utilizando varias trayectorias, y para éstas la eficiencia global serd
mayor ejecutando simulaciones independientes en paralelo.

El fuerte escalado de la MD es un reto de ingenieria de software muy dificil que requiere la
sincronizacion de las fases de calculo, coordinacion y comunicacion hasta 100 ps para cientos de
miles de nicleos. Los avances del hardware han sido impresionantes, pero la reingenieria del software
para utilizar las nuevas capacidades ha sido muy desafiante, e incluso nos obliga a reconsiderar
algunos de los conceptos més fundamentales de la DM, incluyendo las listas de vecinos utilizadas
para rastrear las interacciones espaciales.

Admite simulaciones con Verlet de salto, Verlet de velocidad, dinamica browniana y estocastica, asi
como calculos que hacen la minimizacién de la energia, el analisis de modo normal y el recocido
simulado. Posee varias técnicas disponibles para regular la temperatura y/o la presion. Tanto SHAKE
como P-LINCS estan disponibles para hacer cumplir las restricciones holonémicas, y este Gltimo
puede combinarse con sitios de interaccion virtual para eliminar suficientes grados de libertad rapidos
para permitir pasos de tiempo de 5 fs (femtosegundos). Todos los campos de fuerza de mecénica

molecular pueden ser ampliamente utilizados.

1.5.4.2. GNUPLOT

GNUPLOT es un programa que se utiliza para representar graficamente funciones y superficies, todas
ellas definidas por sus expresiones analiticas y un conjunto de datos o puntos en un plano o espacio.
Le permite dibujar el contorno de una funcion, usar diferentes sistemas de coordenadas y manipular
archivos de datos con diferentes estructuras. También te permite ver gréaficos en la pantalla de la
computadora, imprimirlos en una impresora o crear archivos especiales para luego volcarlos a una
impresora o trazador o usarlos desde un procesador de texto como TEX o LATEX. Gnuplot es un

software gratuito, lo que significa que cualquiera puede utilizarlo y distribuirlo de forma gratuita.
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“Esta disponible para casi todas las plataformas, la primera version data de 1986, la Ultima version es
la 4.0, GNUPLOT funciona mediante comandos, que pueden usarse tanto en modo interactivo como
escribiendo scripts (secuencia de comandos escritos en un fichero) («Universidad de Sevilla.», 2019)”. Es
bastante flexible y sorprendentemente potente. Puede graficar funciones en 2 y 3 dimensiones
definidas por el usuario, también tiene una amplia gama de funciones incorporadas, que cubren la
trigonometria, como es de esperar, pero que también se extienden a funciones de bessel, la funcién
gamma, la funcion de error (erf) y muchas otras. Puede trazar datos en 2 y 3 dimensiones y los datos
pueden leerse en formato ascii o0 en formato binario.

La representacion grafica de funciones mateméticas permite el analisis de dependencias entre
variables de una forma mas sencilla que las propias expresiones matematicas, de forma similar a
diferencia de lo que ocurre en los datos experimentales, un conjunto de datos tabulares no proporciona
facilmente dependencias entre variables, no lo hace. Lo mismo ocurre con los gréaficos, que permiten
el anélisis de diversas formas, dado que permite especificar el disefio del archivo de datos, puede
acomodar muchos formatos de archivo diferentes, es multiplataforma (Linux, Windows y OS X), y
es gratuito y de codigo abierto.

Esta basado en texto, se interactla con él a través de una sintaxis similar a la de la linea de comandos,
a diferencia de la manipulacion de gréaficos mediante el ratén de forma WYSIWYG. Cuando se
introduce un comando completo, el grafico resultante aparece inmediatamente en una ventana
separada. Esto contrasta con un lenguaje de programacidn de graficos (como PIC), en el que escribir
el comando, generar el gréafico y ver el resultado son actividades separadas, que requieren
herramientas distintas. Cuenta con una funcidn de historial, que facilita la recuperacion, modificacion
y reemisién de comandos anteriores. Toda la configuracion le anima a jugar con los datos: hacer un
gréafico simple, cambiar algunos parametros para afinar en las secciones interesantes, eventualmente
afiadir decoraciones y etiquetas para la presentacion final, y al final exportar el grafico terminado en

un formato gréafico estandar.

1.5.4.3. Vision Dinamica Molecular (VDM)

Vision Dinamica Molecular (VDM) o Visual Molecular Dynamics (VMD), es la abreviatura de uno
de los mas poderosos paquetes de visualizacion de estructuras moleculares, es distribuido bajo la
afiliacion de la Universidad de Illinois en Urbana-Champagin. Este software puede ser utilizado en
varias areas de las ciencias computacionales como la ciencia de los materiales, la quimica y la
bioguimica. EI VMD tiene muchas caracteristicas Unicas como, puede tratar con grandes estructuras

poliméricas y biomoleculares y tiene caracteristicas de representacion de alta resolucién que lo hace
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adecuado para la visualizacion de alta resolucion y también puede ser utilizado con instalaciones de
supercomputacion de alto rendimiento para mejorar la visualizacion rendimiento de los resultados de
la simulacién de dianimos moleculares extragrandes utilizando técnicas de visualizacion (Yarmand,
2018).
De acuerdo con la documentacion original de VMD, las principales caracteristicas de VMD incluyen:
e Visualizacion de la estructura molecular tridimensional mediante la utilizacion de estilos de
dibujo molecular y coloracién de los resultados de la simulacién de la dindmica molecular.
e VMD puede soportar una amplia gama de formatos de archivos de salida de la dindmica
molecular y no hay limite para el tamafio de las estructuras o trayectorias moleculares.

e  Elusuario define la seleccion atbmica de una gran estructura molecular para analizar y visualizar
regiones especificas de toda la estructura de datos.

e ElI'VMD puede utilizarse para visualizar datos volumétricos como la posicion, el desplazamiento
y la velocidad de los &tomos en las estructuras moleculares.

e Renderizando estructuras de datos de alta resolucion para tener una mejor comprension de la
estructura y trayectorias moleculares.

¢ VMD tiene muchas caracteristicas de analisis de datos estadisticos para ayudar a los usuarios a
extraer informacion cientifica util.

e VMD tiene una poderosa herramienta para hacer peliculas y animaciones a partir de datos
moleculares resultados de la dindmica.

o  VMD puede utilizarse como un software de preprocesamiento para preparar archivos de entrada
para paquetes de dinamica molecular como NAMD, LAMMPS y GROMACS.

e VMD acepta los lenguajes de scripts de programming Python y Tcl para crear filtro de
visualizacion programable definido por el usuario.

e VMD acepta codigos de fuente de programacion C/C++ para crear un filtro de visualizacion

definido por el usuario. filtro de visualizacién programable.

1.5.4.4. Modelo de Grano Grueso (Dimensién)

El uso de modelos de grano grueso (CG) en una variedad de técnicas de simulacion ha demostrado
ser una herramienta valiosa para sondear las escalas de tiempo y longitud de los sistemas mas alla de
lo que es factible con los modelos tradicionales de todos los atomos. Las aplicaciones a los sistemas
de lipidos en particular, de las que fue pionero Smith, se han utilizado ampliamente. Se dispone de

una gran diversidad de enfoques de granulacion gruesa; van desde modelos cualitativos, sin
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disolventes, pasando por modelos mas realistas con agua explicita pero simplificada, hasta modelos
que incluyen la especificidad quimica.

“Los modelos de esta Ultima categoria suelen estar parametrizados sobre la base de la comparacion
con las simulaciones atomisticas, utilizando esquemas de Monte Carlo invertidos o enfoques de
equiparacion de fuerzas” (Marrink et al., 2007a). Nuestro propio modelo también se ha desarrollado en
estrecha conexién con modelos atomisticos méas detallados; sin embargo, la filosofia de nuestro
enfoque de grano grueso es diferente. En lugar de centrarnos en una reproduccion exacta de los
detalles estructurales en un punto de estado concreto para un sistema especifico, aspiramos a una
gama méas amplia de aplicaciones sin la necesidad de volver a parametrizar el modelo cada vez.

Lo hacemos mediante una amplia calibracion de los bloques de construccion del campo de fuerza de
grano grueso frente a los datos termodindmicos, en particular los coeficientes de reparto de
aceite/agua. Esto es similar en espiritu al reciente desarrollo del campo de fuerza GROMOS.
“Procesos como ¢l auto ensamblado de lipidos, la unién de la membrana peptidica o el reconocimiento
de proteinas dependen criticamente del grado en que los componentes se dividen entre los ambientes
polares y no polares” (Johansson, 2013). Usar una estrategia consistente para desarrollar campos de
fuerza de nivel atdmico de grano grueso compatibles es mas importante para su uso previsto en

aplicaciones de multiples escalas.

> Modelo de Matrtini

El campo de fuerza de Martini es un campo de fuerza de grano grueso (CG) adecuado para
simulaciones de dinamica molecular de sistemas biomoleculares. EI campo de fuerza es
parametrizado de forma sistemética, combinando estrategias de arriba abajo y de abajo arriba: las
interacciones no enlazadas se basan en la reproduccién de energias libres de particién experimental
entre las fases polar y apolar de un gran ndmero de compuestos quimicos, mientras que las
interacciones enlazadas se derivan de simulaciones de referencia de todos los dtomos. El modelo
utiliza una cartografia de cuatro a uno, es decir, en promedio cuatro &tomos pesados y los hidrégenos
asociados estan representados por un solo centro de interaccion.

Para simplificar el modelo, s6lo se identifican cuatro tipos principales de sitios de interaccion:
polares, no polares, apolares y cargados. “Cada tipo de particula tiene un nimero de subtipos, que
permiten una representacion precisa de la naturaleza quimica de la estructura atomistica subyacente”
(Marrink et al., 2007a). Ejemplos de mapeo de Martini de moléculas seleccionadas: (A) Particula de agua

estandar que representa cuatro moléculas de agua, (B) Molécula de agua polarizable con cargas
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incrustadas, (C) Lipido DMPC, (D) Fragmento de polisacérido, (E) Péptido, (F) Fragmento de ADN,
(G) Fragmento de poliestireno, (H) Molécula de fullereno.
En todos los casos las cuentas CG de Martini se muestran como cuentas transparentes de cian que se
superponen a la estructura atémica. Actualmente se dispone de topologias para muchos lipidos y
moléculas de surfactantes, incluyendo el colesterol, y para todos los aminoacidos, asi como para una
variedad de azUcares, polimeros y nanoparticulas. “Ademas, se dispone de escrituras para construir
topologias para péptidos y proteinas arbitrarias, para afiadir redes elasticas y para moverse entre
representaciones de grano grueso y atomisticas” (Uusitalo et al., 2017) (Marrink et al., 2007a).
Este es un modelo desarrollado recientemente que permite la simulacién mesoscépica de multiples
sistemas macromoleculares, como proteinas, lipidos o polimeros. En el modelo de Martini, los
sistemas moleculares se describen mediante grupos de esferas, cada esfera representando un conjunto
de atomos, generalmente 3 0 4 atomos pesados. EI modelo mesoscdpico o CG (coarse-grained) es
una gran herramienta que nos permite dar la evolucion temporal y espacial de un sistema en
situaciones donde no es factible utilizar modelos atémicos.

El campo de fuerza fue desarrollado por el grupo Marrink y Tieleman y el objetivo del modelo CG

es simplificar el sistema para permitir la simulacion de una gama mas amplia de moléculas. El disefio

del modelo Martini consta de los siguientes pasos:

e El modelo de Martini se basa en asociar grupos de 4 o 5 atomos pesados (excluyendo el
hidrégeno) y representarlos como uno solo. Hay cuatro tipos de particulas en el modelo de
Martini: 1) Polar — P, 2) No Polar — N, 3) Apolar — Cy 4) Con carga — Q.

e Las interacciones de no enlace del modelo de Martini se han parametrizado sistematicamente
mediante datos experimentales termodinamicos, especificamente, se calcularon las energias
libres de hidratacion, vaporizacion y las energias de particion entre el agua y las fases organicas
para 18 tipos diferentes de moléculas.

e  Martini reproduce con precisién las tendencias de energia libre de hidratacion y vaporizacién,
pero los valores son tan altos que el modelo CG condensado no es tan estable como deberia ser.
Este factor se debe al uso del potencial de Lennard-Jones (LJ) y su aplicacién limitada en
liquidos. Sin embargo, el comportamiento de la distribucidn del agua se puede reproducir con
mucha precision utilizando el modelo de Martini.

e En el modelo de Martini, las interacciones entre atomos se describen con los mismos términos
que se discutieron en la seccion anterior sobre mecénica molecular, que incluyen interacciones
entre a&tomos adyacentes, interacciones angulares entre &tomos cercanos o interaccion dihedra.

Para parametrizar estas interacciones se utilizan datos obtenidos de la geometria atomica. Se realiza

el mapeo de la estructura atbmica y se simula con los pardmetros atdmicos, los parametros resultantes
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son la configuracién inicial para la simulacién con CG. EI modelo de Martini se ha aplicado en varios
campos, su primera aplicacion fue en la formacion o fusion de pequefias vesiculas lipidicas hace 13
afios. A partir de estos estudios iniciales, la trayectoria de este modelo ha crecido de forma

espectacular.

> Fuerzas de Martini

Martini es un campo de fuerza de grano grueso (CG) adecuado para simulaciones de dindmica
molecular (DM) de sistemas biomoleculares, se basa en el mapeo de dos a cuatro &tomos pesados a
una particula CG. El uso del modelo de grano grueso (CG) dentro de una variedad de técnicas de
simulacion, ha demostrado ser una herramienta valiosa para sondear las escalas de tiempo y longitud
de los sistemas mas all& de lo que es factible con los modelos tradicionales.

El modelo acufiado el campo de fuerza de Martini ha sido desarrollado en estrecha conexion con los
modelos atomisticos, sin embargo, el enfoque de grano grueso es diferente ya que, en lugar de
centrarse en una reproduccion exacta de los detalles estructurales en un punto concreto para un
sistema especifico, se aspira a una gama mas amplia de aplicaciones sin necesidad de volver a
parametrizar el modelo.

“El objetivo general del enfoque de granulacion gruesa es proporcionar un modelo sencillo que sea
computacionalmente rapido y facil de usar, pero a la vez lo suficientemente flexible como para ser
aplicable a una amplia gama de sistemas biomoleculares” (Bruininks, Souzay Marrink, 2019). Actualmente,
el campo de fuerza de Martini proporciona parametros para una variedad de biomoléculas, incluyendo
muchos lipidos diferentes, colesterol, aminoacidos, aztcares, ADN, fullereno, colageno, dendrimeros
y mas; también se dispone de un protocolo para simular péptidos y proteinas.

Una amplia comparacion del rendimiento del modelo de Martini con respecto a una variedad de
propiedades experimentales ha revelado que el modelo funciona bastante bien generalmente "semi-
cuantitativamente" para una amplia gama de sistemas y puntos de estado. “Las propiedades
reproducidas con precision incluyen las estructurales (densidades de los liquidos, el area/lipido para
muchos tipos diferentes de lipidos, las conformaciones lipidicas accesibles, el angulo de inclinacién
de la membrana que abarca las hélices, o los motivos de empaquetamiento de la hélice), elasticos (el
modulo de flexién de las dos capas, la tensién de ruptura), dinamicos (velocidades de difusion de los
lipidos, péptidos y proteinas, velocidad de permeacién de la transmembrana de agua (TM), escalas
de tiempo para la agregacion de lipidos) y termodindmica (temperaturas de transicion de fase de dos
capas, propension a la orientacion interfacial frente al péptido TM, energia libre de desorcion de

lipidos, formacion del dominio de la membrana) (Bruininks, Souza y Marrink, 2019)”.
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Figura 14-1: Vision préctica del campo de fuerza de Martini.!*
Fuente: (Marrink y Mark, 2003).

11 Martini es un campo de fuerza de grano grueso (CG) adecuado para simulaciones de dindmica molecular (MD) de
sistemas biomoleculares. Se basa en la asignacion de dos a cuatro atomos pesados a una particula CG. Las interacciones
efectivas entre las particulas CG se parametrizan para reproducir las energias libres de particion de los compuestos quimicos
pequefios entre las fases polar y apolar. En este capitulo, se presenta un resumen de los elementos clave de este campo de
fuerza CG, seguido de un ejemplo de aplicacion practica: un experimento de fusion lipoplex-membrana. Formulado como
practica, este capitulo contiene directrices para construir modelos CG de importantes sistemas biolégicos, como bicapas
asimétricas y ADN de doble cadena. Finalmente, en la Gltima seccidn se describen una serie de notas con informacion util,
limitaciones y consejos.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Tipoy disefio de investigacion

Se puede enunciar que segln el tratamiento de los datos este trabajo es guiado por el método de
investigacion mixta debido a que vamos a obtener resultados tanto cualitativos como cuantitativos,
en base al objetivo es una investigacion tedrica por cuanto se realizard una simulacion teérico —
computacional ya que se busca la estabilizacion molecular del comportamiento del lipoplejo aniénico
mediante las fuerzas de Martini. En cuanto al nivel de profundizacion en el objeto de estudio es
exploratoria y descriptiva porque vamos a investigar un campo nuevo de la ciencia sobre indagaciones
realizadas anteriormente y posterior a eso se detallaran los resultados obtenidos.

Segun la manipulacién de variables es preexperimental porque es un trabajo previo para futuras
investigaciones, pudiendo corroborar los resultados tedricos obtenidos. Las variables encontradas nos
permitiran encontrar los valores de parametros como la distancia existente desde la membrana lipidica
al ADN o la concentracion de electrolitos dentro del lipoplejo. Ademas, permitird estabilizar de
manera molecular su comportamiento.

En cuanto al tipo de inferencia es deductiva puesto que vamos a analizar los resultados
minuciosamente para ver el que mejor se ajuste para estabilizar el lipoplejo aniénico. Por tltimo, para
el analisis del comportamiento del sistema se acude a la herramienta GROMACS con algunos scripts
de PYTHON, se usa VMD para la visualizacion molecular y GNUPLOT para la realizacién de las
gréficas, tomando en cuenta al periodo temporal que en este caso es longitudinal. Cabe recalcar que

todo esto se lo ha realizado en el Sistema Operativo Ubuntu, ejecutando los c6digos desde la terminal.

2.2. Simulacion con Grano Grueso

Los sistemas moleculares complejos son aquellos cuyos componentes son las macromoléculas v el
desafio que plantea la simulacion de sistemas moleculares complejos es desarrollar modelos capaces
de describir los procesos relevantes que caracterizan estos materiales, los cuales ocurren a escala de
su microestructura y afectan los procesos que ocurren a nivel macroscopico. Es decir, nos
encontramos con el problema de describir la interaccion de un gran nimero de elementos, y la
coexistencia de un rango muy amplio de escalas de tiempo. “Por ejemplo, en el caso de las proteinas,

la coexistencia de escalas espacio temporales se debe a que las proteinas exhiben jerarquias ordenadas
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espacialmente en diferentes escalas interdependientes relacionadas con sus funciones bioldgicas”
(Garcia Luis, 2003).

A través del proceso de granulacion, se pueden desarrollar algoritmos para resolver el problema de
coexistencia de escalas espacio temporales, ya que permiten el estudio de propiedades relacionadas
con las escalas espacio temporales de manera jerarquica y la capacidad de utilizarlas para estudios de
propiedades a mayor escala. “En el caso de los sistemas macromoleculares, lo que se suele hacer es
agrupar los atomos de esas moléculas para construir particulas a nivel superior que se muevan
coherentemente con un grado de libertad” (Bueren-Calabuig, 2014).

Se puede decir que las simulaciones son métodos computacionales que sirven para comprender el
comportamiento de varios elementos pertenecientes al sistema biolégico como objeto de estudio,
ademas son un gran complemento para estudios tedricos experimentales. Sin embargo, usando grano
grueso (CG, con sus siglas en inglés) es una de las posibles maneras para realizar el modelado
molecular y de cierta manera conjugarlo con técnicas experimentales, ya que tiene como objetivo
principal representar un sistema fisico con menos grados de libertad que los existentes en el sistema.
Debido a que se reducen los grados de libertad y se eliminan algunos detalles de las interacciones
finas del sistema de grano grueso a modelar no se requiere de muchos recursos, es mas viable y rapido.
El resultado que se puede obtener es un aumento en el orden de magnitudes en las diferentes escalas

de tiempo simuladas.

2.3.  Construccion del modelo ideal del sistema en grano grueso

La modelacion con grano grueso, CG por sus siglas en inglés permite simular el comportamiento de
un sistema complejo para ello, lo divide en componentes mucho méas simples. La combinacién de los
enfoques TOP-DOWN (de arriba hacia abajo) y BOTTOM-UP (de abajo hacia arriba) permite que
los sistemas puedan ser construidos segin cada necesidad. Para realizar la modelacién con el primer
enfoque se empieza con la construccién de bloques lo que dara lugar a un sistema simple y finalmente
a un sistema complejo. Mientras que el segundo enfoque se trata de ir del grano fino al grano grueso
y viceversa.

El campo de fuerza de Martini (modelo de grano grueso) se basa en un mapeo de cuatro a uno (4:1),
eso quiere decir, en promedio cuatro atomos pesados estan representados por un solo centro de
interaccion. Existen varios tipos de bloques principales de construccion, también llamados centros de
interaccion, los cuales dependen de la naturaleza quimica de los grupos, dentro de ellos encontramos

a los de naturaleza polar (P), no polar (N), apolar (C) y cargadas (Q). La construccion de un modelo
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ideal de un sistema en grano grueso de Martini reduce la complejidad de las moléculas y el grado de
granularidad del sistema se refleja por la medida en la que el sistema se va desglosando.

Dicho esto, comenzaremos con la preparacion de un modelo CG de Martini para el ADN, luego se
realizara la construccion de la bicapa lipidica haciendo uso del lipido 1,2- dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-
L-serina de sodio (DOPS), se generara una caja de simulacién que contenga nuestro modelo CG de
ADN con el DOPS y una bicapa simétrica con la composicion lipidica deseada con los valores de
contorno respectivos. Posteriormente realizaremos la solvatacion, minimizacion y equilibrio de la
energia del sistema. El sistema esta formado por el medio (caja de simulacion), modelo de CG de
ADN (cilindro) y una bicapa lipidica simétrica (plano) con el DOPS (Gréfico 1-2).

a) b)
Medio (caja degimulacién io (caja de simulgaipn
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Grafico 1-2: Construccion del modelo ideal del sistema en CG. a) Vista frontal y b) Vista superior
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.

2.3.1. Condiciones iniciales
Las condiciones iniciales que se toma para el plano son de un grosor de 5 nm, esto permite
correlaciones dentro de la caja y sus valores son:

X=12 nm Y=12 nm Z=20 nm

2.3.2. Preparacion del ADN

Lo primero que se debe realizar es la descarga del archivo .pdb del sitio web de Martini

(http://cgmartini.nl/y en Descargas [/ parametros del campo de fuerza / ADN
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24bp_AA2CG_stiff.tar.gz. Esta estructura corresponde a una secuencia de ADN con 24 bases en cada
hebra ([CGCGAATTCGCG]2), ademas, es negativa y puede ser visualizada en VMD.

Para transformar una estructura de ADN atomistico en una estructura CG, usaremos el script

martinize-dna.py el cual viene dado en el paquete antes descargado y a través del terminal de Ubuntu
se llama a Python, pero antes de ejecutar martinize-dna.py, debemos eliminar las moléculas de iones
y agua del archivo .pdb. Modificamos el archivo 24bp.pdb quitando las moléculas de agua a través
de VMD, ahora el archivo 24bp_cleaned.gro ya es compatible con el script martinize-dna.py y
podemos realizar la transformacion de todos los dtomos (AA) a CG.

La salida incluye un CG.pdb y los archivos CG.itp y usaremos una red el&stica rigida para implicar
una estructura helicoidal estricta en nuestro ADN. El resultado siempre debe ser leido, ademés se
debe verificar si el nimero de cadenas o parees de bases especificado coincide con lo que esperamos.
En nuestro caso, deberan ser dos cadenas (A y B) cada una con 24 nucleétidos, también necesitamos
rotar el ADN de modo que esté paralelo a la membrana para hacerlo usaremos GROMACS.

2.3.3.  Creacion de la bicapa lipidica de ADN

Ahora necesitamos generar una caja de simulacion que contenga nuestro modelo CG de ADN y una
bicapa simétrica con la composicion lipidica deseada. Para construir la membrana partimos del
fichero 24bp_CG_rotated.gro para formar la bicapa lipidica con ADN, apuntaremos a una proporcion
de 4:1 de 1,2- dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina de sodio (DOPS). Para ello, utilizaremos insane.py
gue es un programa de Python desarrollado internamente el cual genera una configuracion de CG
inicial utilizando un enfoque basado en cuadriculas.

Este procedimiento convierte a insane en uno de los constructores de estado inicial mas rapidos para
membranas con o sin proteina(s) incorporada(s). La ultima version estable de insane puede
descargarse de nuestra pagina web (cgmartini.nl / descargas / herramientas). El insane se define el
DOPS y la cabeza es 'S y P', los valores de glicerol 'G G'y las colas del lipido son "CDCC CDCC",
pero esto es para cuando utilizamos un lipido que no esta definido en la lista del insane.py; en nuestro
caso si esta definido. Ejecutamos el cédigo en el terminal de Ubuntu llamando a Python con el ADN

rotado y el lipido DOPS, entonces, se define que el tamafio de la caja es -x 120, -y 120y -z 200 A°,

2.3.4. Centrado y solvatacion del sistema

Partimos de la molécula de ADN (24bp_CG_rotated.gro) la cual la vamos a recentrar moviendo la

posicion de la molécula con GROMACS, con el codigo editconf se trasladara la cajade 12 12 12 a 6
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6 6. Ahora debemos afiadir solvente al sistema (aumentar agua), entonces tomamos el archivo .gro
uno con agua y otro con ADN (DOPS_DNA.gro), dicha herramienta los une replicando el solvente y
solvatando el ADN. También quitaremos el agua que se encuentra por los lipidos y ADN usando
VMD.

2.3.5. Preparacion de los archivos de topologia

Como DOPS es un lipido predeterminado, su topologia ya viene dada en el archivo descargado de
Martini como .itp. Esto deberia generar una caja que contenga aproximadamente 5400 4tomos de
DOPS, més el ADN a la concentracion fisioldgica de sal. La proporcién objetivo de agua atomistica
con respecto a la cantidad de lipidos es alrededor de 8:1.

Para el agua de Martini, con una cuenta que representa cuatro moléculas de agua, la proporcién
objetivo es 2:1. La carga del ADN aun no esta neutralizada y sera 44, por lo tanto, es recomendable
exceder la cantidad de agua deseada en 44, ya que transformaremos esas aguas en gotas de sodio.
Para generar un complejo mayor, copiaremos la configuracion de la membrana de ADN a lo largo de
su eje perpendicular al canal normal.

Debemos generar un archivo superior que coincida con la composicion y el orden de
"DOPS_DNA.gro"y hacer uso de los archivos de topologia correctos. Para lograr un sistema de carga
neutral, reduciremos el nimero de aguas en la topologia y agregaremos los iones de sodio justo debajo
(esto transformara las moléculas de agua en iones de sodio). El sistema debe ser electroneutral por

esa razon se cambia la configuracion del sistema.

2.3.6. Minimizacion y Equilibrio de la Energia

Una vez que tenemos todos los componentes juntos ya podemos comenzar a ejecutar una corrida de
minimizacion y equilibrio de energia. No entraremos en muchos detalles, pero la configuracion
predeterminada se puede encontrar en cgmartini.nl (Descargas / Parametros de campo de fuerza /
Parametros de entrada). Para realizar la minimizacion de la energia, debemos configurar el integrador
en "empinado" y 1000 pasos deberian ser suficientes para la obtencion de esta.

Se usa GROMACS el codigo grompp con la molécula de AND y el lipido DOPS (DOPS_DNA.gro)
y se usa el archivo de topologia. Dicho script nos arrojara los valores de topologia de todo el sistema.
Ahora debemos afiadir iones de Na (Sodio) en el sistema, para lo cual tomamos el fichero .tpr, la
topologia inicial dada, la molécula de ADN vy el lipido DOPS, dandonos asi un nuevo fichero de

topologia incluido el Na+.
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Para el equilibrio del sistema se deben realizar 250 000 pasos en un paso de tiempo de 3000 s, para
lo cual se usara el acoplamiento de presidn anisotrépica y el barostato berendsen para mejorar la
estabilidad. No debemos olvidarnos de volver a configurar el integrador en "md" y agregar "define ¥4
-DCONSTRAINED_X". Se usa GROMACS con el script grompp y el fichero de eq.mdp, el de la

minimizacion de la energia em.gro y la topologia topol.top, generando la energia de equilibrio eq.tpr.
2.4.  Modelacion Molecular

Para la simulacion del sistema es importante encontrar ciertos pardmetros al momento de realizar la

construccion del script.
2.4.1. Sitios de interaccion

Una vez que se ha construido el sistema con el mapeo de CG el cual se ha mencionado que se basa
en 4:1, es decir, 4 &tomos pesados se representan en 1 centro de interaccion.

2.4.2. Interacciones enlazantes

Dentro de este grupo se encuentran todas las interacciones que son consecuencia de la unién covalente
entre los &tomos del sistema. Esto resulta como consecuencia de la variacion de la longitud de enlace
ya sea de estiramiento o acortamiento, con respecto a la de referencia. La longitud de referencia es
aquella cuando todos los términos restantes del campo de fuerza son nulos, la cual no necesariamente
corresponde a la longitud de equilibrio del enlace.

Segun (Marrink et al., 2007b) existen interacciones de enlace entre sitios quimicamente conectados, los
enlaces se describen mediante un potencial armonico débil V;,,,,4 (R) la cual se expresa en forma de

un potencial armdnico de Hooke.
1
Vbona(R) = EKbond (R— Rbond)2 [1]

Con una distancia de equilibrio entre los &omos Ry ,,q = 0 = 0.47 nm y una fuerza constante de

Kyona = 1250 ~. Las interacciones de LJ se excluyen entre las particulas enlazadas, las cuales

KJ
molnm

en promedio estan algo mas cerca unas de otras a diferencia de las particulas vecinas no enlazadas
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(para las que la distancia de equilibrio es 21/¢ ). Sin embargo, el uso de una Unica distancia de enlace
y una Unica constante de fuerza no es requisito.
Se pueden utilizar diferentes valores para reflejar mejor la estructura quimica subyacente, para

representar la rigidez de la cadena se utiliza un potencial armonico débil V4. (R) del tipo coseno

para los angulos.

Vangte(®) = 5 Kangte{(cos(8) — cos(8,))}? [2]

No se excluyen las interacciones de LJ entre los segundos vecinos mas cercanos, para las cadenas

alifaticas la constante de fuerza se mantiene en K4, = 25 KJ/mol con un angulo de enlace de

equilibrio de 6, = 180°.
2.4.3. Interacciones no enlazantes

Las interacciones de Van Der Waals son del tipo no enlazantes dando estabilidad a la estructura de la
molécula y se calculan considerando los pares de atomos. Una manera de incluirlas en los calculos
de la mecéanica molecular es mediante los potenciales de Lennard-Jones, donde es posible considerar
las dos principales caracteristicas de las interacciones no enlazantes. Las primeras, son las atractivas
a largo alcance y las segundas, son las repulsivas a corto alcance.

Se utiliza la funcion de la Energia Potencial de Lennard-Jones (LJ) desplazada para poder describir

las interacciones no enlazadas.

)= 10y [2)” - (2 g

Con g;; representando la distancia de aproximacion entre dos particulas y &;; la fuerza de su

interacciéon. EI mismo tamafio efectivo ¢ = 0.47 nm para cada par de interacciones, el término

o\ 12 ., . . aij\° .
(%) modela la repulsién de Pauli, mientras que (—”) modela las atracciones las cuales son

T

provocadas por las fuerzas de Van Der Waals.
Las interacciones de VVan Der Waals entre los pares de atomos se pueden calcular mediante reglas de
combinacion, una de las més usadas y la que se usa en este trabajo se denomina Lorentz-Berthelot.

Dicha combinacion calcula el pardmetro ¢ de las interacciones como la media aritmética del par de
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atomos y el e como la media geométrica de los valores de . La misma que queda expresada de la

siguiente manera:

O'i+0']'
Uij:T €ij=‘/€i+8j [4]

Ademas de la interaccion de LJ, los grupos cargados tipo Q (Q-type) llevan una carga completa g;;

interactuando a través de una funcion de Energia Potencial Coulémbica desplazada.

Up (r) = —L_ [5]

ATEGELT

Con una constante dieléctrica relativa €, = 15 para el apantallamiento explicito. Este cambio fue
necesario para equilibrar el aumento de la fuerza de hidratacion de muchos de los tipos de particulas
CG. Las contribuciones electrostaticas es de gran importancia contemplarlas en la energia del sistema
a modelar, este tipo de interacciones no enlazantes se modelan generalmente como potenciales de

Coulomb entre los pares atdmicos. Donde 47e, es la constante de Coulomb, g; y g; las cargas de los

atomos y r la distancia entre los &tomos.
2.4.3.1. Sumas de Ewald

Segun (Martin Molina, 2003) la técnica de Ewald consiste en sumar todas las interacciones posibles sobre
todas las cajas que se han generado en torno a la original para crear las condiciones periddicas.
Considerando el disolvente como un medio con una permitividad dieléctrica constante, la energia

total asociada a una configuracién esta dada por:
Utotal = Uion—ion (T) + Uion—plano (X) + Uion—continuo (x) [6]
El primer término corresponde con la energia de interaccion coulombiana entre dos iones con

subindices iy j que se encuentran en el interior del cilindro, separados a una distancia r ente sus

centros.

Nee Zizfez .
Uion—ion(r) = z:i>j=1471'505r7” St r>2a [7]
00 si r<2a
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N, es el nimero de iones del cilindro.

El segundo término corresponde a la interaccion ion i del cilindro y el plano cargado.

_ pozie®x 8]

Uion—plano (x) = 2608,

Para calcular el dltimo término de la energia entre un ion i del cilindroy el continuo de carga externo

se calcula el potencial V¢*¢(x) dividiendo el espacio en pequefios triangulos al plano cargado.
tey _ L (1021 (@ po(x)

Si se denota como r —» max al limite de integracion en la direccién radial y resolviendo la integral

se tiene:

280y

vext(x) = £l gt pin /WT + (x — x)? dx [10]

Esta ecuacién se resuelve de manera iterativa porgue no se conoce la distribucion de carga de fuerza

del cilindro, por ende:
Uion—continuo(X) = 2V °**(x) [11]
2.4.4. Doble Capa Eléctrica
2.4.4.1. Modelos de la Doble Capa Eléctrica
Tomando lo que (Martin Molina, 2003) menciona en su tesis los principales mecanismos a través de los
cuales las particulas adquieren una determinada carga superficial, tiene origen en la disociacion de

los grupos superficiales, adsorcion de iones procedentes de la disolucién. Esta doble capa eléctrica

depende de la densidad de carga superficial y concentracion de iones en el medio.

) [12]

00 = Jrr2
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Para que el sistema sea eléctricamente neutro debe haber un exceso de cationes que compense la carga

de la particula.
2.4.4.2. Ecuacion de Poisson-Boltzmann

Se define la distribucién de Poisson Boltzmann como:
pi(r) = pfel=Pwit)] [13]

Donde p;(r) y p? son la densidad de iones de la especie i a una distancia r de la superficie (Martin
Molina, 2003). La ecuacion 13 puede reescribirse en términos del potencial eléctrico de la siguiente

manera:
w; = z;e¥(r) [14]
2.4.4.3. Modelo de Gouy — Chapman

Este modelo estudia la distribucion de iones en torno a una superficie cargada, asi como la funcién
de potencial eléctrico W(r), por lo tanto, es posible establecer una relacion entre la densidad de carga
superficial y el potencial de la superficie W(r = 0) = ¥, conocido simplemente como potencial
superficial (Martin Molina, 2003).

En la ecuacion 14 se desprecia los efectos estadisticos del entorno de los iones porque se considera
el trabajo eléctrico debido al desplazamiento del ion i sin tomar en cuenta las contribuciones
energéticas producidas por el desplazamiento de otros iones. (Martin Molina, 2003) menciona que la

relacion entre el potencial y la densidad de carga en la superficie viene dada por:

d¥(x) _ &o&rk
| = epwo) [15]

Op = —&oér

A partir de esto se desarrollan otros modelos que se usan para describir la distribucion idnica en torno

a una superficie cargada.
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2.4.4.4. Modelo de Stern — Grahame

Stern plantea que los iones no pueden acercarse a la superficie a una distancia menor a la de su radio,
esta distancia se denota como & y su valor oscila entre 0.1 y 0.5 nm; valores que se encuentran entre
el radio de un ion no hidratado y uno hidratado. Si x = § es denominado plano de Stern, de forma
que la doble capa eléctrica queda dividida en dos regiones: la capa de Stern que va desde la superficie
de la particula hasta al plano Stern y la capa difusa que abarca la region de la doble capa eléctrica,
cuyas distancias son mayores a &, donde se puede aplicar el modelo de Gouy- Chapman (Martin Molina,
2003).

“Este modelo considera que todos los iones son maviles y no hay fenémenos de adsorcién en la
superficie, por lo que en la capa de Stern no habria carga acumulada y la densidad de carga en la zona
difusa 6, es la encargada de compensar la densidad de carga superficial del plano de esta manera se
mantiene la electroneutralidad del sistema (Martin Molina, 2003)””. Graham en su modelo de doble capa
eléctrica, divide la capa de Stern en dos regiones: una capa interna que es ocupada por iones no
hidratados adsorbidos y una segunda capa donde se encontrarian los iones hidratados.

Por lo tanto, “las dos regiones estaran separadas por un plano situado a una distancia igual a la de un
radio idnico denominado plano interior de Helmholtz y el plano exterior de Helmholtz es el plano de

Stern del modelo de Stern que sirve de frontera con la capa difusa (Israelachvili, 2011)”.

Seno de la
disolucién

v Molécula dipolar d
6,478 @ olécula dipolar de

disolvente

e Capade Stern Capa difusa
E —>®© 1

ﬁ) Cotoa sin hidratar
o

( \ Contraion sin
\\_,// hidratar

39!

l“.OlOidefdr;; ["r,) :
e T

. g xp;,'{ -‘:;@m Limuite de la DCE

Figura 15-2: Plano interior y plano exterior de Helmholtz.
Fuente: (Martin Molina, 2003).
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Cuando hay ausencia de adsorcion especifica la ecuacion 13 se puede escribir como:

0y = 2L f(efWy) [16]
O bien asi
0q = 2L f(efWy) [17]

2.4.5. Modelo Primitivo de la Doble Capa Eléctrica

Los iones de un modelo primitivo de electrolito son esferas rigidas cargadas con un determinado
tamafio, entonces todos los iones son maéviles experimentan una interaccion repulsiva de corto alcance

debido a su volumen (Martin Molina, 2003). Si los iones poseen el mismo tamario se tiene un modelo
primitivo restringido.

a

¥

Figura 16-2: Representacion esquematica de las particulas que forman la

doble capa eléctrica.
Fuente: (Martin Molina, 2003).
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2.4.6. Sobrecarga del Sistema

(Martin Molina, 2003) en su tesis nos dice que los iones al ser esferas rigidas tienen una distancia de
acercamiento al plano cargado es x = a. Precisamente a distancias proximas a esta, el modelo
primitivo predice una mayor concentracion de iones catidnicos o contraiones que son los iones con
carga negativa, el exceso de contraiones da lugar al fendmeno de sobrecarga también conocida como
inversion de carga.

“Cuando el sistema se encuentra sobrecargado, la carga neta de signo opuesto a g, hace que los iones
cationicos se sientan atraidos a distancias del plano del orden de tres veces el radio i6nico y por ende
su concentracion aumenta en esta region. Y cuando el sistema invierte su carga, los papeles que
desempefian los iones cationicos e iones anionicos se intercambian por lo que el minimo de una
funcidn coincide con el maximo de la funcién correspondiente a la otra especie idnica (Martin Molina,

2003)”.

2.5.  Parametros del sistema

2.5.1. Tiempo de paso: Es el valor del intervalo de tiempo que hay entre cada configuracion
generada durante el proceso de simulacién. EI nimero de pasos en el script es de 250 000

pasos, lo que corresponde a un tiempo de 3000 segundos (S) aproximadamente.

2.5.2. Carga (C/m?): Se toma las cargas individuales de cada elemento DOPS: -, ADN: -4, Na: +1,
Cl: -1, BICAPA: -, H: +1, O: -2.

2.5.3. Concentracion (mol/litro): La concentracion es el nimero de particulas por unidad de
volumen, cuando se tiene una alta concentracion las particulas interaccionan mas entre si a

diferencia cuando la concentracion es baja.

2.5.4. Distancia entre plano y cilindro: Los valores de distancia son: 3.5y 15 nm.
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2.6. Cambio de variables del sistema

Tabla 3-2: Cambio del tamafio de caja, valores de distancia y concentracién para los diferentes

sistemas.
FORMACION TAL'X’%’X%EE DISTANCIA | CONCENTRACION CARGA
DEL SISTEMA (nm) (nm) (mol/l) (C/m?)
BICAPA: -450
. -sol W: 90
Bicapa +ADN + Grosor: 5 -dm: 0 -sol WF: 10 AD_N' 4
H20 -sold: 0.47 H: +1
e 0:-2
BICAPA: -450
Bicapa + ADN -X: 12 -sol W: 90 ADN: -4
+ Lipido -y: 12 -dm: 3.5 -sol WF: 10 DOPS: -
(DOPS) + H,0 -2: 20 -sold: 0.47 H: +1
0:-2
BICAPA: -450
Bicapa + ADN ADN: -4
+ Lipido -X: 12 -sol W: 90 DOPS: -
(DOPS) + Sin -y: 12 -dm: 15 -sol WF: 10 Na: 0
Sal (Sin NaCl + -2: 30 -sold: 0.47 Cl:0
H.0) H: +1
0:-2
BICAPA: -450
Bicapa + ADN ) -sol W: 90 ADN: _'4
. -x: 12 . DOPS: -

+ Lipido i 12 -dm: 35 -sol WF: 10 Na: +1
(DOPS) + Sal -z: 20 e -sold: 0.47 CI: 1
(NaCl) + H,0 -salt: 0.15 H: +1

0:-2

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADO S Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1.  Construccién del modelo ideal del sistema en grano grueso

En el capitulo 2 se establece la preparacion de un modelo CG de Martini para el ADN, el cual se
coloco encima de una bicapa lipidica, se generd una caja de simulacion que contenia nuestro modelo
CG de ADN y una bicapa simétrica con la composicion lipidica deseada (DOPS), cuyas dimensiones
fueron 120x120x200 A°.

Posteriormente se duplico la pila de membranas del ADN, se realiz6 la minimizacion y equilibrio de
la energia. El sistema estd formado por el medio (caja de simulacién), modelo de CG de ADN
(cilindro) y una bicapa lipidica simétrica (plano).

Lo importante de la preparacion del ADN es entender que la estructura corresponde a una secuencia
de ADN con 24 bases en cada hebra ([CGCGAATTCGCG]2), y que, ademas, es negativa. La
eliminacion de los iones y de las moléculas de agua a través de VMD hace posible que la estructura

de ADN atomistico se pueda transformar en una estructura CG.

Grafico 2-3: Visualizacion en VMD del ADN de 24 pares de bases del paquete descargado de Martini
(24bp.pdb)

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.
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Graéfico 3-3: Eliminacién mediante VMD de las moléculas de iones y agua del ADN (24bp.pdb)

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.

Se uso6 una red elastica rigida para implicar una estructura helicoidal estricta en nuestro ADN y
constantemente se leyd el resultado porque se debia verificar si el nimero de cadenas o parees de
bases especificado coincidia con lo que esperamos. En la Figura 4-3 podemos ver que, en nuestro
caso, son dos cadenas (A y B) cada una con 24 nucleétidos, también rotamos el ADN de modo que

esté paralelo a la membrana para hacerlo usamos GROMACS.
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Gréfico 4-3: Rotacion mediante GROMACS de las 2 cadenas de 24 nucle6tidos

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.

La caja de simulacién construida contiene nuestro modelo CG de ADN y una bicapa simétrica con la
composicion lipidica deseada (DOPS). En la construccion de la membrana se formo la bicapa lipidica
con ADN, la proporcion es de 4:1 de 1,2- dioleoil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina de sodio (DOPS). Con
la ayuda de insane.py generaremos una configuracion de CG inicial utilizando un enfoque basado en
cuadriculas. Insane se define el DOPS, en nuestro caso ya lo estaba y se definié con un grosor de 5

nm.

Graéfico 5-3: Creacion de la caja -x 12 -y 12 -z 20 nm
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.
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Se entiende gue los atomos con caracter idnico o iones, es decir, un anién y un cation, estos pueden
permanecer unidos gracias a la atraccion electrostatica que se establece entre ambos debido a que
poseen carga opuesta, por lo que se dice que se ha formado un enlace ionico. Este tipo de enlaces se
presentan comdnmente en cristales de compuestos salinos como el cloruro de sodio y se conocen
también como puentes salinos o interacciones electrostaticas.

Gracias a las interacciones entre moléculas de diferente grado de polaridad o carga eléctrica se da
lugar a las fuerzas de atraccion intermolecular ya que por su baja estabilidad y un periodo de corta
duracidn se las han asignado como interacciones débiles. Eso si, dependiendo del tipo de moléculas
que interactlan y sus caracteristicas especificas al momento de interaccionar, estas fuerzas débiles
son distintas.

La bicapa con el lipido (DOPS) y el ADN estan sumergidos en un modelo primitivo 1:1, tienen la
misma constante dieléctrica e=15 y temperatura T= 303 K. Gracias a que el ADN, el lipido (DOPS)
y los iones de sal estan cargados surgen fenémenos de correlacion de carga y correlacion de tamafio,
es decir, interaccionan entre si por efecto de sus cargas.

La configuracion inicial del sistema necesita que se solvate, minimice y equilibre su energia por lo
gue se juega con diferentes sistemas intercambiando sus variables, el primero es el sistema inicial con
la bicapa, el lipido y el ADN, en otro se le aflade NaCl, mientras que otro la carece y para entender
las interacciones de Coulomb se emplea el formalismo de las sumas de Ewald. En el caso de CG
podemos decir que para tener una buena estadistica el nimero de configuraciones depende en gran
parte de los resultados obtenidos frente al cambio de la formacion del sistema, valores del tamafio de
la caja, distancia, concentracion y carga.

Las simulaciones realizadas en este trabajo utilizan las Fuerzas de Matini (CG), el modelo de la doble
capa eléctrica de manera que con ayuda del modelo de Monte Carlo se puede estudiar el efecto de las
correlaciones de corto alcance las cuales se deben al volumen de exclusion de los iones. Con esto se
determinan los valores para el analisis de la contribucion de fuerza que ejercen los iones, la fuerza

electrostatica y la fuerza total que existe en el sistema debido al cambio de los parametros intrinsecos.
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Gréfico 6-3: Visualizacion del ADN mas agua
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.

3.1.1. Construccion de la Bicapa + ADN + H,0O

Tabla 4-3: Grosor de la caja, valores de distancia y concentracién para la construccion de la bicapa

TAMANO DE

FORMACION LA CAJA DISTANCIA | CONCENTRACION CARGA
DEL SISTEMA (nm) (nm) (mol/) (CIm?)
BICAPA: -450
. -sol W: 90 )
Bicapa +ADN + Grosor: 5 -dm: 0 -sol WF: 10 AD_N' -4
H,0 ) H: +1
-sold: 0.47 02

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.

Para la construccion de la bicapa lipidica se solvato el sistema, el mismo que previamente fue rotado

y trasladado, la caja de agua CG esté a una temperatura de 303 K y 1 bar de presion, esto nos dio

como resultado la bicapa con ADN vy agua. Luego, guardamos el sistema quitando el agua que se

solapa con la membrana y el ADN con VMD.
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Del archivo system.gro realizamos el archivo de topologia, los contabilizamos en la consola de VMD,
pero el sistema no estd neutralizado por lo que afiadimos al cloro un valor de 44 y restamos al agua

44, en este caos en la topologia no coincidia el nimero de atomos con la primera fila por lo que la

tercera fila fue nuestra referencia y se cambio el valor del agua de la parte externa para equilibrar la
carga del sistema.
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Gréfico 7-3: Creacion de bicapa con ADN y agua. a) Vista en un plano XYZ+ b) Vista de rotacion
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2021.

3.1.2. Sistema inicial: Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + H2.0

Tabla 5-3: Cambio del tamafio de caja, valores de distancia y concentracion para el sistema inicial

FORMACION TAI\_I\,ZI\A(\:’\,SEE DISTANCIA | CONCENTRACION CARGA
DEL SISTEMA (nm) (nm) (mol/1) (C/m?)
BICAPA: -450
Bicapa + ADN -X: 12 -sol W: 90 ADN: -4
+ Lipido -y: 12 -dm: 3.5 -sol WF: 10 DOPS: -
(DOPS) + H,0 -2: 20 -sold: 0.47 H: +1
0:-2

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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3.1.2.1. Centrado y solvatacién del sistema

Tomando en cuenta la rotacion de la molécula de ADN la recentramos moviendo la posicion de la
molécula con GROMACS y aumentamos agua en el sistema, es decir, lo solvatamos con el fichero
inicial DOPS_ADN.gro y nos da uno de salida.

3.1.2.2. Topologia del sistema

Se genera la topologia del sistema inicial:

Nucleic_A+Nucleic B 1
DOPS 225
DOPS 225

L 19296
WF 2144
NA+ 461

CL- 11

Pero luego el sistema debe ser electroneutral por lo que se cambia la configuracion del sistema para

gue esto sea posible.

3.1.2.3. Minimizacion y Equilibrio de la Energia

La minimizacion de la energia se detuvo, pero las fuerzas no han convergido a la precision solicitada
Fmax < 10 (que puede no ser posible para el sistema). Eso detenido porque el algoritmo intentd hacer
un nuevo paso cuyo tamafio era demasiado pequefio, 0 no hubo cambio en la energia desde el tltimo
paso. De cualquier manera, nosotros debemos considerar la minimizacion como convergente dentro
de la maquina disponible precision, dada su configuracion inicial y los parametros EM.

La doble precision normalmente le brinda una mayor precisién, pero esto a menudo no es necesario
prepararse para ejecutar la dindmica molecular. Es posible que debamos aumentar la precision de la
restriccién o cambiar fuera de las restricciones por completo (establecer restricciones = ninguna en el
archivo mdp). Los descensos méas pronunciados convergieron a la precision de la méaquina en 5050

pasos, pero no alcanzo el Fmax < 10 solicitado.

Energia potencial = -8.0840262e+05 kJ

Fuerza maxima = 2.3943442e+02 N en el atomo 2400

Norma de fuerza = 1.3268925e+01 N
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Para el equilibrio de la energia se realizaron estadisticas sobre 250001 pasos usando 2501 marcos y

nos dan valores de energia. Ademas, vamos a conseguir los valores de energia del eje de cada cajay

los valores de presién para cada uno de los atomos de interaccion.

Energies (kJ/mol)

Bond
9.94498e+03
L3 (SR)
-6.77449e+05
Conserved En.
-7.43566e+05

Box-X
1.26360e+01

Angle
2.54379e+02
Coulomb (SR)
-8.23047e+03
Temperature
3.19762e+02

Box-Y
1.26360e+01

Total virial (k3J/mol)

3.63361et04
3.16028e+01
3.61142e+00

Pressure (bar)
3.95218e+00
-1.51680e-01
-8.30425e-02

3.16033e+01
3.63074et+04
-5.21356e+00@

-1.51685e-01
3.09716e+00
4,51164e-02

GobAngle
4.99981e+03
Potential
-6.78125e+85

Pressure (bar)

3.35326e+00

Box-7
2.22115e+01

3.60979e+00
-5.21450e+00
3.63331e+84

-8.30271e-02
4,51251e-02
3.01043e+00

Proper Dih.
7.43417e+01
Kinetic En.
1.89928e+85
Constr. rmsd
0.00000e+00

Improper Dih.

2.80687e+02

Total Energy
-5.60197e+05

Graéfico 8-3: Resultados de energias, presion y temperatura del sistema inicial total y de cada caja

con los 4&tomos de interaccion
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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Graéfico 9-3: Simulacion del sistema inicial: Bicapa + Lipido
(DOPS) + ADN

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.

3.1.3. Sistema 2: Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H20)

Tabla 6-3: Cambio del tamafio de caja, valores de distancia y concentracion para el sistema 2

FORMACION TAI‘_'\:\%'\A?EE DISTANCIA | CONCENTRACION CARGA

DEL SISTEMA (nm) (nm) (mol/) (CIm?)
BICAPA: -450

Bicapa + ADN ADN: -4

+ Lipido -x: 12 -sol W: 90 DOPS: -
(DOPS) + Sin -y: 12 -dm: 15 -sol WF: 10 Na: 0
Sal (Sin NaCl + -2: 30 -sold: 0.47 Cl:0
H-0) H:+1
O:-2

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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3.1.3.1. Centrado y solvatacién del sistema

La diferencia en este sistema son las condiciones ya que el tamafio de la caja no es la misma que en
los sistemas anteriores y tampoco la distancia, pero la proteina parece no estar dentro de la membrana.

Por lo que se ejecuto otro codigo con -orient para ponerlo, esto nos dio las siguientes condiciones:

X: 12.000 (15 bins) Y: 12.000 (15 bins) en folleto superior

X: 12.000 (15 bins) Y: 12.000 (15 bins) en folleto inferior

225 lipidos en el prospecto superior, 225 lipidos en el prospecto inferior
NDX Soluto 1 310

Carga de proteina: 0.000000

Membrana NDX 311 5710

Carga de membrana: -450.000000

Carga total: -450.000000

Disolvente NDX 5711 56131

Sistema NDX 1 56131

Para la solvatacion y centrado conservamos los mismos valores del primer sistema, ademas le

quitamos el agua que se encuentra por lo lipidos y ADN utilizando VMD.

3.1.3.2. Topologia del sistema

Se tomo las mismas condiciones que el sistema 1 y finalmente se generé un fichero de topologia.

3.1.3.3. Minimizacion y Equilibrio de la Energia

Se minimiza la energia y se observa que los descensos mas pronunciados convergieron a la precisién
de la maquina en 5700 pasos, pero no alcanzo el Fmax < 10 solicitado, es lo mismo que sucedia en el

€aso anterior.

Potential Energy = -9.5329706e+05 kJ
Maximum force = 2.5974402e+02 N on atom 3828

Norm of force = 1.2082503e+01 N
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Para el equilibrio de la energia se realizaron estadisticas sobre 250001 pasos usando 2501 marcos y
nos dan valores de energia. Ademas, vamos a conseguir los valores de energia del eje de cada cajay

los valores de presién para cada uno de los atomos de interaccion.

Energies (kJ1/mol)

Bond Angle G96ANgle Proper Dih. Improper Dih.
9.90027e+03 2.53662e+02 5.02828e+@3 7.46745e+01 2.82373e+02
L] (SR) Coulomb (SR) Potential Kinetic En. Total Energy
-8.19358e405 -7.33586e+03 -8.11154e405 1.3176%e+05 -6.79384e4+05
Conserved En. Temperature Pressure (bar)  Constr. rmsd

-9.04848e+05 3.19788e+02 3.67591e+00 @.00000e+00

Box-X Box-Y Box-Z
1.27183e+01 1.27183e+01 2.65976e+01

Total virial (kJ/mol)

4,34975e+04 -9.69998e+00 -1.97570e+02
-9.693885e+0@ 4,34286e+@4 -1.40385e+00
-1.a7575e+02 -1.40845e+00 4,35852e+24

Pressure (bar)
4.1481%e+00 1.0019%e-81 7.12730e-01
1.00190e-01 4.01744e+80 4.91881e-02
7.12763e-01 4.91618e-82 2.86209e+00

Gréfico 10-3: Resultados de energias, presion y temperatura del sistema 3 total y de cada caja con

los 4&tomos de interaccion.
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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a)
Gréfico 11-3: Simulacion del sistema 3: Lipido (DOPS) + ADN + Sin Sal (Sin NaCl). a) Antes de

darle los parametros de simulacién. b) Después de darle los parametros de simulacién
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.

3.1.4. Sistema 3: Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sal (NaCl) + H20

Tabla 7-3: Cambio del tamafio de caja, valores de distancia y concentracion para el sistema 3

FORMACION TAI\_IXI\A(\:’\A?EE DISTANCIA | CONCENTRACION CARGA
DEL SISTEMA (nm) (nm) (mol/1) (C/m?)
BICAPA: -450
Bicapa + ADN ) -sol W: 90 ADN: _'4
+ Lipido ; ig dm- 3.5 -sol WF: 10 DN(ZII?i-l-
N : : 3. “sold: 0. .
corsea | L oo |
e H: +1
0:-2

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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3.1.4.1. Centrado y solvatacién del sistema

Realizamos el mismo proceso, pero ahora para este sistema. Tomando en cuenta la rotacién de la
molécula de ADN la recentramos moviendo la posicion de la molécula con GROMACS y
aumentamos agua en el sistema, es decir, lo solvatamos con el fichero inicial DOPS_ADN.gro y nos

da uno de salida. También guitamos el agua que se encuentra por los lipidos y el ADN usando VMD.
3.1.4.2. Topologia del sistema
A diferencia del primer sistema, ahora cambiamos el valor -sold que es el didmetro del solvente por

el didmetro de Martini que debe ser 0.47nm, también se cambi6 la concentracion del W y de WF,
ademas se afiadi6 la concentracion de la sal y finalmente se generé un fichero de topologia.

Protein 1

DOPS 225
DOPS 225
L 19296
WF 2144
NA+ 461
CL- 11

Por altimo, guardamos el sistema quitando el agua que se solapa con la membrana y el ADN con

VMD vy se cambia el valor del agua de la parte externa para equilibrar la carga del sistema.

3.1.4.3. Minimizacion y Equilibrio de la Energia

Se minimiza la energia y se observa que los descensos mas pronunciados convergieron a la precision
de la méquina en 4662 pasos, pero no alcanz6 el Fmax < 10 solicitado, es lo mismo que sucedia en el

caso anterior.

Potential Energy = -7.9973312e+05 kJ
Maximum force = 2.1955446e+02 N on atom 1104

Norm of force = 1.0905734e+01 N
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Para el equilibrio de la energia se realizaron estadisticas sobre 250001 pasos usando 2501 marcos y

nos dan valores de energia. Ademas, vamos a conseguir los valores de energia del eje de cada cajay

los valores de presién para cada uno de los atomos de interaccion.

Energies (kJ/mol)

Bond Angle
9.90924e+03 2.53372e+02
L] (SR) coulomb (5SR)
-6.77462e+05 -9.60471e+03
Conserved En. Temperature
-5.93856e+405 3.19983e4+02
Box-X Box-Y
1.25655e+01 1.25655e+01
Total virial (k3J/mol)
3.65967e+04 -6.95560e+00
-6.95565e+00 3.65153e+04
5.57876e1+00 -7.55722¢e+00
Pressure (bar)
1.3118@e+00 -1.95333e-01
-1.85332e-01 1.18674e+08@
-5.34111e-03 6.28331e-02

GIbAngle

4.92110e+83

-6.

Potential
716284085

Pressure (bar)

1.

28145e+00

Box-Z

. 25820e+01

.58020e+00
.55783e+00
.64862e+04

.35461e-03
. 28388e-02
.34581e+00

Proper Dih.
7.47018e+01
Kinetic En.
1.89997e4+05
Cconstr. rmsd
0.00000e+00

Improper Dih.

2.80636e+02
Total Energy
-5.61631e+05

Grafico 12-3: Resultados de energias, presion y temperatura del sistema 2 total y de cada caja con

los 4&tomos de interaccion
Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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Grafico 13-3: Video de la simulacion del sistema 2: Lipido (DOPS) + ADN + Sal (NaCl)

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria., 2022.
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3.2. Valores de los resultados obtenidos de los diferentes sistemas

Tabla 8-3: Comparacion de los valores obtenidos en cada sistema

FORMACION
DEL SISTEMA RESULTADOS VALORES
Energia total -5.62309e+05 kJ/mol
Temperatura 3.20014e+02 K
Bicapa +ADN + Presion 1.06245e+00 bar
H20 Constante dieléctrica 15
Fuerza Electrostatica -1.01236e+04 N
Tiempo 2027.24 s
. Energia total -6.82446e+05 kJ/mol
B'Cf‘ﬁr; Q)DN Temperatura 3.20024e+02 K
. Presion 1.08274e+00 bar
(DOPS) + Sin S
Sal (Sin NaCl + Constante dlelec'Erl_ca 15
H;0) Fuerza E_Iectrostatlca -9.77352e+03 N
Tiempo 1323.026 s
Energia total -5.62030e+05 kJ/mol
Bicapa + ADN Temperatura 3.20035e+02 K
+ Lipido Presion 9.87259¢-01 bar
(DOPS) + Sal Constante dieléctrica 15
(NaCl) + H,O | Fuerza Electrostatica -9.98117e+03 N
Tiempo 1040.577 s

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2022.

En la tabla 8.3 podemos visualizar los valores de los diferentes sistemas realizados. Si comparamos
cada uno de los valores obtenidos, podemos observar que el valor de la energia es mayor en el primer
sistema (-5.62309e+05 kJ) el cual esta formado por Bicapa +ADN + H,0. La temperatura se mantiene
casi en el mismo orden en los 3 sistemas, a diferencia de la presion que en el sistema formado por
Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sal (NaCl) + H,O es mucho mas bajo (9.87259e-01 bar) los
valores de los resultados con los cambios en los parametros expuestos se deben a las interacciones
moleculares de los diferentes sistemas, ya que estas vieron afectadas de las iniciales.

Las interacciones electrostaticas se dan entre iones (cationes y aniones) las cuales tienen carga
positiva y negativa respectivamente, estas interacciones pueden ser atractivas o repulsivas lo cual
dependera de los signos de las cargas. Nosotros sabemos que las cargas del mismo signo se repelen
mientas que las de signo contrario se atraen. Una de las principales causas por las que la presion sea
baja en el sistema con NaCl es porque las interacciones electrostaticas son favorables porque son muy
fuertes, estas interacciones electrostaticas dentro de un cristal de cloruro de sodio se llaman enlaces
idnicos. Se consideran interacciones no covalentes cuando un solo catién y anién estan juntos dentro

de una proteina o dentro de un ADN o ARN plegado, estas pueden ser fuertes y de largo alcance.
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Temperature VS Pressure
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Grafico 14-3: Gréfico de Temperatura VS Presion de los sistemas 1, 2 y 3, correspondientes a 1)
Bicapa +ADN + H20 a una distancia -dm: 0 nm, con concentraciones de -sol W: 90, -sol
WEF: 10, -sold: 0.47 (mol/l) y cargas de BICAPA: -450, ADN: -4, H: +1, O: -2 (C/m2); 2)
Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H20) a una distancia de -dm: 15 nm,
con concentraciones de -sol W: 90, -sol WF: 10, -sold: 0.47 (mol/l) y cargas de BICAPA: -
450, DOPS: +, ADN: -4, H: +1, O: -2, Na: 0, Cl: 0 (C/m2) y 3) Bicapa + ADN + Lipido
(DOPS) + Sal (NaCl) + H20 a una distancia de -dm: 3.5 nm, con concentraciones de -sol W:
90, -sol WF: 10, -sold: 0.47, -salt: 0.15 (mol/l) y cargas BICAPA: -450, DOPS: +, ADN: -4,
H: +1, O: -2, Na: +1, CI: -1 (C/m2)

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2022.

Cabe mencionar que las fuerzas electrostaticas disminuyen gradualmente con respecto a la distancia
1 . . . .. . ., ors p
(72)’ donde r es la distancia entre los iones. La principal interaccion estabilizadora entre los oxigenos

de los fosfatos del ADN (carga = -1) y los iones de magnesio (carga = +2), son las interacciones
electrostaticas, en el plegamiento de las proteinas, del ARN y la hibridacion del ADN dichas
interacciones dependen de la concentracién de sal y del pH del medio. Se dice que las interacciones
electrostaticas entre las cadenas laterales de aminoacidos aniénicos y catidnicos son frecuentes en las
proteinas, los pares de iones conocidos como puentes salinos se forman cuando un grupo de un
aminoécido catidnico se sitlia a 3.0 a 5.0 A alrededor del grupo de un aminoacido aniénico los cuales
estan unidos por interacciones electrostaticas ademas de los enlaces de hidrogeno.

Dado a que los iones en una solucién acuosa generalmente tienden a permanecer solvatados, eso

quiere decir que solo interaccionan brevemente. En las moléculas en las que el ion (cation o anién)
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estd encerrado en regiones de la molécula este tiene poco contacto con el agua, por lo tanto, buscaran
a un ion de carga opuesta para formar las interacciones electrostaticas siempre y cuando los iones se
puedan acercar lo suficiente. Tomando en cuenta que nuestra molécula de ADN (carga negativa)
encierra al lipido (DOPS), dando lugar al lipoplejo y junto con la bicapa se encuentran en una solucion
acuosa estas interaccionaron solo por momentos, por ello se busco afiadir sal (NaCl) para que se
formen las interacciones electrostaticas a medida que se vayan acercando.

La constante dieléctrica ¢ refleja la tendencia del medio a apantallar especies cargadas unas de las
otras. En el vacio € es 1, en el interior de una proteina es alrededor de 4 y en el agua es 80. En los
sistemas bioldgicos es complejo calcular los efectos electrostéticos, una de las causas es por la falta
de uniformidad del entorno dieléctrico. Los microambientes dieléctricos son complejos y existen
tanto variables con menor apantallamiento de cargas en regiones de cadenas laterales de los
hidrocarburos como variables con mayor apantallamiento en regiones de cadenas laterales polares.
En nuestros sistemas formados & permanece constante y tomando en cuenta todo lo mencionado
podemos decir que las fuerzas electrostaticas en el sistema 2 formado por Bicapa + ADN + Lipido
(DOPS) + Sal (NaCl) + H,0 no son tan débiles y llega un punto en el que el sistema se vuelve estable.
Vale la pena mencionar que el fendmeno de la Doble Capa Eléctrica (DCE) se da cuando la estructura
de iones esta en torno a una superficie cargada, desde hace tiempo este modelo ha sido estudiado
mediante modelos que se basan en la ecuacién de Poisson-Boltzmann (EPB). Sin embargo, dicho
formalismo en presencia de iones multivalentes no tiene la capacidad para describir de manera
correcta la DCE. Los modelos basados en la EPB visto clasicamente consideran a los iones como
cargas puntuales, por lo tanto, no tienen en cuenta las correlaciones iénicas que se dan gracias a su
tamafo. De cierta manera, este es el motivo por el cual los modelos basados en la EPB no pueden
explicar el fenémeno de la sobrecarga sin considerar otros factores.

Se debe destacar también el fenémeno de la sobrecarga que también se lo conoce como inversién de
carga, este es un proceso mediante el cual una particula coloidal cargada puede llegar a comportarse
como si tuviera una carga de signo contrario en presencia de un electrolito. Dicho efecto se ve
favorecido cuando el electrolito es de tipo asimétrico, siendo el contraion quien presenta una valencia
mayor que la unidad, por lo que ha tenido algunas aplicaciones, una de las mas destacadas es aquella
destinada a provocar una sobrecarga en las moléculas de ADN de ciertos virus para combatir algunas
de las infecciones dadas.

El modelo primitivo DCE por el contrario si tiene en cuenta el tamafio idnico de las moléculas y de
esta manera podemos estudiar el efecto de las correlaciones de corto alcance las cuales se deben al

volumen de exclusion de los iones con el uso de las teorias mecano estadisticas o simulaciones de

67



Monte Carlo. El estudio de los coloides en presencia de electrolitos multivalentes en los Gltimos afios
ha sido de gran interés tanto a nivel industrial, tecnoldgico, pero sobre todo cientifico.
Computacionalmente se ha estimado aproximadamente la energia de interaccién carga-carga de los
sistemas, ademas fueron corroborados con célculos, sin embargo, la mejor manera para obtenerlos
fue ayudandonos de un software, en este caso GROMACS ejecutado en la terminal de Ubuntu. La
energia total de interaccion del sistema 2 fue de -5.62030e+05 kJ/mol, dicho sistema es aquel que se
logré estabilizar en un cierto punto de la simulacion. También es importante mencionar el tiempo que
dura cada simulacion, en este caso es en segundos, el tiempo del primer sistema es de 2027.24 s, del
segundo 1040.577 s y del tercero 1323.026 s, pero el tiempo que se demoré en la obtencion de los
resultados fue de 3 dias.

Energy VS Time
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Grafico 15-3: Grafico de Energia total VS Tiempo de los sistemas 1, 2 y 3, correspondientes a 1)
Bicapa +ADN + H20 a una distancia -dm: 0 nm, con concentraciones de -sol W: 90, -sol
WEF: 10, -sold: 0.47 (mol/l) y cargas de BICAPA: -450, ADN: -4, H: +1, O: -2 (C/m2); 2)
Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H20) a una distancia de -dm: 15 nm,
con concentraciones de -sol W: 90, -sol WF: 10, -sold: 0.47 (mol/l) y cargas de BICAPA: -
450, DOPS: +, ADN: -4, H: +1, O: -2, Na: 0, ClI: 0 (C/m2) y 3) Bicapa + ADN + Lipido
(DOPS) + Sal (NaCl) + H20 a una distancia de -dm: 3.5 nm, con concentraciones de -sol W:
90, -sol WF: 10, -sold: 0.47, -salt: 0.15 (mol/l) y cargas BICAPA: -450, DOPS: +, ADN: -4,
H: +1, O: -2, Na: +1, CI: -1 (C/m2)

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2022.
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En el grafico 15-3 podemos observar que los valores de energia total determinados para cada sistema
son negativos, teniendo en cuenta los pardmetros de distancia, concentracion y carga. El sistema con
energia mas alta es el primero (Bicapa +ADN + H,0), mientras que el sistema con menor energia es
el segundo (Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H,0)) y la energia del tercer
sistema (Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sal (NaCl) + H20) es la intermedia todo esto se debe a
lo descrito anteriormente, las interacciones electrostaticas son las responsables del comportamiento
de los aniones y cationes del sistema, ademas en esta investigacion se busco que dichas interacciones
se haga entre aniones lo que fue posible en un periodo corto de tiempo y también gracias al modelo
primitivo de la doble capa eléctrica. Con respecto al tiempo se puede decir que el mas corto fue del

segundo sistema (sin sal), mientras el méas largo fue del primer sistema porque da lugar a la formacion

del mismo.
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Gréfico 16-3: Grafico de Fuerza VS Distancia de los sistemas 1, 2 y 3, correspondientes a 1) Bicapa
+ADN + H20 a una distancia -dm: 0 nm, con concentraciones de -sol W: 90, -sol WF: 10, -
sold: 0.47 (mol/l) y cargas de BICAPA: -450, ADN: -4, H: +1, O: -2 (C/m2); 2) Bicapa +
ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H20) a una distancia de -dm: 15 nm, con
concentraciones de -sol W: 90, -sol WF: 10, -sold: 0.47 (mol/l) y cargas de BICAPA: -450,
DOPS: +, ADN: -4, H: +1, O: -2, Na: 0, CI: 0 (C/m2) y 3) Bicapa + ADN + Lipido (DOPS)
+ Sal (NaCl) + H20 a una distancia de -dm: 3.5 nm, con concentraciones de -sol W: 90, -sol
WEF: 10, -sold: 0.47, -salt: 0.15 (mol/l) y cargas BICAPA: -450, DOPS: +, ADN: -4, H: +1,
O: -2, Na: +1, Cl: -1 (C/m2)

Realizado por: Cevallos Luzuriaga, Victoria, 2022.
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En este trabajo de titulacion se buscé estabilizar molecularmente el comportamiento de un
lipoplejo anidnico, en este caso fue el DOPS, pero debido a la carga negativa del grupo polar
del lipido anidnico resultaba imposible la asociacion con el ADN (carga negativa), segun la
literatura se debe a que la fuerza electrostatica existente entre los grupos fosfato del ADN y
el grupo anionico del lipido es repulsiva. A pesar de esto, es posible que dicho efecto se
mitigue si se usa cationes divalentes los cuales anulan las repulsiones electrostaticas,
facilitando la formacion del sistema. En las siguientes conclusiones se detallara la formacion

del sistema y la interaccién con la membrana.

Mediante el uso de grano grueso (CG) de Martini se pudo construir el sistema inicial, el ADN
fue descargado de la pagina de Martini. Cabe destacar que el sistema simulado es uno
pequefio. El tamafio de la caja fue de 12x12x20 nm, en dicha caja se configuré el ADN
(cilindro) el cual tenia una carga negativa y la bicapa lipidica (plano). De igual manera se
tomé el lipido DOPS y una vez que se tuvo la caja, se cred la bicapa lipidica con un grosor

de 5 nm en un medio acuoso.

Para el sistema se consideré algunos parametros como el tamafio de la caja, la distancia entre
el ADN y la membrana, la concentracién y las cargas. Para el sistema 1 formado por Bicapa
+ADN + H,0, con un grosor de 5 nm, distancia -dm = 0 nm, concentraciones de -sol W: 90,
sol WF: 10, -sold: 0.47 y cargas BICAPA: -450, ADN: -4, H: +1, O: -2. En el sistema 2
formado por Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H,0), con una dimensién
de -x: 12, -y: 12, -z: 30, distancia -dm: 15 nm, concentraciones de -sol W: 90, -sol WF: 10, -
sold: 0.47 y cargas BICAPA: -450, DOPS: +, ADN: -4, H: +1, O: -2, Na: 0, CI: 0. Para el
sistema 3 formado por Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sal (NaCl) + H20, con una
dimension de -x: 12, -y: 12, -z: 20, distancia -dm: 3.5 nm, concentraciones -sol W: 90, -sol
WEF: 10, -sold: 0.47, -salt: 0.15 y cargas BICAPA: -450, DOPS: +, ADN: -4, H: +1, O: -2,
Na: +1, Cl: -1. Con la ayuda de GROMACS, la variacién de estos parametros nos permitio

observar el comportamiento de cada sistema.

Se pudo estudiar y comparar los resultados obtenidos de manera computacional con los
cambios realizados en los diferentes parametros para la estabilizacion del lipoplejo. Mediante

el uso de GROMCAS en Linux se pudo estimar aproximadamente la energia de interaccion
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carga-carga de los sistemas. Los valores de energia total determinados para cada sistema son
negativos. El sistema con energia mas alta es el primero (Bicapa +ADN + H20) con un valor
de -5.62309e+05 kJ/mol, mientras que el sistema con menor energia es el segundo (Bicapa +
ADN + Lipido (DOPS) + Sin Sal (Sin NaCl + H,0)) cuyo valor fue de -6.82446e+05 kJ/mol
y la energia del tercer sistema (Bicapa + ADN + Lipido (DOPS) + Sal (NaCl) + H;0) con un
valor de -5.62030e+05 kJ/mol es la intermedia. La energia total de interaccién del sistema 2
(Bicapa + Lipido (DOPS) + ADN + Sal (NaCl)) fue de -5.62030e+05 kJ/mol, uno de los
factores determinantes para la energia de interaccion es que las fuerzas electrostaticas

. . . . 1 . .
disminuyen gradualmente con respecto a la distancia (r—z) donde r es la distancia entre los

iones.

El sistema 2 es aquel que se logra estabilizar por un periodo de tiempo corto (2 s) en un cierto
punto de la simulacion, esto se debe a la adicién de los iones de sal en el sistema, puesto que
estos se vieron atraidos por la carga negativa de la membrana. Esto se logra entender gracias
al fendmeno de la doble capa eléctrica que se caracteriza por cuantificar las fuerzas de
interaccidn electrostatica entre la superficie de la fibra cargada y los iones electroliticos que
estdn a su alrededor, siendo biocompatible con la membrana la cual llega a tener un
comportamiento positivo. Ademas, la presion en este sistema fue baja con un valor de
9.87259¢e-01 bar y una de las principales causas es porque las interacciones electrostaticas
son fuertes. En los sistemas formados la constante dieléctrica () permanece constante con un
valor de 15 y tomando en cuenta todo lo mencionado podemos decir que las fuerzas
electrostaticas en el sistema 2 no son tan débiles y llega un punto en el que el sistema se

vuelve estable.

Ya se mencion6 en la conclusién anterior que el sistema 2 fue el que se pudo estabilizar por
periodo de tiempo corto, ahora, los parametros que nos permitieron ver que el lipoplejo estaba
estable fueron que los iones en una solucion acuosa generalmente permanecen solvatados, es
decir, su interaccion es breve, la membrana busco a un ion de carga opuesta (iones de sal)
para formar las interacciones electrostaticas siempre y cuando los iones se puedan acercar lo
suficiente. Es importante mencionar el tiempo de duracion de cada simulacion, en este caso
en la escala de los segundos, el tiempo del primer sistema es de 2027.24 s, del segundo
1040.577 s y del tercero 1323.026 s, con lo que se puede decir que el mayor tiempo fue del
primer sistema, puesto que se inicia la formacion de este, pero el tiempo que se demoré en la
obtencion de los resultados de los diferentes valores fue de 3 dias.
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RECOMENDACIONES

7
0.0

7
0.0

La simulacion ha aportado al mundo de la ciencia e investigacion, ademas se puede decir que
es una herramienta de facil acceso, eficaz y econdémica con relacion a los procesos
experimentales. Sin embargo, para su uso es indispensable contar con un ordenador de
excelentes capacidades y caracteristicas para poder obtener los resultados de los sistemas

moleculares de manera clara y sin trabas.

En el mundo de la dindmica molecular existe un estrecho lazo con la fisica y quimica
cuanticas, por lo que, es prescindible tener a profesionales que estén familiarizados en las

areas y por supuesto, con su colaboracion.

Se recomienda realizar un estudio enfocado a explorar lo que sucederia en este pequefio
intervalo de estabilizacion, logrando que el lipoplejo interactle y traslape la bicapa, dandose
asi la endocitosis, saliendo un endosoma que posteriormente se escapara y se dividird en la
fragmentacién de ADN y el lisosoma ya que era la unién de un endosoma con el lipido.

Se podria estudiar también el efecto de la variacion de las colas de los lipidos, manteniendo
algunos de los parametros del lipoplejo constantes, es muy probable que en el futuro se pueda
investigar el papel de los grupos de la cabeza de los lipidos y sus proporciones de carga ya
que sabemos que esto afecta a la transfeccion. Cabe destacar también que es muy probable
que tomando en cuenta la relacion ADN/lipido pueda que la proporcién y el tamafio de los
fragmentos de ADN desempefien un papel importante. Algo interesante que se podria ver es
hasta el punto de que dichos cambios en los parametros alteran las rutas de fusion observadas

y asi poder dar conocimiento sobre el proceso.

72



GLOSARIO

Terapia génica: Segln (Laffon, Valdiglesias y Pasaro Mendez, 2015) actualmente, la informacidn genética
de las células con genes defectuosos puede modificarse introduciendo genes normales y es posible
cambiar la composicion genética de una célula introduciendo genes normales para reemplazar los
defectuosos. Asi, la terapia génica se puede definir como un conjunto de tecnologias que permiten la
introduccién de fragmentos de ADN o ARN en células de interés (células diana) para modular la
expresion de determinadas proteinas las cuales sufren de alteraciones, con ello es posible revertir los

efectos biol6gicos de las alteraciones proteicas producidas.

Vectores: En el libro de (Laffon, Valdiglesias y Pasaro Mendez, 2015) denominado Terapia Génica menciona
que Edward Tatum en 1966, publicé un articulo en el que proponia que los virus pudiesen usarse para
introducir genes en células de interés, es decir, actuarian como vehiculos para esos genes. Ademas,
generalmente un gen se transporta a través del torrente sanguineo mediante el uso de transportadores
Ilamados vectores. Hoy en dia existen dos grandes grupos de sistemas que se usan para la liberacion

de genes: vectores virales y los vectores no virales (Morishita, Ryuichi, and Nakagami, Hironori, 2013).

Vectores virales: (Laffon, Valdiglesias y Pasaro Mendez, 2015) mencionan que, esencialmente los vectores
virales utilizados en la terapia génica son en realidad virus modificados con los que el paciente es
infectado. Los virus depositan su material genético en los nicleos de las células a las cuales infectan,
como resultado de la expresion del material genético se obtiene la proteina que se desea para la
terapia. Al emplear vectores virales, el tamafio del gen que puede ser transferido depende del volumen
(tamafio) del virus y es un factor limitante al momento de insertar genes de gran longitud. Los vectores
virales se obtienen eliminando uno 0 méas genes necesarios para la replicacion viral y reemplazandolos
con genes terapéuticos. De esta manera el virus nuevo es defectivo, esto significa que conserva la

capacidad de infectar a las células, pero no es capaz de replicarse en ellas.

Vectores no virales (NVV): (Laffon, Valdiglesias y Pasaro Mendez, 2015) proponen que los métodos de
entrega fisicoquimicos o vectores no virales representan un intento de usar sistemas sintéticos para
imitar la funcidn de los virus como vehiculos de entrega de genes, por lo que en principio son vectores
y mas seguros desde el punto de vista de su riesgo bioldgico y patogenicidad. En este sentido, los
vectores no virales son conceptualmente indistinguibles de los farmacos a los que estamos
acostumbrados. (Morishita, Ryuichi, and Nakagami, Hironori, 2013) en su libro “Gene Therapy. Technologies

and Applications” dicen que, aungue los vectores virales ofrecen una mayor eficacia, los vectores no



virales, que suelen basarse en lipidos o polimeros cationicos, se han investigado intensamente durante
décadas como una alternativa atractiva. Los vectores no virales presentan ventajas como un perfil de
seguridad potencialmente mejorado, flexibilidad en el tamafio del gen entregado y menor

inmunogenicidad.

Endosomas: Pueden ser organelos citoplasmaticos estables o estructuras temporales formadas como
resultados de procesos intracelulares (endocitosis); se dividen en dos (tempranos y tardios). Los
endosomas tempranos se encuentran restringidos a una regién del citoplasma cercana a la membrana
celular. Sin embargo, un gran nimero de vesiculas que son originadas en los endosomas tempranos
viajan hacia estructuras méas profundas del citoplasma, estas son conocidas como endosomas tardios,

donde se convierten en lisosomas (Evered y Collins, 2009).

Transfeccion: Segin (Amir Al-Ahmed, 2014) es la entrega de ADN, ARN y macromoléculas en las
celulas objetivo del paciente. Es una técnica desarrollada originalmente para permitir que las células
infectadas capten ADN purificado en lugar de particulas virales o no virales intactas. En la terapia

génica, el ADN puede administrarse in vivo 0 ex vivo.

Endocitosis: Proceso por el cual las células capturan particulas del ambiente externo al penetrar la
membrana que consta las particulas que seran ingeridas. Se produce una intususcepcion, creando un
saco de agua que rodea el material ingerido. Dependiendo de la naturaleza de las particulas envueltas,
se pueden distinguir diferentes tipos de endocitosis. Tomado de (Evered y Collins, 2009) del libro

“Membrane Recycling”.

Fosfatidilcolina: Es uno de los principales lipidos de las membranas celulares animales, derivandose
de los fosfolipidos. Su principal sitio de sintesis es en el reticulo endoplasmatico, algo en la
mitocondria. Los mecanismos de exportacion se dan por las proteinas ABC, endocitosis / exocitosis
como parte de las lipoproteinas. Su transporte intracelular se da a través del envasado en lipoproteinas
(Evered y Collins, 2009).
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ANEXOS

ANEXO A: CODIGOS EN GNUPLOT PARA LA REPRESENTACION DE LA GRAFICA
ENERGIA VS TIEMPO

set xlabel "Tiempo (s)" font "TimesNewRomanl, 14"
set ylabel "Energia (kJ)" font "TimesNewRomanl, 14"
set title "Energy VS Time"font "TimesNewRomanl, 20"
set xrange [500:2500]

set yrange [-1000000:80000]

plot "RG Bicapa ADN H20.txt" using 1:2 1w 15 1t 6 w lp title "Energy",
"RG_Bicapa ADN H20.txt" using 1:2 1lw 10 1t 7 w lp title "Time"

ANEXO B: CODIGOS EN GNUPLOT PARA LA REPRESENTACION DE LA GRAFICA
TEMPERATURA VS PRESION

set xlabel "Temperatura (K)" font "TimesNewRomanl, 14"

set ylabel "Presién (bar)" font "TimesNewRomanl, 14"

set title "Temperature VS Pressure" font "TimesNewRomanl, 20"
set xrange [319.95:320.1]

set yrange [0.95:1.1]

plot "RG Bicapa ADN H20.txt" using 3:4 1w 5 1t 15 title "Presioén",
"RG Bicapa ADN H20.txt" using 3:4 title "Temperatura" with lines 1lw 3 1t
6

ANEXO C: CODIGOS EN GNUPLOT PARA LA REPRESENTACION DE LA GRAFICA
FUERZA VS DISTANCIA

Fuerza VS Distancia

set xlabel "Distancia (nm)" font "TimesNewRomanl, 14"
set ylabel "Fuerza (N/m)" font "TimesNewRomanl,14"

set title "Force VS Distance" font "TimesNewRomanl, 20"
set xrange [0:16]

set yrange [-10200:-9700]

plot "RG Bicapa ADN H20.txt" using 5:6 1w 8 1t 10 title "Distancia",
"RG Bicapa ADN H20.txt" using 5:6 title "Fuerza" with lines 1w 3 1t 12



