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RESUMEN

Se usé Charmm-GUI para construir cinco modelos moleculares de bicapas lipidicas que contienen
200 lipidos de Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y Dipalmitoilfosfatidilserina (DPPS) con
concentraciones de colesterol (CHL1) de 0, 15,30,50 y 70% para evaluar el comportamiento no
ideal (efecto de condensacion). Se realizaron una serie de simulaciones de Dindmica Molecular
usando Gromacs, para lo cual se realiz6 la minimizacion de energia y el equilibramiento de los
sistemas moleculares usando ensambles NVT y NPT a una temperatura de 315 K para un total de
10ns. Se determind las variables: area molecular, tension superficial y elasticidad de Gibbs para
cada modelo. A medida que aumenta la concentracion de colesterol disminuye el &rea molecular,
la tension superficial fluctGa. La presencia de colesterol afecta también la rigidez de las bicapas
lipidicas. Se evalug la elasticidad de Gibbs dando como resultado rigidez en la bicapa cuando esta
tiene 70% de colesterol en su composicion. El sistema con mayor flexibilidad fue la bicapa
lipidica con 30% de colesterol. EI comportamiento de la presion superficial y elasticidad de Gibbs
de las simulaciones con respecto a los resultados experimentales son semejantes, demostrando el
comportamiento no ideal del colesterol frente a los fosfolipidos afectando las propiedades de las
bicapas lipidicas y por ende la funcionalidad de las células. Se recomienda profundizar el estudio
de otros factores que determinan el comportamiento no ideal del colesterol frente a los

fosfolipidos en las bicapas lipidicas.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <BIOFISICA>, <BICAPA
LIPIDICA>, <DPPC>, <DPPS>, <COLESTEROL>, <EFECTO DE CONDENSACION>,
<COMPORTAMIENTO NO IDEAL> <DINAMICA MOLECULAR>, <AREA
MOLECULAR>,  <TENSION  SUPERFICIAL> ~ <PRESION  SUPERFICIAL>,
<ELASTICIDAD DE GIBBS>.
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ABSTRACT

Charmm-GUI was used to build five molecular models of lipid bilayers containing 200 lipids of
Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and Dipalmitoylphosphatidylserine (DPPS) with
cholesterol concentrations (CHL1) of 0, 15, 30, 50 and 70% to evaluate non — ideal behavior
(condensation effect). A series of Molecular Dynamics simulations were performed using
Gromacs, the energy minimization and the molecular systems equilibration were performed using
NVT and NPT assemblies at a temperature of 315 K for a total of 10 ns. The variables were
determined: molecular area, surface tension and Gibbs elasticity for each model. As the
cholesterol concentration increases, the molecular area decreases, the surface tension fluctuates.
The cholesterol level also affects the lipid bilayers hardness. The Gibbs elasticity was
evaluated, resulting in hardness in the bilayer when it has 70% cholesterol in its
composition. The system with the greatest flexibility was the lipid bilayer with 30% cholesterol.
The surface pressure and Gibbs elasticity behavior of the simulations in relation to the
experimental results are similar, demonstrating the non — ideal cholesterol behavior against
phospholipids affecting the lipid bilayers properties and cell functionality as well. It is
recommended to deepen the study of other factors that determine the non — ideal cholesterol

behavior versus phospholipids in the lipid bilayers.

Key words: <EXACT AND NATURAL SCIENCES>, <BIOPHYSICS>, <LIPID BILAYER>,
<DPPC>, <DPPS>, <CHOLESTEROL>, <CONDENSATION EFFECT>, <NON-IDEAL
BEHAVIOR>, <MOLECULAR DYNAMICS> <MOLECULAR AREA>, <SURFACE
TENSION>, <SURFACE PRESSURE >, <GIBBS ELASTICITY>.
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INTRODUCCION

La membrana celular es una estructura de consistencia fluida que recubre las superficies de las
células u organelos. Su importancia radica en que la célula requiere todos los nutrientes que se
encuentran en el medio extracelular; ademas, debe eliminar los desechos provenientes del

metabolismo y mantener el medio intracelular estable.

Estas membranas son denominadas como mosaicos fluidos debido a que estan compuestas por
diferentes componentes organicos (lipidos, proteinas y azlcares) y algunas macromoléculas
incluidas en la matriz fosfolipidica pueden rotar y desplazarse en la superficie de la membrana.

Uno de sus componentes, el colesterol, influye en la fluidez de las membranas.

A medida que la concentracion de colesterol aumenta o disminuye, existirdn cambios en las
propiedades de las membranas. El estudio de este fendmeno denominado comportamiento no

ideal de las capas lipidicas tiene gran importancia para comprender diversos procesos biol6gicos.

La simulacion de Dindmica Molecular (MD) se ha convertido en una técnica importante para
estudiar estos fendmenos en detalle atomico, ya que los recursos computacionales y los campos
de fuerza han permitido realizar simulaciones significativas de membranas lipidicas para

comprender mejor sus propiedades y funciones fisicas.

En este trabajo se realiza una evaluacion del comportamiento no ideal de una capa lipidica de
DPPC y DPPS con diferentes concentraciones de colesterol usando Dindmica Molecular para
corroborar como el colesterol influye en ciertas propiedades de las membranas celulares. Se
considera estos dos tipos de fosfolipidos debido a su presencia con mayor concentracion en

membranas celulares eucariotas.



CAPITULO |

1 MARCO REFERENCIAL

1.1 Identificaciéon del Problema

Las membranas bioldgicas cumplen un papel importante en la funcionalidad y estructura de
células eucariotas y procariotas. Por lo general, estas membranas estan compuestas por azlcares,
proteinas y lipidos; estos Gltimos forman parte de la zona mas fluida de las membranas, las capas

lipidicas.

Los fosfolipidos y el colesterol son los lipidos que conforman las capas lipidicas. El colesterol
contribuye a la estabilidad y organizacion de los fosfolipidos, por lo que en ausencia de este lipido
muchas de las funciones de la membrana no podrian llevarse a cabo. Esta contribucion es

fundamental, siendo objetivo de muchas investigaciones en los Ultimos afos.

Un minimo cambio de la concentracién del colesterol dentro de la membrana supone propiedades
diferentes en el comportamiento de los fosfolipidos. En varios estudios de monocapas y bicapas

lipidicas, el colesterol muestra un comportamiento no ideal en su interaccion con los fosfolipidos.

Existen varios modelos experimentales que explican este comportamiento, pero no con mayor
precision, ademas de que la variacion de concentracion de este lipido supondria cambios
biolégicos y fisicos en todo el organismo, por lo que hasta hoy en dia se sigue buscando una

explicacion.

En el Ecuador, no se han realizado estudios experimentales en biofisica de las membranas debido
a la falta de laboratorios adecuadamente equipados, por lo que se busca realizar este tipo de
investigacion con simulacion en Dindmica Molecular para poder contrastar con estudios

experimentales anteriormente realizados.

1.2 Formulacién del Problema

¢Se puede demostrar el comportamiento no ideal de una bicapa lipidica de DPPC y DPPS con

diferentes concentraciones de Colesterol usando Dindmica Molecular?



1.3 Justificacion del Problema

Con este trabajo de investigacion se pretende evaluar el comportamiento no ideal de una bicapa
lipidica de DPPC y DPPS con diferentes concentraciones de Colesterol usando Dinamica
Molecular, lo cual aportara en los conocimientos sobre los efectos que tiene el colesterol sobre la
bicapa lipidica como condensar a los fosfolipidos e influir en otras propiedades de la bicapa.

La presente investigacion es factible ya que se cuenta con el apoyo del Grupo Ecuatoriano de
Investigacion Experimental y Teorica de Nanosistemas (GETNano) de la ESPOCH. Ademas,

cuenta con los equipos y software necesarios junto con el recurso humano capacitado.

Esta investigacion también satisface el objetivo 4 del Plan Nacional del Buen Vivir:
“FORTALECER LAS CAPACIDADES Y POTENCIALIDADES DE LA CIUDADANIA”,
enfatizando en el articulo 6 “Promover la interaccion reciproca entre la educacion, el sector
productivo y la investigacién cientifica y tecnoldgica, para la transformacién de la matriz
productiva y la satisfaccion de necesidades” y el articulo 9 “Impulsar la formacion en areas de

conocimiento no tradicionales que aportan a la construccion del Buen Vivir”.

1.4 Antecedentes

El colesterol es un componente importante en las membranas biolégicas eucariotas. Gracias a
décadas de investigacion, se sabe que el colesterol influye sobre la estructura y la Dinamica de

las bicapas lipidicas.

En 1925, se realizaron estudios experimentales con respecto a la influencia fisioldgica del
colesterol en la modificacién del comportamiento de la lecitina, en peliculas que contenian una
solucion de ambas sustancias. Se observé un comportamiento no ideal, donde el area molecular
disminuye en presencia del colesterol (Leathes, 1925: pp. 853-856). Este comportamiento no ideal se
denomina efecto de condensacién y ha sido investigado por muchos afios para comprender
mecanismos como la fluidez de la membrana y la modulacion de la funcion de las proteinas de

membrana debido a su relacion con la importancia del colesterol (McConnell et al., 2003: pp. 159).

En 1998, se efectué una Investigacién de Dindmica Molecular de los efectos del colesterol a
presion constante en una bicapa de Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) para examinar los efectos
del colesterol sobre la estructura global de la bicapa y las conformaciones de la cadena
hidrocarbonada de DPPC, también enfocandose con cierto detalle en los efectos del colesterol

sobre la estructura y las propiedades eléctricas de la interfaz membrana / agua, el empaque de las

3



cadenas de hidrocarburos y la escala de picosegundos de tiempo de las moléculas de lipidos
completas, asi como la dinamica de los reajustes conformacionales en el interior de la bicapa. Se
construy6 una bicapa de DPPC que contenia 12,5% moles de colesterol a 50°C empleando campos
de fuerzas validados en trabajos previos. Se observd cambios globales en las dimensiones de la
bicapa. El andlisis sugirio que en el interior de la bicapa, el colesterol a concentraciones
consideradas no afecta significativamente las conformaciones y el empaquetamiento de las cadenas

hidrocarbonadas (Tu et al., 1998: pp. 2147-2156).

En 2003, para investigar las interacciones microscopicas entre el colesterol y los lipidos en
membranas biologicas, se realiz6 una serie de simulaciones de Dinamica Molecular de
membranas grandes con diferentes niveles de contenido de colesterol. Las simulaciones en
GROMACS se extendieron a 10 ns, y se realizaron con bicapas de dipalmitoilfosfatidilcolina
hidratada (DPPC). Las bicapas contenian 1024 lipidos de los cuales 0-40% eran colesterol y el
resto DPPC. Los efectos del colesterol sobre la estructura y la dindmica mesoscépica de la bicapa
fueron monitoreados en funcién de la concentracion de colesterol. Los principales efectos
observados son un ordenamiento significativo de las cadenas de DPPC (monitorizado por
parametros de orden de tipo NMR (Resonancia Magnética Nuclear)), una fraccion reducida de
enlaces de tipo gauche, una superficie por lipido reducida, menos ondulaciones correspondientes
a un mayor modulo de flexién para la membrana, fluctuaciones del area méas pequefias y una
reduccion de la difusion lateral de los lipidos DPPC asi como de colesterol (Hofs4R et al., 2003: pp.
2192-2206).

En el 2009, en Estados Unidos se realizé un estudio del efecto del colesterol sobre la estructura
de una bicapa fosfolipidica. Se desarroll6 un modelo mesoscopico de agua-lipido-colesterol
tomando en cuenta las interacciones hidrofdébico-hidrofilicas y la estructura de las moléculas. El
sistema contenia 100000 moléculas de agua para un total de 4000 moléculas de colesterol.
Calcularon el diagrama de fase de dimiristoilfosfatidilcolina-colesterol mediante el uso de
dinamica de particulas disipativas (DPD) y mostraron que el modelo predice muchas de las
diferentes fases que se han observado experimentalmente. En acuerdo cuantitativo con datos
experimentales, el modelo también muestra el efecto de condensacién; al agregar colesterol, el
area molecular disminuye mas de lo que se esperaria de una mezcla ideal. Los calculos mostraron
que este efecto es maximo cerca de la temperatura de transicion de la fase principal, latemperatura
mas baja para la cual la membrana esté en la fase liquida, y esté directamente relacionada con el
aumento de esta temperatura de transicion de la fase principal al agregar colesterol. Se demostrd
que no se observa condensacion si se cambia ligeramente la estructura de la molécula de colesterol
afiadiendo un grupo de cabeza hidrofilico adicional o si se disminuye el tamafio de la parte

hidrofobica del colesterol (de Meyer et al., 2009: pp. 3654-3658).
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Enel 2015, en Bogota se realizé un trabajo de Grado titulado Bio — Membranas: una aproximacion
via Simulaciones computacionales con el objetivo de estudiar las propiedades mecéanicas de
superficie de biomembranas en particular la tension superficial, utilizando Dindmica molecular.
Se simulé una monocapa de 45 DPPC y 2750 moléculas de agua tipo TIP3P mediante GROMACS
y VMD. En el sistema se observo que la densidad evidencia un comportamiento de homogeneidad
e isotropia. La tensidn superficial evidencia un comportamiento estable y uniforme a lo largo de

la simulacion (Quemba et al., 2015: pp. 65-85).

En el Ecuador no hay evidencias de estudios de este tipo por lo gque, mediante Dinamica
Molecular, con el apoyo del GETNano-ESPOCH se realizara una evaluacion del comportamiento
no ideal de una bicapa lipidica de DPPC y DPPS con diferentes concentraciones de Colesterol

usando Dinamica Molecular.

1.5 Objetivos

15.1 Objetivo general

= Evaluar el comportamiento no ideal de una bicapa lipidica de DPPC y DPPS con diferentes

concentraciones de Colesterol usando Dindmica Molecular.

1.5.2  Objetivos especificos

= Construir cinco modelos moleculares de bicapas lipidicas de DPPC y DPPS con diferentes
concentraciones de Colesterol.

= Utilizar software de modelado molecular y Dindmica Molecular para modelar las cinco
bicapas lipidicas de DPPC y DPPS con diferentes concentraciones de colesterol.

= Determinar propiedades como tensién superficial, a&rea molecular y elasticidad de Gibbs de
las bicapas lipidicas de DPPC y DPPS con diferentes concentraciones de Colesterol usando
Dinémica Molecular.

= Comparar resultados obtenidos con datos experimentales.



CAPITULO II

2 MARCO TEORICO

2.1 Dinamica Molecular

La Dindmica Molecular (MD, Molecular Dynamics) es un tipo de simulacion molecular
computacional que permite analizar el comportamiento o evolucidn de un sistema (fisico, quimico
0 bioldgico) a través del tiempo (Lozano Aponte et al., 2014: pp. 86), para generar las trayectorias de un
sistema compuesto de N particulas por integracion numérica directa de las ecuaciones de
movimiento de Newton, con especificaciones de un potencial de interaccion interatomico de
condiciones iniciales y de frontera adecuadas. MD es un método de modelado y simulacion a
nivel atomistico cuando las particulas en cuestion son los 4&tomos que constituyen el material o

sistema de estudio (Cai et al., 2012: pp. 250).

La simulacion de Dinamica Molecular cuenta con distintos pasos mostrados en el siguiente

esquema:
Generar | Definir caja y — |  Afadiriones [—| Minimizacion de energia
topologia solvente

Equilibrio — Produccion y andlisis

Figura 1-2: Esquema de una simulacion de Dinamica molecular.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Generar topologia. El sistema inicial construido solamente nos indica las coordenadas, al generar
la topologia describe el sistema en términos de tipo de dtomos, cargas enlaces, parametros de

interaccion, etc.

Definir caja y solvente. Antes de agregar el solvente se debe definir las condiciones de frontera
para la simulacion del sistema. El solvente se acopla al tipo de caja. Estos dos pardmetros

dependen del campo de fuerza a aplicar.

Afiadir iones. Se afiade iones al sistema para neutralizarlo.
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Minimizacion de energia. Las estructuras iniciales creadas poseen energias muy altas por lo que
se utiliza algoritmos para calcular fuerzas y posiciones originales, con el objetivo de minimizarlas

y se aproximen a lo real.

Equilibrio. Resolucion de las ecuaciones de movimiento hasta que las propiedades de sistema no

cambien con el tiempo y permanezcan estables o en equilibrio.

Produccion y analisis. Mediciones que se utilizan para los calculos computacionales. Existen

varios tipos de analisis que son Utiles para los sistemas de bicapas lipidicas.
2.1.1 Principio Fisico

Las simulaciones de MD resuelven las ecuaciones de movimiento de Newton para sistemas de N
particulas que interactian (Abraham et al., 2014: pp. 3). La ecuacion estd descrita de la siguiente

manera.:

azri

Donde m; es la masa de la particula i, r; las coordenadas de la particula i. Las fuerzas F; son

derivadas negativas de una funcién de potencial V(ry, 1y, ..., 1y):

v
LT o [2]

La integracién de la ecuacion es realizada en pequefios pasos de tiempo con varios métodos de
simplificacion para su resolucion, debido a su complejidad por su dependencia de las coordenadas

de cada atomo (Barragén, 2015: pp. 6).

2.1.2  Algoritmos de integracion numérica

El objetivo de las simulaciones de Dindmica molecular es resolver las ecuaciones del movimiento
(véase ecuacion 1) para asi obtener una trayectoria del sistema en funcion del tiempo. Para
calcular las posiciones y velocidades de cada atomo en un instante de tiempo se usa algoritmos
numéricos (numerical integrators). Los més utilizados son el algoritmo del salto de rana (leap-
frog algorithm) y el algoritmo de velocidad-Verlet (velocity Verlet algorithm) (Serrano, 2013: pp. 8-

9).



2.1.2.1 Leap frog integrator

El algoritmo del salto de la rana usa las posiciones x; en el instante t y las velocidades v; en el
. 1 R - R
instante t — EAt. Se actualizan las posiciones y velocidades usando las fuerzas F;(t)

determinadas por la posicion en el instante (Serrano, 2013: pp. 8-9):

<t+1At)_ <t+1At>+AtF t
Vi SAt)=v 5 m i) [3]

2.1.2.2 Velocity Verlet integrator

En el algoritmo de velocidad-Verlet las posiciones y velocidades en instante t se usan para integrar

las ecuaciones de movimiento del siguiente modo (Serrano, 2013: pp. 8-9):

At?
xi(t + At) = xi(t) + Atvi(t) + ﬁFl(t)
i

2

At
v;(t + At) :vi(t)+2—mi[Fi(t)+Fi(t+At)] [4]

2.1.3 Campos de Fuerza (Force Fields FF)

Un campo de fuerza es una funcion de energia potencial que describe las interacciones entre los
atomos mediante un conjunto de términos enlazantes y términos no enlazantes mostrados en la
Tabla 1-2. La representacion mas generalizada del campo de fuerza molecular esta dada por un

potencial efectivo para un sistema de n — atomos de la siguiente manera:

1 1
V(Tl,TZ, ...,Tn) = Zsz[b - bo]z + 2 EKG[H - 90]2

str angles

1 1
+ Z 5K5[5—50]2+ Z §K¢[1+cos(ng0—6)]2

impropers dihedrals
12 6
i Ty 4meyty;
nonbond y y 0% [ S ]



Tabla 1-2: Descripcion de términos de la expresion generalizada del Campo de Fuerza molecular.

TERMINOS ENLAZANTES

Describe el cambio de energia potencial causado por el cambio de enlaces

Estiramiento covalentes entre dos atomos. EI campo de fuerza de macromoléculas se

Z Ky [b — by]? representa con un término arménico. Donde K, es la constante de fuerza
b — Yo

Str de enlace, y b — by es la distancia de equilibrio desde que el &tomo se ha

movido (ver Figura 2-2(a)).

Angulos Describe la energia potencial causada por el cambio de angulos formados

Z Ko [0 — 6,2 entre enlaces covalentes vecinos. Donde Ky es la constante de fuerza de
olb — b

angles angulo,y 6 — 6, es el angulo de equilibrio entre 3 &tomos enlazados (ver

Figura 2-2(b)).

Describe la rotacién de los atomos alrededor de un enlace, es importante

Angulos de Torsion o Diedros - . .
9 para describir la conformacion de la molecula. Donde K, es la constante

Kp[1 + cos(ng — &) de fuerza de diedro, n es la multiplicidad de la funcion, ¢ es el angulo
dihedral
e diedroy § es el desplazamiento de fase (ver Figura 2-2(d)).

) ) ) Donde K es la constante de fuerzay & — &, es el angulo plano. Describe
Diedros impropios . ) )
el movimiento fuera del plano de &tomos en una molécula planar. Se

— 12 ) . . . . .

Kel§ = Sol definen diedros impropios cuando se quieren mantener ciertos grupos en
impropers
un mismo plano o configuracién determinada (ver Figura 2-2(c)).

TERMINOS NO ENLAZANTES

Las interacciones de van der Waals se describen por el potencial de
Lennard — Jones . . .
Lennard Jones donde € es la profundidad del pozo y 7;; es la distancia entre

Roo N2 /R . \6

min;; min;; , , . ;. . .

€ [( ”) - ( & dos particulas. EI término Ry, N0 es el minimo de potencial, sino donde
rU rij

nonbond el potencial de L-J cruza el eje (es decir, cero) (ver Figura 2-2(e)).

Coulomb La interaccion electrostatica se produce por la distribucion entre dos
445 cargas puntuales q; y q; , donde &, es la permitividad del vacio y r;; es la
elec —
4meory; distancia entre i y j (ver Figura 2-2(e)).

Fuente: Barragan, 2015: pp. 9-10. (Evaluacion del campo de fuerza CHARMMZ27 implementado en NAMD para la simulacién de
ADN G-cuadruple tetramoleculares y paralelos).

Los primeros cuatro términos (enlazantes) estan construidos de tal manera que permitan preservar
la estereoquimica de las moléculas, es decir, se garantiza que la arquitectura fundamental de la
biomolécula con ayuda de las restricciones de caracter espacial emule los movimientos de una
molécula. Los ultimos términos (no enlazantes) corresponden a las interacciones de Van der

Waals y Coulomb respectivamente entre pares de iones (Quemba et al., 2015: pp. 10).



Potencial de atomos con enlace
(bonded) (a) Bt

(b)
(c)
(d)
Potencial de atomos sin enlace
(Non-bonded)
(e)

(f)

Figura 2-2: Esquema de los términos de los campos de fuerzas.

Fuente: (Quemba etal., 2015: pp. 10). Bio - Membranas: Una Aproximacion Via

Simulaciones Computacionales.

2.1.4 Interacciones Electrostaticas

Para las simulaciones biomoleculares existen técnicas principales para calcular las interacciones
electrostaticas, una de ellas es la técnica basada en el “Cut off”, donde se considera una pequena
zona de interaccion para las particulas, la misma que se la considera como esfera con un radio de

10 a 15 A centrada en la particula a estudiar (Quemba et al., 2015: pp. 7).

La técnica de las sumas de Ewald resume las interacciones de largo alcance entre particulas y
todas sus imagenes infinitas en el espacio de Fourier. Se basan en la division de la energia
potencial de interaccion. Transforma una serie lenta y condicionalmente convergente, en la suma
de dos series rapidamente convergentes mas un término convergente. Un método mejorado es el
llamado Particula Malla Ewald (PME) desarrollado para acelerar el calculo de la parte potencial

electrostatico en el espacio reciproco de la suma de Ewald (Toukmaji et al., 1996: pp. 73-92).
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2.1.5 Condiciones de frontera

Para todo sistema durante una simulacion de MD se impone condiciones de frontera, es decir,
cualquier limite o restriccion geométrica o termodindmica forzada para poder realizar
comparaciones directas con experimentos. Se puede distinguir entre limites fuertes y débiles, en
términos de condiciones de frontera. Las primeras representan una restriccion en un punto exacto
del tiempo durante la simulacion (instante observable). Los limites débiles representa una
restriccion en el valor promedio de un observable, es decir, permite que el valor instantaneo

correspondiente fluctue alrededor del promedio especificado (Quemba et al., 2015: pp. 12-13).

2.1.6 Ensambles

En mecénica estadistica se define a un ensamble como un conjunto hipotético de sistemas
termodindmicos con caracteristicas similares permitiendo realizar un andlisis estadistico del

conjunto. Existen varios tipos de ensambles dependiendo del enfoque del problema a estudiar:

Ensamble Microcanonico. Se trata de un sistema adiabaticamente aislado donde la energia E,
numero de particulas N y volumen V permanecen constantes (Vesely, 2015).

Ensamble Candnico. Describe un sistema en equilibrio térmico, es decir, mantiene la
temperatura T constante, asi también el volumen V. La energia E Unicamente se intercambia con

el exterior en forma de calor (Vesely, 2015).

Ensamble Isotérmico — Isobarico. La temperatura T y la presion P se mantiene constante.
Describe sistemas en contacto con termostato a una temperatura T y barostato a presion P ( Cai,

2011: pp. 3).

2.2 Membranas biol6gicas

Para mantenerse vivos, todos los seres vivos necesitan membranas. Las membranas son barreras
gue dan a las células sus limites externos (membranas plasmaticas) y sus compartimentos internos
(orgénulos). Al ser selectivamente permeables, las membranas controlan el movimiento de
sustancias dentro y fuera de las células, regulando la composicién del fluido dentro de las células
individuales. Las membranas controlan el flujo de informacién entre las células ya sea por
reconocimiento de moléculas de sefial recibidas de otras células, o enviando sefiales quimicas o

eléctricas a otras células (Brown, 1996: pp. 1).
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Por ultimo, las membranas estan involucradas en la captura y liberacion de energia - la fotosintesis
y la fosforilacion oxidativa tienen lugar en las membranas. Las membranas biolégicas son, por lo
tanto, mas que una barrera o cubierta inerte: juegan un papel activo en la vida de la célula (Brown,

1996: pp. 1).

2.2.1 Componentes de la membrana

Las membranas bioldgicas estan formadas por tres componentes principales: lipidos, proteinas y
azucares. Todas las membranas tienen una estructura general comun (ver Figura 3-2), en la cual
la membrana conformada por dos capas de moléculas de lipidos (una superior y otra inferior)

tienen proteinas incrustadas en ellos (Brown, 1996: pp. 1-4).

La estructura es altamente fluida; la mayoria de las moléculas de lipidos y proteinas pueden
moverse en el plano de la membrana. Las moléculas de lipidos y proteinas se mantienen unidas
principalmente por interacciones no covalentes. Los azUcares se unen por enlaces covalentes a
algunas de las moléculas de lipidos y proteinas. S6lo se encuentran en un lado de la membrana:
por ejemplo, en la superficie exterior de la membrana plasmatica (Brown, 1996, pp. 1-4).

Dentro de las membranas biolégicas se encuentran en mayor cantidad tres tipos de lipidos:
glucolipidos, fosfolipidos y el colesterol. Estos cumplen diferentes funciones dentro de las
membranas. Los tres tipos son anfipaticos, es decir, tienen un extremo hidrofilico (polar o «que

se siente atraido por el agua») y un extremo hidrofdbico (no polar o «que rehuye el agua»).

Azucar unido a lipido

Azucar unido a ]

s
proteina T .. .=
1)

Proteina

Bicapa
> Lipidica

J

Colesterol

it bl

Proteina

%
1

Figura 3-2: Representacion esquematica de una membrana bioldgica.

Fuente: (Brown, 1996: pp. 2). How membranes are organized.
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2.2.1.1 Glucolipidos

Los glucolipidos es un componente menor de las membranas, se encuentran en la hoja externa, y
las moléculas de hidratos de carbono quedan expuestas en la superficie celular (Kierszenbaum et al.,
2012). Al igual que los fosfolipidos, los glucolipidos tienen en su estructura glicerol o esfingosina
unido a cadenas de acidos grasos (ver Figura 4-2). La diferencia es que estos tienen azticar como

la glucosa o galactosa en lugar del grupo fosfato (Brown, 1996, pp. 3-4).

Cabeza hidréfila

Glicerol

I—

)T

:

Acido graso
Acido graso

Cola hidrofoba <

L L

Figura 4-2: Estructura de una molécula de
glucolipido.
Fuente: (Brown, 1996, pp. 4)

2.2.1.2 Fosfolipidos

Los fosfolipidos son los lipidos mas abundantes dentro de la membrana. Tienen un grupo de
cabeza polar y dos colas que son generalmente acidos grasos, que pueden diferir en longitud. Por
lo general, una cola puede tener uno 0 mas dobles enlaces cis (insaturada), mientras que la otra
cola no (saturada). En la Figura 5-2 se muestra un ejemplo de una molécula de fosfolipido, la
fosfatidilcolina, representada primero esquematicamente, segundo mediante formula y tercero
como un modelo de esferas. También muestra que el doble enlace crea un pliegue. Estas
diferencias entre colas son importantes porque influyen en la capacidad de compactarse los

fosfolipidos entre si, afectando la fluidez de la membrana (Alberts et al., 2002).
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cabeza polar Fosfato

7| Cabeza hidrofilica
Cola hidrofébica
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Cola no polar

Figura 5-2: Partes de una molécula de fosfolipido.
Fuente:(Alberts et al., 2002). The lipid bilayer.

Los cuatro fosfolipidos fundamentales en la membrana plasmatica son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y esfingomielina (ver Figura 6-2). Representan mas de la

mitad de los lipidos en la mayoria de las membranas (Kierszenbaum et al., 2012).
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|
O 0 0 OH 0

Ch 4_.—(|'| {—CH; Ch lg—(lfl i—CHa (l’l |_-—(| H—CH2 Ti | —CH—CH2
f | '
O (l) (l) (I) (|) (I) ("]I I NH
[ |
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Fosfatidiletanclamina Fosfatidilserina Fosfatidilcolina Esfingomielina

Figura 6-2: Estructura de fosfolipidos principales en membranas

plasmaticas de mamiferos.
Fuente: (Alberts et al., 2002). The lipid Bilayer.

Por ser anfipaticos, en entornos acuosos se organizan automaticamente para formar bicapas. Si se

dispersan en agua, obligan a las moléculas de agua a reorganizarse en nuevas estructuras rodeando
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a las moléculas hidréfobas. Las moléculas de los fosfolipidos se alinean con sus colas en el interior
y exponen sus cabezas hidrdfilas al exterior. Dependiendo de su forma, pueden empaquetarse de
distintas maneras expuestas en la Figura 7-2: como (a) micelas esféricas y pueden formar (b)

laminas biomoleculares o bicapas (Alberts et al., 2002).

Forma de la Empaquetamiento
molecula de de los lipidos
un lipido .

\’l’ Micela lipidica

_ m ml
K o

(a)

Figura 7-2: Disposicién de empaquetado de moléculas de lipidos en un

entorno acuoso.
Fuente: (Alberts et al., 2002) . The lipid Bilayer.

2.2.1.3 Colesterol

El colesterol (CHL1) es una molécula de ciclofentanoperhidrofenantreno (esterano), con cabeza
polar (grupo hidroxilo) y cola no polar (ver Figura 8-2); se encuentra presente en células de
animales vertebrados, siendo uno de los componentes principales de las membranas plasmaticas

(Argueso Armesto et al., 2011: pp. 9).

OH
A . > ]Grupo de cabeza polar
/T \ AR
ki 20 (
f,‘.“—“(‘ CH, Estrcutura |} { s
'\’; 3 rigida del| { (
— \> anillo de '~—~\ p

/
{CHy CH, esteroides

)
/ i
S cH o
(IIHJ Cola de
e hidrocarburo
?H7 no polar
/'C\H
CHy CHy

Figura 8-2: Estructura quimica del Colesterol.
Fuente: (Alberts et al., 2002). The lipid Bilayer.
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El colesterol desempefia funciones esenciales para el buen funcionamiento de la membrana
celular. Regula las propiedades fisicas como la organizacion de los lipidos y el comportamiento
de las fases. Ademas, regula la fluidez de la membrana y su resistencia mecanica (Redondo-Morata
et al., 2012: pp. 12851).

Se encuentra con abundancia en las membranas de los eritrocitos, otras membranas plasmaticas
y diversos compartimientos celulares de eucariotas como se muestra en la Tabla 2-2 (Eeman et al.,

2010: pp. 721).

Tabla 2-2: Porcentaje de lipidos totales en peso.

Lipidos Membrana | Membrana Mielina | Mitocondria | Reticulo E. Coli

plasmética | plasmatica de (membranas | endoplasmatico

de células glébulos interiores y

hepéticas rojos exteriores)
Colesterol 17 23 22 3 6 0
Fosfatidiletanolamina | 7 18 15 25 17 70
Fosfatidilserina 4 7 9 2 5 Rastro
Fosfatidilcolina 24 17 10 39 40 0
Esfingomielina 19 18 8 0 5 0
Glucolipidos 7 3 28 Rastro Rastro 0
Otros 22 13 8 21 27 30

Fuente: Alberts et al., 2002. (Molecular Biology of the Cell).

2.2.2 Bicapa lipidica

Es importante recordar dos aspectos generales de la bicapa de fosfolipidos:

= Laestructura de los fosfolipidos explica su funcién en la membrana como barreras entre dos
compartimentos acuosos. Las cadenas de acidos grasos hidréfobos en el interior de la bicapa
fosfolipidica son responsables de que las membranas sean impermeables a las moléculas

hidrosolubles (Kierszenbaum et al., 2012).

= La bicapa de fosfolipidos es un liquido viscoso. Las largas cadenas hidrocarbonadas de los
acidos grasos de la mayoria de los fosfolipidos estan agregadas de forma laxa y se pueden
desplazar en el interior de la membrana. Por tanto, los fosfolipidos y las proteinas pueden
difundirse lateralmente por la membrana para que ésta pueda realizar sus funciones

fundamentales (Kierszenbaum et al., 2012).
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Las bicapas lipidicas son consideradas como cristales liquidos. Como cristales debido a que los
fosfolipidos se disponen como una matriz ordenada con sus cabezas polares hacia el exterior y
sus cadenas de &cidos grasos hacia el interior; son liquidos porque a pesar de la disposicion
ordenada de las moléculas, sus cadenas hidrocarbonadas se encuentran en constante movimiento.
Tal movimiento le da a la bicapa la propiedad de fluido bidimensional (Solomon et al., 2007: pp. 109).
Esto significa que una molécula de fosfolipido es libre de moverse lateralmente (ver Figura 9-2).

Como en un cristal liquido, se realiza una combinacion de alta ordenacion con fluidez y labilidad,
asegurando el cumplimiento de las funciones fundamentales de las membranas. Las propiedades
cristalinas liquidas se evidencian debido a que los lipidos se encuentran fundidos a temperatura

fisioldgica (Volkenshtein, 1985: pp. 361).

Existe un caso especial de movimiento que experimentan los lipidos denominado difusién
transversal o flip-flop. Esto ocurre cuando un lipido rota en el plano de la bicapa seguida de su
traslacién perpendicular al plano de la bicapa (ver Figura 9-2). La difusion transversal es un
proceso muy lento (posiblemente puede tardar dias) y es energéticamente desfavorable ya que el
paso de la cabeza polar a través del centro hidrofdbico de la bicapa es forzado. No obstante, el
colesterol puede experimentar un rapido flip-flop (< 1s?) entre las dos capas de la bicapa lipidica
(Mller et al., 2002: pp. 1418-1428).

Difusion
rotacional

(lj Difusion lateral
»

Difusion transversal

Figura 9-2: Esquema de la Dindmica de los lipidos de membrana.

Fuente: (Eeman etal., 2010: p.722). From biological membranes to biomimetic model

membranes.
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2.2.2.1 Fluidez de una bicapa lipidica

La fluidez depende de la composicion quimica de los fosfolipidos, la temperatura y el colesterol.
A temperaturas bajas la bicapa lipidica es bastante rigida debido a que las colas de hidrocarburos
de los lipidos se agrupan reducidamente para disponerse de manera ordenada (estado gel). A
medida que aumenta la temperatura, las moléculas de lipidos vibran méas rapido, haciendo que la
bicapa se “derrita”, disponiéndose de manera desordenada (estado liquido). La temperatura en la
gue se funde la bicapa lipidica se denomina Temperatura de Transicion, dentro de un rango de 10

— 40°C (Brown, 1996: pp. 11-12).

Otro factor es la composicién quimica de los lipidos. La bicapa lipidica se encuentra a una
temperatura de transicion menor, es decir, la bicapa es mas fluida debido a que las colas de los
lipidos son cortas o0 en su composicién tiene doble enlaces. Las cadenas al ser cortas interactdan
menos entre si, por lo que necesitan temperaturas mas bajas para fundir la bicapa. las dobles
enlaces hacen que las cadenas sean mas dificiles de agrupar e incrementa la fluidez de la bicapa

(Brown, 1996: pp. 11-12).

La concentracién de colesterol afecta a la fluidez de la bicapa debido a la ubicacién del grupo
hidroxilo del colesterol cerca de las cabezas de los fosfolipidos, y sus anillos hidréfobos y cadena
lateral estan incrustados dentro de las cadenas de acidos grasos del interior de la membrana. La
estructura rigida de anillos de esteroide interactGa con las regiones cercanas de las colas de los
lipidos y las endurece provocando que la bicapa sea menos fluida. Las membranas eucariotas
contienen una molécula de colesterol por cada dos moléculas de fosfolipidos (Brown, 1996: pp. 11-

12).

2.3 Efecto de condensacion del colesterol en bicapas lipidicas

Una propiedad que hace que el colesterol sea Unico entre las moléculas de lipidos es su efecto
condensador sobre los fosfolipidos en las mezclas. Este efecto se descubrid por primera vez en
experimentos de monocapa en la interfaz aire-agua (Leathes, 1925; Demel et al., 1967; Phillips, 1972)
donde se descubrid que el area por fosfolipido disminuia en presencia de colesterol. El efecto

correspondiente también se encontro en las bicapas lipidicas (Hung et al., 2007: pp. 3960).
Claramente, el efecto de condensacion es mas que la interaccion molecular entre el colesterol y

los fosfolipidos. En las monocapas, el colesterol hace que el area por fosfolipido disminuya de

manera no ideal (Leathes, 1925; Demel et al., 1967; Phillips, 1972). Este fenémeno puede ser evaluado
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mediante una serie de pardmetros simulados mediante MD, algunos de ellos descritos a

continuacion.

2.3.1 Areamolecular

El efecto de condensacion del colesterol puede ser cuantitativamente descrito en términos de area
por molécula promedio, el cual refleja la organizacion molecular dentro de una bicapa lipidica
(Alwarawrah et al., 2010: pp. 7516-7523). Para una bicapa lipidica pura el calculo del area por molécula

se puede obtener mediante la ecuacién [6]:

A(x)
Niipias [6]

area per lipid =

Donde A(x) es area de la monocapa. N4, €s el nimero total de lipidos en la monocapa.

Para bicapas lipidicas mixtas se han desarrollado varios métodos con el propdsito de calcular el
area molecular y el area del colesterol de una simulacion de MD. Estos métodos se han aplicado
a varias bicapas de fosfolipidos y a diferentes fracciones molares de colesterol, asi como a

diferentes temperaturas del sistema (Hofsag et al., 2003; Edholm et al., 2005).

Uno de los métodos que se aplica es el analisis de VVoronoi en dos dimensiones para encontrar
area molecular promedio y por colesterol (Shinoda et al., 1998; Guixa-Gonzélez et al., 2014); el diagrama
de Voronoi de un conjunto de puntos en el plano es la divisién de dicho plano en diferentes
regiones, donde a cada punto se le asigna una region del plano formada por los puntos que son

mas cercanos a él (Grima, 2017).

El area de cada molécula de lipido esta definida por un poligono de Voronoi, por lo que el

diagrama tendria un aspecto como el de la Figura 10-2:

Figura 10-2: Diagrama de VVoronoi.

Fuente: (Grima, 2017). El diagrama de Voronoi, la forma

matematica de dividir el mundo.
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2.3.2 Tension Superficial

Se denomina tension superficial de un liquido, y (mN/m) a la cantidad de energia necesaria para
aumentar su superficie por unidad de area. Esta definicién implica que el liquido tiene una
resistencia para aumentar su superficie. La tensién superficial del agua es alrededor de 73 mN/m

a 20°C, que es un valor alto comparado con otros liquidos (Ramirez, 2014: pp. 24-25).

La adicion de moléculas anfipéticas sobre una interfase aire-agua reduce la tension superficial del
agua. Las moléculas de una sustancia anfipatica insoluble en agua (Figura 11-2) se extienden y
disponen en la superficie del liquido, generalmente agua, formando una capa molecular. Puesto
que el grosor de la pelicula es del orden de la longitud de la molécula, se obtiene una pelicula de

grosor nanométrico (Ramirez, 2014: pp. 24-25).

Cabeza polar

Figura 11-2: Esquema de moléculas dispuestas en una interfase aire-agua.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

En simulaciones computacionales la tension superficial se calcula a partir de las componentes

diagonales del tensor de presién como se muestra en la ecuacion [7]:

Ys = hy (Pzz - (Pxx "2' Pyy)) [7]

Donde h, es la componente Z del tamafio de la caja. P,, es el valor de la presién normal a la

Pyx+P: ., .
monocapa. (%) es la presién tangencial de la monocapa.

Por lo tanto, la tension superficial es la diferencia entre la presion normal y lateral de la capa

lipidica (Rose etal., 2008: pp. 71-72). En la configuracion de la simulacién, existen dos tipos de
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interfases que tienen tension superficial. Estas son la interfaz lipido/agua y la interfaz agua/vacio

(Rose et al., 2008: pp. 71-72).

Cuando el area para la monocapa es grande, la distancia entre moléculas adyacentes es grande y
sus interacciones son debiles. La monocapa puede considerarse como un gas en dos dimensiones.
Bajo estas condiciones la monocapa tiene un pequefio efecto en la tension superficial del agua. Si
el area superficial de la monocapa es reducida, las moléculas empiezan a ejercer un efecto
repulsion sobre las otras (Rose et al., 2008: pp. 71-72). Este andlogo es llamado presion superficial m,

y es dado por la siguiente ecuacion

T=%Yo " VYm [ 8 ]
Donde y, es la tension superficial agua/aire y y,, es la tension superficial de la monocapa.
2.3.3 Elasticidad de Gibbs

También llamado médulo de compresion de equilibrio nos cuantifica la rigidez o flexibilidad de
la monocapa. Sus unidades son mN/m. Esta relacionado a la capacidad de las interfases para
aumentar su tensién debido a un estiramiento (Arteaga, 2014: pp. 32-34). Esta propiedad se caracteriza

cuantitativamente por el médulo dilatacional superficial, que se define como:

_ dy
€= dnA [9]

Donde y es la tension superficial y A es el area superficial de la pelicula.

El término modulo dilatacional superficial se usa para el caso mas general donde la pelicula tiene
un comportamiento viscoso ademas del eléstico ante una deformacion. La componente viscosa
refleja la existencia de procesos de relajacion en la superficie. Mientras que la elasticidad de Gibbs
€, s una medida de la resistencia que pone una superficie a la creacion de regiones de alta tension
superficial y de la velocidad a la que los gradientes de tension superficial desaparecen una vez

que cesa la perturbacion en la superficie (Arteaga, 2014: pp. 32-34).
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CAPITULO Il

3 DISENO Y EXPERIMENTACION

3.1 Recursos computacionales

Para la construccion, minimizacién de energia, equilibrio, analisis, interpretacion de resultados y

redaccidn se utilizo 2 procesadores con las siguientes caracteristicas:

Fabricante: Toshiba

Modelo: Satellite S55t-B

Procesador: Intel ® Core ™ i5-5200U @ 2.20GHz
Memoria (RAM): 4,00 GB

Sistema operativo: 64-bit Operating System, x64-Bassed Processor
Disco: 483,7 Gb

Procesador: Intel ® Core ™ i7-2600 CPU @ 3.40GHz
Memoria: 7,8 GiB

Sistema operativo: Ubuntu 16.04 LTS

Para produccidn de las bicapas lipidicas se utiliz6 un procesador con las siguientes caracteristicas:

Disco: 2Tb
Procesador: Intel ® Core ™ 7-3930 CPU @ 3.20GHz x 12
Memoria: 31,4 GiB

Sistema operativo: Ubuntu 14.04 LTS

3.2 Software

CHARM-GUI. La construccion de los modelos moleculares se hizo mediante una interfaz gréfica
en la web, CHARMM-GUI (http://www.charmm-gui.org/). Funciona con CHARMM, un
software académico utilizado para la Dinamica y mecanica de sistemas macromoleculares. Se
desarroll6 en la Universidad de Harvard, en el grupo de investigacion del Profesor Martin

Karplus.
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Permite generar varios sistemas para la simulacion molecular con sus respectivos archivos de
entrada para agilizar y facilitar el uso de técnicas de simulacion comunes y avanzadas. Dentro de
esta interfaz se encuentra una herramienta para la construccion de bicapas lipidicas Ilamada
Membrane Builder. Genera una serie de entradas para la construccion de complejos

proteina/membrana y membranas solas para la simulacién de MD.

GROMACS. La Dinadmica Molecular de los modelos moleculares se realiz6 en GROMACS
(http://www.gromacs.org/). Originalmente fue desarrollado por la Universidad de Groningen. Es
un software libre para realizar simulaciones de Dindmica Molecular y minimizacion de energia.

Se opera mediante lineas de comando y usa archivos de entrada y salida.

Ademas, soporta diferentes campos de fuerzas por lo que hace que Gromacs sea muy flexible.
Trabaja con campos de fuerza CHARMM, AMBER, GROMOS, etc. Tiene varias herramientas

para el andlisis de los resultados obtenidos durante la simulacion.

VMD. Para la Vvisualizacion de los modelos moleculares se manejé6 VMD
(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). Es un software que permite visualizar, animar y
analizar grandes sistemas bioldgicos utilizando gréaficos en 3D. Es compatible con GROMACS y

provee de una gama de representaciones para los atomos del sistema.

Una herramienta que se puede ejecutar dentro del entorno de VMD para el analisis de
simulaciones de bicapas lipidicas es Membplugin, Mediante algoritmos se puede medir un

conjunto de propiedades biofisicas de las membranas simuladas.
3.3 Fosfolipidos de la bicapa lipidica

331 DPPC

Q. :
H\ + \P,O\>\/OT]/W\/\A/\N
/N -\/‘\O/ \O_

Figura 1-3: Férmula estructural de DPPC.

Fuente: (Echelon Biosciences Incorporated). DPPC.

La fosfatidilcolina (PC) es generalmente el mas abundante de los lipidos en las membranas

celulares de animales que proporcionan marco estructural. PC es mas comun en el prospecto
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exterior donde funciona como parte de la barrera de permeabilidad (Echelon Biosciences

Incorporated).

Tabla 1-3: Caracteristicas del DPPC.

Nombre IUPAC 1, 2 — Dipalmitoil — sn — glicero — 3 — Fosfocolina
Formula Molecular CaoHgoN Og P
Peso Molecular 734,04 g/mol

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

3.3.2 DPPS

0

H :O)J\/\/\/\/\/\/\/\
. O\\P’O\X/OWW\/VW
OQC.\//‘\O/ Y Na

- 0
MHg*
Figura 2-3: Formula estructural de DPPS.

Fuente: (Echelon Biosciences Incorporated). DPPS.

La fosfatidilserina (PS) es un fosfolipido cargado negativamente situado en la cara interna de la

membrana celular. (Echelon Biosciences Incorporated).

Tabla 2-3: Caracteristicas del DPPS.

Nombre IUPAC 1, 2 — Dipalmitoil — ns — glicero — 3 — Fosfoserina
Formula Molecular CsgH74N Na Oy P
Peso Molecular 757,95 g/mol

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

34 Construccion y Dindmica Molecular de modelos moleculares

Todos los sistemas de bicapa de lipidos se construyeron usando Membrane Builder de
CHARMM-GUI, siguiendo una serie de pasos generalizados y automatizados de la siguiente

manera:

Determinar tamarfio Generar componentes Ensamblar los Equilibrar el
del sistema (agua, lipidos, iones) componentes sistema

Figura 3-3: Esquema de CHAMR-GUI.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Determinacion del tamafio del sistema. En este paso se establecié el tamafio y forma del
sistema, el numero y tipo(s) de lipido(s) para el sistema, por Gltimo, el nimero de moléculas de
agua. Se establecio la forma de la caja rectangular. Se colocaron un total de 200 moléculas de
lipidos distribuidos en la capa superior e inferior de la bicapa lipidica. EI nimero de lipidos que

se coloco en cada sistema se muestran en la Tabla 3-3. Se estableci6 que por cada molécula de
lipido se afiade 25 moléculas de agua (TIP3) para solvatar el sistema.

Tabla 3-3: Numero de moléculas de lipidos.

Modelos moleculares
80%DPPC- 68%DPPC- 56%DPPC- 40%DPPC- 24%DPPC-
20%DPPS 17%DPPS- 14%DPPS- 10%DPPS- 06%DPPS-
15%CHL1 30%CHL1 50%CHL1 70%CHL1
DPPC 160 136 112 80 48
DPPS 40 34 28 20 12
CHL1 00 30 60 100 140
TOTAL 200 200 200 200 200
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Se formaron pseudoesferas de tipo tnico con un radio atémico de 5.4 A de en los sistemas para
posicionar las cabezas hidrofilicas de los lipidos de una manera realista. Proporcionan distancias

optimas entre las cabezas polares de los lipidos. Cada pseudoesfera se distribuye en el plano XY
aleatoriamente.
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Figura 4-3: Laminas de pseudoesferas.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Generacion de componentes. Se generaron adecuadamente la cantidad de iones especificados.
La configuracion inicial de los iones se determiné por medio de simulaciones de Monte Carlo.
Las moléculas de agua se generan y las pseudoesferas son reemplazadas por las moléculas de
lipidos.

Ensamble de los componentes. Todos los componentes se acoplaron en un sistema. Se aplico un
campo de fuerza CHARMM36 validado en estudios previos (Lee et al., 2016: pp. 1-19).

Equilibrio del sistema. CHARMM-GUI generé archivos de entrada para el equilibrio del

sistema, la minimizacién de energia y la produccion.

La minimizacion de energia se realizé a 5000 pasos.

El equilibrio del sistema se realizd en dos fases NVT y NPT. La primera fase es mas corta que la
segunda debido a la heterogeneidad del sistema, ya que estd compuesto por moléculas de lipidos
y agua que actian como solventes. Las moléculas de agua deben orientarse alrededor de las
cabezas hidrofilicas mediante la estabilizacion de la temperatura T.

Fase 1. El sistema fue sometido dos veces a una temperatura de 315 K con un ensamble NVT, un
termostato V-rescale. El tiempo de simulacion de cada equilibrio NVT fue de 25000 pasos
(corresponde a 100 ps = 0,1 ns).

Fase 2. Se procedio a aplicar el ensamble NPT para optimizar el volumen del sistema y equilibrar
la presion. El sistema fue sometido cuatro veces a una temperatura de 315 K y 1 atm. Se utiliz6
un termostato V-rescale y barostato Parrinello-Rahman. El tiempo de simulacién para cada

equilibrio NPT fue: primero de 25000 pasos, los tres restantes de 50000 pasos.

Para la produccion final se ejecutaron 500000 pasos correspondientes a 1 ns de simulacion del
sistema. Se realizaron 9 extensiones de tiempo del sistema teniendo como resultado una
simulacion de 10 ns.

35 Calculo del area molecular, presion superficial y elasticidad de Gibbs

Para evaluar el comportamiento no ideal de las capas lipidicas con diferentes concentraciones de

colesterol se calcul6 tres parametros que definen tal comportamiento: area molecular, tensién

superficial y elasticidad de Gibbs.
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3.5.1 Areamolecular

Para el célculo de &rea molecular se emple6 Membplugin de VMD. Los pasos a seguir estan
detallados en el Manual Membplugin (Rodriguez etal., 2013: pp. 6-10).Se requirio el archivo de
estructura .gro y el archivo de trayectoria .xtc de 10 ns para el célculo de cada una de las
simulaciones. Se utiliz6 una seleccién personalizable de un &tomo clave o triada de atomos de

cada tipo de fosfolipidos que se encuentran en las bicapas.

Las coordenadas X e Y del conjunto seleccionado de puntos se proyectaron en un plano
delimitado por el cuadro de simulacién. Este plano se dividio posteriormente en poligonos a través
de un diagrama de Voronoi utilizando el programa qvoronoi, del paquete Qhull (Barber et al., 1996:

pp. 469-483). De ese modo, se calcula el area de cada poligono.

Se requiere que las trayectorias estén envueltas segun las condiciones de contorno periddicas. Se
rodearon en tiempo de ejecucion las trayectorias usando el comando “Wrap” o el parametro de

linea de comando “~-wrapcmd” en la consola TK de VMD.

Se selecciono las capas a analizar. Al tratarse de bicapas lipidicas se selecciona 0 y 1, que
corresponden a la capa superior e inferior respectivamente. Ademas, se definié el nimero de

fotograma inicial y final de la simulacion.
Otra forma de calcular el &rea molecular es mediante la siguiente formula:

A(x) Box X XBoxY
Nlipids Nlipids [ 10]

area per lipid =

Donde Box X corresponde a la longitud de la bicapa en el eje X, Box Y a la longitud de la bicapa
en el eje Y; y Niipigs corresponde al nimero de lipidos en cada capa. Estas medidas se obtuvieron

mediante el comando gmx energy de Gromacs.
3.5.2 Tensidon Superficial
Mediante gmx energy de Gromacs se calculd la tension superficial promedio de cada una de las

bicapas lipidicas en cada nanosegundo de la simulacion (10 ns). Gromacs calculé a partir de la

ecuacion [7].
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La tension superficial en Gromacs también esta definido como la suma total de todas las

superficies de la simulacion como se muestra en la ecuacion [11].

Vs = Ym + Yawv [11]

Donde y,, es la tension superficial de la monocapa. y,,,, €s la tension superficial de la interfase
agua/vacio. Gromacs recomienda que el célculo total de la tension superficial de una bicapa
lipidica sea dividido para dos, ya que el valor calculado considera que se trata de una monocapa
lipidica.

El célculo de la presion superficial © se realizd mediante la ecuacién [8]. La tension superficial

de la interfase agua/aire se tomé el valor experimental de 70mN/m debido a que la presion

superficial solo representa una conversién no un calculo (Rose et al., 2008: p. 72).

3.5.3 Elasticidad de Gibbs

La elasticidad de Gibbs se calcul6 con la siguiente ecuacion

dA~ T AA [12]

Donde A es el area de la superficie ( en este caso la superficie es la bicapa lipidica) y y es la

tension superficial.
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CAPITULO IV

4 ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
El presente capitulo esté subdividido en tres secciones. La primera seccion muestra los resultados
de la construccion de los modelos moleculares y graficas que representan el comportamiento del

sistema en la minimizacion de energia, en el equilibrio y los sistemas moleculares finales.

En la segunda seccidn se realiza un analisis de los parametros calculados para la evaluacién del

comportamiento no ideal.

En la tercera seccion se compara los resultados obtenidos con resultados de trabajos

experimentales.

4.1 Construccion y Dindmica Molecular de modelos moleculares

Al establecer las medidas del sistema, Membrane Builder revelé la informacién inicial del

sistema:

Tabla 1-4: Tamanfo de los sistemas determinados.

80%DPPC- 68%DPPC- 56%DPPC- 40%DPPC- 24%DPPC-
20%DPPS 17%DPPS- 14%DPPS- 10%DPPS- 06%DPPS-
15%CHL1 30%CHL1 50%CHL1 70%CHL1
Tipo de caja Rectangular Rectangular Rectangular Rectangular Rectangular
Tipo de cristal Tetragonal Tetragonal Tetragonal Tetragonal Tetragonal
Longitud X 79,0948797 76,9259384 74,6940426 71,6100552 68,3871333
A Y 79,0948797 76,9259384 74,6940426 71,6100552 68,3871333
z 57,9291238 73,16 74,66 75,68 77,12
Angulo Alpha 90 90 90 90 90
del cristal | Beta 90 90 90 90 90
Gamma 90 90 90 90 90
# de | Superior | 100 100 100 100 100
lipidos Inferior 100 100 100 100 100
# de agua 5000 5000 5000 5000 5000
# de iones Na 40 34 28 20 12
Centro Z 0 0 0 0 0

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Las pseudoesferas generadas fueron reemplazadas con las moléculas de lipidos.
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Figura 1-4: Reemplazo de pseudoesferas por las cabezas

hidrofilicas de los lipidos.
Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.

Se generaron los componentes de agua e iones de Na para neutralizar el sistema debido a la carga
negativa del DPPS.

Figura 2-4: Generacion de iones Na en el sistema.

Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.
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Figura 3-4: Generacion de moléculas de agua en el sistema.

Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.

Se generaron 11 archivos para Gromacs que contienen la estructura, la informacion y los

parametros adecuados para continuar con la Dindmica Molecular de los modelos moleculares:

= index.ndx: indice

= topol.top: topologia

= step5_charmm2gmx.pdb: archivo de estructura

= step6.0_minimization.mdp: minimizacion de energia
= step6. [1-2] _equilibration. mdp: equilibrio NVT

= step6. [3-6] _equilibration. mdp: equilibrio NPT

= step7_production.mdp: produccion

Minimizacion de energia

Los sistemas moleculares fueron sometidos a un algoritmo de minimizacion para encontrar un
minimo energético de su estructura. Este algoritmo debe ser adecuado para explorar la superficie

de energia potencial. En el Anexo A se encuentra un archivo de entrada Gromacs para la

minimizacion de energia.
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Los resultados obtenidos en la minimizacién de energia revelan una disminucién de la energia
potencial como muestra el Gréfico 1-4. Las estructuras de los modelos moleculares se relajaron y
obtuvieron una geometria estable para la simulacion. Los valores promedios de la E,,; son:
-168448 + 53000 kJ/mol (80% DPPC — 20% DPPS), -205153 + 31000 kJ/mol (68% DPPC — 17%
DPPS — 15% CHL1), -208513 £ 31000 kJ/mol (56% DPPC — 14% DPPS — 30% CHL1), -204282
+ 26000 kJ/mol (40% DPPC — 10% DPPS —50% CHL1) y -209781 £ 19000 kJ/mol (24% DPPC
—06% DPPS — 70% CHLY1).

MINIMIZACION DE ENERGIA
Or T T T
— 80% DPPC - 20% DPPS
H — 68% DPPC - 17% DPPS - 15% CHL1
56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHLI1
-50000 — 40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHLLI
24% DPPC - 06% DPPS - 70% CHLI1
2 -le+05 |- —
E
g - .
= -1,5e+05 |-
Q
=
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=]
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o -2e4+05—
-2,5e+05 — —
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Gréfico 1-4: Disminucién de la energia potencial de los 5 modelos moleculares.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Equilibrio del sistema

Después de la minimizacion de energia, los sistemas fueron sometidos a ensambles NVT y NPT
para equilibrar el sistema. Al someter los sistemas al ensamble NVT controlado por un termostato
V-rescale se presenta un incremento en la temperatura T hasta alcanzar el equilibrio y mantenerse
constante. Los valores promedios de la T son: 315,149 + 0,511 K (80% DPPC — 20% DPPS),
314,244 + 0,330 K (68% DPPC — 17% DPPS — 15% CHL1), 314,978 + 0,422 K (56% DPPC —
14% DPPS — 30% CHL1), 315,461 + 0,210 K (40% DPPC — 10% DPPS —50% CHL1) y 315,200
+ 0,460 K (24% DPPC — 06% DPPS — 70% CHL1).

Estos resultados se muestran a continuacion:
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Gréfico 2-4: Temperatura del sistema 80% DPPC — 20% DPPS.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Gréfico 3-4: Temperatura del sistema 68% DPPC — 17% DPPS — 15% CHL1.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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ENSAMBLE NVT
56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHL1
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Grafico 4-4: Temperatura del sistema 56% DPPC — 14% DPPS — 30% CHL1.
Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.

ENSAMBLE NVT
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1
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Gréfico 5-4: Temperatura del sistema 40% DPPC — 10% DPPS —50% CHL1.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Gréfico 6-4: Temperatura del sistema 24% DPPC — 06% DPPS — 70% CHLL1.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

En el Anexo B: Inputs step6. [1-2] _equilibration.mdp para el equilibrio NVT. se muestra los
parametros de simulacion para el equilibrio NVT del sistema.

Posteriormente se someti6 a los sistemas al ensamble NPT controlado por un barostato Parrinello-
Rahman para mantener una presion constante P y una optimizacion del volumen. Los valores
promedios obtenidos de la P son: -7,929 + 9,901 bar (80% DPPC — 20% DPPS), 6,997 + 5,600
bar (68% DPPC — 17% DPPS — 15% CHL1), 4,509 + 9,501 bar (56% DPPC — 14% DPPS — 30%
CHL1), -5,637 + 6,300 bar (40% DPPC — 10% DPPS —50% CHL1) y 28,363 £ 16,001 bar (24%
DPPC - 06% DPPS — 70% CHL1).

Los resultados se muestran a continuacion:
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Gréfico 7-4: Presién del sistema 80% DPPC — 20% DPPS.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Grafico 8-4: Presidn del sistema 68% DPPC — 17% DPPS — 15% CHL1.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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ENSAMBLE NPT

56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHL1
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Grafico 9-4: Presion del sistema 56% DPPC — 14% DPPS — 30% CHL1.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Graéfico 10-4: Presion del sistema 40% DPPC — 10% DPPS — 50% CHL1.
Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.
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ENSAMBLE NPT
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Gréfico 11-4: Presion del sistema 24% DPPC — 06% DPPS — 70% CHL1.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

En el Anexo C: Inputs step6. [3-6] equilibration.mdp para el equilibrio NPT. se muestra los

parametros definidos para el equilibrio NPT.
Produccion

Se realiz6 una produccion de 1ns (500 000 ps) con 9 extensiones de tiempo de 1 ns reuniendo
como tal 10 ns de simulacién. En cada extension se cred un archivo de punto de control (.cpt).
Estos archivos guardaron el estado de la simulacion, incluyendo las variables extendidas de

termostato / barostato, trayectorias, entre otras.

A continuacion, se muestran las estructuras obtenidas al final de la simulacidn, las moléculas de
agua se encuentran en la parte superior e inferior de la bicapa lipidica, los iones de Na estan
representados por el color amarillo, las moléculas de DPPC de celeste, las moléculas de DPPS de

morado, las moléculas de CHL1 de marron.
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Figura 4-4: Representacion molecular del sistema 80% DPPC — 20% DPPS después de 10 ns de

simulacion.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Figura 5-4: Representacion del sistema molecular 68% DPPC — 17% DPPS — 15% CHL1 después

de 10 ns de simulacion.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Figura 6-4: Representacion molecular del sistema 56% DPPC — 14% DPPS — 30% CHL1 después
de 10 ns de simulacion.

Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.
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Figura 7-4: Representacion molecular del sistema 40% DPPC — 10% DPPS —50% CHL1 después

de 10 ns de simulacion.
Realizado por: Katherine VVenegas, 2018.
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Figura 8-4: Representacion molecular del sistema 24% DPPC — 06% DPPS —70% CHL1 después
de 10 ns de simulacion.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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4.2

4.2.1 Area molecular

Calculo de area molecular, tension superficial y elasticidad de Gibbs

Tabla 2-4: Valores promedio del area molecular de cada una de las simulaciones.

30% CHL1

DPPC DPPS CHL1 Total
(A%) (A%) (A%) (A%)
80% DPPC — 20% DPPS 57,477 +1,077 | 52,005 + 2,090 - 56,383 = 1,096
68% DPPC — 17% DPPS -
51911+0,947 | 47,511+1,801 | 27,070+ 1,644 | 47,438 + 1,804
15% CHL1
56% DPPC - 14% DPPS -
51,074 +0,994 | 46,241+1,803 | 27,749+ 1,130 | 43,400 + 1,904

50% CHL1

40% DPPC - 10% DPPS —

52,292 + 1,439

49,220 *+ 2,356

30,071 + 1,097

40,874 + 1,038

70% CHL1

24% DPPC - 06% DPPS -

54,961 + 1,538

53,308 + 3,740

32,861 + 0,725

39,392 + 0,353

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Los resultados obtenidos de area molecular mediante Membplugin se muestran en la Tabla 2-4.

Se observd que a medida que aumenta la concentracién de colesterol el area molecular total

disminuye (Gréfico 12-4). Esto se debe a la ubicacién del colesterol junto fosfolipidos. Los anillos

de esteroide del colesterol interactian con las colas de los lipidos provocando una condensacion

de la bicapa.
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Gréfico 12-4: Area molecular de las 5 simulaciones de bicapas lipidicas a los 10 ns.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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4.2.2 Tension Superficial

Las tensiones superficiales obtenidas para las 5 simulaciones se muestran en la Tabla 3-4. El
comportamiento ideal al aumentar la concentracion de colesterol es que la tension superficial
aumente significativamente. No obstante, sucede un comportamiento no ideal, ya que los
resultados muestran una fluctuacién de la tension superficial a medida que aumenta la

concentracion de colesterol.

Tabla 3-4: Valores de tension superficial promedio y¢ de cada una de las simulaciones.

Bicapas lipidicas ¥s (bar - nm) ¥s (MN/ m)

80% DPPC - 20% DPPS -55,916 + 43,589 -5,591 + 4,359
68% DPPC — 17% DPPS - 15% CHL1 -27,258 + 48,004 -2,726 + 4,800
56% DPPC — 14% DPPS - 30% CHL1 75,646 £ 51,337 7,565+ 5,134
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1 -23,764 £ 54,421 -2,376 £ 5,442
24% DPPC - 06% DPPS - 70% CHL1 24,859 + 55,896 2,486 £ 5,589

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

A continuacion, se muestran graficas de la tension superficial de cada una de las simulaciones
durantel10 ns. En cada caso se aprecia una tension superficial constante debido a que no acttan

fuerzas externas para alterar estos valores.
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Gréfico 13-4: Tension superficial de la simulacion de 80% DPPC — 20% DPPS.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

45



30000 T T T

20000 —

10000 —

Tension Superficial (bar nm)

-10000 — —
-20000 — —
30000 I | | | | | | I | I | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Tiempo (ps)

10000

Gréfico 14-4: Tension superficial de la simulacion de 68% DPPC — 17% DPPS — 15% CHL1.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Gréfico 15-4: Tension superficial de la simulacion de 56% DPPC — 14% DPPS — 30% CHL1.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Gréfico 16-4: Tension superficial de la simulacion de 40% DPPC — 10% DPPS —50% CHL1.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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Gréfico 17-4: Tension superficial de la simulacion de 24% DPPC — 06% DPPS — 70% CHL1.

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

El calculo de la presidn superficial con los resultados obtenidos de la tensidn superficial se obtuvo

los valores de la Tabla 4-4.
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Tabla 4-4: Valores de la isoterma presion superficial = —y el &rea por lipido 4; .

_ o Area por lipido Presion superficial
Bicapas lipidicas .
(A?/lipid) (mN/m)

80% DPPC - 20% DPPS 56,383 £ 1,096 70,215 £ 2,810
68% DPPC - 17% DPPS - 15% CHL1 47,438 £ 1,804 70,946 + 3,760
56% DPPC — 14% DPPS - 30% CHL1 43,400 £ 1,904 69,897 + 3,660
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1 40,874 £ 1,038 70,856 + 4,200
24% DPPC - 06% DPPS — 70% CHL1 39,392 + 0,353 69,958 + 4,670

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Con los valores promedios obtenidos del &rea molecular y la presion superficial mostrados en la

Tabla 4-4 se hizo una isoterma m — A; que nos describe el comportamiento de la presion

superficial en funcién del area por lipido (Gréafico 18-4). Se observd cambios minimos a los 10

ns de las simulaciones.
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Gréfico 18-4: Isoterma m — A;.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

4.2.3 Elasticidad de Gibbs

Avrea por lipido A, (A/lipid)

Los resultados obtenidos de la elasticidad de Gibbs son los que se muestran en el Gréafico 19-4.

Se corroboré como la elasticidad de Gibbs fluctia mientras cambia el &rea por lipido.
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Gréfico 19-4: Elasticidad de Gibbs ¢ con respecto al area por lipido.
Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Los valores promedios de elasticidad de Gibbs mostrados en la Tabla 5-4 son los resultados
obtenidos de los promedios del area total de las bicapas lipidicas y de las tensiones superficiales

en cada nanosegundo de las simulaciones.

Tabla 5-4: Valores de la elasticidad de Gibbs promedio ¢ y el area por lipido.

_ o Area por lipido
Bicapas lipidicas o € (mN /m)
(Alipid)
80% DPPC - 20% DPPS 56,383 £ 1,096 135,788 = 0,697
68% DPPC — 17% DPPS - 15% CHL1 47,438 £ 1,804 198,531 + 1,887
56% DPPC — 14% DPPS - 30% CHL1 43,400 = 1,904 -110,708 = 0,357
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1 40,874 £ 1,038 248,336+ 0,160
24% DPPC - 06% DPPS - 70% CHL1 39,392 £ 0,353 555,342 + 0,342

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

Las bicapas lipidicas son flexibles cuando & < 50 mN/m y rigidas cuando & > 50mN/m. La bicapa
lipidica simulada que mostr6 mayor rigidez es la que contiene 70% de colesterol; y se presentd

una capa lipidica con mayor flexibilidad cuando contiene 30% de colesterol.

4.3 Comparacion de resultados obtenidos con resultados experimentales

Las comparaciones de los resultados obtenidos se realizaron con tres trabajos experimentales. El
primero se trata de un estudio de monocapas de fosfolipidos en interfase agua-aire con diferentes

concentraciones de colesterol, ademas se calculd propiedades tales como la presion superficial 7,
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area molecular y la elasticidad de Gibbs mediante la balanza de Langmuir. Este dispositivo
permite medir la presion superficial = en funcion del &rea molecular A (Yang, 2014). Las monocapas

elaboradas fueron de DPPC y DPPS sin iones presentes.

El segundo trabajo se trata de una tesis de maestria sobre el estudio de las moléculas anfifilicas
sobre la tension superficial del agua. Ademas, se calculd el efecto de los iones sobre la elasticidad
de Gibbs de la monocapa de adsorcién, se midio la tension superficial de soluciones preparadas
de dodecil sulfato sédico (SDS) aumentando la fuerza iénica de la solucién con Cloruro de Sodio
(NaCl). El SDS es un tensoactivo de gran importancia en la industria de productos de aseo y

debido a su importancia en la industria se realiz6 tal estudio (Arteaga, 2014).

La relacién que tienen los resultados obtenidos con el segundo trabajo experimental es debido a
las propiedades de sistemas coloidales. Al igual que los tensoactivos, las bicapas lipidicas pueden
ser evaluadas con estas propiedades como es la elasticidad de Gibbs.

El tercer trabajo se trata de un estudio de la interaccion fosfolipido-colesterol en interfase aire-
agua, obteniendo resultados de area molecular, presion superficial y elasticidad de Gibbs. Este

trabajo se realizé con una balanza de Langmuir (Quingatufia, 2016).

4.3.1 Comparacion del area molecular con resultados experimentales

En comparacion con los resultados de Yang no se vieron diferencias significativas. La
disminucién del area molecular a medida que aumenta la concentracion de colesterol es evidente
en ambos casos (Tabla 6-4). Ademas, los resultados de Yang experimentan fuerzas externas que

permiten al usuario influir en la densidad molecular del lipido en la superficie.

Tabla 6-4: Comparacion del Area molecular.

A 2
Bicapas lipidicas _ Area molecular ( A?)

Obtenidos Yang, 2014
80% DPPC - 20% DPPS 56,383 + 1,096 59,10 £ 0,30
68% DPPC - 17% DPPS — 15% CHL1 47,438 + 1,804 -
56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHL1 43,400 £ 1,904 41,20 £ 0,30
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1 40,874 + 1,038 -
24% DPPC - 06% DPPS — 70% CHL1 39,392 £ 0,353 37,01 £0,30

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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4.3.2 Comparacion de la presion superficial con resultados experimentales

El comportamiento de la presion superficial es igual en ambos casos, no obstante, los resultados
obtenidos tienen diferencias debido a que los resultados experimentales ejercen una compresion
por fuerzas externas a diferencias de las simulaciones computacionales de esta investigacion. A
medida que se ejerce esta presion sobre las muestras las moléculas vecinas empiezan a ejercer
fuerzas de repulsion entre ellas dando como resultado los datos experimentales mostrados en la
Tabla 7-4.

Las interfases utilizadas en ambos casos también influyen en las diferencias de la presion

superficial.

Tabla 7-4: Comparacion de la Presion superficial .

) o Presion superficial # (mN / m)
Bicapas lipidicas i _
Obtenidos Quingatufia, 2016

80% DPPC - 20% DPPS 70,215 + 2,810 53+0,02
68% DPPC - 17% DPPS - 15% CHL1 70,946 + 3,760 -

56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHL1 69,897 + 3,660 44,410 + 0,02
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1 70,856 + 4,200 -

24% DPPC - 06% DPPS - 70% CHL1 69,958 + 4,670 46,760 + 0,02

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.

4.3.3 Comparacion de la elasticidad de Gibbs con resultados experimentales

Se comprobd que el comportamiento de la elasticidad de Gibbs es el mismo en los dos casos. Sin
embargo, existen diferencias en los resultados obtenidos debido a la presencia de iones en las
simulaciones. Los resultados de Yang son menores que los obtenidos en este trabajo debido a la

ausencia de iones en su composicion (Tabla 8-4).

Tabla 8-4: Comparacion de la elasticidad de Gibbs «.

) o Elasticidad de Gibbs £ (mN / m)
Bicapas lipidicas
Resultados Yang, 2014

80% DPPC - 20% DPPS 135,788 + 0,697 116 +7
68% DPPC - 17% DPPS - 15% CHL1 198,531 + 1,887 -
56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHL1 -110,708 £ 0,357 77112
40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1 248,336 + 0,160 -
24% DPPC - 06% DPPS - 70% CHL1 555,342 + 0,342 85115

Realizado por: Katherine Venegas, 2018.
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En el trabajo de Arteaga con SDS se muestran valores de la elasticidad de Gibbs de 98,9 mN/m
con 0,1 mM de NaCl; y 827,41 mN/m con 100mM de NacCl. Por lo tanto, los resultados obtenidos
tienen sentido, debido a los iones presentes en cada una de las simulaciones, también por el
cambio del &rea de superficie en cada bicapa y por la dependencia de la elasticidad de Gibbs con

la tension superficial.
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CONCLUSIONES

Las simulaciones en MD de los cinco modelos moleculares construidos brindaron informacion
atil y confiable a una escala atomistica de los efectos que tienen el colesterol sobre los fosfolipidos
en las bicapas lipidicas. Cada modelo se construy6 con diferentes concentraciones de colesterol
dando como resultado simulaciones de 10 ns en equilibrio térmico respetando el comportamiento
de las bicapas lipidicas, por tal motivo se pueden validar los resultados obtenidos en un contexto

biofisico y termodinamico.

El efecto de condensacion de los fosfolipidos frente a la presencia del colesterol se evalu6
mediante los valores de &rea molecular de las 5 simulaciones computacionales. EI &rea molecular

disminuy6 a medida que la concentracién de colesterol aumenta.

Las cinco bicapas lipidicas no experimentaron cambios en la tensién superficial durante el tiempo
de cada simulacién. No obstante, se observo fluctuaciones en la tension superficial a medida que
la concentracion de colesterol aumenta demostrando el comportamiento no ideal del colesterol

frente a los fosfolipidos de membrana.

Los valores obtenidos de la elasticidad de Gibbs evidenciaron que existe mayor rigidez en la
bicapa con 70% de colesterol en su composicién. En membranas bioldgicas esta rigidez implicaria
el impedimento del transporte de sustancias fuera y dentro de la célula por ende afectaria al
funcionamiento total del sistema. La bicapa con mayor flexibilidad fue la bicapa lipidica con 30%

de colesterol.

Las comparaciones del area molecular con resultados experimentales demostraron las similitudes
de los resultados obtenidos con los resultados experimentales. En los dos casos se verificd que

mientras la concentracion de colesterol es mayor, el area molecular disminuye.

Al comparar la presion superficial de los resultados obtenidos con los experimentales se corroboré
el comportamiento que tienen las capas lipidicas con mayor concentracion de colesterol. En
cuanto a los valores se hallaron discrepancias debido a que las interfases de las capas simuladas
y las capas hechas experimentalmente son diferentes. Las primeras son de tipo agua/lipido y

agua/aire, mientras que las segundas son interfases agua/aire.

Se comparo6 la elasticidad de Gibbs, coincidiendo en el comportamiento de ambos casos. Se

evidencié que las variaciones en los resultados no solo dependen del area de superficie de la
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bicapa y de la tension superficial, sino también de la concentracion de iones en los sistemas. Las

interfases de ambos casos también influyeron en estas diferencias.
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RECOMENDACIONES

Tomar como referencia la presente investigacion para posteriores estudios en el campo de la
biofisica de membranas. Ademas, profundizar el anélisis de diferentes parametros que evalan el

comportamiento no ideal del colesterol frente a los fosfolipidos en las bicapas lipidicas.

Se recomienda realizar simulaciones de membranas bioldgicas lo mas reales posibles. Esto
implica trabajar con sistemas moleculares complejos y procesadores que puedan soportar la
produccién de las simulaciones.

Se recomienda utilizar software mas sofisticados para el analisis biofisico de las membranas.

Se recomienda realizar un andlisis estadistico para la comparacion de las simulaciones con

trabajos experimentales publicados.
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ANEXOS

Anexo A: Input step6.0_minimization.mdp para la minimizacion de energia.

define = -DREST ON -DSTEP6 0
integrator = steep

emtol = 1000.0

nsteps = 5000

nstlist = 10

cutoff-scheme = Verlet

rlist = 1.2

vdwtype = Cut-off

vdw-modifier

rvdw_switch

Force-switch

1.0

rvdw = 1.2
coulombtype = pme
rcoulomb = 1.2
constraints = h-bonds
constraint algorithm = LINCS



Anexo B: Inputs step6. [1-2] _equilibration.mdp para el equilibrio NVT.

;step6.1 equilibration.mdp

define = -DREST ON -DSTEP6 1
integrator = md

dt = 0.001

nsteps = 25000

nstlog = 1000

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstfout = 1000
nstcalcenergy = 100
nstenergy = 1000
cutoff-scheme = Verlet
nstlist = 20

rlist = 1.2
coulombtype = pme

rcoulomb = 1.2

vdwtype = Cut-off
vdw-modifier = Force-switch
rvdw switch = 1.0

rvdw = 1.2

tcoupl = V-rescale

tc _grps = MEMB SOL TION
tau t =1.0 1.0
ref t = 315 315
constraints = h-bonds
constraint algorithm = LINCS
nstcomm = 100
comm_mode = linear

comm_ grps = MEMB SOL_ ION
gen-vel = yes

gen-temp = 315

gen-seed = -1

4

refcoord scaling = com



;step6.2_equilibration.mdp

define = -DREST ON -DSTEP6 2
integrator = md

dt = 0.001

nsteps = 25000

nstlog = 1000

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstfout = 1000
nstcalcenergy = 100

nstenergy = 1000
cutoff-scheme = Verlet

nstlist = 20

rlist = 1.2
coulombtype = pme

rcoulomb = 1.2

vdwtype = Cut-off
vdw-modifier = Force-switch
rvdw switch = 1.0

rvdw = 1.2

tcoupl = V-rescale

tc _grps = MEMB SOL ION
tau t =1.0 1.0

ref t = 315 315
constraints = h-bonds
constraint algorithm = LINCS
continuation = yes

nstcomm = 100

comm_mode = linear

comm grps = MEMB SOL TION

.
4

refcoord scaling = com



Anexo C: Inputs step6. [3-6]_equilibration.mdp para el equilibrio NPT.

;step6.3 equilibration.mdp

define
integrator

dt

nsteps

nstlog
nstxout
nstvout
nstfout
nstcalcenergy
nstenerqgy
cutoff-scheme
nstlist

rlist
coulombtype
rcoulomb
vdwtype
vdw-modifier
rvdw switch
rvdw

tcoupl

tc _grps

tau t

ref t

pcoupl
pcoupltype
tau p
compressibility
ref p
constraints
constraint algorithm
continuation
nstcomm

comm mode
comm_grps

refcoord scaling

-DREST ON -DSTEP6 3
md

= 0.001
= 25000

1000
1000

= 1000
= 1000
= 100

1000

Verlet

= 20
= 1.2
= pme

1.2

= Cut-off
= Force-switch
=1.0

1.2

V-rescale

= MEMB  SOL_ION
= 1.0 1.0

315 315

= Parrinello-Rahman
= semiisotropic

= 5.0

= 4.5e-5

= 1.0 1.0

h-bonds

= LINCS

yes

= 100
= linear
= MEMB  SOL ION

com



;step6.4_equilibration.mdp

define = -DREST ON -DSTEP6 4
integrator = md

dt = 0.002

nsteps = 50000

nstlog = 1000

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstfout = 1000
nstcalcenergy = 100

nstenergy = 1000
cutoff-scheme = Verlet

nstlist = 20

rlist = 1.2
coulombtype = pme

rcoulomb = 1.2

vdwtype = Cut-off
vdw-modifier = Force-switch
rvdw switch = 1.0

rvdw = 1.2

tcoupl = V-rescale

tc _grps = MEMB SOL ION
tau t =1.0 1.0

ref t = 315 315
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau p = 5.0
compressibility = 4.5e-5

ref p =1.0 1.0
constraints = h-bonds
constraint algorithm = LINCS
continuation = yes

nstcomm = 100

comm_mode = linear

comm grps = MEMB SOL ION

’

refcoord scaling = com



;step6.5 equilibration.mdp

define = -DREST ON -DSTEP6 5
integrator = md

dt = 0.002

nsteps = 50000

nstlog = 1000

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstfout = 1000
nstcalcenergy = 100

nstenergy = 1000
cutoff-scheme = Verlet

nstlist = 20

rlist = 1.2
coulombtype = pme

rcoulomb = 1.2

vdwtype = Cut-off
vdw-modifier = Force-switch
rvdw switch = 1.0

rvdw = 1.2

tcoupl = V-rescale

tc _grps = MEMB SOL ION
tau t =1.0 1.0

ref t = 315 315
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau p = 5.0
compressibility = 4.5e-5

ref p =1.0 1.0
constraints = h-bonds
constraint algorithm = LINCS
continuation = yes

nstcomm = 100

comm_mode = linear

comm grps = MEMB SOL ION

’

refcoord scaling = com



14

;step6.6_equilibration.mdp

integrator = md

dt = 0.002

nsteps = 50000

nstlog = 1000

nstxout = 1000

nstvout = 1000

nstfout = 1000
nstcalcenergy = 100

nstenergy = 1000
cutoff-scheme = Verlet
nstlist = 20

rlist = 1.2
coulombtype = pme

rcoulomb = 1.2

vdwtype = Cut-off
vdw-modifier = Force-switch
rvdw switch = 1.0

rvdw = 1.2

tcoupl = V-rescale

tc _grps = MEMB SOL ION
tau t =1.0 1.0
ref t = 315 315
pcoupl = Parrinello-Rahman
pcoupltype = semiisotropic
tau p = 5.0
compressibility = 4.5e-5

ref p =1.0 1.0
constraints = h-bonds
constraint algorithm = LINCS
continuation = yes

nstcomm = 100

comm_mode = linear

comm_ grps = MEMB SOL_ ION

’

refcoord scaling = com



Anexo D: Input step7_production.mdp para la produccion.

integrator
dt

nsteps
nstlog
nstxout
nstvout
nstfout
nstcalcenergy
nstenergy
cutoff-scheme
nstlist
rlist
coulombtype
rcoulomb
vdwtype
vdw-modifier
rvdw_switch
rvdw

tcoupl

tc _grps
tau t

ref t

pcoupl
pcoupltype
tau p

compressibility

ref p

constraints

constraint algorithm

continuation
7

nstcomm
comm mode
comm grps

.
4

refcoord scaling

md

= 0.002

500000
1000
5000
5000
5000
100
1000

Verlet

20

1.2

pme

1.2

Cut-off
Force-switch
1.0

1.2

Nose-Hoover
MEMB SOL_ION
1.0 1.0
315 315

Parrinello-Rahman

semiisotropic
5.0

4.5e-5

1.0 1.0

h-bonds
LINCS
yes

100
linear

MEMB  SOL ION

com



Anexo E: Archivos de topologia topol.top de los modelos moleculares.

;; 80% DPPC - 20% DPPS

;; Generated by CHARMM-GUI (http://www.charmm-gui.orq)

;7 psf2itp.py

;; Correspondance:

;7 jul3l6@lehigh.edu or wonpil@lehigh.edu

;7 The main GROMACS topology file

; Include forcefield parameters

#include "toppar/charmm36.itp"
#include "toppar/DPPC.itp"
#include "toppar/DPPS.itp"
#include "toppar/SOD.itp"
#include "toppar/TIP3.itp"

[ system ]

; Name

Title

[ molecules ]

; Compound #mols

DPPC
DPPS
TIP3
SOD

160
40
5000
40

v1l.7



;; 68% DPPC - 17% DPPS — 15% CHL1

;; Generated by CHARMM-GUI

;7 psf2itp.py

;; Correspondance:

(http://www.charmm-gui.org)

;7 jul3l6@Rlehigh.edu or wonpil@lehigh.edu

;7 The main GROMACS topology file

; Include forcefield parameters

#include "toppar/charmm36.itp"

#include "toppar/DPPC.itp"
#include "toppar/DPPS.itp"
#include "toppar/CHL1l.itp"
#include "toppar/SOD.itp"

#include "toppar/TIP3.itp"
[ system ]

; Name

Title

[ molecules ]

; Compound #mols

DPPC
DPPS
CHL1
TIP3
SOD

136
34
30

5000
34

v1l.7



;; 56% DPPC - 14% DPPS - 30% CHL1

;; Generated by CHARMM-GUI

;7 psf2itp.py

;; Correspondance:

(http://www.charmm-gui.org)

;7 jul3l6@Rlehigh.edu or wonpil@lehigh.edu

;7 The main GROMACS topology file

; Include forcefield parameters

#include "toppar/charmm36.itp"

#include "toppar/DPPS.itp"
#include "toppar/CHL1l.itp"
#include "toppar/DPPC.itp"
#include "toppar/SOD.itp"
#include "toppar/TIP3.itp"
[ system ]

; Name

Title

[ molecules ]

; Compound #mols

DPPS
CHL1
DPPC
TIP3
SOD

28
60
112
5000
28

v1l.7



;; 40% DPPC - 10% DPPS - 50% CHL1

;; Generated by CHARMM-GUI

;7 psf2itp.py

;; Correspondance:

(http://www.charmm-gui.org)

;7 jul3l6@Rlehigh.edu or wonpil@lehigh.edu

;7 The main GROMACS topology file

; Include forcefield parameters

#include "toppar/charmm36.itp"

#include "toppar/DPPC.itp"
#include "toppar/CHL1l.itp"
#include "toppar/DPPS.itp"
#include "toppar/SOD.itp"
#include "toppar/TIP3.itp"
[ system ]

; Name

Title

[ molecules ]

; Compound #mols

DPPC
CHL1
DPPS
TIP3
SOD

80
100
20
5000
20

v1l.7



;; 24% DPPC - 06% DPPS — 70% CHL1

;; Generated by CHARMM-GUI

;7 psf2itp.py

;; Correspondance:

(http://www.charmm-gui.org)

;7 jul3l6@Rlehigh.edu or wonpil@lehigh.edu

;7 The main GROMACS topology file

; Include forcefield parameters

#include "toppar/charmm36.itp"

#include "toppar/DPPC.itp"
#include "toppar/CHL1l.itp"
#include "toppar/DPPS.itp"
#include "toppar/SOD.itp"
#include "toppar/TIP3.itp"
[ system ]

; Name

Title

[ molecules ]

; Compound #mols

DPPC
CHL1
DPPS
TIP3
SOD

48
140
12
5000
12

v1l.7



