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II

«Certainly no subject or field is making more progress on so many fronts at the
present moment than biology, and if we were to name the most powerful assumption
of all, which leads one on and on in an attempt to understand life, it is that all things
are made of atoms, and that everything that living things do can be understood in
terms of the jigglings and wigglings of atoms.»

Richard Feynman
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Resumen

La bicapa lipidica es la estructura fundamental de las membranas biolégicas. Por tan-
to, las alteraciones en la composicién y organizacién de estos ensambles bioldgicos
repercute de forma directa sobre las propiedades fisicas y los procesos celulares. A
pesar del esfuerzo y el perfeccionamiento de los métodos experimentales para tratar
de develar los eventos moleculares que definen el efecto de la variacion de estos lipi-
dos, atn no es posible hacer generalizaciones o predecir como un sistema de mem-
brana determinado responderd a un tipo particular de modificaciéon de sus lipidos.
En vista de las limitaciones experimentales, las simulaciones computacionales se
vuelven una herramienta versatil para comprender estos sistemas biologicos. Duran-
te més de cuatro décadas se ha avanzado sustancialmente en la comprension tedrica
de estos ensambles bioldgicos. No obstante, los sistemas de bicapas que consideran
las interacciones dtomo a atomo via Dindmica Molecular atin se simplifican en la
composicion, considerando configuraciones de bicapas compuestas con dos lipidos
diferentes como méximo, lo cual genera una visién limitada de las caracteristicas
fisico-quimicas de estos ensambles bioldgicos. Por tanto, proponemos realizar simu-
laciones computacionales via Dindmica Molecular de bicapas lipidicas de sistemas
con una composicién mds compleja.

Inicialmente, determinamos que la cantidad de moléculas de agua y lipidos ne-
cesarias para representar de forma acertada las propiedades fisicas y eldsticas de
estos ensambles bioldgicos es 12000 y 300, respectivamente. Para este andlisis se
construyeron 72 modelos de bicapas monocomponentes de DPPC, con una composi-
cion variada de este lipido y de moléculas de agua. Posteriormente, comparamos los
campos de fuerza CHARMM-36 y Slipids, con el fin de seleccionar el modelo que
represente de forma mads precisa estos sistemas. Para ello, se construyeron modelos
de bicapas monocomponentes de DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfocolina) y
se encontrd que el campo de fuerza Slipids sobreestima las propiedades estructurales
de este modelo respecto a lo experimental. Una vez seleccionado el campo de fuerza
CHARMM-36, se examind el comportamiento termotropico para distintos sistemas
monocomponente de DPPC. Con esto se pudo evidenciar el cambio en el compor-
tamiento de fase y las propiedades estructurales correspondientes a cada una de las
fases. Finalmente, se investigé el efecto del colesterol y la temperatura sobre bicapas
multicomponentes en los que se variaron las proporciones de glicerofosfolipidos y
esfingomielina. Para ello se encontré que el incremento del colesterol al 30 % resulta
en un incremento significativo de los médulos eldsticos. Todas las simulaciones se
llevaron a cabo empleando el software GROMACS-5.1. Todos los sistemas fueron
ensamblados empleando la herramienta CHARMM-GUL
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Capitulo 1

Introduccion

En este capitulo se establece el marco general de la investigacion en bicapas lipi-
dicas empleando la DM. A continuacidn, se expone el planteamiento del problema,
la justificacion, los objetivos y el alcance del proyecto de investigacion.

1.1. Planteamiento del problema

La bicapa lipidica es la estructura fundamental de las membranas biolégicas. Por
tanto, las alteraciones en la composicion y organizacion de estos ensambles bioldgi-
cos repercute de forma directa sobre las propiedades fisicas y los procesos celulares
[163, 101]. De hecho, la evidencia experimental resalta que el cambio en la com-
posicion de dcidos grasos, fosfolipidos y el contenido de colesterol en estas estruc-
turas bioldgicas produce alteraciones tanto en la fluidez de la membrana como en
las funciones celulares [148, 159]. De hecho, estas alteraciones se encuentran estre-
chamente relacionadas con diferentes patologias como la obesidad, el Alzheimer, la
aterosclerosis y el cancer. A pesar del esfuerzo y el perfeccionamiento de los mé-
todos experimentales para tratar de develar los eventos moleculares que definen el
efecto de la variacion de estos lipidos, ain no es posible hacer generalizaciones o
predecir como un sistema de membrana determinado responderd a un tipo particular
de modificacién de sus lipidos [148].

En vista de las limitaciones experimentales y con el &nimo de comprender en
mayor detalle los eventos moleculares encargados de la organizacion y estructura de
estos ensambles bioldgicos, las simulaciones computacionales se vuelven una he-
rramienta versatil para hacer aproximaciones y observaciones sobre estos sistemas
bioldgicos [70]. Ademads, permiten obtener informacion que puede emplearse como
evidencia preliminar para disefiar estudios de mayor complejidad técnica y costo.
Durante mds de cuatro décadas se ha avanzado sustancialmente en la comprension
tedrica de estos ensambles bioldgicos bajo la implementacion de simulaciones por
Dindmica Molecular. No obstante, los sistemas de bicapas que consideran las inter-
acciones dtomo a dtomo via DM aun se simplifican en la composicion y arquitectura,
considerando configuraciones de bicapas compuestas con un solo o dos tipos de lipi-
dos, lo cual genera una visién limitada de las caracteristicas fisico-quimicas de estos
ensambles biolégicos [95]. Por tanto, proponemos realizar simulaciones computacio-
nales via DM de bicapas lipidicas donde se evidencie el cambio en la composicion
de lipidos para sistemas con una composicion heterogénea. Esto se realizard a partir
de un campo de fuerza existente. Todo ello, con el fin de contribuir al conocimiento



2 Capitulo 1. Introduccion

de las propiedades fisicas y mecdnicas de los sistemas seleccionados, entre las cuales
se incluye la fluidez y las transiciones de fase.

1.2. Justificacion

Las membranas bioldgicas son sistemas muy complejos que consisten de una
variedad amplia de lipidos, esteroles, proteinas y carbohidratos [163, 101]. Dadas
las propiedades fisicas de estos sistemas bioldgicos se forman compartimentos que
permiten delimitar el medio exterior en las células y en diversas estructuras intra-
celulares [101, 34]. Asi mismo, estos arreglos bioldgicos estan involucrados en una
variedad de procesos celulares y tienen un rol activo en la vida de la célula, la regu-
lacién del transporte de distintas moléculas y la sefializacion celular [34, 102, 148].
De hecho, las membranas de las organelas difieren ampliamente en el contenido li-
pidico, lo cual no es una caracteristica arbitraria; por el contrario, esta extraordinaria
diversidad en las estructuras quimicas de los lipidos es fundamental para mantener
la funcién y la estabilidad celular [101, 150]. Por ejemplo, diversos estudios han
puesto de manifiesto que el cambio en la composicion de glicerofosfolipidos y el
contenido de colesterol en las membranas biolégicas puede alterar tanto la fluidez de
la membrana como las funciones celulares [148, 159]. No obstante, los efectos de
la modificacién de los lipidos en la funcion celular son muy complejos y atn no es
posible hacer generalizaciones o predecir como un sistema determinado respondera
a un tipo particular de modificacién de lipidos [148].

El entendimiento de los procesos moleculares de estos sistemas bioldgicos se
pueden abordar a partir de métodos experimentales. La dispersion de neutrones [173]
y la difraccion de rayos X [156, 173, 157] son probablemente las técnicas experimen-
tales mds poderosas para determinar la estructura a nivel atomistico de estos sistemas
quimicos. Otras técnicas experimentales incluyen, la Resonancia Magnética Nuclear
[17, 168], la espectroscopia infrarroja [ 104] y la espectroscopia de fluorescencia [24].
A pesar del desarrollo y perfeccionamiento de las técnicas experimentales, a menu-
do es imposible obtener todos los detalles atomisticos solo mediante experimentos.
Por lo tanto, con el &nimo de comprender en mayor detalle los eventos molecula-
res encargados de la organizacién y estructura de estos ensambles bioldgicos, las
simulaciones computacionales se vuelven una herramienta versétil para hacer apro-
ximaciones y observaciones sobre estos sistemas bioldgicos [70]. No obstante, las
simulaciones a nivel atomico atn se simplifican en la composicién y arquitectura,
considerando configuraciones de bicapas compuestas con un solo o dos tipos de lipi-
dos, lo cual genera una visién limitada de las caracteristicas fisico-quimicas de estos
ensambles bioldgicos [95]. Por tanto, proponemos realizar simulaciones computacio-
nales via DM de bicapas lipidicas donde se evidencie el cambio en la composicién
de lipidos para sistemas con una composicion heterogénea. Esto se realizard a partir
de un campo de fuerza existente. Todo ello, con el fin de contribuir al conocimiento
de las propiedades fisicas y mecdnicas de los sistemas seleccionados, entre las cuales
se incluye el comportamiento de fase, algunos pardmetros de orden, la difusién y, el
comportamiento mecanico de estos sistemas.
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1.3. Objetivo general

Simular via Dindmica Molecular bicapas lipidicas que permitan entender los
efectos de las variaciones en la composicion de los lipidos sobre las principales pro-
piedades fisicas y mecdnicas. Esto se realizard ya sea empleando un campo de fuerza
existente o haciendo un hibrido de este modelo matemético.

1.4. Objetivos especificos

= Construir modelos de bicapas lipidicas, con un énfasis en ensambles de com-
posicion heterogénea, con el fin de llevar a cabo simulaciones via Dindmica
Molecular de estos sistemas.

= Seleccionar un campo de fuerza para los sistemas de bicapas lipidicas cons-
truidos, a partir de los resultados de la validacidn, con el fin de determinar un
modelo adecuado para capturar y predecir propiedades de estos sistemas bio-
l6gicos.

= Determinar y analizar distintas propiedades fisicas y mecdanicas de los siste-
mas seleccionados, a partir de los resultados de las simulaciones. Esto, con la
finalidad de establecer las diferencias en la organizacién y el comportamiento
de estos ensambles biol6gicos.

1.5. Alcance del proyecto

Se haréd entrega de un manuscrito de trabajo de grado que cumpla con los li-
neamientos de la universidad para optar al titulo de Magister en Fisica Aplicada.
Ademads, se someterd una publicacion cientifica en una revista indexada. El aspecto
diferenciador de este proyecto de investigacion es la determinacién de propiedades
fisicas y elésticas de bicapa lipidica con una composicion heterogénea mediante si-
mulaciones por DM. Esto, dado que las simulaciones a escala atdmica han reducido
la complejidad de estos ensambles bioldgicos en su composicion.



Capitulo 2

Marco Teorico

En este capitulo se establece el marco conceptual sobre el cual se fundamenta
el estudio de las bicapas lipidicas via DM. Primero, se examina en retrospectiva co-
mo la ciencia ha descubierto los secretos de estos ensambles biolégicos, a partir de
los distintos modelos propuestos para las membranas biolégicas. Luego, desde una
perspectiva experimental se presentan las caracteristicas de estos sistemas, la compo-
sicion lipidica de distintas células y organelas, el comportamiento de fase y, las pro-
piedades fisicas y dindmicas de estos ensambles. Finalmente, se examina los funda-
mentos fisicos para llevar a cabo simulaciones computacionales para estos sistemas
complejos. Para ello, se hace un comparativo de los distintos modelos matematicos
que se pueden emplear para la comprension de cualquier compuesto quimico. Una
vez establecida la DM como la metodologia mds aceptada para la comprension de es-
tos ensambles bioldgicos, se detallard el modelo matematico (el Campo de Fuerza),
los algoritmos y los paquetes computacionales necesarios para la implementacion de
este método computacional en sistemas de bicapas lipidicas.

2.1. Membranas Biol6gicas

Toda la vida en la Tierra es mucho mas similar de lo que es diferente. Los organis-
mos vivos comparten una serie de propiedades bioquimicas esenciales, denominadas
colectivamente "Threads of life". Dentro de estas propiedades esenciales se incluye
la presencia de una membrana plasmaética circundante que separa el entorno interior
de la célula del medio externo. El concepto de membrana biolégica fue concebido
y desarrollado a partir del siglo XIX [2,3]. En 1825, Overton sugirié que la célula
tenia una barrera de caracter hidrofobico, la cual delimitaba el medio exterior. En
1925, Gorter y Grendel sugirieron que los lipidos forman bicapas en contacto con el
agua [47]. Posteriormente, en 1950, Robertson propuso una estructura de tres capas,
donde dos de estas capas eran proteinas que se unian a una capa de lipidos ubicada en
el medio de éstas [139]. Unos afos més tarde, Lenard y Singer sugirieron un modelo
revisado, en el que las proteinas no solo se encontraban ancladas a las superficies de
estas estructuras lipidicas, sino que también se encontraban embebidas en el medio
lipidico [82].

El concepto actual de la estructura de la membrana se basa en el modelo de
mosaico fluido descrito por Singer y Nicolson en 1972 [146]. En este modelo, las
membranas bioldgicas se componen de una mezcla compleja de lipidos, proteinas
y carbohidratos, cuya composicion es dependiente del tejido y las organelas. En el
modelo de Singer y Nicolson, la funcién de las membranas bioldgicas no se limita a
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un mecanismo de barrera. Por el contrario, este ensamble biolégico adquiere un rol
dindmico y funciones diversas y vitales para el mantenimiento de las células, entre
las cuales se encuentra el transporte de moléculas y la regulacion del pH. De hecho,
la membrana actia como una barrera selectiva, es decir, permite que los nutrientes se
concentren dentro del medio celular, excluyendo los productos de desecho de la cé-
lula y, manteniendo los gradientes i6nicos, los cuales posteriormente se transforman
en energia quimica.

2.1.1. Composicion lipidica de las membranas bioldgicas

Los mayores componentes de las membranas bioldgicas son proteinas y lipidos
(especialmente fosfolipidos y esteroles) [34, 40, 102]. De hecho, se ha estimado que
la variacién en los grupos de las cabezas polares y las cadenas alifaticas de los fos-
folipidos permiten la existencia de mas de 1,000 especies diferentes de lipidos en
cualquier célula eucariota [150]. Curiosamente, los fosfolipidos y esteroles no estan
distribuidos homogéneamente a través de las organelos principales de los mamiferos
[102, 101], lo cual permite a las distintas organelas y células tener caracteristicas
propias a sus funciones celulares (p.ej. la permeabilidad, la curvatura, la elasticidad,
la formacién de dominios y la fluidez). De hecho, diversos estudios han puesto de
manifiesto que el cambio en la composicion lipidicas de las membranas bioldgicas
se encuentra asociado con diferentes patologias [148, 159].

Estructura de los lipidos de membrana

Fosfolipidos : Esfingolipidos : Esteroles
| PC,PE,PS,PI | | Esfingomielina || Glicoesfingolipidos | Colesterol
Grupo E - i
g ; g (1o :,

) - N :
0 i wo N HO -, i
.
«
) 1
65 mol% 10 mol% ) 25 mol%

FIGURA 2.1: Estructura molecular general de los lipidos presentes en las dis-
tintas membranas de mamiferos. Adaptado de [102]

Las membranas bioldgicas de las bacterias, arqueas y eucariotas comparten el gli-
cerol como el constituyente primordial de la mayor parte de sus lipidos [101, 102].
En particular, las membranas de los mamiferos estan constituidas esencialmente de
glicerofosfolipidos disaturados, esfingolipidos complejos y colesterol (Figura 2.1).
Desafortunadamente no se conoce con precision la composicion lipidica detallada
de la membrana de cada organela [102]. Esto, dado que los andlisis cuantitativos de
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composicion se han restringido a ciertas clases de lipidos, principalmente a glicero-
fosfolipidos y esfingolipidos que contienen fosfato, y escasamente se han incluido
glicoesfingolipidos y colesterol en estos andlisis. Ademads, en multiples estudios no
se ha obtenido una purificacion por encima del 50 % de las membranas de estos or-
ganelas, impidiendo asi conocer detalladamente su composicion. No obstante, es un
hecho que estas organelas difieren ampliamente en su composicion lipidica [163].

Composicion lipidica de las organelas de mamiferos

Mitocondria

Aparato de Golgi Endosomas y lisosomas

Membrana plasmatica

> o

FIGURA 2.2: Distribucién de fosfolipidos y colesterol en las distintas organelas
de mamiferos. Adaptado de [102]

Las biomembranas de los mamiferos tipicamente contienen entre cinco a diez cla-
ses principales de lipidos (Figura 2.2), que son necesarios para procesos tales como
la fusion y escision de vesiculas y la transduccién de sefales [102]. Los fosfolipidos
mas abundantes que componen las membranas de estos organismos son: PC, PI, PS,
PE, PG y, CL; esta ultima encontrada en mayor proporcion en las mitocondrias [71].
La PC y el PI son los glicerofosfolipidos eucariotas mas abundantes [102]. Debido a
sus dos cadenas de 4cidos grasos y una gran cabeza polar, la PC tiene una forma ci-
lindrica. Por lo general, las PC contienen una cadena saturada y una no saturada [163,
40, 159]. En contacto con el agua se produce un efecto hidrofébico, lo cual le confie-
re una organizacion en forma de membrana fluida [129]. Por el contrario, la mayoria
de las moléculas de PE que se encuentran en las membranas bioldgicas tienen forma
de cono y no forman bicapas lipidicas por si mismas. La inclusién de PE en bicapas
con PC impone un esfuerzo de curvatura sobre la membrana, el cual se emplea para
la incorporacién funcional de las proteinas de membrana y para procesos tales como
la fusion y la fision [163]. En condiciones de neutralizacion de carga, la CL también
tiene una preferencia por una configuracioén que no es de tipo bicapa. Cabe resaltar,
que la propension a no formar bicapa de PE y CL depende de la longitud y el nivel
de insaturacion de sus cadenas de dcidos grasos [163].

Ademas de los fosfolipidos a base de glicerol, los eucariotas invariablemente po-
seen esfingolipidos y esteroles. Los esfingolipidos generalmente contienen un dcido
graso saturado que estd en un rango de 16 a 32 carbonos con un enlace amida en la
base esfingoide (Figura 2.2). Los esfingolipidos generalmente adoptan una fase tipo
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“gel”, no obstante, adquieren un caracter fluido por los esteroles, que preferentemen-
te interactdan con ellos en la membrana. Los esfingolipidos y esteroles se encuentran
de forma abundante en la membrana plasmaética y en los endosomas [163]. Hecho que
les confiere a estas membranas una resistencia mecénica extraordinaria. El reticulo
endopldsmico y el aparato de Golgi se encuentran conformados principalmente por
PC y PI. Ademés de las diferencias claras entre los organelos, considerando una es-
tratificacién de la membrana con respecto a la orientacién del lipido al citosol. Todos
los lipidos, a excepcion de las esfingomielina (un esfingolipido) y los complejos de
glicoesfingolipidos, se distribuyen de forma simétrica en las valvas de las membra-
nas del RE, el aparato de Golgi y las membranas plasmaéticas y endosomales en el
lado no citosélico (lado luminal), con una gran abundancia de PS y PE [101]. Esta
distribucién asimétrica de los lipidos tiene importantes consecuencias funcionales.
Por ejemplo, cuando se expone en la superficie de la célula, PS actiia como una sefal
de susceptibilidad para la fagocitosis y como una sefal de propagacion en la coagu-
lacién de la sangre [163].

2.1.2. Cambio en la composicion y su relevancia fisiologica

Las variacion de lipidos y el colesterol en las membranas celulares son lo sufi-
cientemente amplias para alterar la fluidez de la membrana y afectar diversas fun-
ciones celulares, entre las cuales se encuentra el transporte mediado por portadores,
las propiedades de ciertas enzimas unidas a la membrana, la unién a la insulina y
los receptores opidceos, la fagocitosis, la endocitosis, la exocitosis dependiente de
la despolarizacioén, la produccién de prostaglandinas y crecimiento celular [148, 78,
117, 118]. Muchas de las respuestas funcionales probablemente son causadas direc-
tamente por los cambios estructurales de los lipidos de la membrana, que en efecto
altera de forma global la fluidez de la membrana o los dominios lipidicos [148]. La
conformacidn o las estructuras cuaternarias de ciertos transportadores, receptores y
enzimas probablemente se vean afectados por los cambios en la estructura de su mi-
croambiente lipidico, lo cual conduce a cambios en su actividad [163]. No obstante,
los efectos de la modificacién de los lipidos de membranas en la funcién celular son
muy complejos y a menudo varian de un tipo de célula a otro [148]. Por lo tanto,
aun no es posible hacer generalizaciones o predecir como un sistema determinado
responderd a un tipo particular de modificacion de lipidos [148, 57].

Para evidenciar con mds precision lo dicho anteriormente se expondrdn algunas
patologias asociadas con los componentes de estas membranas bioldgicas. Algunos
estudios han mostrado cémo el cambio en la composicion de fosfolipidos trae consi-
go beneficios para inhibir tumores y la metastasis [93, 44]. Las membranas de células
tumorales de préstata y mama presentan una mayor concentracion de balsas lipidi-
cas (ricas en colesterol), lo cual se encuentra asociado con una mayor propension a
la apoptosis; asi, en el estudio llevado a cabo por Clement et al., [93] lograron po-
ner en evidencia que la PC reduce fuertemente la adhesion a las células tumorales.
Por otro lado, Fukunaga et al., [44] alimentaron ratas con fosfolipidos abundantes en
acido eicosapentaenoico (EPA) y dcido docosahexaenoico (DHA), mostrando asi un
incremento significativo en la tasa de apoptosis de las células cancerosas inducidas
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a carcinogénesis de colon con 1,2-dimetilhidracina. Por otro lado, en un modelo de
metdstasis utilizando células de melanoma de ratén B16. F10, en pretratamiento con
liso fosfatidilcolina hidrogenado resulté en la inhibicién de al menos el 50 % de las
lesiones metastdsicas en ratones [62].

Por otro lado, se ha evidenciado cémo los fosfolipidos reducen los niveles de
colesterol total en plasma. Un estudio realizado por Rossmeisl et al., [140] en ra-
tones, contrastaron dietas compuestas por triglicéridos contra fosfolipidos con alto
contenido de EPA y DHA, encontrando que el grupo alimentado con dietas ricas en
fosfolipidos presentaron una mayor capacidad para conservar un perfil metabdlico
saludable en condiciones obesogénicas. El estudio realizado por Wilson et al., [175]
en monos y ratones mostré que los suplementos con PC de soya, disminuyen los ni-
veles del colesterol plasmético sin afectar los niveles de HDL en plasma, los cuales
se tienden a reducir durante una dieta hipolipidica; exponiendo una vez més el efecto
positivo de los fosfolipidos al ser asociados en las membranas celulares de diferentes
organos. Adicionalmente, los fosfolipidos se caracterizan por tener un rol esencial
en la integridad y funcién adecuada de las membranas neuronales, incluyendo las
membranas sindpticas [160, 35]. La pérdida de la sinapsis y la disfuncién caracteris-
tica del Alzheimer se ha relacionado con la degeneracion de las membranas de las
neuronas y aumento en la degradacion de los fosfolipidos de membrana [125]. Fi-
nalmente, estudios realizados con suplementos de fosfolipidos de soya demostraron
ser efectivos con relacidon a la reduccion del estrés, mejorando la memoria, motilidad
y cognicién, disminuyendo asi la neurodegeneracion en pacientes con enfermedad
de Alzheimer, y mejorando parametros asociados a la concentraciéon en humanos y
animales [35].

2.1.3. Comportamiento de fase

Los lipidos se autoensamblan en una amplia variedad de fases, las cuales se gene-
ran en funcién de la estructura quimica y de las variables externas como el contenido
de agua, la temperatura, la presion y la composicion de la fase acuosa [152, 75]. Es-
tas fases tienen una arquitectura muy particular, las cuales se agregan por el efecto
hidrofébico. Estas formas estdn relacionadas entre si y se transforman unas en otras
mediante transiciones de fase impulsadas por las variables ya mencionadas. No obs-
tante, la temperatura y el contenido de lipidos son las variables que mads alteran el
comportamiento de fase. Experimentalmente, este comportamiento termotrépico se
puede recrear y analizar a partir de la calorimetria diferencial de barrido de alta sen-
sibilidad (DSC). Esencialmente, esta técnica es ideal para la determinacién de las
transiciones de fase para membranas compuestas de lipidos puros y de mezclas de
lipidos con otros componentes. De hecho, esta técnica permite calcular las tempera-
turas de transicion de fase (7;,) y las entalpias de transicion para fases lamelares [61,
8]. Una secuencia generalizada de la transicion de fase de los glicerofosfolipidos en
relacion a la temperatura es [152]:

Lo Ly & Py sLlye 0 sH <M oMy

Al incrementar la temperatura de estos sistemas, la fase lamelar subgel o liquido-
ordenado (L.) se transforma en una fase lamelar gel (Lﬁ), ésta sucesivamente toma
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FIGURA 2.3: Representacion gréfica de las diferentes fases lipidicas. I. Fase
Lamelar: (A) subgel, Lc; (B) gel, LB; (C) gel interdigitado, LB int; (D) gel de
cadenas inclinadas, LB’; (E) gel ondulado, PB’; (F) liquido cristalino, Let . II.
Agregados micelares; (G) micelas esféricas, MI; (H) micelas cilindricas (Tu-
bulares); (J) discos; (K) micelas invertidas, MII; (L) Liposoma; III. Diferentes
topologias de fases liquido-cristalinas no laminares; (M) fase hexagonal HI;
(N) fase hexagonal invertida HII; (O) fase ciibica micelar invertida QII M ; (P)
fase cubica de bicapas (QII) Im3m; (Q) fase ctibica de bicapas Pn3m; (R) fase
ctibica de bicapas [a3d. Tomado de [75]

una estructura lamelar liquido-cristalina (Ly). Tras un aumento adicional de la tem-
peratura, una serie de transiciones de fase mesomorficas contintian en la secuencia,
la fase de bicapa cubica La—Qfl, hexagonal invertido Hj;, cibico micelar invertido
Q%f y, finalmente micelar Mj;. De hecho, algunos lipidos pueden formar dos o mds
modificaciones de una fase dada, por ejemplo, fases de gel de diferentes estructuras
(interdigitadas, inclinadas, onduladas; ver Figura 2.3 C-E) y fases cuibicas de dos
capas de topologia diferente (ver Figura 2.3 P-R). También se han reportado fases
intermedias de lipidos, por ejemplo, el estado liquido ordenado ubicado entre las fa-
ses de gel y la fase liquido-cristalina.

Sin duda el mayor descubrimiento de la biologia de membranas fue el estableci-
miento de las membranas biolégicas como un ensamble compuesto por una bicapa
lipidica liquido-cristalina con proteinas embebidas en ellas [146]. No obstante, la
fase liquido-cristalina de estos ensambles puede variar en respuesta a la temperatu-
ra y la composicion lipidica, induciendo una serie de propiedades que le permite a
las células y organelas adaptarse a una serie de cambios ambientales o a diversos
mecanismos celulares [106, 14, 17, 53]. Por ejemplo, la fase gel de las membranas
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bioldgicas ha cobrado gran importancia en la funcién de los dominios y en la modu-
lacidn de la actividad enzimaética de las proteinas de membrana. De hecho, diferentes
estudios han mostrado el rol activo de las estructuras no lamelares en los procesos
de fusién y fision. Asimismo, en algunos tipos de membranas bioldgicas se produ-
cen estructuras de bicapas de larga vida con un pequefio radio de curvatura (p.ej. el
reticulo endopldsmatico, la membrana mitocondrial interna y los cuerpos prolamela-
res).

2.1.4. Dinamica y propiedades fisicas

La dindmica de las membranas bioldgicas se lleva a cabo en diferentes escalas
espaciales y temporales. Las fluctuaciones espaciales en las membranas bioldgicas
van desde movimientos colectivos de miles de lipidos que abarcan micrometros, has-
ta movimientos moleculares individuales en fracciones de nanémetros. Por otro lado,
las fluctuaciones temporales van desde vibraciones en los enlaces de hidrégeno, que
se producen en femtosegundos hasta la formacion de poros en segundos.
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FIGURA 2.4: Escalas espaciales y temporales de la dindmica de las membranas
bioldgicas. Tomado de [59]

Diferentes técnicas experimentales se han implementado para develar la estructu-
ra molecular y comportamiento de estos sistemas biolégicos [154]. La difraccion de
neutrones y rayos X son probablemente las técnicas mas poderosas para determinar
estructuras quimicas en una escala atomica. Desafortunadamente, la fase liquida-
cristalina esta altamente desordenada y solo se observan unos pocos picos de difrac-
cién. No obstante, se han hecho progresos considerables para dilucidar experimen-
talmente la estructura de una bicapa. Desde 1994 Nagle et al. [158] han empleado
técnicas de difraccion de rayos X para descifrar la organizacion estructural de siste-
mas de bicapas lipidicas. De hecho, en 2018 caracterizaron a través de difraccién de
rayos X de dngulo corto de alta resolucion un sistema de DPPC, logrando determinar
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los factores de forma y pardmetros estructurales para este sistema en una fase tipo
gel [111].

La técnica experimental que mads facilita la validacion de las simulaciones para
modelos de bicapas es sin duda la RMN [154]. Esta técnica permite la obtencién
de dindmicas que se llevan a cabo en tiempos cortos, dado que permite conocer el
tiempo de relajacion de distintos grupos quimicos de las moléculas de lipidos. En
los altimos afios, la RMN se ha reconocido nuevamente la robustez de esta técnica
para para validar simulaciones por DM [115] e incluso se ha creado un repositorio
colectivo para el almacenamiento de informacién de estos pardmetros predichos por
simulaciones por DM (www.nmrlipids.fi.). El pardmetro de orden es una de las
propiedades experimentales determinadas con mayor precision y se encuentran fa-
cilmente disponibles a partir de simulaciones [154]. De hecho, Nagle et al. [109]
han demostrado que las estimaciones para el drea por lipido, otra de las propiedades
esenciales para la validacion, puede derivarse de los perfiles de pardmetros de orden.
La mejor estimacién para el drea por lipido en DPPC usando la RMN fue 0.622 nm?,
en buen acuerdo con el valor (0.63nm?) determinado recientemente por difraccion de
rayos X.

Adicionalmente, se han implementado numerosas técnicas experimentales para
caracterizar la organizacion y las propiedades fisco-quimicas de estos sistemas; téc-
nicas como la Espectroscopia de Resonancia Magnética Electrénica, las mediciones
de fluorescencia, la espectroscopia Raman, la calorimetria diferencial de barrido para
estudiar las transiciones de fase y, sin duda, muchas otras. Aunque estos resultados
disponen informacién valiosa sobre estos sistemas, estos resultados generalmente no
son lo suficientemente generales o precisos como para proporcionar pruebas criticas
para la validez de una simulacién por DM [153].

Como se habia mencionado anteriormente, una de las propiedades que se pueden
adquirir de forma experimental y via simulacién por DM es el drea por lipido, Ay.
A menudo, es considerada como una propiedad clave en los estudios de simulacion,
dado que se encuentra relacionada con el nivel de fluidez de la bicapa [130]. Por lo
tanto, ademads de ser fundamental para validar el campo de fuerza (como se discutird
maés adelante), se emplea como un indicador de la relevancia de este modelo mate-
matica en interpretar el modelo bioldgico. Las fluctuaciones térmicas en la estructura
lateral y transversal de las bicapas lipidicas impiden la determinacién inequivoca del
Ay [41, 86]. De hecho, la dificultad de determinar el valor de Ay experimentalmen-
te se evidencia por el hecho de que los valores revisados se publican regularmente
[130]. Los enfoques utilizados para derivar el area por lipido contienen incertidum-
bres intrinsecas y suposiciones criticas. Experimentalmente, el A; normalmente se
infiere a partir de propiedades que se obtienen de forma directa. Por ejemplo, Petra-
che et al. [124] propuso que el valor del Az de una especie de lipidos k en una fase
dada podria derivarse de los datos volumétricos y los perfiles de densidad electronica
de las bicapas que consisten solo en el lipido k o un lipido de referencia, solo si el
lipido de referencia y el lipido k tienen el mismo grupo polar [130].
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Es notable que los valores del Ay han variado sustancialmente con el perfecciona-
miento de las técnicas experimentales durante las tltimas décadas [130]. De hecho,
los valores del Ay varian usando la misma técnica experimental. La incertidumbre en
el valor de esta propiedad indica que el Az no permite comprender de forma precisa
la calidad del campo de fuerza o el comportamiento de fase de estos sistemas [130].
Por lo tanto, se requiere evaluar ésta y otras propiedades para tener mayor certeza
de la validez del campo de fuerza y el comportamiento de fase de estos ensambles
bioldgicos. En las simulaciones por DM, el area por lipido se define como el drea de
la seccidn transversal (Axy) de todo el sistema a lo largo del plano superficial de la
bicapa (plano XY), dividido por la mitad de las moléculas del total de lipidos (/Ny)
presentes en la bicapa, es decir,

_Aw
2N

Por otro lado, los pardmetros de orden de deuterio (-S.;) cuantifican el grado de
orden en las cadenas carbonadas que comprenden la regién del nicleo hidrofébico
de una bicapa, con valores mds bajos que implican més desorden. Los parametros
de orden promediados en conjunto y en el tiempo para las bicapas ensambladas se
calculan en funcién de 0, el dngulo entre el vector C—H de un d4tomo de carbono en
la cadena hidrocarbonada y un vector normal de la bicapa. Este pardimetro de orden
se obtiene usando la siguiente ecuacion:

AL 2.1

1
—Seqg = E<3cos29 —1) (2.2)

El pardmetro de espacio real mas comun derivado de rayos X y experimentos de
dispersion de neutrones es el espesor de la bicapa [130]. Sin embargo, no existe una
definicién Unica del grosor de la bicapa. Una forma de determinar este espesor de la
bicapa lipidica es usar la siguiente expresion matemdtica:

Dpp =D — Dy 2.3)

Donde, D es la longitud en el eje Z de la bicapa y el contenido de agua; Dpp es
la longitud en el eje Z de la bicapa, D,, es la longitud en el eje Z donde estan con-
tenidas las capas de agua. El médulo de compresibilidad (K4 ) se obtiene insertando
la constante de Boltzmann (Kp), la temperatura de simulacién (T), el drea media por
lipido ({(Ar)) y la varianza del 4rea por lipido (6%(AL)):

_ 2KpT(Ar)
AT T 62(Ay)

El médulo de rigidez (del inglés Bending Rigidity Modulus) se calcula empleando
la siguiente expresion:

(2.4)

_ KpE?
24

K® KT (2.5)
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Donde K, representa el médulo de compresibilidad, & es el espesor “efectivo’ de
bicapa, es decir, & = Dpp — 1nm, siendo Dpp la distancia de pico a pico en el perfil
de la densidad de electrones.

2.2. Modelos fisicos

“A model is a simplification or approximation of reality and hence will not reflect
all of reality. ... Box noted that “all models are wrong, but some are useful.” While a
model can never be “truth,” a model might be ranked from very useful, to useful, to
somewhat useful to, finally, essentially useless”

Burnham & Anderson

Tedricamente, el mayor entendimiento de un sistema quimico puede ser alcanza-
do a través de la mecanica cudntica [10, 142, 7]. En 1926, el fisico Erwin Schrodinger
publicé su famosa ecuacion, HY = EW, la cual es el resultado de combinar mediante
la relacion de De Broglie, A = h/m,V, la ecuacién que caracteriza una onda estacio-
naria, d>¥/dx*> = m,v? + U, con la ecuacién que representa la energia total de un
sistema de una particula, E = E. +U = 1/2(m,v?) + V. La idea central de la teorfa
de Schrodinger es que toda la informacion de un sistema estd contenida en la funcion
de onda (W) [142]. Por tanto, a este nivel de resolucion, es posible simular la ruptu-
ra y formacién de enlaces quimicos, como también los procesos de transferencia de
carga [113,7].

A pesar de que la mecdnica cudntica es sin duda la herramienta mas versatil y
precisa para explorar la materia a escalas inaccesibles a los sentidos humanos; pa-
ra sistemas con una composicion de mas de un electrén no es posible resolver con
exactitud la ecuacién de Schrodinger, como manifesté Paul Dirac en 1928: “Las le-
yes fisicas subyacentes necesarias para la teoria matemaética de una gran parte de la
fisica y el conjunto de la quimica son completamente conocidas, y la dificultad es
que la aplicacion exacta de estas leyes lleva a ecuaciones demasiado complicadas
para ser solubles.” [132]. Esta limitacion en la teoria cuantica se debe a que las inter-
acciones entre las particulas crean correlacion, en consecuencia, la funcién de onda
para los sistemas de multiples electrones contiene una inmensa cantidad de informa-
cion fisica, lo cual imposibilita los cdlculos analiticos de esta ecuacidn para sistemas
polielectronicos [7, 10].

Las limitaciones en resolver de forma analitica la ecuacién de Schrodinger con-
dujo al desarrollo de los cimientos de los cédlculos de la estructura electrénica, con la
comprension de la naturaleza cudntica de los enlaces en sélidos, las aproximaciones
de Hartree y Fock y el teorema de Bloch [10, 7]. Consecutivamente, se desarrolla-
ron aproximaciones como los métodos ab initio (del latin “desde el principio”), los
métodos semiempiricos y la mecanica molecular [7]. La diferencia general de es-
tas aproximaciones radica en las consideraciones matemadticas que se hacen sobre el
sistema molecular. Los métodos ab initio resuelven con precision la estructura mo-
lecular usando como modelo matematico la ecuacion de Schrodinger, las constantes
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fundamentales y, el nimero de dtomos del sistema [7, 166]. Por otro lado, los mé-
todos semiempiricos usan aproximaciones de datos empiricos para proporcionar la
entrada de los modelos matematicos [166]. A diferencia de estas dos aproximacio-
nes, la mecanica molecular explica e interpreta el comportamiento de los d&tomos y
las moléculas desde los principios de la fisica clésica [166, 70].

En la naturaleza existen diversos sistemas de interés que no pueden ser descri-
tos directamente desde la mecanica cuantica, entre ellos se destacan los sistemas
bioldgicos. La estrategia que se emplea para modelar estos sistemas es la mecédnica
molecular, especificamente la DM; la cual propone una expresion algebraica sim-
ple para expresar la energia total de una molécula, sin acudir a célculos que tomen
en cuenta una funcién de onda o la densidad electrénica [70, 10]. La expresion de
energia permite recrear los movimientos internos y cambios conformacionales de las
moléculas a través del tiempo [70], a partir de ecuaciones clésicas simples (Figura
2.5), como la ecuacion del oscilador armoénico para describir la energia asociada con
el estiramiento, la flexion, la rotacidn, y las fuerzas intermoleculares de los enlaces,
como las interacciones de van der Waals y los enlaces de hidrégeno. Todas las cons-
tantes de estas ecuaciones se obtienen a partir de datos experimentales o de cdlculos
ab initio [70, 10].

V(R) ponded :Cc%c K,(b = by)? + Zg:s K (0 6,) +I‘c;m Z k,cos(ng—vy)
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FIGURA 2.5: Representacion grafica y matematica de la expresion de energia
potencial empleada en DM. Tomado de [165]

2.2.1. Dinamica Molecular

Los métodos de DM fueron concebidos originalmente dentro de la comunidad de
fisica tedrica durante la década de 1950 [167]. En 1957, Alder y Wainwright realiza-
ron la primera simulacién via DM empleando el modelo de esfera dura, en el que los
atomos interactian s6lo a través de colisiones perfectas [3]. Posteriormente, en 1964
Rahman aplicé un potencial continuo y suave para recrear las interacciones atémicas
del Argén liquido [133]. Durante la década de 1970, a medida que se desarrollaban
computadoras de alta velocidad se empezaron a llevar a cabo simulaciones por DM
de sistemas mds complejos, que culminaron en 1977 con la primera simulacion de
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una pequena proteina utilizando una funcién de energia empirica construida con mé-
todos ab initio [100].

Los trabajos pioneros en simulaciones de bicapas lipidicas se centraron en de-
terminar las propiedades de monocapas lipidicas, bicapas lipidicas sin solvatar vy,
pequeias micelas inmersas en una fase acuosa [121]. Unos afios més tarde, Scott et
al. [143] hicieron estudios combinando metodologias como Monte Carlo y DM pa-
ra simulaciones de membranas lipidicas. En la década de los 90 surgieron una serie
de estudios interesantes sobre bicapas lipidicas hidratadas, los cuales condujeron al
desarrollo y perfeccionamiento de los campos de fuerza para estos sistemas [153].
De hecho, se desarrollaron tanto modelos de alta resolucién (p.ej. CHARMM-36,
LIPID17, Slipids) como modelos de baja resolucion (p.ej. MARTINI, ELBA). Ac-
tualmente, las simulaciones por DM se han enfocado en la compresion de sistemas
de bicapas monocomponentes en presencia de proteinas o formacos que interactian
en el medio lipidico [95]. Adicionalmente, diferentes estudios han empleado mode-
los de baja resolucion para comprender la diversidad lipidica y la complejidad de las
membranas biolégicas con la formacién de dominios o el desplazamiento de molé-
culas de lipidos de una capa a otra [95].

2.2.2. Aspectos generales de la Dinamica Molecular

Las simulaciones con DM se han convertido en una herramienta importante en
el estudio de biomoléculas ya que ofrecen un modelo de resolucién de nivel atd-
mico para el sistema de interés, develando asi mecanismos bimoleculares a escalas
espaciales y temporales que son dificiles de observar experimentalmente [46, 70].
Esta técnica de simulacidn consiste en resolver numéricamente las ecuaciones del
movimiento cldsico para un grupo de moléculas o 4tomos.

821'1'
02
Donde r; es la posicion de la particula i en un tiempo ¢. F;, la fuerza momenténea
sobre cada dtomo se puede calcular a partir de las interacciones que ocurren entre los
atomos en el sistema. La fuerza F; que actia sobre cada particula en el sistema se

puede calcular como el gradiente negativo de la funcion de energia potencial (U) que
a su vez es una funcién de las coordenadas de los dtomos.

Fi=m (2.6)

Fi = —V,iU(l’l,rz,...,l”N) (27)

No obstante, la funcidén de la DM no se limita dnicamente a resolver dichas ecua-
ciones del movimiento [46, 134]. Estas simulaciones permiten recrear un sistema
de acuerdo con ciertas demandas de temperatura y presion, lo cual, no seria posible
usando una solucién simple de las ecuaciones de movimiento estindar. En la Fi-
gura 2.6 se representan los pasos a seguir para hacer una simulacién via DM. En
primer lugar, se requiere una ley que revele como los dtomos interactian entre si en
el sistema [167, 134]; esto combinado con las posiciones atomicas arroja la energia
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potencial asociada, las fuerzas sobre los d&tomos y el estrés en las paredes del conte-
nedor. Aunque generalmente se desconoce dicha ley, se pueden usar aproximaciones
que difieren en precision y realismo dependiendo de un campo de fuerza, o mode-
los construidos después de realizar célculos de estructura electrénica, que también
se pueden realizar en diferentes niveles de teoria [49]. Ademads, se requiere de un
algoritmo que incorpore numéricamente las ecuaciones de movimiento para los 4to-
mos en el sistema. Hasta ahora, se han propuesto muchos enfoques diferentes en esta
direccidn. Por supuesto, no se puede resolver las ecuaciones de movimiento a menos
que se proporcione al sistema los valores iniciales de velocidad y posicion para cada
atomo en el sistema [167, 65].

Condicines inciales de
velocidad, posicidn vy
topologia de la
macromolécula

Calcular la energia
potencial usando un campo |«

de fuerza
L
Calcular la fuerza en Repetir hasta
Atomos/moléculas wsando la alcanzar tCiempo
energia potencial deseado de la

simulacidn

l

Calcular la aceleracidn,
resolviendo la ecuacidn del
movimiento de la mecanica
clésica
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Actualizar las posiciones vy
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propiedades estructurales y
fisicoguimicas

m

FIGURA 2.6: Diagrama de flujo que resume los procesos realizados en una
simulacién de DM.

2.2.2.1. Construccion del sistema molecular

Una de las tareas criticas para llevar a cabo una simulacién por DM es la cons-
truccion del sistema a tratar [63]. En principio cualquier sistema molecular puede ser
construido manualmente, a partir del conocimiento de la estructura quimica y con
la ayuda de alguna herramienta computacional. Dado que nuestro interés recae en el
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entendimiento de las membranas bioldgicas, a continuacién, se presenta una serie de
herramientas para la construccion de estos sistemas bioldgicos, ya sea haciendo esto
de forma manual o empleando algtin proceso automatizado.

Los lipidos comparados con otras moléculas son relativamente pequefos y pre-
sentan una conectividad simple [101]. Estas moléculas se pueden construir usando
cualquier editor quimico, por ejemplo, Avogadro, Open Babel, Gaussian, entre otros
[51, 114, 43]. Ademas, algunas estructuras y archivos de topologias se pueden des-
cargar de repositorios web, como lipidbook, CHARMM-GUI, Slipids y Martini [33,
66, 96, 64]. Aunque la construccion de la bicapa parezca una tarea ardua, la verda-
dera dificultad recae en los pardmetros del campo de fuerza de estas estructuras [63].
En particular, la parametrizacion tiene grandes retos, debido a los cdlculos cudnticos
que se deben efectuar para conocer las cargas parciales, los potenciales diedrales vy,
las interacciones de Lennard-Jones [63]. Este proceso de construccién manual es ttil
cuando se quiere imitar una membrana con una composicion lipidica de la cual no se
tenga la estructura ni los pardmetros que componen el campo fuerza.

Para evitar la construccién manual de estos sistemas biolégicos se puede emplear
herramientas automatizadas. Estas herramientas pueden ser divididas en dos cate-
gorias: servicios web (CHARMM-GUI, Membuilder, LipidBuilder) y aplicaciones
distribuidas (Packmol e Insane) [66, 45, 33, 97, 172]. Las aplicaciones web tienen
una interfaz grafica amigable, ademds, estos sitios web generan archivos de coorde-
nadas, archivos con las topologias y los parametros para llevar a cabo la simulacion.
Las desventajas de usar estos servidores es que unicamente pueden ser modificado
por los desarrolladores, ademds, esta limitado a un niimero de lipidos, como también
a paquetes de DM y campos de fuerza [63]. A diferencia de estos portales web, las
aplicaciones distribuidas apenas estdn en proceso de desarrollo. Insane permite gene-
rar membranas para el campo de fuerza Martini [172]. Mientras que Packmol es una
aplicacion mds versatil que permite generar configuraciones iniciales de las mem-
branas. No obstante, este paquete considera las moléculas como entidades rigidas
[97].

2.2.2.1. Campo de Fuerza

El campo de fuerza es una representacion matematica que describe la dependen-
cia de la energia de un sistema en las particulas que lo componen [46]. Este modelo,
consiste de una forma analitica del potencial de energia interatémico U (ry, 77, ...,rn)
y, un conjunto de parametros obtenidos de forma experimental o empleando métodos
ab initio. La consistencia de estos paraimetros permiten encontrar un modelo capaz de
aproximarse con mayor precision a los valores experimentales [46, 112]. La mayo-
ria de los campos de fuerza empleados para sistemas moleculares se pueden definir
mediante una expresion matemdtica que incluye las interacciones covalentes y no
covalentes del sistema:
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Los términos de potenciales covalentes incluyen el término de enlace, dngulo y
torsiodn, es decir, caracteristicas de los enlaces covalentes entre los atomos del siste-
ma a tratar (Figura 2.5). Los términos no covalentes se definen por un término de
atraccion-repulsion de tipo Lennard-Jones para las fuerzas de van der Waals y un
término Coulémbico para las interacciones electrostaticas [112].

El término de enlace se encarga de mantener las longitudes de enlace cercanas
a los valores de equilibrio, obtenidos ya sea experimentalmente o por cdlculos de la
mecdanica cudntica. En términos generales, la energia potencial para un enlace cova-
lente se define mediante una funcién de Morse [112, 144, 83, 6]. Sin embargo, el
potencial de Morse no es de uso comun en los campos de fuerza, dado que rara vez
en los célculos de Dindmica Molecular los enlaces se desvian significativamente de
sus valores de equilibrio. En consecuencia, se emplean expresiones mds simples co-
mo la ley de Hooke, en la cual la energia varia en funcion del desplazamiento desde
la longitud de referencia del enlace r,:

ks
Eenlace(r) = 5("_ req)2 (2.9)

Donde k, es la constante de fuerza del enlace o resorte; re, €s el minimo de la
funcién para tener una energia potencial de cero. Cabe resaltar que por tratarse de
una expansion de Taylor truncada, funciona mejor en regiones cercanas a su punto
de referencia, en este caso r.,. Por lo tanto, si principalmente el sistema consta de
estructuras moleculares donde ningin enlace estd abruptamente distorsionado de su
valor 6ptimo, se obtiene una expresion matematica de mucha utilidad para represen-
tar esta interaccion. En caso tal que la energia de enlace sea cada vez mds grande, es
decir, se aleje de r,4; la solucion prictica a tal inexactitud es incluir términos adicio-
nales en la expansion de Taylor, como lo es el término cuibico [112, 144, 83, 6].

La espectroscopia vibracional revela que, para pequeios desplazamientos desde
el equilibrio, variaciones de energia asociada con la deformacién del dngulo de enlace
también estdin modelados por expansiones polinomiales como lo son las variaciones
asociadas con el estiramiento de los enlaces [112, 144, 83, 6]. Por lo tanto, la funcién
de campo de fuerza incluye el término de dngulo, representado mediante un potencial
armoénico de Hooke:



2.2. Modelos fisicos 19

k
Eangulo<9) = ?9< - eeq)z (2.10)

Donde 6 es el dngulo entre los enlaces y, kg la constante de fuerza.

El término de torsion describe la variacion de la energia asociada a la rotacion
alrededor de un enlace B-C dentro de una serie de cuatro &tomos A-B-C-D donde A-
B, B-C, y C-D estdn unidos [144, 83, 6]. Se caracteriza por presentar una periodicidad
en el angulo ¢: si el enlace rota 360° la energia debe volver al mismo valor. Su perfil
energético se expresa como una serie de Fourier:

Va
Etorsional = > [14cos(ng —7v)] (2.11)

La constante V,, determina la altura de la barrera de torsion alrededor del enlace
B-C; n describe la multiplicidad (el nimero de minimos en la funcién cuando se rota
360°), ¢ el dngulo de torsién y, ¥ el 4ngulo de fase (indica en qué punto pasa la tor-
sién por minimo energético) [112, 144, 83, 6].

Los términos de potenciales no covalentes incluyen las interacciones de van der
Waals e interacciones electrostaticas, las cuales sugieren que las moléculas y los dto-
mos independientes interactian entre ellos a través de potenciales que no dependen
de una relacion especifica de enlace entre atomos [112, 144, 83, 6]. La interaccion
de van der Waals entre dos dtomos se origina a partir de un balance entre fuerza
atractivas y repulsivas. Esta energia de interaccion varia en funcién de la distancia
entre ambos atomos, la cual es cero a una distancia interatomica infinita (e incluso
despreciable a distancias relativamente cortas) [112, 144]. Al reducirse la distancia,
la energia disminuye hasta llegar a un minimo, es decir, el punto maximo de ener-
gia potencial. Después, la energia crece rdpidamente al continuar disminuyendo la
distancia. Estas interacciones de atraccion y repulsion entre &tomos y moléculas pue-
den ser calculadas usando mecdnica cudntica [112, 144, 83, 6]. Sin embargo, dado la
gran cantidad de interacciones de van der Waals, se hace necesario emplear una fun-
cién que las calcule de manera més eficiente. La funcién més conocida para calcular
dichas interacciones es el potencial de Lennard-Jones:

asp  bap
Evaw(rap) = 5 — % (2.12)
AB  TaB

Donde a y b son dos constantes especificas del par de 4tomos A y B.

Las interacciones electrostdticas a partir de la distribucién de la carga en una
molécula se puede representar como una ordenacion de las cargas puntuales. Estas
cargas reproducen las propiedades electrostaticas de la molécula [112, 144, 83, 6].
En el caso de que las cargas estén centradas en los nucleos, se las denomina cargas
atomicas parciales. La interaccion electrostdtica de una molécula se calcula, por tan-
to, como la suma de las interacciones entre pares de cargas puntuales segin la ley de
Coulomb:

qAqB

—_— 2.13
47'5801‘AB ( )

Eelec(rAB) =
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Donde g4 y gp son las cargas puntuales de cada dtomo, r4p la distancia entre ellos
y & la constante dieléctrica del medio que las separa [112, 144, 83, 6]. Si las cargas
puntuales de dos 4&tomos son contrarias €stos se atraerdn entre si, pero si las cargas
son del mismo signo se repelerdn.

2.2.2.3. Métodos de integracion

La energia potencial que representa las interacciones atdmicas es una funcién
de las posiciones atomicas (3N) de todos los dtomos del sistema. Dada la natura-
leza compleja de esta funcién, se debe resolver de forma numérica la ecuacion del
movimiento. Para resolver de forma acertada estas ecuaciones se requiere de un al-
goritmo de integracion de alta precision, que permita hacer la integracion numérica
de la Ecuacion 2.6 con pasos de tiempo pequefios [42, 55]. Numerosos algoritmos
numéricos para integrar las ecuaciones del movimiento se han desarrollado, entre los
cuales se incluyen: el Algoritmo de Verlet, el Algoritmo de salto-rana, Velocity Ver-
let algorithm, el algoritmo Beeman. Todos estos algoritmos de integracién asumen
que las posiciones, velocidades y aceleraciones pueden aproximarse mediante una
serie de Taylor:

r(t40t) = r(t) +v(t + dt) +%a(r)8t2+--- (2.14)
v(t+9dt) = v(t)—i—a(t)&t—k%b(t)atz—i—m (2.15)
a(t+dt)=a(t)+b(t)+dt+--- (2.16)

Donde r es la posicion, v 1a velocidad (la primera derivada de la posicion respecto
al tiempo), a la aceleracion (la segunda derivada de la posicién respecto al tiempo)
y, b la tercera derivada respecto a la posicién con respecto al tiempo. El algoritmo
de Verlet, fue desarrollado por Loup Verlet en 1967 [48], este método utiliza las
posiciones y aceleraciones en el tiempo 7 y las posiciones desde el tiempo 7 — dt para
calcular nuevas posiciones en el tiempo ¢ + 9.

H(t+ 1) = F(6) 4+ v() It + %a(t)atz b 2.17)

1
r(t —0t) = r(t) —v(t)dt + 5a(t)azz SIS (2.18)
Sumando ambas ecuaciones (eq 2.13 y 2.14) se obtiene

r(t401) =2r(t) — r(t — t) +a(t) o> + - -- (2.19)

Este algoritmo ofrece una ventaja, el primer y tercer orden de la expansién de
Taylor se cancela, lo cual hace que el algoritmo de Verlet sea mas preciso que una
simple expasion de Taylor.

r(91) = r(0) — v(0)dt + %a(O)atz T (2.20)
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Las ventajas de usar el algoritmo Verlet son su facil implementacién y los re-
quisitos de almacenamiento son modestos. La desventaja es que el algoritmo es de
precision moderada. El método de integracion salto de rana (del inglés leap-frog),
es un version modificada del algoritmo de Verlet. En este método, las velocidades
iniciales se emplean de forma mds acertada que en el algoritmo de Verlet, estas son
calculadas en el tiempo (¢ + dr/2); las cuales se usan para calcular las posiciones r,
en el tiempo (¢ + dt). En este enfoque, las velocidades ’saltan’ sobre las posiciones,
luego las posiciones saltan sobre las velocidades

r(t+0dt)=r(t)+r (t + %81) + 0t (2.21)

Wt + %az) —y (l - %ar) +a(t)a (2.22)

La ventaja de usar este algoritmo es que las velocidades son explicitamente calcu-
ladas y es mds eficiente computacionalmente que el algoritmo de Verlet. Sin embar-
go, la desventaja de este algoritmo es que no calcula simultdneamente las posiciones.
Las velocidades en el tiempo ¢ pueden ser aproximadas por la siguiente expresion:

v(t) = % {v (t + %(%) +v (t — %8t>] (2.23)

Otro algoritmo de uso comtn es el algoritmo de velocidad Verlet; este usa un
enfoque similar pero incorpora explicitamente la velocidad, resolviendo el problema
del primer paso en el algoritmo de Verlet

r(t+0t) =r(t)+v(t)dt + %a(z)aﬁ (2.24)
v(t+0dt) =v(t) —l—%[a(z‘) +a(t+dt)| ot (2.25)

La ventaja de este algoritmo es que ocupa menos espacio en la memoria que el
algoritmo de Verlet. Otro algoritmo de uso comun es el algoritmo de Beeman, el
cual esté estrechamente relacionado con el algoritmo Verlet. Este produce posiciones
idénticas al algoritmo de Verlet, pero es mas preciso en el cdlculo de las velocidades
y ofrece una mejor conservacion de la energia. La desventaja de usar este método es
que las expresiones matematicas son mds complejas, lo cual hace que el cdlculo sea
mas costoso.

r(t+0t) =r(t) +v(t)dt + %a(t)at2 — éa(t — dr)or? (2.26)
1 5 1
v(t+dt) =v(t)+v(t)dt + §a(t)8t + 8a(t)at — 8a(r — dt)0t (2.27)

2.2.2.3. Algoritmos de restriccion

Pese a que las simulaciones por DM se llevan a cabo en coordenadas internas que
satisfacen las restricciones de longitud y dngulo de enlace; al incrementar el tiempo
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de paso se generan errores sucesivamente mas grandes en los movimientos, lo cual
hace que la simulacién diverja y finalice en unos cuantos pasos de tiempo. En conse-
cuencia, los algoritmos de restriccion se suelen emplear en simulaciones via DM con
el fin de extender mas las simulaciones usando un paso de tiempo mayor [42, 55]. Es-
tos algoritmos eliminan completamente algunos enlaces o los grados de libertad del
sistema. En general, estas fuerzas de restriccion explicitas acortan el paso de tiempo
significativamente, haciendo que la simulacién sea menos eficiente computacional-
mente; en otras palabras, se requiere mds potencia de la computadora para calcular
una trayectoria de una longitud determinada, pero evita los errores al integrar oscila-
ciones de los enlaces. Los algoritmos SHAKE y LINCS son los mas empleados en
simulaciones por DM de macromoléculas bioldgicas [42, 55, 2].

El algoritmo SHAKE fue el primero en ser desarrollado y el mas empleado pa-
ra satisfacer las restricciones de la geometria de los enlaces durante las simulaciones
por DM. Este algoritmo resuelve el sistema de ecuaciones de restriccion utilizando el
método de Gauss-Seidel para aproximar la solucidn del sistema lineal de ecuaciones.
En este algoritmo para cada par de los 4tomos involucrados en un enlace (o triplete
en un angulo), se calcula la fuerza necesaria para restablecer el valor de equilibrio.
En un sistema macromolecular debido a que muchos enlaces estan conectados, el al-
goritmo debe repetirse continuamente hasta que se logre la convergencia. Esto limita
un poco la implementacién de este método para pasos de tiempo superiores a 2 fs.
De hecho, este algoritmo no siempre converge y, la iteracion lo hace inadecuado para
computadoras paralelas ya que incurre en mucha comunicacién adicional entre los
procesadores [2].

El algoritmo LINCS es un método alternativo al modelo EEMM [61]. Este algo-
ritmo restablece los enlaces a sus longitudes correctas después de una actualizacién
sin restricciones y, tiene un enfoque no iterativo, ya que siempre utiliza dos pasos.
Esta caracteristica permite extender el tiempo de paso al menos a 3 o 4 fs. De hecho,
este algoritmo es 3 o 4 veces mas rapido que algoritmo SHAKE [63], pero solo se
puede usar con restricciones de enlace y restricciones de dngulo aisladas.

2.2.2.5. Ensambles

En una simulacién por DM la integracién de las ecuaciones de movimiento de
Newton proporciona los medios para muestrear las caracteristicas fisicas de un sis-
tema dado a través de su evolucién en un ensamble microcanénico (NVE) [14]. Sin
embargo, para muestrear otros colectivos, se deben agregar variables adicionales,
las cuales se describen como grados de libertad extendidos. En consecuencia, para
mantener una temperatura constante en la simulacion, se requiere el uso de un ’ter-
mostato’ para controlar las variables adicionales [15-17]. De manera similar, para
mantener una presion constante durante la simulacién, se debe agregar un ’baros-
tato’ construido con variables adicionales de control de presion [18, 19]. De esta
manera, la temperatura y la presion promedio se regulan dentro de estas variables
y su dindmica. Con el objetivo de lograr dicha regulacion de temperatura y presion
sin perturbar la dindmica newtoniana de las particulas a corto plazo, los grados de
libertad extendidos generalmente estdn determinados para evolucionar lentamente y
con un acoplamiento débil a la dindmica de las particulas fisicas.
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2.2.2.5. Paquetes computacionales

Existen una gran cantidad de paquetes computacionales capaces de resolver de
forma numérica las ecuaciones mostradas en las secciones anteriores. Muchos de
estos software estdn disponibles a través de licencia, de forma gratuita o algunos
incluso como software de codigo abierto. Sin embargo, estos paquetes difieren drés-
ticamente en la funcionalidad que proporcionan, asi como en su compatibilidad con
campos de fuerza, tipos de archivos y con los software de andlisis. No obstante, uno
de los factores mds cruciales para la seleccion del software es la velocidad a la que
se realiza la integracion y otros calculos relacionados. Los software mas empleados
para simulacion de macromoléculas son: LAMMPS, GROMACS, AMBER, NAMD
y CHARMM.

LAMMPS (del inglés Large-scale Atomic/Molecular Massively Parallel Simula-
tor) es un cédigo cldsico de DM que modela el ensamblaje de particulas en un estado
s6lido, liquido o gaseoso. Este software es de libre acceso y es distribuido bajo los
términos de GNU Public License. LAMMPS permite modelar dtomos, polimeros,
sistemas bioldgicos, granulares o metdlicos. Esto, lo hace implementando una varie-
dad de campos de fuerza (OPLS-AA, AMBER, CHARMM) y condiciones de borde
que se pueden ajustar por el usuario. Ademads, este software permite correr sistemas
con pocas particulas o sobre los millones o miles de millones de particulas [127].

GROMACS (del inglés Groningen Machine for Chemical Simulations) es un pa-
quete versatil para simular macromoléculas biol6gicas como proteinas y lipidos que
tienen interacciones complejas entre ellos. Este software es de libre acceso y es distri-
buido bajo los términos de GNU Public License [55, 162]. GROMACS proporciona
un rendimiento extremadamente alto en comparacion con todos los demds progra-
mas. De hecho, se puede ejecutar en paralelo empleando la libreria MPI. Ademas,
admite diversos campos de fuerza: Martini [96], Berger, OPLS-AA [73], CHARMM-
36 [72], Lipid14[31] y Slpids [37]. Ademas, GROMACS proporciona una gran can-
tidad de herramientas de andlisis integradas que pueden ampliarse con el software
Visual Molecular Dynamics (VMD) [58]; de hecho, los formatos de salida de este
paquete son compatibles con MDAnalysis, PyBILT, GridMAT-MD.

AMBER (del inglés Assisted Model Building with Energy Refinement) es un
conjunto de programas para simulaciones con mecédnica molecular y DM. Este soft-
ware fue disefiado principalmente para modelar proteinas y dcidos nucleicos. AM-
BER proporciona simulaciones rdpidas (en hardware paralelo de CPU o GPU) y, es
distribuido con una licencia y pago separada para diferentes aplicaciones [21].

NAMD (del inglés NAnoscale Molecular Dynamics) es un paquete de simulacion
de dindmica molecular escrito usando el modelo de programacion paralela Charm
++, conocido por su eficiencia paralela y a menudo usado para simular sistemas
grandes (millones de dtomos) [126]. NAMD utiliza el popular programa de graficos
moleculares VMD para la configuracion de la simulacidn y el anélisis de trayectoria,
sin embargo, también es compatible con archivos AMBER, CHARMM y X-PLOR.
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CHARMM (del inglés Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics) es
un paquete de simulaciéon muy distinguido y ampliamente utilizado. El enfoque prin-
cipal de este software es la modelacion de moléculas de interés bioldgico, incluidas
proteinas, péptidos, lipidos, dcidos nucleicos, carbohidratos y moléculas pequefias.
Este paquete proporciona un amplio conjunto de herramientas computacionales que
incluyen numerosos métodos de muestreo conformacional, estimadores de energia li-
bre, minimizacién molecular, dindmica y técnicas de anélisis y, capacidades de cons-
truccion de modelos. Ademads, permiten incluir en los cdlculos métodos combinados
de mecanica cudntica y DM. La principal ventaja de CHARMM sobre los paque-
tes sin costo es que cuenta con una gran cantidad de herramientas para el anélisis
estadistico y termodindmico de las trayectorias moleculares [18].

2.2.3. Campos de Fuerza para Lipidos

Los primeros campos de fuerza para simulaciones de macromoléculas fueron
desarrollados por primera vez hacia 1970 [50, 170, 171]. Desde entonces un gran
nimero de campos de fuerza empiricos para DM han sido desarrollados para la si-
mulacién de proteinas, dcidos nucleicos, lipidos y otras moléculas bioldgicas [69].
En la literatura se encuentran disponibles diferentes campos de fuerza, los cuales
tienen diferente grado de complejidad y, ademads estdn orientados a tratar diferentes
tipos de sistemas [46], entre los mds comunes para lipidos se encuentran: Berger,
AMBER [28], CHARMM [91], Slipids, GROMOS [26] y, OPLS [73]. La diferencia
entre estos campos de fuerza recae en la metodologia que se emplea para parametri-
zar los potenciales de interaccion.

Berger fue el primer campo de fuerza desarrollado para lipidos y es tal vez el
campo de fuerza mas implementado en las tltimas décadas. Este es un modelo de
atomos unidos, en el cual los pardmetros de Lenard-Jones se encuentran basados en
los pardmetros propuestos por Essex et al. [38]. Aunque originalmente se desarrollé
solo para lipidos, este campo de fuerza se combind mds tarde con una amplia gama
de campos de fuerza para proteinas como AMBER [31], CHARMM [66], OPLS [73]
y GROMOS [26]. A partir de la implementacion de este modelo se puede determi-
nar las caracteristicas estructurales y dindmicas de sistemas de bicapas y monocapas
lipidicas, también permite el estudio del transporte a través de membranas y, de pro-
teinas embebidas en el medio lipidico.

El campo de fuerza CHARMM para lipidos fue propuesto inicialmente en el 2010
[72], este fue el primero de estos modelos en incluir las interacciones entre todos lo
atomos del sistema. Este modelo proporciona pardmetros adecuados para representar
las propiedades estructurales como el espesor, el parimetro de orden y factores de
forma de la bicapa [72, 122]. Actualmente, cuenta con mas de 200 estructuras lipi-
dicas parametrizadas y, con distintos refinamientos de los pardmetros de los dngulos
de los enlaces. Este modelo fue parametrizado para usar el modelo de agua mTIP3P.

El campo de fuerza Slipids se encuentra basado en los pardmetros de enlace del
modelo CHARMM-36. No obstante, se diferencia en las valores que hace este mo-
delo sobre las cargas parciales y los pardmetros de Lenard-Jones [37]. La estrategia



2.2. Modelos fisicos 25

de parametrizacion de las cargas de este modelo es similar a la implementada por
AMBER, en la cual se emplea el método HF/6-31G* a un nivel de B3LYP/6-31G*.
Estos ajustes a los pardmetros hacen que Slipids sea compatible con la mayoria de
los campos de fuerza de AMBER. Los parametros de Slipids disponibles actualmente
incluyen moléculas de PC, PE, PG y PS saturadas e insaturadas, asi como esfingo-
mielina y colesterol.

El conjunto de campos de fuerza de AMBER se ampli6é en 2014 con el campo
de fuerza para lipidos Lipid14 [31]. Este campo de fuerza permite numerosas com-
binaciones de los grupos polares y las cadenas hidrocarbonadas para crear diferentes
tipos de lipidos, lo que permite la facil insercion de nuevas especies de lipidos. Los
parametros de Lennard-Jones y de torsién de los grupos polares y cadenas hidro-
carbonadas de los lipidos se han revisado y se han calculado las cargas parciales
actualizadas. De hecho, dado que la derivacion de este campo de fuerza es coherente
con la filosoffa de desarrollo de AMBER, Lipid14 es compatible con los campos de
fuerza de proteinas, dcidos nucleicos, carbohidratos y moléculas pequeias de AM-
BER.

2.2.1.1. Validacion

Esencialmente, las simulaciones via DM para sistemas de bicapas lipidicas se han
convertido en el medio principal para explorar la organizacién espacial y temporal
de estos sistemas. Sin embargo, el valor predictivo de cualquier simulacién mediante
DM depende de la precision del modelo subyacente que describe las interacciones
interatémicas (campo de fuerza). Por tanto, uno de los aspectos cruciales posterior a
la simulacién es la validacién del campo de fuerza empleado [105, 60, 88]. La preci-
sién y la confianza de estos modelos fisicos orientados a sistemas de bicapas lipidicas
estan determinadas por su capacidad de reproducir correctamente la estructura de los
lipidos y las fases lipidicas, como también el comportamiento individual y colectivo
de los lipidos en un conjunto dado de condiciones (temperatura, hidratacion, hetero-
geneidad en la composicion) [130].

Idealmente, la validacién del campo de fuerza debe estar basada en la compara-
cién de los datos simulados con los datos experimentales primarios (p.ej. datos de
difraccién de rayos X y de neutrones, tasas de desintegracion de isétopos y medidas
de intensidad de fluorescencia) [130]. Sin embargo, esto no siempre es posible, dado
que muchos de estos fendémenos son cudnticos y las simulaciones por DM tienen un
fundamento en la fisica cldsica. Ademads, la comparacion entre simulaciones y datos
experimentales puede ser limitada debido a diferencias entre los sistemas experimen-
tales y los simulados. De hecho, los sistemas experimentales son macroscopicos y a
menudo la informacidn se obtiene en minutos u horas. En contraste, la simulacion
de estos sistemas consiste en una Unica bicapa compuesta de unos cientos o miles
de moléculas de lipidos, que en el mejor de los casos son del orden de los microse-
gundos [130]. En vista de estas limitaciones al acercamiento de los datos tedricos; la
validacién de estos modelos fisicos se encuentra basada en datos indirectos, es decir,
se ha hace un contraste entre propiedades que se han inferido de los datos experi-
mentales primarios basados en un modelo dado (ver 2.1.4. Dindmica y propiedades
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fisicas), por ejemplo, el drea por lipido, el espesor de la bicapa lipidica, el pardmetro
de orden; logran responder a la organizacién y geometria de estos sistemas bioldgicos
[130, 88].

2.2.4. Campos de Fuerza para el agua

El agua es sin duda alguna el solvente mas importante en la naturaleza, sus pro-
piedades inusuales se originan tanto por su tamafilo molecular pequefio como por la
capacidad de estas moléculas de formar una red espacial de enlaces de hidr6geno. La
prediccion de las propiedades del agua a partir de simulaciones por computadora es
una tarea compleja. En los ultimos 30 afos se ha desarrollado nimeros modelos para
representar la energia potencial de las interacciones de estas moléculas[149, 68, 12].
Estos modelos han logrado predecir distintas propiedades fisicas del agua como la
densidad, la constante dieléctrica, la compresibilidad, el coeficiente de autodifusion,
las funciones de distribucion radial y la dependencia de la temperatura y la presion
de estas propiedades. Estos modelos también se han utilizado para reproducir pro-
cesos mds complejos, como la hidratacion hidrofébica o la influencia del agua en la
conformacidn de las biomoléculas en solucién.

Los resultados de las simulaciones por computadora todavia dependen del mo-
delo de agua implementado [68, 120] y la estructura del agua liquida simulada. Los
modelos de agua més destacados son: SPC [11], SPCE [12], TIP4P [67], TIP3P [68]
y TIP5P [92]. No obstante, en un estudio llevado a cabo por Zielkiewicz [177], donde
se contrastaron los modelos SPC [11], SPCE [12], TIP4P [67], y TIPSP [92]; a partir
de los cdlculos de entropia y los enlaces de hidrégeno se determiné que los modelos
que mejor reproducen los valores experimentales son SPC y TIP4P.

No obstante, una de las limitaciones en la seleccion de estos modelos de agua es
la denominada regla de combinancioén, es decir, tanto el campo de fuerza que repre-
senta el solvente y el soluto deben tener sus cargas parciales optimizadas. La familia
de campos de fuerza de CHARMM se optimizé con el modelo de agua mTIP3P [15].
Este modelo de agua tiene una constante dieléctrica anormalmente alta y baja visco-
sidad, lo cual limita su precision en el calculo de cantidades como los coeficientes
de permeabilidad. Sin embargo, Sajadi et al. [141] compararon los modelos mTIP3P,
TIP3P-FB y TIP4P-FB empleando el campo de fuerza CHARMM-36 para dos sis-
temas de bicapas monocomponentes de DPPC y POPC. Ambos modelos lograron
ajustarse a los pardmetros experimentales de modelos de bicapas, lo cual sugiere que
este campo de fuerza puede ser implementado con cualquiera de estos modelos de
agua para conseguir buenos ajustes a lo experimental.



27

Capitulo 3

Optimizacion del tamaiio del sistema

3.1. Introduccion

Las simulaciones por computadora se han convertido en una herramienta versatil
para explorar en detalle los eventos moleculares de modelos de bicapas lipidicas [70].
A pesar de la complejidad y diversidad lipidica de estos sistemas bioldgicos, la ma-
yor parte de los estudios por DM se han realizado con modelos que consideran como
maximo dos especies lipidicas diferentes, en los que se incluyen dos especies de fos-
folipidos o mezclas de fosfolipidos y colesterol. No obstante, utilizar estos sistemas
de baja complejidad es de gran utilidad para comprender en detalle las interacciones
previo al estudio de modelos de bicapas de mayor complejidad y relevancia biol6-
gica. Ademads, dado que la mayor parte de la informacién experimental disponible
actualmente es de modelos monocomponentes, llevar a cabo simulaciones de estos
sistemas permite validar y establecer la relevancia bioldgica de los diferentes campos
de fuerza [130, 111, 61].

Dada la diversidad de algoritmos para tratar las interacciones electrostaticas y los
requerimientos de temperatura y presion del sistema; se han explorado los efectos
de estas consideraciones sobre las simulaciones [5]. Sin embargo, a pesar del gran
avance en las simulaciones por DM, atin no se ha explorado el efecto del tamafio del
sistema molecular con campos de fuerza de alta resolucion [95]. De hecho, tanto los
estudios llevados a cabo para la validacién de los campos de fuerza y el entendimien-
to de los sistemas de bicapas, seleccionan arbitrariamente un nimero de moléculas
de lipidos y agua, el cual estd entre 64 a 128 moléculas de lipidos y, entre 20 y 50
moléculas de agua por lipido [128, 72]. Asimismo, en 1997 Berger et al. [13] publi-
caron un modelo de simulacién de lipidos que todavia es de uso comun y es conocido
como el 'minimo estdndar’ en las simulaciones de lipidos. Este modelo consiste en
un sistema de bicapa de 64 moléculas de DPPC y 23 moléculas de agua por lipido.
Sin embargo, distintos estudios han puesto en evidencia como las propiedades de las
bicapas lipidicas se ven afectadas por el tamafio del sistema simulado.

Por lo tanto, en este capitulo optimizamos el tamafio minimo de bicapas lipidicas
requerido para la comprension de las propiedades fisicoquimicas de un sistema de
bicapa monocomponente de DPPC empleando un campo de fuerza que considere
todas las interacciones atomicas. Todo ello con el fin de establecer una relacion entre
moléculas de lipidos y aguas para la construccion de los sistemas de las posteriores
simulaciones.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Sistemas de bicapas lipidicas

Con el animo de optimizar la proporcion de moléculas de agua y lipidos ne-
cesarias para representar de forma acertada las propiedades fisicas y mecénicas de
estos ensambles bioldgicos, se construyeron modelos de bicapas monocomponentes
de DPPC, con una composicién variada de este lipido y de moléculas de agua de la
siguiente forma: 10, 20, 30, 40, 50 y 60. Las moléculas de DPPC se variaron de la
siguiente forma: 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220, 240, 260, 280 y 300. Estas
cantidades fueron combinadas, obteniendo asi un total de 72 sistemas simulados. Es-
tos sistemas fueron construidos usando la opcion Membrane Builder de la plataforma
CHARMM-GUI [66] http://www.charmm-gui.org/.
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FIGURA 3.1: (A) Visualizacion del sistema minimizado de 300 moléculas de

DPPC y 12000 moléculas de agua. (B) Estructura quimica del DPPC. (C) Mi-

nimizacién predindmica, Unicamente se considera la energia potencial para la
minimizacion.

3.2.2. Detalles computacionales

Todos los sistemas fueron construidos empleando una celda unitaria rectangular,
el volumen de ésta depende de la cantidad de moléculas consideradas, para el sistema
mads pequefio (N7=90 y Nyw/Nz=10) y mas grande (N;=300 y Ny /Ny;=60) fue 155.16
nm? y 996.78 nm?, respectivamente. Inicialmente, decidimos seleccionar el campo
de fuerza CHARMM-36 para representar las interacciones entre lipidos [91, 72]. Esta
seleccion se debe a que este modelo es robusto y ha sido ampliamente implementado
en otras simulaciones. Sin embargo, en el capitulo 4 se exponen las ventajas de tra-
bajar con este modelo y se hace una breve comparacion entre este campo de fuerza
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y Slipids. Para las moléculas de agua se emple6 el modelo mTIP3P [15], el cual es
una versién modificada del modelo original TIP3P [68], dado que en este modelo los
atomos de hidrégeno cuentan con un término adicional en la componente de van der
Waals, la cual se considera con el fin de evitar contactos cercanos con otros atomos
cargados y evitar energias electrostiticas demasiado grandes.

Todas las simulaciones de Dindmica Molecular se llevaron a cabo empleando el
software computacional GROMACS 5.0 [55, 162], para ello se emplearon los scripts
generados por la plataforma CHARMM-GUI. Los sistemas fueron minimizados en
energia utilizando 5000 pasos del algoritmo de maxima pendiente (del inglés stee-
pest descent algorithm), seguido de seis pasos de equilibracién. En los dos primeros
pasos de la equilibracion se considerd un colectivo canénico (NVT) y, para los pasos
restantes se consider6 un colectivo isotérmico-isobdrico (NPT). Para la equilibracion
considerando ambos colectivos se empled el termostato Berendsen a una temperatura
de 323 K. Finalmente, en la produccién se considerd un ensamble NPT a una tempe-
ratura de 323 K, para el acoplamiento de ésta se emple6 el termostato Nose-Hoover
[39] y, para el acoplamiento de la presion se empled el barostato Parrinello-Rahman
[119] con un escalamiento semi-isotropico a una presion de 1 bar. Las simulacio-
nes se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periddicas y, se usé la malla de
particulas Ewald para los calculos de las interacciones electrostéticas [29]. Ademas,
se empleo el algoritmo de cambio de fuerza para las interacciones de tipo Lennard-
Jones con un radio de corte de 1.0-1.2 nm. Tanto para la equilibracién como para la
produccién de la DM se usé el método de integracion salto de rana (del inglés leap-
frog) para resolver la ecuacion del movimiento de Newton. Adicionalmente, se usé
el algoritmo LINCS para restringir las longitudes de los enlaces de hidrégeno [56].
Para la produccién se empled un tiempo de paso de 2 fs y se guardaron las coorde-
nadas, velocidades y fuerzas cada 5000 pasos, para un tiempo total de produccién de
10 ns.

3.2.3. Analisis de datos

Para los 72 sistemas simulados se hizo una comparacién entre las propiedades
estructurales, dindmicas y mecdnicas: drea por lipido, espesor de la bicapa, densidad
electrénica, pardmetro de orden y, los médulos de compresibilidad y rigidez. Para los
andlisis, se establecid el plano de las bicapas lipidicas a lo largo de los ejes XY, con
el eje Z atravesando la bicapa de forma perpendicular, como lo indica la convencion.
El area por lipido (A7) de una bicapa lipidica monocomponente se define como el
area de la seccion transversal (Axy) de todo el sistema a lo largo del plano superficial
de la bicapa (plano XY), dividido por la mitad de moléculas del total de lipidos (Nr.)
presentes en la bicapa, es decir, AL = Axy/(Np/2). El espesor de la bicapa (Dpp)
se calculé como la como la distancia de los puntos méaximos entre los dos picos
del perfil de densidad electronica. Para observar la variabilidad del espesor en el
plano XY de la bicapa se empled la herramienta GridMAT-MD [4]. El médulo de
compresibilidad K4 se calculd a partir de la fluctuacién en el drea por lipido. Los
perfiles de densidad electrénica se calcularon utilizando la herramienta gmx density
en GROMACS, con la caja de simulacién dividida en 500 bloques paralelos al plano
XY. El pardmetro de orden (—S,.4) fue calculado empleando la opcion gmx order
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en GROMACS. Para visualizar e inspeccionar el sistema se empled la herramienta
VMD. Todos los graficos fueron contruidos empleando las herramientas GNUplot
[174], XMGRACE [174] y Python 3.6 [164].

3.3. Resultados

3.3.1. Propiedades estructurales de la bicapa
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FIGURA 3.2: Valor promedio del parametro de area por lipido para los 72 sis-
tema construidos. Las barras grises representan la desviacion estandar. La linea
discontinua representa el valor experimental de esta medida [77, 76]

El 4rea por lipido es una medida indirecta que permite medir ficilmente el or-
denamiento de los lipidos que componen la membrana, ademads, suele ser empleada
para validar la calidad de la simulacidn y reconocer si el sistema simulado alcanza
el equilibrio. De hecho, este pardmetro representa la fase y el grado de libertad de
las cadenas carbonadas de las moléculas de lipido. Como se puede observar en la
Figura 3.2 el area por lipido para los 72 sistemas simulados se ajusta en gran medi-
da con el valor reportado experimentalmente para esta medida (0.631 nm?) [77, 76].
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No obstante, como se puede apreciar en la Figura 3.2 los valores de area por lipido
se ven afectados con la variacién en la composicién de los sistemas de bicapas. A
diferencia de los cambios en la composiciéon de moléculas de DPPC, la variacion en
la hidratacién genera cambios marcados en la dindmica del drea por lipido Figura
3.2. Para soportar la anterior idea, si se considera dos sistemas de 300 moléculas de
DPPC con una hidratacién de 10 y de 60 N,,/Ny. se obtiene un valor promedio de
0.582 y 0.606 nm?, respectivamente. Por el contrario, al considerar dos sistemas con
una hidratacién de 10 N,,/Ny, y, 90 y 300 moléculas de DPPC se obtiene un valor de
area por lipido promedio de 0.572 y 0.582 nm?, respectivamente.

CUADRO 3.1: Propiedades estructurales para los sistemas simulados con 40

Nw /Ny y las diferentes variaciones en el contenido de DPPC. Los porcentajes

de error respecto al valor experimental para el Ay y el Dpp se representan como
E(AL) y E(Dpp), respectivamente.

DPPC A, E({A) Dp EDp) DPPC A, E(A) Dpp E(Dpp)

(N)  (m?) (%) (mm) (%) (Np)  (m?) (%) (nm) (%)
90 0.605 4.120 4.2 7.6 200 0.611 3.169 4.0 2.5
100  0.599 5.071 3.9 0.0 220  0.606 3.961 4.0 2.5
120  0.611 3.169 4.0 2.5 240 0.605 4.120 4.0 25
140 0.605 4.120 4.2 7.6 260 0.605 4.120 4.2 7.6
160 0.602 4595 4.0 2.5 280 0.600 4912 4.0 2.5
180 0.609 3.486 4.2 7.6 300 0.610 3.328 4.1 5.1

No obstante, cuando los sistemas se hidratan con mas de 50 N,, /Ny, se comienza a
tener dindmicas mads fluctuantes y valores promedio del drea por lipido mds alejados
del experimental. Por tanto, ademds de que incrementar al maximo niimero de molé-
culas de aguas seleccionadas (60 N,, /Ny ) requiere de un mayor costo computacional,
introduce un mayor ruido en las simulaciones, el cual genera que las propiedades de
estos sistemas no se ajusten tan bien con relacion al valor experimental. En el Cua-
dro 3.1 se resumen las propiedades estructurales (drea por lipido y el espesor de la
bicapa) de los sistemas de bicapa analizados con una hidratacién de 40 Ny /Ny, y,
las diferentes variaciones en la composicion de moléculas de DPPC. En términos ge-
nerales, todos los sistemas expuestos en la Cuadro 3.1 muestran un buen ajuste en
relacion a lo experimental, es decir, el porcentaje de error para el espesor de la bica-
pas estd por debajo del 8 % y por debajo del 6 % para el parametro de area por lipido.
Todas estas propiedades son bastante dicientes de la calidad del modelo empleado.

El espesor de la bicapa caracteriza la estructura transversal de la membrana. Esta
propiedad es fundamental para describir el comportamiento de fase de estos sistema.
En concordancia con los valores de drea por lipido, el espesor de la bicapa se ajusté
en buena medida a los valores experimentales Cuadro 3.1, oscilando en un error del
2.5a5.0%.
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3.3.2. Propiedades elasticas

Se realiz6 un andlisis de las propiedades eldsticas para los sistemas simulados.
Primero, se evalué el médulos de compresibilidad, el cual describe la capacidad del
sistema de bicapa a ser deformado. Posteriormente, a partir de los célculos del mo-
dulo de compresibilidad y el espesor de la bicapa se determin6 el modulo de rigidez.
Ambos parametros representan propiedades mecdnicas fundamentales de las bicapas
lipidicas. En el Cuadro 3.2 se resumen las propiedades elésticas para los sistemas de
bicapas con una hidratacion de 40 Ny /Ny. Los médulos calculados mostraron una
consistencia con las medidas experimentales.

CUADRO 3.2: Propiedades eldsticas de los sistemas simulados con 40 Ny /Ny,
y las diferentes variaciones en el contenido de DPPC.

DPPC K4 K" DPPC Ky K"
(Nz)  (mN/m) (KpT) (Nz)  (mN/m) (KpT)
90 280 26.8 200 294 24.7
100 260 20.4 220 278 234
120 312 26.2 240 278 234
140 133 12.7 260 297 28.4
160 601 50.5 280 367 30.9
180 327 31.3 300 255 229

El médulo de compresibilidad para las simulaciones realizadas toma valores en-
tre 122.64 mN/m y 601.33 mN/m. De hecho, el sistema que mds logra aproximarse
a la medida experimental, 237 mN/m [137], es el sistema de 300 moléculas de li-
pido con un valor de 255.59 mN/m para este modulo. Adicionalmente, las medidas
obtenidas para el médulo de rigidez se aproximan en gran medidad a los diferentes
valores experimentales: 16.7 KpT obtenido con datos de difraccién de rayos X [137],
13.5 KT a partir de la aspiraciéon de micropipeta [27], 31.4 KpT de la fluctuacién
de forma excitada térmicamente [103] y 32.1 KT obtenida con una medicién total-
mente Optica [79].

A partir de las propiedades adquiridas, determinamos que la cantidad de molé-
culas de agua necesarias para llevar a cabo una simulacién por DM de sistemas de
bicapas lipidicas es 40 Ny /Ny. Esto debido a que el pardmetro de drea por lipido
y el espesor de la bicapa se acercan mads al valor experimental. Adicionalmente, el
valor de moléculas de DPPC que mejor representa todas estas propiedades son 300
moléculas de este lipido. Esto, dado los valores obtenidos en las propiedades elésti-
cas como en los pardmetros estructurales. De hecho, como se puede observar en el
Cuadro 3.1 el valor de moléculas de lipido no cambia de forma sustancial el valor de
estas propiedades estructurales. En consecuencia, crecer mas el sistema en términos
de moléculas lipidicas va implicar un mayor costo computacional y una resolucién
en las propiedades fisico-quimicas muy similar a un sistema de menor contenido de
estos lipidos.
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3.3.3. Sistema de interés

Una vez establecido que el tamafio 6ptimo del sistema es 40 Ny /N y 300 Np
considerando las propiedades estructuras y eldsticas seleccionadas, se examinaron
diferentes aspectos de la trayectoria y estabilidad termodindmica del sistema para
asegurar la validez fisica de la simulacién. A partir de la inspeccién visual se pudo
observar que no hubo interacciones anormales entre los &tomos ni hubo ruptura de los
enlaces quimicos. Adicionalmente, se pudo verificar que bajo las condiciones de la
simulacién, la membrana tuvo un comportamiento de fase liquido-cristalina (Figura
3.4). Adicionalmente, se observo la validez fisica de las simulacién a partir del perfil
de densidad electrénica. Ademads de que esta medida se puede adquirir via difraccién
de rayos X; lo que esencialmente representa es la exclusion de las moléculas de agua
del nucleo hidrofébico de la bicapa y, la interaccion favorable de estas moléculas de
agua con la regién polar de las moléculas de DPPC.
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FIGURA 3.3: Representacion grifica del sistema de 300 moléculas de DPPC y
40 Ny /Ny, en ajuste a la densidad electrénica.

El perfil de densidad es una propiedad bien interesante, dado que es un pardmetro
que se puede obtener de forma experimental y a partir de las simulaciones por DM.
La densidad de la membrana depende esencialmente de la composicién de lipidos,
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el tamafio y el grado de insaturaciones de las cadenas carbonadas. Como se puede
observar en la Figura 3.4, la densidad electrénica representa de forma acertada el
ensamblaje y minimizacion de este sistema bioldgico, dado que muestra el nucleo
hidrofébico excluyendo las moléculas de agua y, el grupo polar de los lipidos en
contacto con el solvente. La mayor distribucion de cargas estd en la parte polar de
estos sistemas. El buen ajuste del perfil de densidad a lo esperado de forma experi-
mental es también un soporte para la seleccion del tamafio del sistema.
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FIGURA 3.4: Pardmetro de orden para las cadenas carbonadas de DPPC. El
color naranja muestra el valor experimental [123].

Adicionalmente, otro pardmetro bien interesante que soporta la seleccion de la
proporcion de moléculas lipidicas y agua, es el pardmetro de orden. Esta propiedad
estructural representa las torsiones que tienen los carbonos de las cadenas carbona-
das, en consecuencia un mayor pardmetro de orden da cuenta de un mayor grado de
libertad en estas cadenas. Este pardmetro es adquirido de forma experimental usando
como técnica la RMN. En efecto, el comportamiento encontrado para este propiedad
da cuenta de la calidad de la simulacion, dado que representa el comportamiento de
un sistema en fase liquido-cristalina.

Por otro lado, contrastamos la funcion de distribucion radial P-P del sistema se-
leccionado y usando como referencia una simulacién llevada a cabo con un campo
de fuerza de dtomos unidos (AMBER). Esta propiedad permite determinar la proba-
bilidad de encontrar un dtomo de fésforo en la vecindad de otro d4tomo de fésforo.
Ambas curvas mostraron un comportamiento similar, a pesar de que ambos sistemas
se trataron con diferentes nimero de moléculas y con un marco de interacciones di-
ferentes. Esto nuevamente, confirma la validez de este campo de fuerza y la adecuada
seleccion del tamafio del sistema.
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FIGURA 3.5: Funcién de distribucién radial para P-P sistemas de DPPC. (a)

Curva obtenida a partir de la simulacién para un sistema de DPPC con 40

Ny /N¢. (b) Valor de referencia, curva obtenida con una simulacién de dtomos
unidos [147].

3.4. Conclusiones

En general, todas las simulaciones recreadas mostraron un buen ajuste a lo expe-
rimental en relacion a todas las propiedades seleccionadas para la comparacién. Sin
embargo, como se pudo apreciar, la composicion de las bicapas tiene un efecto mar-
cado en el comportamiento estructural, es decir, no es una caracteristica trivial del
sistema. En consecuencia, a partir de las propiedades estructurales y eldsticas pre-
dichas, determinamos que la cantidad de moléculas de agua suficientes para llevar
a cabo una simulacién de un sistema de bicapa son 40 Ny /Ny, y, 300 moléculas de
lipidos. No obstante, cabe sefialar que esta optimizacion del sistema puede no ser la
adecuada para un sistema que considere interacciones con proteinas o algun ligando.
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Capitulo 4

Variacion del Campo de Fuerza

4.1. Introduccion

En DM una molécula es descrita como una serie de esferas rigidas (particulas)
cargadas y unidas por “resortes” (enlaces). Por tanto, para describir la evolucion del
sistema en el tiempo se debe emplear una construccién matemética (campo de fuerza)
que represente las interacciones entre los distintos &tomos que componen el sistema
[70]. Los campos de fuerza para simulaciones de macromoléculas fueron desarrolla-
dos por primera vez hacia 1970. Desde entonces un gran nimero de campos de fuerza
empiricos han sido desarrollados para la simulacion de proteinas, dcidos nucleicos,
lipidos y otras moléculas bioldgicas [89]. Inicialmente, el desarrollo de pardmetros
para estos modelos se centré en la reproduccién de datos ab-initio para moléculas
pequeias y datos estructurales de proteinas [136]. La segunda generacién de campos
de fuerza, desarrollada desde el comienzo de los afios 90 tenia como objetivo repro-
ducir, ademds de la estructura, propiedades termodindmicas como las densidad y la
energia libre de hidratacion, lo que permite el estudio de estados condensados [153].

Esencialmente, el valor predictivo de estas simulaciones dependera de la preci-
sién del modelo subyacente que describe las interacciones interatomicas. Por tanto,
para llevar a cabo una simulacién via DM es fundamental la seleccion y validacion
del campo de fuerza empleado [105, 60, 88]. No obstante, 1a seleccion del modelo de-
pendera de las propiedades y la escala temporal que se requiera para la evolucién del
sistema. Los campos de fuerza difieren en su grado de resolucion, es decir, segin las
distintas consideraciones que hacen sobre las particulas del sistema y, en consecuen-
cia sobre los potenciales de interaccion. El modelo de mayor resolucion considera
explicitamente todos los dtomos del sistema en los célculos; los campos de fuerza
para lipidos a este nivel de resolucién son: Lipid14 [31], Slipids [37], CHARMM-36
[72] y OPLS-AA [73]. Por otro lado, en menor nivel de resolucién se encuentran los
modelos de dtomos-unidos y de grano grueso (del inglés, coarse-grained), en los
cuales se forman pseudo-atomos, ya sea agrupando los hidrégenos no polares en los
atomos mas pesados o agrupando grupos funcionales como una sola particula. Los
modelos mas empleados a este nivel de resolucién son: Berger, GROMOS54a7 [26]
y Martini [96].

En general, la seleccion de un campo de fuerza que incluya todos los atomos
permite obtener una mayor comprension de los mecanismos moleculares encarga-
dos de la estabilidad y dindmica de estos sistemas quimicos [72], dado que facilita
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la descripcion detallada de los parametros de orden y la dindmica de estos ensam-
bles bioldgicos. En este capitulo hacemos una comparacién de los campos de fuerza
CHARMM-36 y Slipids, con el propdsito de comprender las ventajas de seleccio-
nar alguno de estos campos de fuerza; para ello emplearemos un modelo de bicapa
monocomponente de DPPC.

4.2. Metodologia

4.2.1. Sistemas de bicapas lipidicas

Con el animo de seleccionar un campo de fuerza que represente de forma acertada
las propiedades fisicas y mecdnicas de estos ensambles bioldgicos, se hicieron simu-
laciones empleando el modelo de bicapas monocomponentes de DPPC, con una com-
posicion de 300 moléculas de lipido y 12000 moléculas de agua. Todos los sistemas
fueron construidos empleando una celda unitaria rectangular. E1 modelo de DPPC se
selecciond debido a la vasta informacion experimental que se tiene de este. Para las
moléculas de agua se utiliz6 el modelo CHARMM TIP3P [15]. Estos sistemas fueron
construidos usando la opciéon Membrane Builder de la plataforma CHARMM-GUI
[91, 72]. http://www.charmm-gui.org/. Los pardmetros del campo de fuerza Sli-
pids fueron obtenidos de http://www.fos.su.se/ sasha/SLipids/Downloads.
html [37].

4.2.2. Detalles computacionales

Todas las simulaciones de Dindmica Molecular se llevaron a cabo empleando el
software computacional GROMACS 5.0 [55, 162], para ello se emplearon los scripts
generados por la plataforma CHARMM-GUI. Los sistemas fueron minimizados en
energia utilizando 5000 pasos del algoritmo de méaxima pendiente (del inglés stee-
pest descent algorithm), seguido de seis pasos de equilibracién. En los dos primeros
pasos de la equilibracion se consideré un colectivo canénico (NVT) y, para los pasos
restantes se considerd un colectivo isotérmico-isobdrico (NPT). Para la equilibracién
considerando ambos colectivos se empled el termostato Berendsen a una temperatura
de 323 K. Finalmente, en la produccion se consideré un ensamble NPT a una tempe-
ratura de 323 K, para el acoplamiento de ésta se emple6 el termostato Nose-Hoover
[39] y, para el acoplamiento de la presion se empled el barostato Parrinello-Rahman
[119] con un escalamiento semi-isotrépico a una presioén de 1 bar. Las simulaciones
se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periddicas (PBC), y se us6 la malla
de particulas Ewald (PME) para los cdlculos de las interacciones electrostaticas [29].
Ademas, se emple6 el algoritmo de cambio de fuerza para las interacciones de tipo
Lennard-Jones con un radio de corte de 1.0-1.2 nm. Tanto para la equilibracién como
para produccion se us6 el método de integracion salto de rana (del inglés leap-frog)
para resolver la ecuacién del movimiento de Newton. Adicionalmente, se usé el al-
goritmo LINCS para restringir las longitudes de los enlaces de hidrégeno [56]. Para
la produccion se empled un tiempo de paso de 2 fs y se guardaron las coordenadas,
velocidades y fuerzas cada 50000 pasos, para un tiempo total de 100 ns.
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4.2.3. Analisis de datos

Para los sistemas simulados se hizo una comparacién entre las propiedades es-
tructurales, dindmicas y mecdnicas: drea por lipido, espesor de la bicapa, densidad
electrénica, pardmetro de orden, la autodifusién de los lipidos en la bicapas y el
modulo de compresibilidad. Para los andlisis, se estableci6 el plano de las bicapas
lipidicas a lo largo de los ejes XY, con el eje Z atravesando la bicapa de forma
perpendicular, como lo indica la convencién. El drea por lipido (A7) de una bica-
pa lipidica monocomponente se define como el drea de la seccion transversal (Axy)
de todo el sistema a lo largo del plano superficial de la bicapa (plano XY), dividido
por la mitad de moléculas del total de lipidos (N ) presentes en la bicapa, es decir,
Ap = Axy/(Np/2). El valor espesor de la bicapa (Dpp) y su respectiva variacién en
el plano XY de la bicapa se calcul6 con la herramienta GridMAT-MD [4]. Los per-
files de densidad electrénica se calcularon utilizando la herramienta gmx density en
GROMACS, con la caja de simulacién dividida en 500 bloques paralelos al plano
XY. El parametro de orden (—S.;) fue calculado empleando la opcién gmx order
en GROMACS. El médulo de compresibilidad fuer calculado empleando el modelo
de variacion en del drea de la caja de simulacion. Para visualizar e inspeccionar el
sistema se empled la herramienta VMD [58]. Todos los graficos fueron contruidos
empleando las herramientas GNUplot [174], XMGRACE [174] y Python 3.6 [164].

4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Estabilidad del sistema

Se examinaron los diferentes aspectos de la trayectoria y estabilidad termodi-
namica del sistema para asegurar la validez fisica de la simulacién. A partir de la
inspeccion visual se pudo observar que no hubo interacciones anormales entre los
atomos ni hubo ruptura de los enlaces quimicos. Adicionalmente, se pudo verificar
que bajo las condiciones de la simulacion, la membrana tuvo un comportamiento de
fase liquido-cristalina Figura 4.1. Adicionalmente, la validez fisica de las simulacio-
nes con ambos campos de fuerza se puede apreciar en el perfil de densidad electro-
nica (la cual puede ser verificado por difraccién de rayos X), dado que este diagrama
representa la exclusion del agua del nucleo hidrofébico de la bicapa y, la interaccion
favorable de estas moléculas de agua con la region polar de las moléculas de DPPC.

4.3.2. Propiedades estructurales

Las propiedades estructurales y eldsticas de los sistemas de bicapas simuladas se
resumen en el Cuadro 4.1 con sus respectivos valores experimentales obtenidos a
una temperatura de 323 K. Cabe resaltar que los valores del drea por lipido y el es-
pesor de la bicapa dependen esencialmente del método experimental que se emplea
para extraer la informacion de estos sistemas. No obstante, el método que brinda un
mejor valor para el drea por lipido es la difraccién de rayos X [130]; con un valor
reciente de 0.631 nm? para bicapas de DPPC [77, 76]. Por otro lado, la técnica expe-
rimental que arroja un valor més certero para el espesor de la bicapas es difraccion
de rayos X [130]; la estimacion actual para este pardmetro es 3.9 nm (cite).
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FIGURA 4.1: Densidad electrénica para los dos campos de fuerza. (A)

CHARMM-36. (B) Slipids.

A pesar de que ambos campos de fuerza se han validado para una gran cantidad
de moléculas de lipidos, a partir las propiedades determinadas se puede observar cla-
ramente que ambos campos de fuerza difieren en los valores predichos. Si bien am-
bos modelos logran representar acertadamente estos sistemas. No obstante, el error
asociado con los parametros predichos con el modelo Slipids es mayor al obtenido
con CHARMMS-36. De hecho, el campo de fuerza Slipids subestima el espesor de
la bicapa con un 5.1 % de error en esta medida. Los valores obtenidos para el des-
plazamiento cuadritico medio se encuentran un orden de magnitud por debajo de lo
experimental [116], no obstante, este comportamiento se ha reportado en otras simu-

laciones de DM [80].

CUADRO 4.1: Comparacién de las propiedades de los sistemas de bicapa em-
pleando CHARMM-36 y Slipids y, sus respectivos valores experimentales. Los
valores en paréntesis muestran el porcentaje de error respecto al valor experi-

mental.
Campo de Ar MSD D Ky K?
Fuerza mm?) (em?s)10°5 PP (mN/m) (K,T)
CHARMM-36 0.610 0.0087 4.1 255 22.9
Slipids 0.652 0.0301 3.6 205 12.9
Referencia 0.631 0.13 3.9 231 12.023

El 4rea por lipido, por ejemplo, es un valor muy sensible a las interacciones del
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sistema y es crucial para la validacién del mismo. Como se puede observar en la Fi-
gura 4.2, este parametro como es de esperar, presenta una gran fluctuacion en todo
el tiempo muestreado. No obstante, ademds de que el modelo de Slipids sobreestima
este valor, durante toda la trayectoria tiene una gran fluctuacién, con una desviacién
estandar de 0.009 nm?. El valor arrojado por los modelos empleados indica un mayor
grado de libertad en las cadenas carbonadas, lo cual es indicador de la fase liquido-
desordenado de estos sistemas.

De hecho, este comportamiento de fase también se evidencia por el valor del
espesor arrojado por ambos modelos, 4.1 y 3.6 nm, para CHARMMS-36 y Slipids,
respectivamente. No obstante, al igual que el drea por lipido, el espesor predicho por
el campo de fuerza Slipids tiene un comportamiento mas heterogéneo sobre el plano
XY de la bicapa Figura 4.3. Ademas, a partir del valor del espesor se puede confir-
mar una vez mds el comportamiento liquido-cristalino de estos sistemas.
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FIGURA 4.2: Comparacién del pardmetro de area por lipido para el modelo

de DPPC empleando los campos de fuerza CHARMM-36 (Purpura) y Slipids

(Azul). La linea discontinua de color naranja representa el valor experimental
de este parametro.

A partir del andlisis de las propiedades eldsticas para los sistemas simulados
se evidencid una gran consistencia con las medidas experimentales (Cuadro 4.1).
Primero, se evalu6 el médulo de compresibilidad, el cual describe la capacidad de
la bicapa de ser deformada. Posteriormente, a partir de los calculos del médulo de
compresibilidad y el espesor de la bicapa se determin6 el modulo de rigidez. Ambos
parametros representan propiedades mecédnicas fundamentales de las bicapas lipidi-
cas. El médulo de compresibilidad para las simulaciones realizadas toma valores de
255 mN/m y 205 mN/m. El campo de fuerza CHARMM-36 logra reproducir mejor
esta propiedad respecto a la medida experimental, 237 mN/m [137], con un error
del 8% y, un error 14 % usando Slipids como campo de fuerza. Adicionalmente, las
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FIGURA 4.3: Comparacién del espesor de los sistemas de bicapa empleando
los campos de fuerza. (A) Slipids. (B) CHARMM-36.

medidas obtenidas para el médulo de rigidez se aproximan en gran medida a los dife-
rentes valores experimentales: 16.7 KgT obtenido con datos de difraccion de rayos X
[137], 13.5 KpT a partir de la aspiracién de micropipeta [27], 31.4 KpT de la fluctua-
cién de forma excitada térmicamente [103] y 32.1 KpT obtenida con una medicioén
totalmente Optica [79].

0.225
0.200
0.175
$0.150
Q
0.125
0.100
—+— CHARMM
—+— REF
2 4 6 8 10 12
Atomos

FIGURA 4.4: Comparacién del pardmetro de orden (correspondiente al va-

lor promedio para las dos cadenas carbonadas) para los sistemas de bicapas

de DPPC empleando los campos de fuerza CHARMM-36 (Pidrpura) y Slipids

(Verde). Los valores experimentales para este pardmetro se muestran en color
naranja [123].

Una de las propiedades méas importante para la validacion de los campos de fuerza
son los pardmetros que se obtienen a partir de técnicas de RMN, como el pardmetro
de orden y el espesor de la bicapa. El pardmetro de orden, para ambos modelos esta
en concordancia con los valores experimentales. Sin embargo, al igual que con las
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otras propiedades adquiridas, el campo de fuerza CHARMM-36 se ajusta mds a los
datos experimentales Figura 4.5. De hecho, esta propiedad nos permite verificar que
este campo de fuerza representa mejor la fase Ly, dado que los grados de libertad en
los enlaces de las cadenas carbonada son mayores para este modelo.
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FIGURA 4.5: Comparacion de la funcién de distribucién radial empleando los
campos de fuerza CHARMM-36 (Purpura) y Slipids (Azul) de P—P.

4.4. Discusion y conclusiones

Recientemente se han desarrollado numerosos campos de fuerza que incluyen las
interacciones entre todos los atomos. Sin embargo, el modelo Lipid14 no es de libre
acceso y el campo de fuerza OPLS-AA se restringe a un tamaiio especifico del siste-
ma. En consecuencia, contrastamos la validez de los modelos Slipids y CHARMM-
36, los cuales son de uso libre y estdn parametrizados para distintas moléculas de
lipidos. Esencialmente, los dos campos de fuerza estudiados mostraron un buen ren-
dimiento computacional y en la prediccion del comportamiento de los sistemas de
bicapas. No obstante, CHARMMS-36 logré predecir de forma mas acertada todas las
propiedades analizadas. Este campo de fuerza fue el primero de estos modelos en
incluir las interacciones entre todos lo 4tomos de un sistema de bicapas. De hecho,
este modelo proporciona pardmetros adecuados para representar las propiedades de
orden de la bicapa [72].

Por otro lado, Slipids se encuentra basado en los pardmetros de enlace del mo-
delo CHARMM. No obstante, se diferencia en los valores de las cargas parciales y
los parametros de Lennard-Jones. La estrategia de parametrizacion de las cargas de
este modelo es similar a la implementada por AMBER, en la cual se emplea el mé-
todo HF/6-31G* a un nivel de B3LYP/6-31G*. Estos ajustes a los parametros hacen
que Slipids sea compatible con la mayoria de los campos de fuerza de AMBER. Los
parametros de Slipids disponibles actualmente incluyen moléculas de PC, PE, PG y
PS saturadas e insaturadas, asi como esfingomielina y colesterol. No obstante, por lo
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general este modelo se emplea cuando se consideran sistemas de bicapas con protei-
nas embebidas en ellas.

A partir de este trabajo, logramos evidenciar que el campo de fuerza CHARMM-
36 en comparacion al modelo Slipids muestra un mejor ajuste en la propiedades es-
tructurales y dindmicas del sistema de bicapa DPPC usando la metodologia mencio-
nada. Sin embargo, los resultados obtenidos difieren en gran medida de la validacién
del campo de fuerza. Esto esencialmente, se puede deber a un sesgo metodoldgico,
dado que para la construccion de los sistemas usamos la platatorma CHARMM-GUI.
Por tanto, el uso de esta plataforma puede crear un sesgo en el sistema haciendo que
el modelo Slipids requiera de un mayor tiempo computacional para ajustarse més las
propiedades experimentales.

A pesar de que ambos campos de fuerza mostraron un buen comportamiento,
seleccionaremos el modelo CHARMM-36 para las posteriores simulaciones. Esto,
dado que en primer lugar usando la metodologia ya menciona fue el que mejor logré
ajustarse a las medidas experimentales. En segundo lugar, la seleccién de este campo
de fuerza se debe a que tiene parametrizado mas de 200 lipidos y pequefias molécu-
las, lo cual permite la construccién y simulacion de sistemas de mayor complejidad
[72]. En contraste, Slipids solo cuenta con 30 moléculas parametrizadas [37]. En con-
secuencia, para las posteriores simulaciones implementaremos tinicamente el campo
de fuerza CHARMM-36 para determinar el comportamiento de otros sistemas de bi-
capas lipidicas monocomponente y sistemas de composicion heterogénea.
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Capitulo 5

Comportamiento de fase en bicapas lipidicas
monocomponentes

5.1. Introduccion

La base estructural principal de las membranas bioldgicas es la bicapa lipidica
[101]. Dependiendo de la composicion, la temperatura, la presién entre otros fac-
tores externos; la estructura de la bicapa puede adoptar distintas fases lamelares,
cristalina (L), gel (Lg:), ondulado (Pg/) y liquido-desordenado (Lg). Estas distintas
fases se pueden conseguir en ese orden con el incremento gradual en la temperatura
[75]. La transicion de fase tipo gel al liquido-desordenado ocurre a una temperatura
critica de fusién (7,,), durante el proceso de calentamiento. Esta transicion de fase
se caracteriza por el ordenamiento de las cadenas de hidrocarburos en el interior de
la bicapa [138]. Las transiciones de fase de las membranas bioldgicas han cobrado
bastante interés en los ultimos afios, dado que este fendmeno biolégico puede afectar
dristicamente los procesos celulares esenciales como la permeabilidad de 1la mem-
brana [110, 16], los procesos de fusién de la membrana [22, 153] y la propagacion
del pulso nervioso [54]. Este fendmeno se ha abordado para sistemas de DPPC en
simulaciones considerando un modelo de todos los dtomos [131, 74] y, empleando
modelos de grano grueso, para comprension de la coexistencia de distintas fases [94,
108]. En este capitulo determinamos los cambios estructurales asociados con el com-
portamiento termotropico de bicapas monocomponentes de DPPC, DPPE, DPPS y
PSM . Esto con el fin de comprender con mayor detalle los eventos moleculares aso-
ciados a las distintas fases que experimentan estos sistemas de composicion simple.

5.2. Metodologia

5.2.1. Sistemas de bicapas lipidicas

Para comprender y caracterizar el comportamiento de fase de distintos modelos
de bicapas de fosfolipidos y esfingolipidos, se construyeron modelos monocompo-
nentes de DPPC, DPPE, DPPS y PSM con una composicién de 300 moléculas de
cada uno de estos lipidos y 12000 moléculas de agua. Todos los sistemas fueron
ensamblados usando la opcién Membrane Builder de la plataforma CHARMM-GUI
[91,72]. http://www.charmm-gui.org/. Para tratar las interacciones se us6 el mo-
delo de CHARMM TIP3P [15]. Para las moléculas de lipidos se emple6 el modelo
CHARMM-36 [72].
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5.2.2. Detalles computacionales

Todas las simulaciones de Dindmica Molecular se llevaron a cabo empleando el
software computacional GROMACS 5.0 [55, 162], para ello se emplearon los scripts
generados por la plataforma CHARMM-GUI. Para cada uno de los sistema cons-
truidos se hicieron variaciones en la temperatura para capturar el comportamiento
de fase. Para cada uno de los lipidos se hicieron variaciones en la temperatura cer-
canas al valor de transicion de fase. Los sistemas fueron minimizados en energia
utilizando 5000 pasos del algoritmo de mixima pendiente (del inglés steepest des-
cent algorithm), seguido de seis pasos de equilibracién. En los dos primeros pasos
de la equilibracion se considerd un colectivo microcanénico (NVT) y, para los pasos
restantes se considerd un colectivo isotérmico-isobarico (NPT). Para la equilibracion
considerando ambos colectivos se empled el termostato Berendsen. Finalmente, en la
produccion se considerd un ensamble NPT, para el acoplamiento de ésta se empled el
termostato Nose-Hoover [39] y, para el acoplamiento de la presion se empleé el ba-
rostato Parrinello-Rahman [119] con un escalamiento semi-isotropico a una presion
de 1 bar. Las simulaciones se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periddicas
(PBC), y se us6 la malla de particulas Ewald (PME) para los calculos de las interac-
ciones electrostéticas [29]. Ademads, se emple el algoritmo de cambio de fuerza para
las interacciones de tipo Lennard-Jones con un radio de corte de 1.0-1.2 nm. Tanto
para la equilibracién como para produccion se usé el método de integracion salto
de rana (del inglés leap-frog) para resolver la ecuacion del movimiento de Newton.
Adicionalmente, se uso el algoritmo LINCS para restringir las longitudes de los en-
laces de hidrégeno [56]. Para la produccion se empled un tiempo de paso de 2 fs y se
guardaron las coordenadas, velocidades y fuerzas cada 5000 pasos, para un tiempo
total de 100 ns.

5.2.3. Analisis de datos

Para los sistemas simulados se hizo una comparacién entre las propiedades es-
tructurales, dindmicas y mecdnicas: drea por lipido, espesor de la bicapa, densidad,
parametro de orden, la autodifusion de los lipidos en la bicapas y el médulo de com-
presibilidad. Para los anélisis, se establecio el plano de las bicapas lipidicas a lo largo
de los ejes XY, con el eje Z atravesando la bicapa de forma perpendicular, como lo
indica la convencion. El area por lipido (Az) de una bicapa lipidica monocomponente
se define como el 4rea de la seccidn transversal (Ayy) de todo el sistema a lo largo
del plano superficial de la bicapa (plano XY), dividido por la mitad de moléculas del
total de lipidos (Ny) presentes en la bicapa, es decir, A; = Axy/(N./2). El espesor
de la bicapa (Dpp) se calcul6 con la herramienta GridMAT-MD [4]. Los perfiles de
densidad se calcularon utilizando la herramienta gmx density en GROMACS, con la
caja de simulacién dividida en 500 bloques paralelos al plano XY. El parametro de
orden (—S.4) fue calculado empleando la opcidén gmx order en GROMACS. Para vi-
sualizar e inspeccionar el sistema se emple6 la herramienta VMD. Todos los graficos
fueron contruidos empleando las herramientas GNUplot [174], XMGRACE [174] y
Python 3.6 [164].
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5.3. Resultados y discusion

Estudiar el comportamiento de los modelos de bicapas lipidicas de un solo com-
ponente en distintas fases via simulaciones computacionales tiene muchos beneficios.
En primer lugar, estas simulaciones dan cuenta de la capacidad que tiene un campo
de fuerza para representar la estructura de la fase ordenada, lo cual es una medida
de la precision este modelo. Ademds, permite esclarecer los mecanismo moleculares
que tienen lugar en las distintas fases. Por lo tanto, el objetivo principal de este estu-
dio es obtener una mejor comprension de las propiedades dindmicas asociadas a las
distintas fases de bicapas de diferentes fosfolipidos y esfingomielna. Todo ello con la
finalidad de comprender la precision del campo de fuerza para capturar la dindmica
de diferentes lipidos, contribuir al conocimiento de las propiedades de estos sistemas
a diferentes temperaturas y, llevar a cabo simulaciones de bicapas heterogéneas que
contengan estos lipidos.

(A) 293.15 K (B) 298.15 K (C) 303.15 K (D) 308.15 K

(E) 313.15K (F) 318.15 K (G) 323.15 K (H) 328.15 K

FIGURA 5.1: Visualizacién del comportamiento de fase para sistemas de bica-

pas de DPPC, cada una de las imagenes son pantallazos de los dltimos 30 ns

de la simulacién en el plano YZ. En color cian se representan los lipidos y las
moléculas de agua tienen una representacion de tipo van der Waal.

Las membranas biolégicas pueden dividirse en tres fases generales: (L), (Lﬁ) y
fase liquido-desordenado (L,). Usualmente, en el estado gel-cristalino, todas las mo-
léculas de lipidos se ordenan a lo largo del eje Z de la misma forma (82). Durante la
transicion del gel-ordenado a la fase el valor promedio de 4rea por lipido incrementa
y las cadenas hidrocarbonadas comienzan a tener una dindmica bien particular; los
lipidos ademds comienzan a tener una mayor movilidad en la bicapa, son mds des-
ordenados y estdn menos empaquetados, lo cual incrementa el desorden del sistema.
La transicion del gel a la fase cristalina liquido-desordenada también se acompaiia
de un aumento en el drea por lipido y una reduccién del espesor de la bicapa. Por
lo tanto, la fase (L) a altas temperatura se caracteriza por un desorden estructural
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FIGURA 5.2: Comportamiento del drea por lipido. (A) Valor promedio del area
por lipido y su respectiva desviacién estandar a diferentes temperaturas. (B)
Comportamiento del drea por lipido durante toda la produccién de la DM.
considerable.

Inicialmente, hicimos una inspeccién visual de los sistemas de DPPC a diferen-
tes temperaturas; con esto pudimos observar la transicion desde un estado ordenado
o tipo gel (Figura 5.1 A) a un estado liquido desordenado (Figura 5.1 G-H) con el
incremento de la temperatura. De hecho, para los fosfolipidos se ha reportado ex-
perimentalmente la existencia de una fase gel ondulada (Pg/) previa en la transicion
de fase (T,,= 315.15 K), la cual también se logra apreciar en los sistemas simulados
a temperaturas que van desde 298.15 K a 318.15 K (Figura 5.1 B-F). La fase L,/
se caracteriza por tener una apariencia ondulada en micrografias electrénicas, lo cual
también se ve claramente en las visualizaciones del sistema. La fase liquido-cristalina
se puede observar a partir de los 323.15 K (Figura 5.1 G), donde claramente los li-
pidos presentan un mayor desorden en las cadenas hidrocarbonadas.
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FIGURA 5.3: Comportamiento del espesor y (B) el perfil de densidad para los
distintos sistemas DPPC a varias temperaturas.

Ademas de la inspeccién visual, los mecanismos asociados a los cambios en la
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transicion de fase se pueden cuantificar con el drea por lipido, el espesor de la bica-
pa, el grado de orden de las cadenas hidrocarbonadas, la autodifusién de los lipidos
en la bicapa y, las propiedades elasticas de estos sistemas. Como se muestra en la
Figura 5.2 los sistemas de DPPC simulados a diferentes temperaturas alcanzan una
convergencia de la DM y, con el aumento en la temperatura se obtiene un incremento
gradual del pardmetro de 4rea por lipido, es decir, a bajas temperaturas los lipidos tie-
nen un mayor empaquetamiento en comparacion con los sistemas simulados a altas
temperaturas. De hecho, en el intervalo de 318.15 K a 323.15 se obtiene un incre-
mento sustancial en este parametro, lo cual da cuenta de la transicion de fase del gel
al liquido.
20315 -+ 29815 303.15 308.15 31315« 31815 e 32315 v 32815

(A) (B)
0.40 [

e

A&

FIGURA 5.4: Variacién en el pardmetro de orden para el DPPC a distintas
temperaturas. (A) Cadena hidrocarbonada sn-1. (B) Cadena hidrocarbonada sn-
2.

El espesor también se cuantificé para el DPPC a diferentes temperaturas. Como
se expone en la Figura 5.3 el valor del espesor cae en funcién de la temperatura.
De hecho, a temperaturas por debajo de la transicién de fase del DPPC, el espesor
presenta una mayor desviacion estdndar, la cual es introducida por las ondulaciones
presentes en la fase LB/. Los sistemas desordenados presentan un comportamiento
mds homogéneo en esta medida Figura 5.3. Los valores del drea por lipido y el es-
pesor son factores claves para determinar la calidad de la simulacién y el tiempo
muestreado. Por tanto, el comportamiento de ambos pardmetros verifica que el ta-
mafio del sistema y el tiempo de trayectorias son los adecuados para describir este
comportamiento de fase. De hecho, diferentes estudios computacionales han puesto
en evidencia el comportamiento de fase de sistemas de DPPC empleando campos de
fuerza de atomos unidos y de grano grueso [151]. Para ello emplean mecanismos de
calentamiento y enfriamiento durante el proceso de la DM [81]. Sin embargo, repor-
taron la transicion de fase a 295.7 K, la cual estd por debajo del valor experimental
(315.15 K). En este estudio, tratamos de determinar la temperatura de transicion de
fase a partir de los valores de la capacidad caldrica del sistema. No obstante, para
determinar esta variable termodindmica se deben incluir mas de 1000 moléculas de
lipidos al sistema y trayectorias extensas, lo cual requiere de un costo computacional
elevado.
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FIGURA 5.5: Variacién promedio en el desplazamiento cuadritico medio para
el DPPC a distintas temperaturas. La barras grises representan la desviacién
estandar.

A pesar de que no se tuvieron medidas de la capacidad caldrica, las variables que
analizamos son bastantes dicientes de las transiciones conformaciones del DPPC en
respuesta a la temperatura. De hecho, los pardmetros de drea por lipido y el espesor
nos dan una pista del rango de temperatura (318.15 a 323.15 K) donde se alcanza el
mayor pico de capacidad caldrica o la temperatura de fusion, la cual es cercana al
valor reportado de forma experimental (315.15 K). Uno de los pardmetros para ob-
servar la calidad de la simulacién es el perfil de densidad. Esencialmente la longitud
de los valores minimos y maximos de la figura varian en funcién de la temperatura.
Esencialmente, al incrementar la temperatura las cadenas hidrocarbonadas se expan-
den a lo largo del plano XY lo cual se ve reflejado en este perfil.

Uno de los métodos mds comunes y el mds preciso para caracterizar el orden en
las membranas es el pardmetro de orden, el cual se puede obtener experimentalmente
mediante RMN de deuterio. Los pardmetros proporcionan una medida de la alinea-
cion de las cadenas de hidrocarburos en la membrana. Especificamente, los pardme-
tros de orden dan una idea de la orientacion de las cadenas de los lipidos con respecto
a la normal de la bicapa (eje Z). Nuevamente, la medida obtenida de este pardmetro
para el DPPC a diferentes temperaturas (Figura 5.4 A-B) concuerda con lo obteni-
do para los otros pardmetros. De hecho, claramente se puede observar que a menor
temperatura las cadenas hidrocarbonadas se encuentran alineadas con la normal de
la bicapas, mientras que a altas temperaturas las cadenas carbonadas adquieren un
menor parametro de orden, es decir, se comportan como un liquido-desordenado.
Cabe seiialar que el pardimetro de orden al igual que los otros parametro analizados
tiene un comportamiento marcado en las temperaturas superiores a 318.15 K, lo cual
nos lleva a concluir que este comportamiento estd asociado con una transicion de
fase para DPPC. El comportamiento inclinado de los lipidos en la fase LB/ genera
comportamiento variables en el pardmetro de orden; no obstante se conservan muy
cercanos estos valores entre la fase gel y la fase gel ondulada.

La Figura 5.5 muestra el comportamiento del desplazamiento cuadratico medio
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en funcién de la temperatura para un sistema de DPPC. Claramente se pude apre-
ciar un crecimiento de este pardmetro en funcién a la temperatura. De hecho, estos
valores estdn en concordancia con valores determinados para el DPPC a diferentes
temperaturas empleando un modelo de grano grueso y de todos los atomos [80]. Los
valores de MSD para nuestros sistemas varfan desde 0.001925 a 0.018500 cm?/s.
Adicionalmente, se pude apreciar un alto valor (313.15 K) en este pardmetro antes
de alcanzar la transicion al liquido desordenado. Por lo general, para calcular coefi-
cientes de difusion se requiere de un mayor tiempo computacional.

(A) 325.15 K (B) 330.15 K (C) 335.15 K

(E) 340.15 K (F) 345.15 K (G) 350.15 K

FIGURA 5.6: Visualizacién comportamiento de fase para sistemas de bicapas

de DPPE, cada una de las imdgenes son pantallazos de los dltimos 30 ns de

la simulacién en el plano YZ. En color azil se representan los lipidos y las

moléculas de agua tienen una representacién de tipo van der Waals, con el
hidrégeno de color blanco y el oxigeno de color rojo.

5.3.1. Comportamiento termotropico del DPPE

Inicialmente, hicimos una inspeccidn visual de los sistemas de DPPE a diferen-
tes temperaturas; con esto pudimos observar la transicién desde un estado ordenado
o tipo gel (Figura 5.6 A-B) a un estado liquido desordenado (Figura 5.6 E-G) con el
incremento de la temperatura. A pesar de que experimentalmente se ha reportado pa-
ra fosfolipidos la existencia de una fase gel ondulado (Pg/) previa en la transicion de
fase, para el DPPE no se ha conseguido obtener esta fase de forma experimental [107,
25, 84]. Sin embargo, a partir de nuestras simulaciones logramos apreciar a 335.15
K un comportamiento tipo gel ondulada (Figura 5.6 B-F). La fase L/ se caracteriza
por tener una apariencia ondulada en micrografias electrénicas, lo cual también se
ve claramente en las visualizaciones del sistema. La fase liquido-cristalina se pue-
de observar a partir de los 340.15 K (Figura 5.6 E), donde claramente los lipidos
presentan un mayor desorden en las cadenas hidrocarbonadas, lo cual coincide con
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valores de temperatura de fusion (T,,= 336.55 K) reportados experimentalmente para
el DPPE [84]. De hecho, la transicién de fase para el DPPE fue similar a la observa-
da para el DPPC, excepto que, debido a su propiedad estructural del grupo polar del
lipido (la etanolamina), la bicapa por debajo de la temperatura de fusion consistié
principalmente en fases tipo gel, mientras que el DPPC tuvo un comportamiento por
debajo de esta temperatura de transiciéon dominado por una fase tipo gel ondulada.

Como se habia sefialado anteriormente, el comportamiento de fase se ve reflejado
en las propiedades estructurales de los sistemas de bicapas lipidicas. Los pardmetros
medidos para el DPPE tuvieron las mismas tendencias que para el sistema de DPPC.
Por ejemplo, al incrementar la temperatura del sistema se obtienen valores mayores
del area por lipido. Sin embargo, un hecho bastante interesante es que a diferencia
del DPPC, el DPPE refleja a menores temperaturas un mayor empaquetamiento en
los lipidos (ver Figura 5.7). Esta reduccién en este pardmetro se encuentra asociada
a las caracteristicas quimicas y estructurales del grupo polar, como se habia reporta-
do en otras simulaciones [161].
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FIGURA 5.7: (A) Valor promedio del drea por lipido y su respectiva desviacién
estandar a diferentes temperaturas para el DPPE. (B) Comportamiento del drea
por lipido durante toda la produccién de la DM.

Adicionalmente, el desorden en las cadenas hidrocarbonadas se ve reflejado en la
disminucién del espesor (ver Figura 5.8). De hecho, después de la transicion de fase
se observa una disminucién sustancial en este pardmetro, lo cual indica un reordena-
miento significativo en las cadenas hidrocarbonadas. A diferencia de lo establecido
en los estudios experimentales [176] y por simulaciones [81], nosotros logramos
identificar una fase liquido desordenada estable para los sistemas a temperatura ma-
yores a los 340 K, esto dado el comportamiento convergente de las trayectorias a
estas temperaturas (ver Figura 5.7-A) y, la metodologia usada, es decir, simulacio-
nes con trayectorias extendidas a 100 ns a una sola temperatura.

En concordancia con lo establecido en las simulaciones llevadas a cabo por Lee-
kumjorn et al. [81] el pardmetro de orden sufre alteraciones por la temperatura. De
hecho, a medida que se incrementa la temperatura disminuye este pardmetro (ver Fi-
gura 5.10), indicando asi un mayor desorden o mayores cambios conformacionales
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FIGURA 5.8: (A) Valor promedio del espesor de las bicapas y su respectiva
desviacién estandar a diferentes temperaturas. (B) Perfil de densidad.

en los nucleos hidrofébicos de estos sistemas. De hecho, a partir de la informacién
arrojada por el desplazamiento cuadratico medio, para los sistemas simulados a tem-
peraturas mayores a 340 K se consigue incrementar sustancialmente este pardmetro;
lo cual sugiere que los lipidos se pueden autodifundir més en el medio lipidico, en
consecuencia, una vez mas este pardmetro resalta que el sistema de DPPE se encuen-
tra en una fase liquida desordenada sobre esta temperatura.
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FIGURA 5.9: Variacion en el pardmetro de orden para el DPPE a distintas tem-

peraturas. (A) Cadena hidrocarbonada sn-1. (B) Cadena hidrocarbonada sn-2.

5.3.2. Comportamiento termotrépico del DPPS

Los lipidos de fosfatidilserina (PS) son constituyentes de las membranas de las
células eucariotas con una fraccion molar de aproximadamente el 7 %. De hecho, son
considerados los fosfolipidos con carga negativa mds importantes en condiciones fi-
siologicas, dado que juegan un papel importante en las células del sistema nervioso
central y, tienen un rol en diversas patologias asociado a cambios estructurales por
los cambios en las concentraciones de iones. A pesar de esto, poca informacién expe-
rimental existe disponible de este fosfolipidos en comparacién a lipidos como el PC
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FIGURA 5.10: Variacién en el desplazamiento cuadratico medio para el DPPE
a distintas temperaturas.

y la PE [87, 52]. En consecuencia, decidimos estudiar en mayor detalle las caracteris-
ticas estructurales de ensambles compuesto de este lipido a diferentes temperaturas.
Inicialmente, hicimos una inspeccion visual de los sistemas de DPPS a diferentes
temperaturas; con esto pudimos observar la transicion desde un estado ordenado o
tipo gel (Figura 5.12 A) a un estado liquido desordenado (Figura 5.12 E-G) pa-
sando por un estado ondulado tipo gel (5.12 B-C) en respuesta a la temperatura. De
hecho, la transicion de fase para el DPPS fue similar a la observada para el DPPC y
el DPPE. Sin embargo, a temperaturas inferiores a las de la transicién de fase (T,,=

327 K) no estuvo dominado por el comportamiento de fase tipo gel ondulada como
en el caso del DPPC.
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FIGURA 5.11: Comportamiento del area por lipido para DPPS. (A) Valor pro-

medio del drea por lipido y su respectiva desviacion estdndar a diferentes tem-

peraturas. (B) Comportamiento del 4rea por lipido durante toda la produccién
de la DM.

Ademais de la inspeccion visual, el comportamiento de fase se ve reflejada en
cada una de la propiedades analizadas. En concordancia con los otros fosfolipidos
analizados, el DPPS experimenta un incremento en el drea por lipido. De hecho, en
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concordancia con otras simulaciones y con medidas experimentales, el drea por li-
pido para la fase liquido cristalina se ha reportado con valores que van desde 0.50 a
los 0.55 nm 2 [23, 90, 30, 87]. Dado las caracteristicas electrostiticas de los grupos
polares del DPPS se ha evidenciado que reducen el pardmetro de area por lipido en
un 10 % respecto al DPPC (ver Figura 5.2-5.11)[87]. Esto dado que las interaccio-
nes del solvente con las cabezas polares son mucho més intensas que las de caracter
repulsivo que se dan entre los fosfolipidos.

(A) 315.15K (B) 320.15 K (c) 325.15 K

(E) 330.15 K (F) 335.15 K (G) 340.15 K

FIGURA 5.12: Visualizaciéon comportamiento de fase para sistemas de bicapas

de DPPS, cada una de las imdgenes son pantallazos de los dltimos 30 ns de

la simulacién en el plano YZ. En color rosa se representan los lipidos y las

moléculas de agua tienen una representacién de tipo van der Waals, con el
hidrégeno de color blanco y el oxigeno de color rojo.

Como se habia establecido anteriormente, el espesor de la bicapa es una de las
propiedades mds dicientes del comportamiento de fase. De forma similar a lo en-
contrado para el DPPE y DPPC, se encuentra una disminucién en el espesor de los
ensambles de DPPS en respuesta a los incrementos en la temperatura Figura 5.13.
Lo cual estd en correspondencia con el incremento de los grados de libertad con-
formacional del nicleo hidrofébico asociados al cambio de fase de gel a liquido
desordenado. Para este sistema se ha determinado de forma experimental el valor del
espesor a una temperatura de 350 K (3.3 nm) [20], nosotros encontramos un valor a
340.15 de 4.2 nm; lo cual reafirma la tendencia a disminuir de este pardmetro.

En concordancia con lo esperado termodinamicamente y lo evidenciado para los
demads sistemas monocomponentes, el incremento en la temperatura produce una
disminucién en el pardmetro de orden (ver Figura 5.15), indicando asi un mayor
desorden o mayores cambios conformacionales en los niicleos hidrofébicos de estos
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FIGURA 5.14: Variacién en el pardmetro de orden para el DPPE a distintas
temperaturas. (A) Cadena hidrocarbonada sn-1. (B) Cadena hidrocarbonada sn-
2.

sistemas. De hecho, a partir de la informacion arrojada por el desplazamiento cuadra-
tico medio, para los sistemas simulados a temperaturas mayores a 330 K se consigue
incrementar sustancialmente este parametro; lo cual sugiere que los lipidos se pueden
autodifundir més en el medio lipidico, en consecuencia, una vez mas este pardmetro
resalta que el sistema de DPPS se encuentra en una fase liquida desordenada sobre

esta temperatura.

5.3.3. Comportamiento termotropico del PSM

Las esfingomielina junto con las fosfatidilcolinas son una de las principales clases
de lipidos de la membrana eucariota, dado que constituyen el 50 % del contenido total
de los glicerofosfolipidos. La SM y la PC se ubican principalmente en la capa externa
de las membranas plasmaéticas [163]. Aunque la SM y la PC se parecen entre si en la
estructura molecular, existen ciertas diferencias, como el mayor estado de saturacion
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promedio de las cadenas hidrocarbonadas de la SM y la mayor capacidad de la SM
para formar enlaces de hidrégeno intermoleculares e intramoleculares que conducen
a desviaciones significativas en las propiedades macroscopicas de bicapas SM y PC
[135]. De hecho, es importante resaltar que, junto con el colesterol, se ha observado
que tanto las moléculas de SM como las PC saturadas se enriquecen en dominios
dindmicos ordenados en las membranas, conocidos como "balsas lipidicas"[19, 99].
Estas estructuras de la membrana desempefian un papel importante en una amplia
gama de procesos celulares, incluido el trafico de membranas y la clasificacion de
proteinas, destacando asi la importancia de comprender el papel y las propiedades a
escala atdbmica de SM en las membranas celulares.
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FIGURA 5.16: Comportamiento del area por lipido para PSM. (A) Valor pro-

medio del drea por lipido y su respectiva desviacion estdndar a diferentes tem-

peraturas. (B) Comportamiento del drea por lipido durante toda la produccién
de la DM.

Al igual que con los anteriores sistemas, hicimos una inspeccion visual de las
bicapas de PSM a diferentes temperaturas; con esto pudimos observar la transicién
desde un estado ordenado o tipo gel (Figura 5.17 A-B) a un estado mads liquido des-
ordenado (Figura 5.17 C-G) sin pasar por un estado ondulado tipo gel, todo esto
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(A) 293.15 K (B) 298.15 K (c) 313.15 K

(E) 315.15 K (F) 323.15 K (G) 328.15 K

FIGURA 5.17: Visualizacién comportamiento de fase para sistemas de bicapas

de PSM, cada una de las imagenes son pantallazos de los ultimos 30 ns de

la simulacién en el plano YZ. En color gris se representan los lipidos y las

moléculas de agua tienen una representacién de tipo van der Waals, con el
hidrégeno de color blanco y el oxigeno de color rojo.

en respuesta al incremento en la temperatura. De hecho, la transicion de fase para el
PSM es bastante diferente a lo observado para los fosfolipidos.DAdo que, a tempe-
raturas inferiores a las de la transicion de fase (T,,= 314 K) no estuvo dominado por
el comportamiento de fase tipo gel ondulada como en el caso del DPPC.

Ademais de la inspeccion visual, el comportamiento de fase se ve reflejada en
cada una de la propiedades analizadas. En concordancia con los otros fosfolipidos
analizados, la PSM experimenta un incremento en el drea por lipido Figura 5.16.
De hecho, en concordancia con otras simulaciones y con medidas experimentales,
el area por lipido para la fase liquido cristalina se ha reportado con valores que van
desde 0.47 a los 0.52 nm 2 [98, 85]. A pesar, de que termodindmicamente el sistema
estd respondiendo como es de esperarse al incremento de la temperatura; las curvas
del area por lipido en el tiempo parecen indicar fases no estables alcanzadas por las
trayectorias corridas para estos ensambles.

A pesar del rol fundamental de este lipido, a la fecha ha recibido poca atencién
experimental en pardmetros como el espesor y el pardmetro de orden. No obstante,
al incrementar la temperatura se consigue una disminucion sustancial del valor del
espesor (ver Figura 5.18), lo cual es un indicador de la transicién de fase de estos
sistemas; como lo determinado para los anteriores sistemas. De hecho, el pardmetro
de orden, como es de esperarse y, en acuerdo a lo observado en los demds sistemas,
disminuye con el incremento en la temperatura (ver Figura 5.19). Este resultado
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desviacion estdndar a diferentes temperaturas. (B) Perfil de densidad para los
distintos sistemas.

en términos de la termodindmica es bastante interesante, dado que los ensambles
responden a la temperatura incrementando su libertad conformacional en las cadenas

hidrocarbonadas.
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FIGURA 5.19: Variacién en el pardmetro de orden para el PSM a distintas
temperaturas. (A) Cadena hidrocarbonada sn-1. (B) Cadena hidrocarbonada sn-
2.

5.4. Conclusiones

El mecanismo asociado a las transiciones fases que experimentan los lipidos im-
plica cambios en la estructura de la bicapa que se pueden cuantificar con el 4rea por
lipido, el espesor de la bicapa, el grado de orden de las cadenas hidrocarbonadas, la
autodifusion de los lipidos en la bicapa y, las propiedades eldsticas de estos sistemas.
En este capitulo inspeccionamos las propiedades asociadas a las diferentes fases de
los lipidos més representativos en las membranas de mamiferos. Inicialmente, con
la inspeccidn visual de los sistemas de bicapas simulados a diferentes temperaturas,
logramos reproducir visualmente el comportamiento de fase para cada uno de los



5.4. Conclusiones 59

sistemas simulados. Las de bicapas de fosfolipidos como el DPPC, DPPE y DPPS
experimentaron un transicion desde la fase gel, pasando por una fase tipo gel ondu-
lada hasta alcanzar la fase liquido desordenada. Tanto para el DPPC como para el
DPPS se habia reportado esta transicion ondulada previa a la transicion de fase al
Lg. Sin embargo, este comportamiento no se ha observado experimentalmente para
DPPE, lo cual estable un reto bastante valioso en la parte experimental y, sugiere una
mayor resolucién de las técnicas experimentales para analizar el comportamiento de
fase de estos sistemas. Para los sistemas de PSM no se observo este comportamiento
ondulado previo a la transicion de fase.

Como se habia establecido en las secciones anteriores, el drea por lipido es una
medida que da cuenta de los grados de libertad que experimentan las cadenas hi-
drocarbonadas de cada uno de los lipidos. En términos generales, todos los sistemas
de bicapas experimentaron un incremento sustancial en esta media al incrementar la
temperatura del sistema. De hecho, se obtuvo un comportamiento inverso en el es-
pesor de la bicapa, lo cual es de esperarse para estos sistemas con la variacion en la
temperatura, dado que las cadenas hidrocarbonadas presentan un arreglo conforma-
cional en funcién de la temperatura, lo cual permite que estas cadenas se distribuyan
con mayor facilidad en el plano XY, consiguiendo asi una reduccién del plano Z de
la bicapa. El pardmetro de orden también concuerda con las propiedades ya mencio-
nadas, dado que para cada uno de los sistemas se obtiene una variacion dréstica de
este pardmetro con el incremento de la temperatura, esto dado que al incrementar la
energia del sistema, las cadenas hidrocarbonadas tienen un mayor grado de libertad,
es decir, un menor parametro de orden.

En este capitulo, no solo logramos estimar el comportamiento de fase de bicapas
monocomponentes a partir de una serie de propiedades, sino también logramos vali-
dar la robustez del campo de fuerza para estimar las propiedades de estos ensambles
a temperaturas diferentes a las empleadas en la validacion del modelo CHARMM-36
[72, 128]. Este resultado es bastante interesante, dado que en primer lugar, confirma
la veracidad del modelo y; en segundo lugar, nos permitird crear un ensamble mds
complejo usando cada uno de los lipidos modelados en este capitulo.
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Capitulo 6

Comportamiento de fase y elastico de bicapas lipidicas
heterogéneas

6.1. Introduccion

Las bicapas lipidicas son estructuras fundamentales en los organismos vivos. Es-
tas estructuras forman una barrera continua alrededor de las células, la cual actda
como estructura capaz de modular la permeabilidad de diferentes moléculas y, esta
estructura desempefia un papel clave en la dindmica, organizacion y la funcién de
las proteinas presentes en el medio lipidico [146]. De hecho, la composicién alta-
mente diversificada de las bicapas lipidicas a través de las células es crucial para
muchos procesos bioldgicos. Una comprension detallada de las propiedades de las
bicapas lipidicas es fundamental para la biologia y puede ayudar al avance de areas
de investigacion relacionadas, como la biofisica y el disefio de farmacos [70]. Las si-
mulaciones son especialmente utiles para estudiar aquellas propiedades que fluctian
sustancialmente en funcion de la profundidad dentro de la bicapa, ya que la investi-
gacion experimental es muy ardua, principalmente debido al pequeiio espesor, la alta
fluidez y la heterogeneidad de las bicapas tipicas [153].

Los estudios de DM de mezclas de lipidos empleando un modelo de todos los
atomos son inusuales [95, 36]. Sin embargo, diferentes estudios se han llevado a ca-
bo empleando mezclas binarias de colesterol y como méximo dos fosfolipidos [9,
145, 177]. El colesterol es un componente esencial de las membranas plasmaticas
eucariotas y tienen un papel especial en las propiedades fisicas de la membrana. Los
efectos fisicos del colesterol dependen de la fase de la membrana [36]. De hecho,
se desconoce el modo de accidn preciso de la interaccion entre el colesterol y otros
lipidos. Por ejemplo, la determinacién de la estructura experimental de las mezclas
de colesterol y PC es complicada, lo que hace que el colesterol sea un caso intere-
sante para las simulaciones [153]. En este capitulo determinamos las propiedades
estructurales de la bicapa asociadas a la variacién en la composicién de colesterol
a diferentes temperaturas. Para ello, consideramos la composicion lipidica de mem-
branas de eritrocitos [155].
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6.2. Metodologia

6.2.1. Sistemas de bicapas lipidicas

Con el dnimo de comprender el efecto de la concentracion de colesterol y la tem-
peratura sobre el comportamiento de fase de sistemas heterogéneos se construyeron
modelos de bicapas con una composicién variada de DPPC, DPPE, DPPS, DMPI,
PSM y CHOL (Cuadro 6.1), con un tamafio de 300 moléculas de lipidos y 12000
moléculas de agua. Para las moléculas de agua se utilizé el modelo CHARMMM
TIP3P [15]. Para las moléculas de lipidos se emple6 el modelo CHARMM-36 [72].
Todos los sistemas fueron construidos usando la opcién Membrane Builder de la pla-
taforma CHARMM-GUI http://www.charmm-gui.org/ [91, 72].
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FIGURA 6.1: Estructuras quimicas de los lipidos usados para los sistemas he-
terogéneos.

6.2.2. Detalles computacionales

Todas las simulaciones de DM se llevaron a cabo empleando el software compu-
tacional GROMACS 5.0 [55, 162], para ello se emplearon los scripts generados por
la plataforma CHARMM-GUI. Para cada uno de los sistemas construidos se hicieron
las simulaciones a 310.15, 330.15 y 350.15 K. Los sistemas fueron minimizados en
energia utilizando 5000 pasos del algoritmo de maxima pendiente (del inglés steepest
descent algorithm), seguido de seis pasos de equilibracion. En los dos primeros pasos
de la equilibracion se considerd un colectivo canénico (NVT) y, para los pasos res-
tantes se considerd un colectivo isotérmico-isobdrico (NPT). Para la equilibracion,
considerando ambos colectivos, se empled el termostato Berendsen. Finalmente, en
la produccién se considerd un ensamble NPT, para el acoplamiento de ésta se empled
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CUADRO 6.1: Composicién de los sistemas de bicapas de composicion hetero-
génea construidos. La composicion porcentual de las moléculas se muestra en
paréntesis.

Molécula Sistema 1l Sistema?2 Sistema3 Sistema4 Sistema5

DPPC 36 o 2 ot
DPPE 05 oo a4 ae 04
DMPL " ® ® (g)
DPES o (10 ® © (156)
M0 oe de a9
CHOL 0 0 20 a0 40

el termostato Nose-Hoover [39] y, para el acoplamiento de la presion se emple6 el ba-
rostato Parrinello-Rahman [119] con un escalamiento semi-isotrépico a una presion
de 1 bar. Las simulaciones se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periddicas
(PBC), y se usé la malla de particulas Ewald (PME) para los calculos de las interac-
ciones electrostaticas [29]. Ademads, se empleo el algoritmo de cambio de fuerza para
las interacciones de tipo Lennard-Jones con un radio de corte de 1.0-1.2 nm. Tanto
para la equilibracién como para produccién se us6 el método de integraciéon salto
de rana (del inglés leap-frog) para resolver la ecuacién del movimiento de Newton.
Adicionalmente, se usé el algoritmo LINCS para restringir las longitudes de los en-
laces de hidrégeno [56]. Para la produccion se emple6 un tiempo de paso de 2 fs y se
guardaron las coordenadas, velocidades y fuerzas cada 50000 pasos, para un tiempo
total de 300 ns.

6.2.3. Analisis de datos

Para los sistemas simulados se hizo una comparacién entre las propiedades es-
tructurales: drea por lipido, espesor de la bicapa y las propiedades eldsticas. Para los
andlisis, se estableci6 el plano de las bicapas lipidicas a lo largo de los ejes XY, con
el eje Z atravesando la bicapa de forma perpendicular, como lo indica la conven-
cion. Los perfiles de densidad se calcularon utilizando la herramienta gmx density en
GROMACS, con la caja de simulacién dividida en 500 bloques. El espesor y el drea
por lipido de la bicapa se calcularon con la herramienta APL@VORO; la cual em-
plea un método de triangulacion para determinar estas propiedades. Para ello se usan
las coordenadas de lipidos para generar un poligono a partir del cual se calcula el
area superficial del lipido. Los dtomos claves para este andlisis fueron el P y O3 para
generar los vértices de Voronoi. Para el andlisis de los médulos de compresibilidad se
implement6 el modelo de las variaciones en el area superficial de la celda de simula-
cion. Para visualizar e inspeccionar el sistema se emple6 la herramienta VMD [58].
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Todos los gréficos fueron contruidos empleando las herramientas GNUplot [174],
XMGRACE [174] y Python 3.6 [164].
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FIGURA 6.2: Valor promedio del drea por lipido para los distintos sistemas
simulados.

Recientemente se han desarrollado una gran cantidad de campos de fuerza que
incluyen interacciones entre todos los d&tomos, sin duda alguna estos han demostrado
ser precisos en la descripcion de las interacciones de moléculas de fosfolipidos (co-
mo lo hemos demostrado en los capitulos anteriores), esfingolipidos y colesterol [72,
9, 145]. En el presente capitulo analizamos el efecto en la variacién del colesterol y la
temperatura asociado a distintas propiedades de los sistemas de bicapa. Inicialmente,
examinamos la estabilidad de los sistemas después de la DM explorando visualmente
la variacién en el drea promedio del plano XY de la caja de simulacién. A partir del
andlisis de convergencia de este pardmetro, decidimos seleccionar los 150 ns finales
de las trayectorias de cada uno de los sistemas modelados para analizar las propieda-
des estructurales y mecdanicas.

El comportamiento del colesterol es bastante interesante, dado que induce una
fase ordenada rompiendo la estructura tipo gel [153]. Este modo de accién se puede
observar a partir de inspecciones visuales que se hicieron sobre de los tltimos 30 ns
de cada una de las simulaciones. Para el sistema con 0% de contenido de coleste-
rol se puede apreciar una transicion de fase del gel ordenado al liquido-desordenado
(Figura 6.6). De hecho, cuando se incrementa el contenido de colesterol en un 10 %
se puede apreciar con bastante claridad como el colesterol induce un efecto marcado
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en el ordenamiento de las cadenas carbonadas a 310.15 K (ver Figura 6.7). Adicio-
nalmente, al incrementar mas del 10% del colesterol a cualquier temperatura, esta
molécula induce un efecto bastante marcado en el ordenamiento de las cadenas hi-
drocarbonadas, induciendo asi una fase L. o pseudo-cristal (ver Figura 6.8-6.10). De
hecho, la respuesta que experimentan cada uno de estos sistemas es dependiente de
la concentracién del colesterol. Por lo tanto, para apreciar este comportamiento se
analizard las propiedades estructurales y eldsticas de estos ensambles.

4.8
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FIGURA 6.3: Valor promedio del espesor para los distintos sistemas simulados.

Como se habia establecido anteriormente, el area por lipido es una variable su-
mamente importante para determinar el ordenamiento de los lipidos que componen
la bicapas. Ademds, permite validar la calidad de la simulacién. No obstante, los ca-
pitulos anteriores se centraron en la compresion de sistemas monocompenentes, los
cuales al ser homogéneos en las estructuras lipidicas, el parametro del area por lipido
se puede medir acertadamente midiendo la variacion en la caja de simulacion en el
plano XY dividido por la mitad de moléculas de lipidos del sistema. Sin embargo,
para sistemas heterogéneos este modelo no es pertinente, dada las variaciones en las
estructuras quimicas de los lipidos presentes (ver Figura 6.1). Por tanto, decidimos
implementar una metodologia novedosa para adquirir este parametro. APL@VORO,
permite calcular el drea promedio de cada lipido a partir de la trayectoria y unos 4to-
mos clave de las moléculas de lipidos.

El 4rea por lipido promedio para cada uno de los sistema simulados se expone en
la Figura 6.2. Esencialmente, independiente del contenido de colesterol, cada uno de
los sistema experimenté un incremento en el drea por lipido en funcién de la tempe-
ratura, lo cual concuerda con las simulaciones mostradas en los capitulos anteriores.
No obstante, los sistemas con 0 y 10% de CHOL presentan un cambio sustancial en
en este pardmetro en respuesta a la temperatura, es decir, visualmente y en acuerdo
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FIGURA 6.4: Médulo de rigidez para los distintos sistemas simulados.

con este pardmetro se observa un mayor desorden en las cadenas hidrocarbonadas.
No obstante, con concentraciones superiores al 20 % del de CHOL no se obtiene un
cambio tan marcado en este pardmetro. Esto dado que para el sistema con 0% de
CHOL con el incremento de la temperatura se obtiene un incremento del 30 % en el
area por lipido; mientras que para el sistema 5 se obtiene un incremento de solo el
11 %.

Al explorar la variacién del espesor para cada uno de los sistemas simulados Fi-
gura 6.3 se puede observar un comportamiento bastante particular. Este pardmetro
disminuye para cada uno de los sistemas al incrementar la temperatura, lo cual es
consistente con el comportamiento termotropico de los sistemas de lipidos. No obs-
tante, cuando se tiene un aumento del colesterol sobre el 20 % el espesor no cambia
de forma de sustancial. Esto concuerda con lo analizado anteriormente para el drea
por lipido y la inspeccién visual. De hecho, para el sistema control o 0% de CHOL
se encontrd una reduccion del 14 % de este pardmetro; mientras que para el sistema
con 40 % de CHOL se redujo tan solo el 4 % con las variaciones en la temperatura.

Por lo general, las propiedades mecanicas mds relevantes para el entendimien-
to de las bicapas lipidicas son el médulo de compresibilidad (K4) y el médulo de
rigidez (K®). La estrategia computacional que se emplea para calcular el médulo
de compresibilidad se traté en los capitulos anteriores. Esta consiste en determinar
las variaciones en las fluctuaciones de la caja de simulacién respecto al valor pro-
medio. Sin embargo, debido a que este andlisis estd directamente relacionado con
las fluctuaciones de la caja de simulacion, el médulo exhibe una fuerte dependencia
del comportamiento de la fase termodindmica de la bicapa (estd directamente rela-
cionada con la tasa de relajacion del drea XY, el tamafio del sistema y la longitud
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FIGURA 6.5: Médulo de compresibilidad para los distintos sistemas simulados.

correspondiente de la trayectoria de simulacién). Actualmente, nos encontramos en-
sayando un modelo novedoso propuesto por Doktorova et al. [32], el cual permite
hacer las predicciones de este médulo a partir de la variacion en el espesor de la bi-
capa. Este nuevo modelo tiene grandes ventajas respecto al modelo de fluctuacién en
el area. Sin embargo, tiene un mayor costo computacional.

Como se establecio en los capitulos anteriores el célculo de este mdédulo a partir
de este modelo concuerda con los valores experimentales. Por tanto, como primera
aproximacion a las propiedades eldsticas de estos sistemas, calculamos el médulo de
compresibilidad de estos sistemas heterogéneos usando modelo de fluctuaciones en
el area de la caja de simulacion. Los valores para el médulo de compresibilidad para
los distintos sistemas se retinen en la Figura 6.5. En acuerdo, con lo encontrado for-
ma experimental y en simulaciones donde se incluye DPPC y CHOL, se observa que
al incrementar la concentracién de este tltimo lipido induce un incremento en el mo-
dulo de compresibilidad [1, 169]. No obstante, este comportamiento es fuertemente
dependiente del contenido de colesterol [1, 169, 32], es decir, cuando se incrementa
la fraccién molar del CHOL mas del 0.2 obtiene un incremento de 3 veces la mag-
nitud de este médulo. De hecho, es bastante claro que a concentraciones iguales y
menores al 30% el CHOL no estd induciendo un rompimiento de la transicién de
fase como el sistema con un 40 % de CHOL, dado que al variar la temperatura de
este sistema no se obtiene un cambio sustancial de esta medida en comparacion a los
demds sistemas. Este comportamiento, indica que al tener una concentracién por en-
cima del 30 % el colesterol tiene un efecto de condensacidn sobre la bicapa e induce
una fase ordenada tipo cristal-liquido. De hecho, los estudios realizados con mezclas
binarias de colesterol y algin fosfolipido [1, 169, 32] sugieren como nosotros que
al incrementar la fraccion molar mas de 0.2 se obtiene un incremente sustancial en
lo valores de este mddulo. Una tendencia similar es encontrada para el médulo de
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rigidez, soportando asi el rompimiento de fase del colesterol a una concentracion de
40%.

6.3.1. Conclusiones

La capacidad del colesterol para ordenar sistemas de bicapas de fosfolipidos se
conocen desde hace mds de 80 afios. No obstante este estudio preliminar es bien
interasante, dado que permite observar como sistemas con una composicion hetero-
génea en variacion al contenido de colesterol incrementa el ordenamiento de de los
diferentes sistemas. Este nivel de ordenamiento se puede apreciar en las Figuras 6.6-
5. De hecho, el colesterol induce un ordenamiento en las cadenas hidrocarbonadas.
Este comportamiento se puede apreciar, dado que al considerar una temperatura y,
al incrementar la concentracion de colesterol se obtiene un disminucién en el drea
por lipido y, por el contrario un incremento en el espesor de los sistemas simulados.
Todo es un indicativo del ordenamiento que induce el colesterol en estos sistemas.

Sin embargo, la accién del colesterol en estos ensambles es dependiente de la
concentracion de este lipido. Con este estudio, pudimos observar que los pardmetros
estructurales como el drea por lipido y espesor tienen un efecto marcado y una misma
tendencia para sistema con 0 y 10% de CHOL. Para los sistemas restantes, si bien
se observa un incremento en el drea por lipido dependiente de la temperatura y, una
reduccidn en el espesor de la bicapa en respuesta al incremento en la temperatura,
no es tan marcado es tan marcada la diferencia. En vista de esto, sugerimos que a
una concentracién por encima del 20 % de CHOL, este lipido condensa el ensamble
y se hace menos dependientes los cambios de fase de una variable tan importante
como la temperatura. De hecho, tendencias similares logramos observar al calcular
los médulos de elasticidad de estos sistemas. Sin embargo, uno de los resultados mds
importantes es que al tener 40 % de CHOL el médulo de compresibilidad y rigidez
no cambia de forma considerable con la temperatura, lo cual sugiere que a estas
concentraciones el CHOL rompe con la fase tipo gel e induce la formacién de una
tipo cristal-liquido. No obstante, cabe sefalar que este comportamiento de fase en
respuesta al CHOL y la temperatura se debe confirmar a partir de otras propiedades,
como el desplazamiento cuadritico medio y, los pardmetros de orden de los lipidos
constituyentes de estos ensambles.
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FIGURA 6.6: Visualizacion del sistema con 0% de colesterol a 310, 330 y

350 K, cada una de las imagenes son pantallazos de los dltimos 30 ns de la

simulacién. E1 DPPC se representa en color cian, el DPPS en pirpura, el DPPE
en azul, el DMPI en naranja y la PSM en gris.
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(350.

FIGURA 6.7: Visualizacion del sistema con 10 % de colesterol a 310.15, 330.15

y 350.15 K, cada una de las imagenes son pantallazos de los ultimos 30 ns de la

simulacién. E1 DPPC se representa en color cian, el DPPS en purpura, el DPPE
en azul, el DMPI en naranja, la PSM en gris y, el colesterol en amarillo.



70 Capitulo 6. Comportamiento de fase y eldstico de bicapas lipidicas heterogéneas

de colesterol a 310.15, 330.15
tallazos de los ultimos 30 ns de

tema con 20 %

1S

izacion del si

isual

cada una de las

Vi

8

FIGURA 6

dgenes son pan

z

1m

2 para la correspondenc

]

y 350.15 K

de los colores para cada

1a

. Ver Figura.

16n

la simulac

molécula considerada.



71

z

1SCusion

6.3. Resultados y d

‘d

IR ATR
ORAIE
QLR

¥ ARt L

LT

15 K)

tema 4 (330.

is

15 K)

tema 4 (3560.

is

15,330.15

de colesterol a 310

tema con 30 %

is
dgenes son pan

16n del si

Visualizac
y 350.15 K, cada una de las

FIGURA 6.9

30 ns de

Itimos

u

tallazos de los

z

1m

la simulacién. Ver Figura. 2 para la correspondencia de los colores para cada

molécula considerada.



72 Capitulo 6. Comportamiento de fase y eldstico de bicapas lipidicas heterogéneas

4
(Ts]
i
®
i
m
(Ts]
1]
£
Q
+
7))
-~
wv
< !

%)

tema 5 (33

1s

o

de colesterol a 310.15,

tema con 40 %

Visualizacion del sis
15 K, cada una de las

10:

FIGURA 6

tallazos de los ultimos

dgenes son pan

z

1m

1

330.15 y 350

de los colores

1a

2 para la correspondenci

para cada molécula considerada.

igura.

lacion. Ver F

mu

30nsdelas



73

Capitulo 7

Conclusiones y Trabajo Futuro

Las membranas bioldgicas son sistemas complejos de comprender en términos
de la composicién molecular y estructural. Estos sistemas tienen distintas funciones
en una amplia gama de escalas temporales y son caracterizadas por un condicién de
no equilibrio. Debido a todas estas caracteristicas, las simulaciones por DM son una
buena técnica para estudiar el comportamiento de estos sistemas biologicos. No obs-
tante, son pocos los estudios enfocados en la comprension de estos sistemas con un
modelo de resolucion atomista. De hecho, el primer campo de fuerza en considerar
todas las interacciones atomicas fue desarrollado en el 2010 y, se ajusta en gran me-
dida a los valores experimentales [72].

El presente estudio busca explorar el entendimiento de bicapas lipidicas que den
cuentan de la composicion heterogénea de estos sistemas biologicos, empleando para
ello un modelo fisico que incluya todas las interacciones atémicas. Por tanto, inicial-
mente logramos determinar que la cantidad de moléculas de agua y lipidos necesarias
para representar de forma acertada las propiedades fisicas y eldsticas de estos ensam-
bles bioldgicos es 12000 y 300, respectivamente; a partir de un modelo DPPC, el cual
se selecciond estratégicamente por la amplia cantidad de informacién experimental
que se tiene. Asi mismo, al comparar dos campos de fuerzas atomistas logramos des-
tacar las ventajas de emplear el campo de fuerza CHARMM-36 respecto a Slipids
para sistemas de bicapas hidratadas. Adicionalmente, logramos explorar el compor-
tamiento de fase y las distintas propiedades asociadas a estas estructuras bioldgicas;
encontrando como el incremento en la temperatura genera un mayor desorden en
las cadenas hidrocarbonadas de cada uno de los sistemas estudiados. Finalmente,
logramos ensamblar y determinar las propiedades fisico-quimicas para sistemas de
composicidn heterogéneas. Con estas simulaciones se pudo observar el efecto marca-
do del colesterol en el comportamiento de fase y la induccién de orden a los sistemas
de bicapas altamente dependiente de la concentracion de CHOL.

Las investigaciones futuras podrian encaminarse en, por lo menos, tres vias: (1)
Explorar modelos més sofisticados para medir las propiedades estructurales y eldsti-
cas de estos sistemas de bicapas ya simulados. (2) Explorar sistemas con una varia-
cion mas heterogénea, en donde se incluyan insaturaciones en las cadenas carbonadas
y con dindmicas mds prolongadas. (3) Finalmente, comprender como varian las pro-
piedades eldsticas de estos ensambles heterogéneos sometidos a diferentes esfuerzos
tangenciales.
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FIGURA A.1: Variacién del area por lipido en el tiempo para los sistemas con
N;=90 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La linea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.6: Variacidén del drea por lipido en el tiempo para los sistemas con
N;=180y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La linea punteada
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FIGURA A.10: Variacién del drea por lipido en el tiempo para los sistemas con
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representa el valor experimental [77, 76].
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