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RESUMEN

Debido a la diversidad de funciones que pueden desempefiar y la cantidad de procesos
fisicoquimicos celulares que regulan, las membranas bioldgicas constituyen un campo
de investigaciéon de gran interés cientifico. Hasta la fecha se ha recolectado bastante
informacién sobre muchas de sus propiedades, caracteristicas y efectos en las células,
sin embargo, el modelo del “mosaico fluido”, propuesto por Singer and Nicolson
hace més de cuatro décadas para explicar la organizacién estructural de las membra-
nas biolégicas, ha permitido ampliar el espectro conocido a un amplio en relacién con

la naturaleza fluida y composicién compleja y dindmica de dichas estructuras moleculares.

Es actualmente conocido que las alteraciones de la fluidez de la membrana desempefian
un papel clave en la patofisiologia celular de condiciones tales como el envejecimiento
y enfermedad cardiovascular, entre otras. En este contexto, la simulacién de membranas
biolégicas representa una aproximacién interesante y versatil para entender los mecanis-
mos moleculares que ocurren en la organizacion estructural de las membranas biolégicas.

Desafios relevantes a este topico académico, incluye avanzar en los modelos de bicapas
que puedan ser usados para entender propiedades estructurales y predecir consecuencias
biolégicas. Actualmente los modelos de bicapa se reducen a pocos lipidos, que siguen
siendo alejados de las membranas bioldgicas reales. Por tanto, avanzar en la complejidad
de bicapas lipidicas, aumentando la complejidad de las mismas o introduciendo carac-
teristicas como la asimetria, constituyen avances en este campo, puesto que ademads de
obtener observaciones a escala molecular, se pueden establecer ventajas y limitacién de los
modelos matematicos, fisicos y quimicos que se emplean, aportando datos y resultados
que pueden contribuir al mejoramiento de los mismos.

En en este trabajo se modelan bicapas lipidicas mediante dindmica molecular, con el pro-
posito de entender el efecto de las variaciones en la cadena carbonada de fosfatidilcolinas
en el comportamiento eldstico y de fase, particularmente cuando se tienen en cuenta varia-
ciones en la longitud de la cadena y el grado de insaturacién de la misma, a través de la
dindmica molecular.
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INTRODUCCION

Las membranas forman una parte fundamental de las células al permitir la separacion
entre los dos medios acuosos. Estas regulan, mediante su permeabilidad selectiva, cuéles
sustancias entran y salen de la célula; también generan gradientes de iones permitiendo a
los seres vivos generar energia y adicionalmente, controlan el flujo de mensajes entre las
células, procesando informacién en forma de sefiales eléctricas [1].

Las membranas estdn constituidas fundamentalmente por una mezcla compleja de varie-
dades de lipidos, ensamblados asimétricamente [2] y en forma de bicapa [3], que ademads
incorporan otras moléculas no lipidicas como proteinas y aztcares. Tales componentes se
encuentran en constante movimiento a diferentes escalas de tiempo y distancia, siendo
mas liquidas que soélidas [2]. Las bicapas lipidicas, por su parte, en fase liquido cristalino,
Ly o fase liquido desoerdenado L;, son generalmente consideradas relevantes para

modelos de membranas biolégicas [4].

Diversos métodos experimentales, tales como técnicas de microscopia, difracciéon y
calorimetria son usadas en la caracterizacién de propiedades fisicoquimicas de las bicapas
y la acumulaciéon de evidencias sobre el estado fisico de las membranas consolidaron
el modelo de bicapa para las membranas biolégicas [2]. No obstante, debido al caracter
fluido que presentan [5], las técnicas computacionales han sido aplicadas en los tltimos

afios a su estudio, mediante simulaciones de bicapas lipidicas.

La Dindmica Molecular (MD) es una técnica computacional usada para la simulacién de
bicapas, pues ofrece resolucién a escala atémica y molecular, lo cual permite entender
fenémenos a nivel molecular y escalas espaciales y temporales dificiles de acceder
experimentalmente. Por tanto, los resultados obtenidos a partir de (MD) pueden dar
soporte y complemento a informacién obtenida de forma experimental. Adicionalmente,
pueden ser utilizados para abordar preguntas especificas sobre las propiedades de un

sistema modelo a menudo mds facilmente que los experimentos en el sistema real [6].

Existen mdultiples limitaciones al considerar las bicapas lipidicas como modelos de
membranas biolégicas, en primer lugar, la complejidad de los sistemas reales, los
cuales ademds de tener muchos componentes lipidicos y no lipidicos, son sistemas
macro moleculares con cantidades de moléculas del orden de magnitud del ntimero
de Avogadro. Tales caracteristicas, generan cierta imposibilidad computacional a la
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hora de abordar sistemas reales. En segunda instancia, las simulaciones mediante Dina-
mica Molecular se ven limitadas debido al uso de un campo de fuerza que de cuenta

de las interacciones intermoleculares, pues a menudo, seleccionarlo puede ser complicado.

Partiendo de pardmetros de simulaciéon obtenidos en investigacién conjunta entre los
grupos de investigacion (CIBIOP) y (GEMA) en la Universidad EAFIT; este trabajo
pretende profundizar en la modelacién de bicapas lipidicas, evaluando la influencia de
caracteristicas de las cadenas carbonadas en las propiedades estructurales y el comporta-

miento de fase.

En este trabajo se construyen diferentes sistemas teniendo en cuenta algunas variaciones
en las cadenas carbonadas de fosfatidilcolina: longitud e insaturacién, con el fin de explo-
rar la influencia de estos factores en las propiedades eldsticas y el comportamiento de fase
de las bicapas lipidicas aplicando la DM con el campo de fuerza CHARMM-36. Se aborda
el calculo de propiedades estructurales de bicapas de acuerdo a la longitud e instauraciéon
de la cadena, transicién de fase de bicapas monocomponentes saturadas, monoinsaturadas
y diinsaturadas. Ademads, sistemas multicomponentes simétricos y asimétricos con compo-

sicién creciente de grado de insaturacién en las cadenas carbonadas de los lipidos.



MARCO TEORICO

En este capitulo se describe el marco tedrico, conceptual y el estado del arte del estudio de
las bicapas lipidicas como modelos de membranas biol6gicas mediante la DM como técnica
computacional. En primer lugar se introduce la importancia de las membranas biolégicas
y los aspectos relevantes que pueden ser abordados a través de métodos computacionales
como complemento a los estudios experimentales que establecen el campo de estudio.
Seguidamente se desarrollan en mayor detalle los modelos fisicos, quimicos y matematicos
que constituyen la DM. Finalmente, se describen los modelos que permiten el calculo de

las propiedades que se estudiardn de las bicapas lipidicas.

2.1 MEMBRANAS BIOLOGICAS

Las membranas bioldgicas permiten la vida tal y como la conocemos [1], ellas encapsulan
las células y su interior [7] permitiendo organelas discretas que desempefian funciones
biol6gicas particulares y diversas [8], a la vez que regulan gran cantidad de procesos
biolégicos tales como generacién de energia, control del flujo de mensajes entre células,
entre otros. También participan en procesos de fision y fusién, rasgos fundamentales para
la divisién celular [9].

El concepto de membrana biolégica fue desarrollado a partir del siglo XIX. En 1825,
Overton sugirié que la célula tenia una barrera de cardcter hidrofébico que delimitaba el
medio exterior. En 1925, Gorter y Grendel propusieron que los lipidos forman bicapas en
contacto con el agua. En 1950, Robertson propuso una estructura de tres capas, donde
dos de estas capas eran proteinas que se unfan a una capa de lipidos ubicada en el medio
de éstas [10]. Afios mas tarde, Lenard y Singer sugirieron un modelo de membrana, en
el que las proteinas no solo se encontraban ancladas a las superficies de estas estructuras
lipidicas, sino que también se encontraban embebidas en ellas. En 1972 Singer y Nicolson,
describieron las membranas bioldgicas mediante el modelo del "Mosaico fluido"[11]. En
este modelo, las membranas biolégicas se componen de una mezcla compleja de lipidos,
proteinas y carbohidratos.

A partir del modelo del mosaico fluido, la funcién de las membranas bioldgicas no se limita

a una de barrera de separacién, sino que tiene un rol dindmico que le permite desempefiar
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funciones diversas y vitales para el mantenimiento de las células, es decir, se comporta

como una barrera selectiva a diferentes tipos de sustancias.

2.1.1 Caracteristicas y estructura de las membranas bioldgicas

Las membranas biolégicas estdn constituidas, en mayor proporcién por lipidos ordenados
en forma de bicapa, debido a su carécter anfipatico. Existen 3 clases de lipidos de membra-
na: glicerofosfolipidos, esfingolipidos y esteroles [1]. Los glicerofosfolipidos se componen
de cadenas de acidos grasos esterificados con una molécula de glicerol y luego a un grupo
fosfato, el cual le proporciona la componente polar a la molécula. Los esfingolipidos, por
otra parte, contienen un aztcar enlazado al grupo glicerol, a diferencia de los fosfolipidos.
Finalmente, los esteroles estdn conformados por un grupo Hidroxilo, como componente
polar de la molécula, el cual se encuentra enlazado al sistema aromatico de 4 anillos que

lo forma.

2.1.2  Comportamiento termotropico

La unidad estructural de las membranas, se forma mediante el ensamble en forma de bi-
capa de los lipidos. Estos autoensambles se pueden dar de diversas formas dando lugar
a diferentes fases. La formacién de dichas fases dependen de la estructura quimica de las
bicapas y de variables externas como la concentracién de los lipidos en la fase acuosa y
la temperatura [12]. Las fases estan relacionadas entre si y se transforman unas en otras
mediante transiciones impulsadas por variaciones en el ambiente fisico y quimico. Princi-
palmente, el comportamiento termotrépico se analiza mediante la calorimetria diferencial
de barrido (DSC), pues permite la determinacién de las transiciones de fase para membra-
nas compuestas de lipidos puros y de mezclas de lipidos, ademds es posible calcular las
temperaturas de transicion de fase (T},) y las entalpias de transicion para fases lamelares.
En la figura 2.1 se observan diferentes fases en las que se puede conformar un sistema
de lipidos y agua, cada una se caracteriza por la forma en la que se ordenan los lipidos

individuales y su empaquetamiento.

Las transiciones de fase, se dan de acuerdo a las fuerzas de interaccién entre las moléculas,
y las distintas conformaciones que difieren en propiedades fisicas, tienen ademds diferente
relevancia fisiolégica. En términos generales, la fase lamelar subgel o liquido-ordenado
(Lc) se transforma en una fase lamelar gel (Lg ), ésta sucesivamente toma una estructura

lamelar liquido-cristalina (L,).

2.1.3 Estudios experimentales de membranas bioldgicas

Tradicionalmente, técnicas como Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno, Difraccion
de Rayos X, Difraccién de Neutrones, entre otras [14], han sido esenciales para elucidar

la composicién lipidica de las membranas y su conformacién estructural de bicapa. Por
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Figura 2.1: Esquema de diferentes fases lamelares encontradas en sistemas de fosfatidilcolinas y
agua. Subgel L:(A); gel Lg, (B); gel en cadenas inclinadas Lg, (C); gel ondulado Py (D);
cristal liquido L, (E); gel interdigitado Lg” (F); gel completamente interdigitado (G); gel
parcialmente interdigitado (H). Vista de una seccién transversal de arreglos en diversos
modos de empaquetamiento de cadenas hidrocarbonadas, vista desde abajo a lo largo
de la cadena: ortorémbica (I); cuasi-hexagonal (J); hexagonal (K). Tomado de [13]

otra parte, los métodos calorimétricos como Calorimetria Diferencial de Barrido [15]
y Anadlisis Termogravimétrico, han permitido estudiar las propiedades referentes al
comportamiento térmico de las membranas. Técnicas instrumentales de caracterizacion,
como la Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier FTIR se han aplicado a la
determinacién de cambios de fase en bicapas lipidicas [16].
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Otras técnicas complementarias, como la Espectroscopia de Resonancia Paramagnética,
RSE han permitido obtener informacién sobre la influencia que tienen moléculas externas
a la bicapa, como el colesterol en su comportamiento [17]. Sin embargo, dada la com-
plejidad estructural, composicional y dindmica de estas unidades biolégicas, no ha sido

posible entender o modelar teéricamente su comportamiento biolégico.

A pesar de los numerosos avances instrumentales, y la aplicaciéon de éstos al estudio de
las bicapas lipidicas, existen varios fenémenos que se presentan a nivel de la membrana y
cuyos rangos en longitud y escala de tiempo [18] son imposibles de reproducir mediante
experimentos reales, las fluctuaciones en composiciéon de una regién a otra en una bicapa,
por ejemplo, es del orden de los ns, donde nuestro nivel de comprensiéon de las membranas
se limita y se hace necesaria la biisqueda de formas alternativas para estudiarlas.

2.2 SIMULACIONES COMPUTACIONALES DE BICAPAS LIPIDICAS

Los modelos computacionales han emergido como una poderosa alternativa y complemen-
to para entender los fenémenos moleculares que gobiernan ciertos sistemas biolégicos, da-
das algunas limitaciones de los métodos experimentales para acceder a las nanoescalas
en las que ocurren diferentes eventos en las células. En la figura 2.2 se observan fenéme-
nos celulares que son abordados mediante técnicas computacionalmente que ofrencen la
resolucién adecuada. (a) la resolucion de la mecanica cudntica permite explorar las confor-
maciones moleculares internas y estudiar los procesos que involucran rupturas de enlaces,
(b) los modelos de todos los 4tomos se usan para describir las redes de enlaces de Hidré-
geno y las interacciones detalladas del empaquetamiento lipido-lipido, lipido-proteina y
proteina-proteina (c) la resolucién de grano grueso (coarsed-grained) explora la distribu-
cién dindmica a gran escala de lipidos y proteinas, y la separacioén de fases lipidicas (d)
Escalas més grandes, como la organizacién de proteinas mediada por lipidos y el modela-
do de células completas, requiere una resolucién supragruesa o (e) un modelo continuo.

En los modelos de todos los atomos (All-Atom, AA), cada dtomo del sistema se encuen-
tra explicito, por otra parte, los modelos de grano gueso (Coarse-grained, CG) combinan
grupos de dtomos para asi, minimizar la cantidad de interacciones, logrando una simula-
cién menos costosa computacionalmente.

2.2.1 Dindmica Molecular

Las simulaciones mediante DM se han convertido en una importante herramienta en el
estudio de biomoléculas, pues ofrecen resolucién a escala atémica para diferentes siste-
mas, permitiendo dar soporte teérico a mecanismos biomoleculares a escalas espaciales y
temporales que son dificiles de observar experimentalmente[6], como se ha mencionado

anteriormente.
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Figura 2.2: Escalas de simulacién: (a) Cudntica; (b) Todos los dtomos; (c) Grano grueso; (d) Supra
grano grueso; (e) Continua.

La DM se basa en principio, en la resolucién numérica de la segunda ley de newton para
el movimiento, de un grupo de moléculas o 4&tomos, como se muestra en la ecuaciém 2.1,
donde r; es la posicién de la particula en un tiempo ¢ y F; es la fuerza momenténea sobre
cada atomo obtenida a partir de un potencial de interaccién, ecuacién 2.2.

azl‘i

A partir de posiciones y velocidades iniciales para cada dtomo, y con un conjunto de
reglas que describan cémo ocurren las interacciones en el ensamble mediante el potencial
de interaccién (campo de fuerza), es posible calcular para cada instante, la aceleracion de
cada 4tomo, y asi, calcular las nuevas posiciones y velocidadades. Tal proceso es iterado,
obteniendo la evolucién temporal del sistema molecular.

Fz' = —VriU(rl,rz...rN) (22)

Ademas, la DM permite recrear el comportamiento de un sistema de acuerdo a estimulos
como por ejemplo de temperatura y presion [19].
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222 Campo de fuerza

Como ya se menciond, La DM requiere de un potencial que describa todas las interacciones
entre el sistema, también llamado campo de fuerza.

El campo de fuerza describe matemdticamente la dependencia de la energia potencial de
un sistema con respecto a las coordenadas de las particulas y consiste en la forma analitica

de los potenciales de interacciones interatémicos [19].

La mayoria de los campos de fuerzas, descomponen las interacciones entre aquellas que
son covalentes y las que no son covalentes. Las primeras corresponden a los &tomos que se
encuentran quimicamente enlazados, y son modelados como una serie de enlances armoé-
nicos, dngulos y potenciales dihedrales entre los d4tomos. Las interacciones no covalentes,
por otra parte, son modeladas como pares de potenciales debido a interacciones electrosta-
ticas, de acuerdo a la ley de Coulomb, e interacciones de Van der Waals, aproximadas con

potenciales de Lennard Jonnes, ecuacién 2.3 [18].

k, k
u=>) 5 (r=rg)+ ¥ ?9 (6 —6ep)”
enlace angulo
Vi
+ Y & [1+cos(ng— )] (2.3)
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Los primeros campos de fuerza, fueron creados en los afios 60, con el desarrollo de la
Mecénica molecular MM, para predecir estructuras moleculares, espectros vibracionales
y entalpias de formacién de moléculas aisladas [20], luego se fueron orientando hacia el
estudio de pequefias moléculas organicas. Progresivamente, se fueron extendiendo hacia
el estudio de moléculas organicas funcionalizadas, como alcoholes, éteres, sulfuros, etc.
Finalmente, los campos de fuerza han evolucionado hasta dar cuenta de sistemas mucho
mas complejos, incluyendo ensambles moleculares, acidos nucleicos y proteinas. Algunos
de los campos de fuerza mas usados son: CHARMM [21], AMBER [22], GROMOS [23],
OPLS [24].

2.2.3 Validacién y comparacién de campos de fuerza

Después de seleccionar un campo de fuerza para realizar una simulacién, surge una pre-
gunta importante ;Que tan acertada es la descripcién de un sistema real realizada con un
campo de fuerza? [25]; pues la mala elecciéon de un campo de fuerza puede conducir a
resultados y andlisis erréneos. Por tanto, para responder la pregunta, surge el concepto de

validacion.
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La validacién consiste en la comparacién de resultados de la simulacién con resultados
experimentales para un modelo establecido. Los pardmetros de validaciéon més usados
tradicionalmente son: el drea por lipido, espesor de la bicapa, densidad electrénica y el
pardmetro de orden. Sin embargo, sigue en aumento la bisqueda de nuevas metodolo-
gias y protocolos para garantizar la habilidad computacional para reproducir resultados
experimentales [26], incluso algunos, mediandete el uso de Difraccién de Rayos X.

Si bien las simulaciones computacionales se presentan como una gran fuente de conoci-
miento a la hora de estudiar el comportamiento dindmico de una bicapa lipidica y apli-
carlo como un modelo de membrana, debe tenerse claro que también presentan grandes
limitaciones. Las membranas biolégicas son muy complejas en cuanto a su composicién y
dindmica intrinseca, por tanto, pueden presentarse impresiciones con respecto al ensam-
ble molecular que se selecciona. Por otra parte, el campo de fuerzas y el algoritmo de
integracion podrian no representar bien las interacciones y dindmicas reales. Es decir, que
realizar simulaciones y usarlas para explicar fenémenos fisicoquimicos y biolégicos, no es

una tarea sencilla y debe hacerse rigurosamente.

2.2.4  Avances en la Universidad EAFIT

En la tesis de Maestria en Fisica Aplicada presentada por Valderrama-Maya Margarita, de-
nominada: Modelacién de bicapas lipidicas y andlisis de sus propiedades fisicas mediante
Dindmica Molecular, se desarrollaron simulaciones computacionales via Dindmica Mole-
cular de sistemas complejos de bicapas lipidicas. Se construyeron 72 modelos de bicapas
monocomponentes de los fosfolipidos DPPC, variando la proporcién entre la cantidad de
moléculas de éste lipido y agua. Posteriormente se compararon los campos de fuerza de
CHARMMS-36 y SLIPID con el fin de seleccionar el campo de fuerza que mejor se ajusta-
ra al ensamble molecular, de lo cual se concluy6é que el campo de fuerzas CHARMM-36
es mas adecuado. Seguidamente, se simul6 el comportamiento termotrépico para el siste-
ma monocomponente de DPPC entre 293.15 y 328.15 K, lo cudl arrojé el comportamiento
de fase y las propiedades estructurales y dindmicas correspondientes a cada fase. Adi-
cionalmente, se han determinado las propiedades dindmicas, fisicas y estructurales para
sistemas multicomponentes, donde se vari6 las proporciones de esfingomielina, colesterol,
fosfatidilcolina, fosfatidietanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Las simulaciones
fueron realizadas empleando el software GROMACS-5.1 y los resultados fueron validados

con resultados experimentales a partir de la literatura.
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En este capitulo se expone la metodologia general que se emple6 para llevar a cabo las
simulaciones mediante dindmica molecular y el andlisis de resultados.

En principio se describe el proceso para obtener la dindmica molecular de un ensamble
de lipidos en Gromacs, a partir de los archivos de entrada obtenidos de Charm-gui. Segui-
damente, los detalles computacionales que permitieron la obtencién de los resultados y
finalmente, la metodologia empleada en andlisis de propiedades estructurales y eldsticas:
Area por lipido, pardmetro de orden, espesor, médulo de compresibilidad y médulo de

rigidez.

3.1 METODOLOGIA GENERAL

La metodologia general para llevar a cabo simulaciones computacionales mediante dina-
mica molecular, se observa en el diagrama de flujo de la figura 3.1. Para ejecutar cada
simulacién, en el paso 1 se emplearon archivos de entrada mostrados a partir de la plata-
forma web Charmm-gui [27]. Los sistemas se construyeron con composiciones de lipidos,
segln el caso, como se describirdn en los capitulos posteriores, con un total de 300 lipidos
por bicapa, 150 por cada monocapa; y 40 moléculas de agua por cada lipido. Esta cantidad
y proporcion de lipidos se empled segtn la optimizacién del tamarfio del sistema obtenido
anteriormente en el grupo CIPIOP[28]. Luego de dar los datos de entrada en la plataforma:
Numero de molécula de lipido, Ntimero de moléculas de agua, identidad de los lipidos,
cantidad e identidad de lipidos por cada monocapa, temperatura de simulacién, tipo de
ensamble, campo de fuerza, adicién de iones, y tipo de software donde se ejecutaria la
dindmica, se obtuvieron los archivos de entrada mostrados en la tabla 3.1. Seguidamente,
en el paso 2 los archivos de entrada se se ejecutan en el centro de computacion cientifica
Apolo de la Universiadad Eafit, donde se ejecutaron las dindmicas con el softawe Gromacs
5.1 y Gromacs 2021 [29]. La dindmica genero los archivos observados en la tablas 3.2 los

cuales fueron descargados y posteriormente procesados para calcular los resultados.
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Figura 3.1: Diagrama de flujo de la metodologia computacional.

Minimizacién Equilibracién Dindmica
step5_input.pdb step6.1_equilibration.mdp | step7_production.mdp
step5_input.psf step6.2_equilibration.mdp topol.top

step6.0_minimization.mdp | step6.3_equilibration.mdp
step6.4_equilibration.mdp
step6.5_equilibration.mdp

step6.6_equilibration.mdp

Tabla 3.1: Archivos de entrada para la simulacién

Archivo Tipo

step7.edr Energia

step?.trr Trayectoria

step?.tpr Topologia

Tabla 3.2: Archivos de salida de la simulacion

Una vez terminadas las simulaciones, se procede a validar el campo de fuerza en el paso 3

del la Figura 3.1. Algunos de los célculos obtenidos computacionalmente, particularmente



3.2 DETALLES COMPUTACIONALES

los sistemas que han sido estudiados también experimentalmente, se comparan con datos
obtenidos en la literatura y se calcula el porcentaje de error, Ecuacién . De esta forma
se verifica que el modelo estd representando el sistema real y es posible sacar algunas
conclusiones a partir de las simulaciones.

Si se obtiene porcentajes de error aceptables, se procede a realizar los demds célculos
deseados.

o | Xexperimental — Xsimulado |
Yo error =

.100 (3.1)

Xexperimental

3.2 DETALLES COMPUTACIONALES

La minimizacién se llevé a cabo con el algoritmo de integracién "Steepest Descent"durante
5000 pasos, para la equilibracién se establecié un ensamble NVT para los dos primeros
pasos, y un ensamble NPT para los 4 restantes a una temperatura de 323.15 K con el
termostato Berendsen. La dindmica se establecié con un sistema NPT a diferentes tempera-
turas de acuerdo con el sistema particular, el termostato Nose-Hover y presién de 1 bar con
el barostato Parinello-Rahman. Se usaron condiciones de frontera periédicas y la malla de
particulas de Ewald para el calculo de interacciones electrostaticas. Se emple¢ el algoritmo
de de cambio de fuerza para las interacciones Lennard-Jones con radio de corte entre 1.0
y 1.2 nm. Tanto la equilibracién, como la dindmica, fueron ejecutados con el algoritmo de
integracion "leap frog", y las restricciones mediante el algoritmo Lincs con un tiempo de pa-
so de 2 fs, 5 veces el tiempo de una vibracién de un enlace de hidrégeno [18]. Finalmente,
el tiempo de la dindmica se estableci6 para cada tipo de simulacién de acuerdo al tipo de
sistema que se deseaba estudiar.

3.3 ANALISIS DE DATOS

Para caracterizar las bicapas simuladas a partir de las dindmicas obtenidas se emplearon
medidas estructurales y eldsticas. Ademas, se visualiz6 la evolucién temporal de las mis-

mas. A continuacién se describe el calculo de las propiedades mencionadas.

3.3.1 Area por lipido

» El drea por lipido para sistemas monocomponentes se calculé con la ecuacién 3.2,
donde Ay, representa el drea de la caja en el plano xy, y N representa el nimero de
lipidos en cada monocapa.

_ Axy
T 2N,
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= En el caso de sistemas multicomponentes, se usé la herramienta APL@voro [30]. Un
programa desarrollado para analizar trayectorias de simulaciones de membranas eje-
cutadas en Gromacs. El programa lee archivos .pdb y .trr o .xtc, a partir de los cuales
genera un poligono de poligonos de voronoi para cada lipido, con la ayuda de un
grupo de atomos seleccionados, de acuerdo al sistema. Finalmente, se calcula el area
por lipido proyectado, y el espesor. Los calculos y diagramas pueden visualizarse en
gréficos 2D y 3D en representaciones interactivas [31].

3.3.2 Pardmetro de Orden

El parametro de orden de deuterio, (—S,;) mide el grado de orden en las cadenas car-
bonadas que forman el interior hidrofébico de la bicapa. Con el promedio de todos los
lipidos en el tiempo se calcula 6, el &ngulo entre el vector C-H de un dtomo de carbono en
la cadena carbonada y el vector normal de la bicapa. Este pardmetro de orden se obtiene
usando la ecuacién 3.3

— Sy = ~(3cos?6 — 1), (3.3)

NI —

con el médulo de andlisis gmx order y el archivo de topologia step?.tpr que se indica en
la tabla 3.2.

3.3.3 Densidad Electrénica

Esta propiedad fue calculada usando la herramienta Gmx density del software GROMACS,
la cual calcula la distribucién promedio de electrones a través del eje normal a la bicapa.
Para lograr este objetivo, en cada paso de la trayectoria, el eje z se divide en 500 partes y
se calcula el namero de electrones para cada division.

3.3.4 Espesor

El espesor se calcul6 de acuerdo a la distancia ente dos méximos de densidad electrénica
para la parte lipidica del sistema. Estos maximos se dan en la regién longitudinal del lipido
donde se encuentra el grupo fosfato. En la figura 3.2 se observa la regién correspondiente,

a partir del cual se calcula el espesor.

3.3.5 Moddulo de Compresibilidad

El médulo de compresibilidad se obtuvo mediante las fluctuaciones en el area por lipido
calculado cémo la desviacion estdndar, usando la ecuacion 3.4, donde T es la temperatura
en kelvin, Kp es la constante de Boltzman, (72(A L) es el desplazamiento cuadratico medio
del 4rea por lipido.
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Figura 3.2: Para obtener los espesores de las bicapas se toma la distancia ente dos méaximos de
densidad electrénica para la parte lipidica del sistema.
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3.3.6 Moddulo de Rigidez

El moédulo de rigidez se calculé a partir de los valores obtenidos para el K4 y el espesor

de la bicapa DB usando la ecuacién 3.5

_ KaDB

KB
24

kgT (3.5)

3.4 VALIDACION DEL CAMPO DE FUERZA

Para corroborar el campo de fuerza, es decir, verificar que se empleé un modelo fisico
de interacciones intermoleculares que puede representar satisfactoriamente los sistemas a
simular, se uso una bicapa construida con un lipido ampliamente estudiado experimental-
mente: el DPPC. Para la validacién se compararon las propiedades calculadas mediante
los resultados de la simulacién con valores obtenidos a partir de experimentos reportados
en la literatura. Se calcularon el drea por lipido, el parametro de orden y el espesor de la

bicapa. Los resultados se observan en la Tabla 3.3

Propiedad Valor simulado | Valor Experimental | % Error
Area por lipido (nm?) | 0.61 0.63 3.17
Espesor (nm) 3.78 3.8 0.53
Moédulo de Compresi-

bilidad 231 189.5 21.90
Moédulo de Rigidez 16.7 13.68 22.07

Tabla 3.3: Validacién del Campo de fuerza

33






INFLUENCIA DE LA LONGITUD DE LA CADENA
EN EL COMPORTAMIENTO ELASTICO DE BICAPAS
DE CADENA SATURADA Y MONOINSATURADA

Muchas de las cadenas carbonadas de los fosfolipidos en las membranas celulares son sa-
turadas, s6lo presencia de enlaces simples C-C, y monoinsaturadas, un enlace doble entre
dos carbonos. Sin embargo, muchas de las membranas ricas en lipidos poliinsaturados
se encuentran en ciertos tejidos animales, como en el tejido cerebral, por ejemplo, y las
longitudes de las cadenas varian significativamente [32]. En este capitulo se estudia la in-
fluencia de la longitud de la cadena carbonada en las propiedades estructurales y eldsticas
de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas y monoinsaturadas.

4.1 SISTEMAS LIPIDICOS

Se ensamblaron bicapas a través de la plataforma Charmm-gui [27] siguiendo la metodo-
logia explicada en el Capitulo 3. Las bicapas se simularon a una temperatura de 323.15
K, con un tiempo de dindmica de 500 ns. Se construyeron en total 11 bicapas con lipidos
de diferentes longitudes de cadena carbonada lateral, entre saturados y monoinsaturados
como se muestra a continuacion:

1. Bicapas de lipidos con cadenas carbonadas saturadas:
Se estudiaron sistemas compuestos con fosfatidilcolinas con cadenas carbonadas en-

tre 10 y 18 4tomos de carbono. Los lipidos se observan en la Tabla 4.1.

Lipido Cadena Carbonada (Cy,)
DDPC 10:0/10:0
DCPC 11:0/11:0
DLPC 12:0/12:0
DMPC 14:0/14:0
DPPC 16:0/16:0
DSPC 18:0/18:0

Tabla 4.1: Fosfatidilcolinas con cadenas carbonadas saturadas de diferentes longitudes.
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2. Bicapas con lipidos de cadenas carbonadas monoinsaturadas:
Los sistemas monoinsaturados comprenden bicapas entre 14 y 22 carbonos con una

insaturacién en el carbono N°9. Los lipidos se observan en la Tabla 4.2.

Lipido Cadena Carbonada (C,)
DRPC 14:1/ 141
DYPC 16:1/ 16:1
DOPC 18:1/ 18:1
DGPC 20:1/ 20:1
DEPC 22:1/ 22:1

Tabla 4.2: Fosfatidilcolinas con variacién en la longitud de las cadenas carbonadas monoinsatura-
das.

42 RESULTADOS Y DISCUSION
421 Area por lipido

En la Figura 4.1 se observan los graficos de 4rea por lipido para cada uno de los 6 sistemas
de lipidos de cadenas carbonadas saturadas simulados. Dado que el area por lipido, es
ademas propiedad que refleja el equilibrio del sistema como ya se ha mencionado, en
los graficos se observa que todos los sistemas alcanzan el equilibrio durante la dindmica.
Particularmente, luego de 100 ns los sistemas se encuentran equilibrados. Por su parte, el
area por lipido de las 5 bicapas de lipidos de cadenas carbonadas insaturadas se observan
en la Figura 4.4, donde los sistemas se evidencian completamente equilibrados durante
toda la trayectoria.

En la parte (f) de la Figura 4.1 es notoria la ausencia de equilibrio al inicio de la trayectoria,
la dréstica disminucién de la medida, asi como la fluctuacién de la misma con respecto
a las demads bicapas. Este comportamiento se debe a la temperatura de simulacién, pues
a 323.15 K la bicapa debe encontrarse en fase gel ordenada, segin su temperatura de
transicién de fase Ty; como se observa en la Tabla 4.3 [33].

Segun la equilibracién de los sistemas observada, para realizar los cdlculos se emplearon
segmentos de las trayectorias a partir de 150 ns para las bicapas formadas con lipidos
saturados, y toda la trayectoria para las bicapas de lipidos monoinsaturados.

En la Tabla 4.4 y la Figura 4.2 se observa el comparativo de drea por lipido obtenido para

los primeros 6 sistemas de bicapas construidas a partir de lipidos de cadenas carbonadas
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Figura 4.1: Area por lipido durante toda la trayectoria para bicapas lipidicas a partir de los lipidos
(a) DDPC, (b) DCPC, (c) DLPC, (d) DMPC, (e) DPPC, (f) DSPC.

saturadas. En esta dltima, se puede observar (a) el drea por lipido promedio de las dina-
micas, en funcién de la longitud de la cadena carbonada expresada como la cantidad de
carbonos, y (b) el area por lipido a lo largo de toda la trayectoria para los sistemas men-
cionados. En la parte (a) de la Figura 4.2 se observa como la medida de area por lipido
disminuye a medida que aumenta la longitud de la cadena carbonada. La disminucién

de ésta propiedad demuestra que las cadenas carbonadas de los lipidos ocupan menos
area superficial de la bicapa a medida que aumenta la longitud de la cadena, resultando
en sistemas més rigidos, empaquetados y ordenados. Estas tltimas caracteristicas también
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Figura 4.2: Area por lipido durante toda la trayectoria de las bicapas de diferente longitud de
cadena carbonada saturada.

Lipido Ty (K)
DLPC 271.15
DMPC 297.15
DPPC 314.15
DSPC 328.15
DYPC 342.15
DOPC 274.15

Tabla 4.3: Temperaturas de transiciéon de fase de bicapas lipidicas.

se evidencian en el RMSD, valor que decrece a medida que aumenta la longitud de la
cadena carbonada. Los resultados de area por lipido para sistemas saturados concuerdan
con resultados experimentales obtenidos para el DLPC, DMPC y DPPC [34], ademds, en
el mismo trabajo se observa la misma tendencia, de disminucién del drea por lipido al
aumentar la longitud de la cadena, para las bicapas estudiadas. Este resultado, demuestra
la correlacion entre las temperaturas de transicion de fase de bicapas de lipidos de cadena
carbonada saturada y la longitud de la misma. A medida que aumenta la longitud de las

cadenas carbonadas, aumenta la temperatura de transiciéon de fase [35].

En la Tabla 4.5 y la Figura 4.4 se observan los resultados de drea por lipido para los 5
sistemas ensamblados con lipidos monoinsaturados, donde se encuentra que el &rea por
lipido disminuye a medida que aumenta la longitud de la cadena. Este resultado también
se observo para las bicapas de lipidos saturados, sin embargo dicha disminucién para el
caso de las bicapas de lipidos insaturados es menor.

En el gréafico de la figura 4.5 se puede observar el comparativo entre el drea por lipido
promedio de ambas series de bicapas, de lipidos saturados y monoinsaturados y en la
Figura 4.6 se puede observar el area por lipido a lo largo de toda la trayectoria para ambos
grupos de bicapas: a partir de lipidos (a) saturados, (b) monoinsaturados. De los cuéles se
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Figura 4.3: Area por lipido durante toda la trayectoria de las bicapas de diferente longitud de

cadena carbonada saturada de los lipidos (a) DRPC (14), (b) DYPC, (c) DOPC, (d) DGPC,
(e) DEPC

puede inferir, ademds de los aspectos mas relevantes ya mencionados, que la fluctuacién de
la medida es menor para los sistemas insaturados, aunque mayor que el sistema especifico
saturado, que se encuentra en fase de gel (DSPC).
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Lipido Saturado | Area por Lipido (nm?) | RMSD

DDPC 0.655784 9.22 x107°
DCPC 0.650989 9.57 x10~>
DLPC 0.643077 18.5 x107°
DMPC 0.626577 7.18 x107°
DPPC 0.609717 6.14 x107~°
DSPC 0.500397 1.31 x107°

Tabla 4.4: Area por lipido promedio de bicapas de lipido de cadenas carbonadas saturadas de
diferentes longitudes.

Lipido Monoinsaturado | Area por Lipido (nm?) | RMSD

DRPC 69.3378 0.8741 x10—°
DYPC 70.1482 0.8362 x10~°
DOPC 69.4424 0.8525 x10°
DGPC 68.8334 1.1490 x10~°
DEPC 67.2969 0.8112 x107>

Tabla 4.5:

Area por lipido promedio de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas insaturadas.
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Figura 4.4: Area por lipido de bicapas de lipidos de diferentes longitudes de cadenas carbonadas
insaturadas (a) Area por lipido promedio (b) Area por lipido durante toda la trayectoria.
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4.2.2 Pardmetro de orden

El pardmetro de orden es una propiedad estructural que representa las torsiones de los
carbonos de las cadenas carbonadas, mediante un promedio temporal de cada carbono de
los lipidos presentes en el sistema. Segin su definiciéon matemadtica, un mayor parametro
de orden da cuenta de mayor libertad en las cadenas carbonadas.

En la Figura 4.7 se observa el pardmetro de orden para las cadenas carbonadas (a) snl y
(b) sn2 de los lipidos de cadenas carbonadas saturadas. Se puede apreciar como a medida
que aumenta la longitud de la cadena carbonada, el parametro de orden aumenta en la
zona de plateau, reflejando una mayor movilidad de ambas cadenas carbonadas. Este
resultado es consistente con los resultados obtenidos para el drea por lipido, ya que ambos
reflejan la pérdida de orden y aumento en la movilidad de la regién apolar de la bicapa, a

medida que aumenta la longitud de las cadenas carbonadas.

Este anélisis no obtuvo una buena aproximacién para las bicapas de los lipidos insaturados
mediante la metodologia empleada con el médulo Gmx density, por tanto los resultados

no se incluyeron en este texto.

0.35 (a) snl 0.35¢ (b) sn2
0.30 0.30
m m . DDPC (10)
80.25 5025 « DCPC(11)
% 0.20 “0.20 « DLPC(12)
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0.10 0.10 . DSPC(18)
[~ |~
024 % & 10 12 12 00— %4 6 & 10 12 11

Cadena Carbonada (C,)

Cadena Carbonada (C,)

Figura 4.7: Parametro de orden de bicapas de lipidos saturados. La parte (a) muestra el parametro
de orden para las cadenas carbonadas sn1 y la parte (b) para las sn2.

4.2.3 Densidad electrénica

El perfil de densidad electrénica puede ser obtenido para cada componente de las
bicapas, asi como para el sistema completo. Este grafico puede describir la densidad, ya
sea de electrones o de masa, de la bicapa a lo largo del eje transversal. Estos graficos
pueden ofrecer informacién valiosa de la regién apolar o interfacial de la misma. En
las Figuras 4.8 y 4.9 se observan los perfiles de densidad: electrénica para las bicapas
ensambladas con lipidos saturados y de masa, para bicapas ensambladas con lipidos
insaturados, respectivamente. Los perfiles de densidad nos permiten identificar como
cambia la densidad a lo largo de la bicapa y pueden dar cuenta del empaquetamiento
en cada region de la bicapa. Por ejemplo, en la parte (f) de la Figura 4.8 se observa que
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la densidad electrénica es mas o menos constante a lo largo de la regiéon apolar de la
bicapa, es decir, en la regién ocupada por las cadenas carbonadas de los lipidos. Ese
comportamiento no ocurre para demds bicapas (a)-(f) donde la densidad va disminuyendo
hasta que cae a un minimo en el centro de la bicapa. Tal perfil de densidad, se correlaciona
con el pardmetro de orden, donde se vio para la bicapa de DSPC que el pardmetro de
orden se observa constante a lo largo de la longitud de la cadena. Es decir que el per-
fil de densidad también arroja informacién sobre la disposicién de las cadenas carbonadas.

Adicionalmente, el perfil de densidad electrénica permite obtener un valor para el espesor
de la bicapa definida como la distancia entre los méaximos de densidad para el grupo
lipidico. Este resultado se discute en la seccién siguiente.
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Figura 4.8: Densidad electrénica de bicapas de lipidos de diferentes longitudes de las cadenas car-
bonadas saturadas.
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4.2.4 Espesor

Como fue mencionado en la seccién anterior, el espesor de las bicapas fue obtenido a
partir de los perfiles de densidad electrénica, para los sistemas saturados y densidad de
masa para los sistemas monoinsaturados. El espesor se midi6é como la distancia entre los
maximos para el los grupos lipidicos y los resultados se observan en la Tabla 4.6 y Figura
4.10 para las bicapas de lipidos saturados. En el grafico, se separa el dltimo punto, que
corresponde a la bicapa de lipidos de cadena carbonada de 18 Carbonos (DSPC) que se
encuentra en fase de gel. La tendencia general que se observa, de aumento del espesor de
las bicapas cuando aumenta la longitud de la cadena, indica que la longitud de la cadena
determina fuertemente el espesor, lo cual es un resultado esperado. Este comportamiento
también se encuentra para las bicapas formadas de lipidos monoinsaturados, los cuales
se observan en la Tabla y la Figura 4.11, aun conservando la tendencia de aumentar el
espesor a mayor longitud de cadena carbonada.

Lipido Espesor (nm)
DDPC 1.8879
DCPC 2.0825
DLPC 2.2379
DMPC 2.7980
DPPC 3.1434
DSPC 3.9786

Tabla 4.6: Espesor de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas de diferentes longitudes.

Lipido Espesor (nm)
DRPC 2.229
DYPC 3.605
DOPC 2.313
DGPC 3.220
DEPC 3.675

Tabla 4.7: Espesor de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas insaturadas de diferentes longitu-
des.

En la Figura 4.12 se muestra el comparativo entre los espesores de las bicapas de lipidos
de cadena carbonada saturada y monoinsaturada. Alli se evidencia que las bicapas de
lipidos saturados tienen mayor espesor que las bicapas de lipidos monoinsaturados, este
comportamiento es de esperarse y se debe a la pérdida de longitud a lo largo del eje de la

bicapa, originado por la insaturacién, lo cual pliega la cadena.
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Figura 4.10: Espesor de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas de diferentes longitu-
des de cadena.
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Figura 4.11: Espesor de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas monoinsaturadas.
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Figura 4.12: Comparativo de espesor de bicaoas de lipidos saturados y monoinsaturados.
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4.2.5 Moddulo de compresibilidad

El médulo de compresibilidad K4 para las bicapas ensambladas a partir de lipidos
saturados de observa en la Tabla 4.8 y la Figura 4.13. Para estas bicapas se observa que su
modulo de compresibilidad se encuentra al rededor de 200 mN/m para los sistemas que
se encuentran en la fase liquido ordenado, y mayor a 1000 mN/m para el sistema que se
encuentra en fase de gel. Por otra parte, también se conserva la tendencia general que se

ha observado hasta el momento con las demds propiedades.

Para los sistemas insaturados sin embargo, los resultados que se observan en la Tabla 4.9
y la Figura 4.18, sugieren en términos generales que esta propiedad no cambia sustancial-
mente con el aumento en la longitud de la cadena, ademads se observan resultados fuera de
la tendencia, como en el caso del DPPC (16 carbonos) aunque este resultado se encuentra
relativamente mads ajustado a resultados experimentalmente con un 18 % de error, como
se se mostro en la validacién del campo de fuerza. Los resultados calculados a partir de
las simulaciones para esta propiedad indican que el modelo computacional no ofrece una

buena aproximacion.

Lipido K4 (mN/m)
DDPC 211.605
DCPC 202.222
DLPC 181.973
DMPC 259.294
DPPC 295.001
DSPC 1128.772

Tabla 4.8: M6dulo de compresibilidad de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas de
diferentes longitudes.

Lipido K4 (mN/m)
DRPC 2.3581
DYPC 98.9204
DOPC 24214
DGPC 1.7809
DEPC 2.4662

Tabla 4.9: Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas de
diferentes longitudes.
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Figura 4.13: Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas.
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Figura 4.14: Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas monoinsatu-

radas.
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Figura 4.15: Comparacién del Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos de cadenas carbo-
nadas saturadas y monoinsaturadas.

Lipido K? (KgT)
DDPC 6.9507
DCPC 9.3723
DLPC 11.6186
DMPC 34.9250
DPPC 56.47
DSpPC 417.27
Tabla 4.10: Médulo de Rigidez de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas de diferentes
longitudes.
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Figura 4.16: Médulo de Rigidez K¥ de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas de
diferentes longitudes.
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Lipido Kb (KgT)
DRPC 6.9507
DYPC 9.3723
DOPC 11.6186
DGPC 34.9250
DEPC 56.47

Tabla 4.11: Médulo de Rigidez K¥ de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas monoinsaturadas
de diferentes longitudes.
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Figura 4.17: K’ Sistemas monoinsaturados.
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Figura 4.18: Comparativo K de sistemas saturados y monoinsaturados.
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INFLUENCIA DEL GRADO DE INSATURACION EN
EL COMPORTAMIENTO DE FASE DE BICAPAS
LIPIDICAS MONOCOMPONENTES

La unidad estructural de las membranas bioldgicas es la bicapa lipidica [9]. Dependiendo
de la composicién, temperatura, presién entre otros factores externos, la estructura de la
bicapa puede adoptar distintas fases lamelares: cristalina (L.), gel (Lg), ondulado (Ps/)
o liquido-desordenado (L,), caracterizadas por el ordenamiento de las cadenas de hidro-
carburos en el interior de la bicapa. La transicién de fase tipo gel al liquido-desordenado
ocurre a una temperatura critica de fusiéon T, durante el proceso de calentamiento.
Durante esta transicion puede existir una pretransicién, la formacién de la fase (Pg/).
Esta pretransicion no ocurre para todos los lipidos, particularmente en aquellos con
insaturaciones [36].

Este fenémeno de transiciéon ha cobrado bastante interés en los tltimos afios, dado que
puede afectar drésticamente diversos procesos celulares.

En este capitulo se model6 el comportamiento de fase de bicapas de acuerdo a la
insaturacién de la cadena carbonada de los lipidos que forman la bicapa, con el objetivo
de observar los cambios que puedan ocurrir en las diferentes fases.

Se seleccionaron 3 lipidos de igual longitud de cadena carbonada, pero aumentado su
grado de insaturacién; los lipidos: saturado, monoinsaturado y diinsaturado; DSPC,
DOPC y DUPC, respectivamente. Las estructuras quimicas de los lipidos se observan en
la Figura 5.1

51 SISTEMAS SIMULADOS

Para cada lipido, se construyeron ensambles de acuerdo a los pardmetros establecidos en
el Capitulo 3 y se realizaron 7 simulaciones con temperaturas en un rango total de 40 °C
alrededor de su temperatura de transiciéon de fase, en intervalos de 5 °C y tiempos de
dindmica de 300 ns.
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5 | (b) (c) ~~
Shoned ~ m | JH))/V\HV

Figura 5.1: Estructura de fosfatidilcolinas de cadenas carbonadas simétricas de 18 carbonos (a) Sa-
turada (DSPC 18:0/18:0) (b) Monoinsaturada (DOPC DSPC 18:1/18:1 (c¢) Diinsaturada
(DUPC DSPC 18:2/18:2)

El DSPC cuya transicién de fase ocurre a 328.15 K [31], fue simulado entre 313.15 K y
343.15 K, ver Tabla 5.1. El DOPC, sufre transiciéon de fase a 256.15 K y fue simulado entre
24715 Ky 277.15 K. Finalmente, el DUPC con temperatura de transiciéon de fase de 216.15
K fue simulado entre 201.15 K y 231.15 K. Ver Tabla 5.1.

DSPC DOPC DUPC
T (K) T (K) T (K)

313.15 247.15 201.15
318.15 252.15 206.15
323.15 257.15 211.15
328.15 262.15 216.15
333.15 267.15 221.15
338.15 272.15 226.15
343.15 277.15 231.15

Tabla 5.1: Temperaturas para observar el comportamiento de fase de bicapas de lipidos de cadenas
carbonadas (a) saturadas (b) monoinsaturadas (c) diinsaturadas.

5.2 RESULTADOS
5.2.1 Bicapas Lipidicas

Las bicapas lipidicas obtenidas al final de las trayectorias simuladas se observan en las
Figuras 5.2 para el sistema DSPC, 5.3 para el DOPC y 5.4 para el DUPC.
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(a) 313.15 K ) 318.15 K
) 323.15 K ) 328.15 K
) 333.15 K ) 338.15 K

(g) 343.15 K

Figura 5.2: Visualizacién de la transicién de fase de la bicapa saturada DSPC.
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Para el sistema saturado (DSPC), claramente se observa la transiciéon de fase. En las
Figura: 5.2 (a) y (b) se aprecia un sistema inicial con ordenamiento de las cadenas
carbonadas paralelas entre si, lo cual corresponde con una fase liquido ordenado o gel.
Con el aumento en la temperatura en las Figuras 5.2 (c), (d) y (e) la bicapa pasa por
la fase tipo ripple donde adquiere una forma de onda. Este resultado se ha reportado
experimentalmente para las bicapas formadas por lipidos saturados. Finalmente en la
Figura 5.2 (f) y (g) la bicapa ya se encuentra desordenada, lo que corresponderia a una
fase liquido cristalino o liquido desordenado. En este caso, el cambio de fase se puede
observar a partir de la visualizaciéon de la bicapa, resaltando la aparicién de la fase
intermedia ripple. Estos hechos indican que el modelo empleado permite reproducir
caracteristicas que se obtuvieron anteriormente de forma experimental.

En el caso de la bicapa monoinsaturada (DOPC), la visualizacién de las bicapas se observa
en la Figura 5.3. La transicién de fase no es tan evidente a partir de la visualizacién como
ocurre con el sistema saturado. En las Figuras de la (a) a la (g), se aprecia como el sistema
pasa de ser mas ordenado, o tipo gel, al apreciar las cadenas carbonadas paralelas entre
ellas, a cadenas menos ordenadas o fase liquido cristalino, imagen (f) y (g). La transicién

de fase debera evaluarse entonces de acuerdo a las propiedades estructurales y eldsticas.

Finalmente, en la Figura 5.4 se observa la transicion de fase del lipido diinsaturado
(DUPC), donde nuevamente la transicién de fase no es evidente de acuerdo a la visuali-
zacion, como ocurrié en el caso del lipido saturado. Sin embargo, en la Figura 5.4 (b) se
alcanza a evidenciar mayor orden en los lipidos, indicando que se encuentran en fase de
gel, con respecto a la Figura (g) donde ya los lipidos se encuentran en fase de liquido
cristalino o desordenado, luego de la transicién de fase.

En resumen, las visualizaciones en VMD, permitieron evidenciar la transiciéon de fase para
las bicapas de lipidos saturados, monoinsaturado y diinsaturado. Resaltando que en el
sistema saturado se observa mas facilmente esta transicién y ademas, la pretransicién en

fase de ripple.
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) 247.15 K (b) 252.15 K
) 257.15 K ) 262.15 K
) 267.15 K ) 272.15 K

(g) 277.15 K

Figura 5.3: Visualizacién de la transicion de fase de una bicapa monoinsaturada DOPC.
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(a) 201.15 K (b) 206.15 K

(c) 211.15 K (d) 216.15 K

(e) 221.15 K (f) 226.15 K

(g) 23115 K

Figura 5.4: Visualizacién de la transicién de fase de una bicapa diinsaturada DUPC.
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5.2.2  Area por lipido

En la Figura 5.5, se observa el APL a lo largo de toda la trayectoria para la bicapa
de lipido saturado DSPC, el sistema a 333.15 K, no alcanza el equilibrio en el tiempo
simulado, como se observa en la parte (e). Para las otras temperaturas de simulacién, se
observan estables a partir de 100 ns. La falta de equilibracién en este sistema indica que la
simulacion debe ejecutarse durante mds tiempo y obtener calculos mas exactos. Por otra
parte, a esta temperatura se observan cambios drésticos en la dindmica de la bicapa como
se observo en las visualizaciones de la seccién anterior Figura 5.2.

En general se observa que el area por lipido aumenta a medida que aumenta la tempera-
tura de simulacion. En la tabla 5.2 y la Figura 5.6 se encuentran las APL promedios en la
ultima fase de la trayectoria, cuando ya los sistemas se encuentran equilibrados. El APL
aumenta de 0.48 a 0.63 nm?2, indicando la transicién de fase, ademds el RMSD aumenta
de 1.4003 X107° a 9.2240 X10~°. El aumento de esta propiedad refleja el aumento en la
libertad conformacional propio de una transiciéon de fase de un sistema ordenado en gel,

a uno en fase de liquido desordenado.

Los gréaficos de area por lipido para las bicapas de lipidos de cadenas carbonadas
saturados se observan en la Figura 5.5, para las bicapas de lipidos monoinsaturados en la
Figura 5.7 y para las bicapas de lipidos diinsaturados en la Figura 5.9.

Para las bicapas formadas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas observados en la
Figura 5.5, los primeros 3 sistemas, (a), (b) y (c), las dindmicas se equilibran rapidamente,
antes de 100 ns ya se encuentran equilibrados. Sin embargo a medida que el sistema se
acercar a la transicién de fase, los sistemas (d) y (e) tardan mds en equilibrase, mas atn,
el sistema (e) no se observa completamente equilibrado. Finalmente, los sistemas (f) y
(g) se observan equilibrados. En el caso de las bicapas formadas por lipidos de cadena
carbonada monoinsaturada se observan en la imagen 5.7 razonablemente equilibrados a

todas las temperaturas.
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Figura 5.5: Area por lipido del sistema DSPC durante la transicion de fase.
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Sistema DSPC

Temperatura (K) | APL (nm?) RMSD

313.15 0.4862 1.4003 X10~°
318.15 0.4963 1.2894 X10~°
323.15 0.5958 1.7891 X10~°
328.15 0.4904 2.4249 X107°
333.15 0.5134 3.1946 X10~°
338.15 0.6215 6.9368 X10~°
343.15 0.6315 9.2240 X10~°

Tabla 5.2: APL promedio del sistema DSPC: cadenas carbonadas saturadas a diferentes temperatu-
ras.

<08 < 0.8
g (2) 5 (b) = (313.15K)
S 0.6 - . ) 507
g . < = (318.15K)
Boa ) £ 0.6 A (32315 )
g S % = (328.15K)
5 0.2 505 (333.15K)
E «3 0.4 = (338.15K)

0.0 315 320 325 330 335 340 0 50 100 150 200 250 300 = (343.15K)

Temperatura (K) Tiempo (ns)

Figura 5.6: APL promedio durante la transicion de fase de una bicapa de lipidos de cadena carbo-
nada saturada: DSPC.

En la Figura 5.7 se observa el APL a lo largo de toda la trayectoria para todas las temperatu-
ras simuladas del DOPC. A diferencia del lipido saturado, en este caso todos los sistemas
se equilibraron rapidamente. En la Figura 5.8 se encuentra el APl promedio calculado a
partir de los tltimos 50 ns de la simulacién, alli se observa como el APL aumenta de 0.64
a 0.65 nm? y el RMSD aumenta de 2.99 X1075 a 4.55 X107°. Asi como en el caso saturado,
el aumento de esta propiedad indica la transicion de fase.
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Figura 5.7: Area por lipido del sistema DOPC durante la transicién de fase.
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Sistema DOPC
Temperatura (K) | APL (nmz) RMSD
247.15 0.6444 2.9923 X107°
252.15 0.6454 2.1406 X10~>
257.15 0.6441 3.9465 X10~°
262.15 0.6473 5.5823 X10~°
267.15 0.6562 4.6352 X10~°
272.15 0.6556 45542 X10~>
277.15 0.6556 4.5542 X10~°
Tabla 5.3: Area por Lipido del sistema DOPC: cadenas carbonadas monoinsaturadas a diferentes
temperaturas.
< 0.8 08
E [ ] [ ] [ ) [ ] [ ) [ E/ [ | (24715 K)
é 0.6 2 0.7 . (252.15K)
Eoa Z06 = (257.15K)
5 & » (262.15K)
o 2.0.5
< 0.2 < (267.15K)
= (a) g 04 (b) - (272.15K)
0-0™=350 255 260 265 270 275 0 100 200 300 400 = (277.15K)
Temperatura (K) Tiempo (ns)

Figura 5.8: Area por lipido del sistema DOPC a diferentes temperaturas

Finalmente, para el lipido diinsaturado DUPC se encuentra el APL, en la Figura 5.8, cal-
culado durante toda la trayectoria, donde la bicapa a todas las temperaturas se equilibra
rapidamente, es decir que sélo el caso del lipido saturado, a una temperatura cercana a
T, tarda més en equilibrarse. En la Tabla 5.4 y Figura 5.10 se encuentra el APL promedio
calculado a partir de los dltimos 100 ns de la trayectoria, alli se observa que en general hay
una tendencia a aumentar, sin embargo los valores presentan una mayor fluctuacién y el

aumento en la propiedad es menor, sobretodo respecto del lipido saturado.
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Figura 5.9: Area por lipido del sistema DUPC durante la transicién de fase.

Para las bicapas formadas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas observados en la
Figura 5.5, los primeros 3 sistemas, (a), (b) y (c), las dindmicas se equilibran rapidamente,

antes de 100 ns ya se encuentran equilibrados. Sin embargo a medida que el sistema
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se acercar a la transicién de fase, los sistemas (d) y (e) tardan en equilibrase, més atn,
el sistema (e) no se observa completamente equilibrado. Finalmente, los sistemas (f) y
(g) se observan equilibrados. En el caso de las bicapas formadas por lipidos de cadena
carbonada monoinsaturada se observan en la Figura 5.7 razonablemente equilibrados a
todas las temperaturas.

Sistema DUPC

Temperatura (K) | APL (nm?) RMSD

201.15 0.6521 5.1025 X10~°
206.15 0.6469 4.5060 X10~°
211.15 0.6460 1.1667 X10~°
216.15 0.6469 1.2300 X107
221.15 0.6380 1.3300 X10~°
226.15 0.6437 6.3000 X10~°
231.15 0.6545 5.2900 X10~®

Tabla 5.4: Area por Lipido del sistema DUPC de cadenas carbonadas saturadas a diferentes tempe-

raturas

< 0.8 < 0.8
507 507 « (201.15K)
T T R P x (206.15K)
Q“ Q" [ | .
506 0.6 (211.15K)
5 5 « (216.15K)
505 0.5 (221.15K)
2 ol @) £ 1(b) 226.15K
< 0.4 2 0.4 = (226. )

200 205 210 215 220 225 230 0 50 100 150 200 250 300 = (231.15K)

Temperatura (K) Tiempo (ns)

Figura 5.10: Area por lipido del sistema DUPC durante la transicién de fase a diferentes tempera-
turas.

Lo anterior indica que las bicapas formadas por lipidos de cadenas carbonadas saturadas
se equilibran maés facilmente que aquellas formadas por lipidos insaturados a la tempera-
tura simulada y este hecho es independiente de las longitudes de a cadena. Sin embargo,
tal resultado podria deberse a la fase en la cual se encuentre la bicapa. De acuerdo a las
temperaturas de transicion de fase de las diferentes bicapas.
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5.2.3 Densidad

En las Figuras 5.11, 5.12 y 5.13 se aprecian los perfiles de densidad de masa para las bicapas
de los tres lipidos. Como se indic6 en el capitulo anterior, a partir de estos graficos, se

calcul6 el espesor para las bicapas a las diferentes temperaturas.
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Figura 5.11: Densidad electrénica durante la transicion de fase del sistema DSPC.
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Figura 5.12: Densidad de Masa durante la transicién de fase del sistema DOPC.




68

FASE DE BICAPAS LIPIDICAS MONOCOMPONENTES

« 1000

600
400
200

Densidad de Mas

Lo
| A

P051c1on Relatlva al Centro (nm)

1400
1200
1000
800
600
400
200

Densidad de Masa (Kg/ m’)

LJ

Posmlon Relatlva al Centro (nm)

1400
1200
1000
800
600
400
200
0

Densidad de Masa (Kg/ m®)

A |

P
v

4

Posmlon Relatlva al Centro (nm)

Densidad de Masa (Kg/m®)

1400

p—
[\
(=}
(=)

1000
800
600
400
200

=]

o
| 4

Posmlon Relatlva al Centro (nm)

1400
1200
1000
800
600
400
200

Densidad de Masa (Kg/ m®)

/}
'

Posmlon Relatlva al Centro (nm)

1400
1200
1000
800
600
400
200

Densidad de Masa (Kg/ m®)

L
\ | £

&
A |

31.15 K

Posunon Relatlva al Centro (nm)

1 2

Posmlon Relatlva al Centro (nm)

= TIP3
DUPC
» Sistema

Figura 5.13: Densidad de Masa durante la transicién de fase del sistema DUPC.
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5.2.4 Espesor

El espesor calculado de la Figura 5.11 para el sistema DSPC, se muestra en la Tabla 5.5 y
la Figura 5.14.

Sistema DSPC ‘

Temperatura (K) | Espesor (nm)
313.15 3.9023
318.15 4.2808
323.15 3.1223
328.15 3.3958
333.15 3.6690
338.15 3.5657
343.15 3.4489

Tabla 5.5: Espesor de las bicapas calculadas como la distancia entre picos en los respectivos graficos
de densidad electrénica.

Espesor de la Bicapa (nm)

315 320 325 330 335 340
Temperatura (K)

Figura 5.14: Espesor de la bicapa lipidica para el sistema DSPC.
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El espesor calculado de la Figura 5.12 para el sistema DOPC, se muestra en la Tabla 5.6 y
la Figura 5.15.

Sistema DOPC ‘
Temperatura (K) | Espesor (nm)
247.15 2.8098
252.15 2.9726
257.15 2.9529
262.15 2.9784
267.15 2.7698
272.15 2.9381
277.15 2.9351

Tabla 5.6: Espesor de la bicapa lipidica del sistema DOPC de cadenas carbonadas monoinsaturadas
a diferentes temperaturas.

B ——
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°
°
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Figura 5.15: Espesor de la bicapa durante la transicién de fase del sistema DOPC.
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El espesor calculado de la Figura 5.13 para el sistema DUPC, se muestra en la Tabla 5.7 y
la Figura 5.16.

Sistema DUPC ‘
Temperatura (K) | Espesor (nm)
201.15 2.360
206.15 2.674
211.15 2.703
216.15 2.716
221.15 2.719
226.15 2.722
231.15 2.721

Tabla 5.7: Espesor de la bicapa lipidica del sistema DUPC de cadenas carbonadas diinsaturadas a
diferentes temperaturas.
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Figura 5.16: Espesor de la bicapa durante la transicién de fase del sistema DUPC.



72

FASE DE BICAPAS LIPIDICAS MONOCOMPONENTES

5.2.5 Pardmetro de Orden

El pardmetro de orden fue calculado tnicamente para el lipido saturado, como se men-
cion6 en el capitulo anterior. En la Figura 5.17 se observa el pardmetro de orden para las
bicapas de DSPC a las diferentes temperaturas. Alli se aprecia como la propiedad dismi-
nuye a medida que aumenta la temperatura, indicando una mayor liberad en la rotacién
de las cadenas carbonadas a través de los enlaces sigma. Este resultados concuerda con los
resultados mostrados en las secciones anteriores: drea por lipido, y en las visualizaciones

de la bicapa, pues también estd indicando la transicién de fase.
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Figura 5.17: Parametro de Orden durante la transicién de fase del sistema DSPC. Cadenas carbona-
das (a) snl y (b) sn2

5.2.6 Propiedades Eldsticas

Las propiedades elasticas se calcularon a partir de las simulaciones a través del médulo
de compresibilidad K4 y médulo de rigidez K¢ para cada cadena carbonada saturada
DSPC, monoinsaturada DOPC y diinsaturada DUPC, respectivamente.

En la transiciéon de fase de una sistema ordenado o tipo gel, a una fase desordenada,
tanto el médulo de compresibilidad K4, como el médulo de rigidez K¢ deberian disminuir,
dando cuenta de la transicién a un sistema con menor rigidez de las cadenas carbonadas

y menor energia de interaccion entre las mismas.
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El médulo de compresibilidad K4 de las bicapas de lipidos de cadenas carbonadas satura-
das, DSPC a diferentes temperaturas se muestra en la Tabla 5.8 y en la Figura 5.18. Alli se
observa la tendencia de disminusién de la medida con el aumento de la temperatura de
simulacién, indicando que el sistema cambi6 de fase al disminuir su rigidez de 1000 a 216

(mN/m) el valor del médulo.

Sistema DSPC ‘

Temperatura (K) | K4 (mN/m)
313.15 1000.3169
318.15 1126.5300
323.15 823.9528
328.15 610.5807
333.15 492.5353
338.15 278.7156
343.15 216.1489

Tabla 5.8: Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas a
diferentes temperaturas.
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Figura 5.18: Médulo de Compresibilidad para el sistema DSPC
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El médulo de compresibilidad K4 de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas monoin-
saturadas a diferentes temperaturas se muestra en la Tabla 5.9 y en la Figura 5.19, alli se
observa la tendencia de disminucién de la propiedad calculada a medida que aumenta la
temperatura de simulacién, también indicando que ocurri6 la transiciéon de fase. El sistema
pasoé de 489 a 360 (mN/m). Ademads se observa como el valor de este médulo es mucho

mayor para los lipidos saturados, incluso luego de la transicion de fase.

’ Sistema DOPC ‘
Temperatura (K) | K4 (mN/m)
247.15 489.6919
252.15 699.4824
257.15 386.1274
262.15 279.6623
267.15 347.9619
272.15 360.4329
277.15 360.4329

Tabla 5.9: Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos DOPC de cadenas carbonadas satura-
das a diferentes temperaturas.
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Figura 5.19: Médulo de compresibilidad de la bicapa lipidica durante la transicién de fase del
sistema DOPC.
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El médulo de compresibilidad K4 de las bicapas de lipidos de cadenas carbonadas diinsa-
turadas a diferentes temperaturas se muestra en la Tabla 5.10 y en la Figura 5.20, donde se

observa la tendencia de disminucién, a medida que aumenta la temperatura de simulacién.

Sistema DUPC |
Temperatura (K) | K4 (mN/m)
201.15 2365
206.15 2722
211.15 1075
216.15 1044
221.15 974
226.15 2125
231.15 2628

Tabla 5.10: Médulo de compresibilidad de bicapas de lipidos DUPC de cadenas carbonadas diinsa-
turadas a diferentes temperaturas.
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Figura 5.20: Médulo de compresibilidad de la bicapa lipidica durante la transicion de fase del
sistema DUPC.
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El médulo de Rigidez K’ de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas saturadas a diferen-
tes temperaturas se muestra en la Tabla 5.11 y en la Figura 5.21. Nuevamente se observa

la tendencia a disminuir a medida que aumenta la temperatura de simulacién.

Sistema DSPC ‘

Temperatura (K) | K¥ (kpT)
313.15 351.1057
318.15 505.2357
323.15 154.6326
328.15 145.9635
333.15 146.1951
338.15 76.4478

343.15 54.0116

Tabla 5.11: Médulo de Rigidez K? para el sistema DSPC.
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Figura 5.21: Médulo de Rigidez para el sistema DSPC
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El médulo de Rigidez K¥ de las bicapas de lipidos de cadenas carbonadas monoinsatu-
radas a diferentes temperaturas se muestra en la Tabla 5.12 y en la Figura 5.22. Alli se
observa que el médulo disminuye de 66.83 a 57.27 (kgT)

Sistema DOPC ‘

Temperatura (K) | K¥ (kpT)

247.15 66.83

252.15 113.40

257.15 61.36

262.15 45.66

267.15 4541

272.15 56.41

277.15 57.27

Tabla 5.12: Médulo de Rigidez K? para el sistema DOPC.
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Figura 5.22: Médulo de Rigidez para el sistema DOPC
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El médulo de rigidez de bicapas de lipidos de cadenas carbonadas diinsaturadas a dife-
rentes temperaturas K se muestra en la Tabla 5.13 y en la Figura 5.23. En este caso, con
respecto al médulo de rigidez, se observa que pese a que hay una tendencia a la dismi-
nucién en la propiedad, los valores correspondientes a las dltimas temperaturas no se
encuentran de acuerdo a la tendencia. Esto empieza a mostrar una limitacién en el en el
modelo, y sea la evolucién temporal del lipido de acuerdo al campo de fuerza, o el modelo
matemadtico para el calculo del médulo de rigidez.

Sistema DUPC ‘
Temperatura (K) | K” (kT)
201.15 182.26
206.15 31791
211.15 129.99
216.15 128.17
221.15 119.95
226.15 262.30
231.15 32441

Tabla 5.13: Médulo de Rigidez K? para el sistema DUPC.
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Figura 5.23: Médulo de Rigidez para el sistema DUPC



INFLUENCIA DEL GRADO DE INSATURACION EN
EL COMPORTAMIENTO DE FASE DE SISTEMAS
MULTICOMPONENTES

Si bien los sistemas multicomponentes modelados computacionalmente pueden represen-
tar sistemas reales, con composiciéon especifica como por ejemplo la composicién de las
células de eritrocitos, hay otro tipo de sistemas multicomponentes que también son intere-
santes y pueden arrojar informacién importante. En este caso, sistemas multicomponentes
tunicamente formados por fosfatidilcolinas.

Las interacciones lipido-lipido pueden producir rafts"[37] mediante diferentes mecanismos.
Los cuales son pequefias regiones de la bicapa que tiene composion y fase especifica y di-
ferente al resto de la bicapa. Tales microdominios, como ya se ha mencionado, ademads de
ser importantes en numerosas caracteristicas de las membranas, son dificiles de observar a
nivel experimental. Aunque los procesos de transicion de fase requieren escalas de tiempo
del orden de microsegundos, la formacién de rafts", los cuales tienen escalas del orden
de los microsegundos podrian estudiarse mediante modelos de todos los dtomos. En este
capitulo se estudiaron sistemas multicomponentes, donde la composicion da cuenta del
grado de insaturacién de los lipidos con el fin de observar cémo la cantidad de lipidos,

gradualmente insaturados, pueden influir en las propiedades de las bicapas.

6.1 SISTEMAS SIMULADOS

Para estudiar la influencia de la insaturacién de la cadena carbonada sobre el compor-
tamiento de fases de sistemas multicomponentes, se seleccioné como sistema inicial, la
fosfatidilcolina saturada de 18 carbonos. Se ensamblaron sistemas con composicién varia-
ble, en la cual se fue aumentando gradualmente la composicion de lipidos insaturados.
En la Tabla 6.1 se observan los diferentes sistemas con la composicién porcentual de cada
lipido. Seguidamente, cada sistema se simul6 a 4 temperaturas diferentes, las cuales son
intermedias entre las temperaturas de transicion de fase de los lipidos individuales. Las
temperaturas de transicion de fase de los lipidos se encuentran en la Tabla 6.2 [31], y las

temperaturas de simulacién en la Tabla 6.3.

Los sistemas se ensamblaron y ejecutaron siguiendo la metodologia descrita en el Capitulo
3 durante 150 ns.
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Sistema % DSPC % DOPC % DUPC TOTAL
1 100 0 0 100
2 66.66 33.33 0 100
3 33.33 33.33 33.33 100
4 0 0 100 100

Tabla 6.1: Composicién porcentual de sistemas multicomponentes.

Lipido Temperatura TM (K)
DSPC 328.15
DOPC 256.15
DUPC 216.15

Tabla 6.2: Temperatura TM de transicién de fase de bicapas lipidicas monocomponentes.

Lipido Temperatura (K)
T1 200.15
T2 245.15
T3 305.15
T4 328.15

Tabla 6.3: Temperaturas de simulacién para bicapas multicomponentes descritas en la table 6.1.
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6.2 RESULTADOS
6.3 BICAPAS LIPIDICAS

En la Figura 6.1 se observa la visualizacién en VMD de las bicapas de los diferentes siste-
mas a las temperaturas simuladas. El sistema 1 corresponde a bicapas con una composicién
de 100 % DSPC, cuya T, es de 328.15 K. por tanto, a la temperatura 4 (T4= 340.15 K) la
bicapa se encuentra en fase de liquido desordenado L,.
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Figura 6.1: Comparativo de bicapas de los sistemas 1, 2, 3 y 4 a diferentes temperaturas.

81



82

INFLUENCIA DEL GRADO DE INSATURACION

Ademas, a la temperatura 3: 301.15 K, el sistema se observa en la fase de gel Lg en
cadenas inclinadas Lg, a la temperatura 2: de 245.15 K se encuentra en fase en gel Lg y a
la temperatura 1: 200.15 K el sistema se observé en fase de gel Lg, Es decir que la bicapa

de observo en varias fases diferentes de a cuerdo a la temperatura.

Por otra parte, el sistema 2 a la temperatura 4: 328.15 K se observa e fase de liquido
desordenado L,, es decir que la bicapa ya atraves6 la transicién de fase. Sin embargo, en
los sistemas 2 y 3, con temperaturas de 245.15 y 301.15 K, la bicapa se encuentra ondulada,
o en fase de ripple Py, para ambas temperaturas, lo cual indica que al adicionar 33 % de
insaturacion se observa la pretransiciéon de fase. Ademads T, empieza a desplazarse hacia

una menor temperatura.

Seguidamente, en el sistema 3, ademds de observar los sistemas 1 (200.15 K) en fase de
gel Lg, y la temperatura 4 (328.15K), que se observa e fase de liquido desordenado L,, es
notorio que la fase ripple a las temperaturas 2 y 3 se pierde. Es decir que el aumento en
el porcentaje de insaturacion, eliminé la pretransicién de fase, y el sistema se comporta
ahora de forma mas parecida a una bicapa insaturada.

Finalmente, el sistema 4 que es 100 % diinsaturado, visualmente no presenta mayores di-
ferencias. Este comportamiento ya se habia observado en el capitulo anterior para los
sistemas monocomponentes monoinsaturado y diinsaturado.
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6.4 AREA POR LIPIDO

Como se menciond en la metodologia, el area por lipido para los sistemas monocompo-
nentes fue calculado con las dimensiones de la caja, sistemas 1 y 4; y con el software
APL@VORO para los sistemas 2 y 4, indicados en la Tabla 6.1.

En la Figura 6.2 se observa el area por lipido a lo largo de toda la trayectoria, para el
sistema 1 a las temperaturas simuladas. Las cuatro bicapas se observan equilibradas a
partir de 40 ns. El area por lipido promedio, calculado a partir de los 120 ns se muestra en
la Tabla 6.4. Alli se observa que para las primeras tres temperaturas, donde no ha ocurrido
la transicién de fase, el APL es muy similar, y luego, a la temperatura 4, el APL aumenta
de 0,57 a 0.63 nm?, indicando que la transicion de fase se llevo a cabo. Este resultados

ademads cocuerda con lo vizulizado mediante VMD.
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Figura 6.2: APL del sistema 1: 100 % lipido DSPC.

Para el sistema 2, donde al sistema se le adiciona un 33.3 % de un lipido monoinsaturado,
se enuentra el APL para cada lipido en la Tabla 6.5 y la Figura 6.3. Aca se observa cémo
el APL es mayor siempre para el lipido monoinsaturado y ademads, desde la temperatura

1 hasta la temperatura 4 aumenta de 0.61 a 0.66 nm?, indicando la transicién de fase.
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DSPC T (K) APL (nm)
200.15 0.596545
245.15 0.5922
305.15 0.57668
328.15 0.638427

Tabla 6.4: APL del sistema 1: 100 % lipido DSPC.
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Figura 6.3: Sistema 2: 66.66 % DSPC, 33.33 % DOPC.

Sistema 2 (k) | DSPC (nm) DOPC (nm)
200.15 0.300246 0.610963
245.15 0.280158 0.5655143
305.15 0.286525 0.573499
328.15 0.331937 0.664187

Tabla 6.5: Area por lipido sistema 2 a diferentes temperaturas.
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En la Figura 6.4 y Tabla 6.6 se encuetra el APL del sistema 3, que contiene 33,3 % en

composicién, para cada uno de los lipidos saturados, monoisaturado y diinsaturados. El

la figura se observa que el APL para cada lipido es similar a la misma temperatura, es decir

que ningun lipido se ve afectado por los demds, como ocurria para el sistema 2, donde la

presencia del lipido saturado limitaba la libertad conformacional del lipido saturado. Por

otra parte el cambio en APL indica el cambio de fase, luego de la temperatura 2.
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Figura 6.4: Area por lipido del sistema 3: 33.33 % DSPC, 33.33 % DOPC, 33.33 % DUPC.

Sistema 3 (K) DSPC (nm) DOPC (nm) DUPC (nm)
200.15 0.624414 0.624877 0.625183
245.15 0.607942 0.608311 0.608275
305.15 0.663816 0.663848 0.664924
328.15 0.705621 0.702487 0.723224

Tabla 6.6: Area por lipido sistema 3 a diferentes temperaturas.
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Finalmete, el APL para el sistema 4 se observa en la Figura 6.5 y la Tabla 6.7, donde la
trnacién de fase ocurrié luego de la temperatura 1, con un cambio en el APL de 0.21 a 0.22

nm?, de todos modos, el APL sigue aumentando a medida que aumenta la temperatura.
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Figura 6.5: Area por lipido del sistema 4: 100 % DUPC.

Sistema 4 (K) | DUPC (nm)
200.15 0.214474
245.15 0.220288
305.15 0.235832
328.15 0.245305

Tabla 6.7: Area por lipido del sistema 4 a diferentes temperaturas.

En la figura 6.6 se observa como es la variaciéon de APL para cada lipido de acuerdo al
sistema. De la figura se puede inferir como es el efecto de cada lipido sobre los demas de
acuerdo a la temperatura y la composiciéon del sistema. El DSPC (saturado), por ejemplo,
se ve fuertemente afectado por el DOPC (monoinsaturado), reduciendo drasticamente su
APL o libertad conformacional. Por su parte, el DOPC no se altera significativamente
ya sea en presencia de un lipido saturado (DSPC) o diinsaturad (DUPC). En el caso del
DUPC, éste también se ve afectado por la presencia del DOPC, pues en su presencia eleva

drasticamente su APL como ocurre en el sistema 3.
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Figura 6.6: APL de los lipidos en cada sistema.

6.5 MODULO DE COMPRESIBILIDAD

Por dltimo, en la Figura 6.7 se calculé el médulo de compresibilidad para cada sistema
de acuerdo a las fluctuaciones del area por lipido. Para todos los sistemas, el médulo
de compresibilidad disminuye a medida que aumenta la temperatura y el sistema hace
transicion de fase. En este grafico se observa como el médulo de compresibilidad es menor
para el sistema 2, el cual es 66.6 % saturado y 33.3 % insaturado, mostrando como la adicién
de insaturacion en el sistema causa que el sistema sea mas compacto, sin embargo, para el
sistema 3 donde 33.3 % del sistema saturado es reemplazado por un lipido diinsaturado,
lo cual hace que este efecto disminuya y el sistema sea menos compacto.
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Figura 6.7: Médulo de compresibilidad de sistemas multicomponentes.
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Todas las observaciones derivadas de este capitulo son bastante interesantes, debido a que
serfa muy dificil acceder a estos detalles a través de medidas experimentales.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo permitié aproximarse entender la influencia de caracteristicas tales como la

longitud y la insaturacién de las cadenas carbonadas, en las propiedades elésticas y de

fase de bicapas lipidicas. En primer lugar se concluy6 la influencia de la longitud de la ca-

dena en las propiedades estructurales y elasticas de bicapas saturadas y monoinsaturadas

a una temperatura especifica. Ademads, fue posible establecer diferencias entre el compor-

tamiento de las bicapas monocomponentes de acuerdo al grado de instauracién, y a partir

de las observaciones, entender cémo se comportan los sistemas multicomponentes de los

mismos lipidos.

De acuerdo a la validacién del campo de fuerza frente a las propiedades del sistema
DPPC, Charmm-36 es un potencial que permite modelar bien las interacciones en las
bicapas de fosfatidilcolinas, especialmente para calcular propiedades como el 4rea
por lipido y el espesor de las bicapas con errores del 3,17 % y 0,53 %. Sin embargo
para las propiedades elésticas, no da una representacién tan buena, con errores del
21,9 % para el médulo de compresibilidad, y del 22,07 % para el médulo de rigidez.

El area por lipido es una medida que da cuenta de la organizacién de las cadenas
carbonadas de los lipidos que forman la bicapa, esta medida disminuye para las
bicapas a medida que aumenta la cadena carbonada de lipidos saturados, indicando
que las cadenas carbonadas mads largas, existe un mayor empaquetamiento de los
lipidos. Para cadenas que difieren en longitud de 6 carbonos, del DDPC (10 carbonos)
al DPPC (16 Carbonos) el aumento en el APL es de 0.046 nm?>

En el caso de las bicapas formadas por lipidos monoinsaturados, la tendencia para el
drea por lipido se mantiene, pues este disminuye a medida que aumenta la longitud
de la cadena. Sin embargo, el cambio es mayor dado el cambio en la longitud de la
cadena carbonada, indicando que en los sistemas monoinsaturados el aumento de la
longitud de la cadena tiene mayor influencia en las bicapas de lipidos monoinsatura-
dos.

El modelo empleado permiti6é reproducir el proceso de transicién de fase de la bi-
capa de lipidos saturados DSPC. De acuerdo a los resultados de las simulaciones,
la transicién de fase ocurrié en un rango de temperatura cercana a la temperatura
reportada experimentalmente y, ademads se observé la fase de transicién ripple.

En el caso de los sistemas multicomponentes, la DM durante un rango grande de

temperaturas (200.15 a 328.15 K) permiti6 observar varias fases de un sistema lipidico
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en fase lamelar: gel Lg, gel en cadenas inclinadas Lg, gel ondulado Pg y cristal
liquido L,.

» También fue posible evidenciar como la pretransicion de fase o presencia de la fase
ripple, se pierde a medida que al sistema se le agrega cierta cantidad de lipidos
insaturados. Es decir que va perdiendo rasgos de bicapa saturada y adquiriendo
otros de bicapa insaturada.

= De acuerdo al comportamiento del APL de cada lipido en los diferentes sistemas mul-
ticomponentes, es posible concluir el efecto de cada lipido sobre los demas. El lipido
monoinsaturado DOPC siempre afecta el comportamiento de los demads. En presen-
cia de un lipido saturado, disminuye el APL del dltimo, mientras que en presencia
de un lipido diinsaturado, le aumenta el APL. Esto muestra como podria modular-
se la rigidez o libertad conformacional de una bicapa de acuerdo al contenido de
insaturaciones.



PERSPECTIVAS

Después de los resultados que se lograron obtener, especialmente la verificacién y aplica-
bilidad de un modelo y una metodologia computacionales para estudiar bicapas lipidicas,
debido a que varios de los fenémenos, tendencias y resultados que se han observado ex-
perimentalmente fueron obtenidos también mediante la dindmica, este trabajo permitié
tener un modelo base, a partir del cual es posible continuar, profundizar y extender, en
este campo de investigacion.

Particularmente, este trabajo genera las siguientes posibilidades:

» Estudiar procesos de transicion de fase de bicapas multicomponentes: Dados los
resultados obtenidos hasta ahora, es posible hacer nuevas simulaciones dentro de los
rangos que estan propuestos, para asi obtener informacién mas relevante y especifica,

respecto a la temperatura real de la transicion de fase.
» Obtener medidas de la capacidad calorifica y obtener entalpias de transicién de fase.

» Con las dindmicas que ya se tienen, es posible realizar cdlculos de otras propiedades,
especialmente propiedades dindmicas, como coeficientes de difusion, y asi evaluar y

aplicar el modelo para estudiar otros fendmenos.

» Por otra parte, es posible combinar resultados de estas modelaciones con campos
de fuerza de todos los dtomos, con modelaciones coarsed grained y asi extender la

aplicabilidad del modelo a fenémenos a otras escalas espaciales y temporales.
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