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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 lipídica es la estructura fundamental de las membranas biológicas. Por tan-
to, las alteraciones en la composición y organización de estos ensambles biológicos
repercute de forma directa sobre las propiedades físicas 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 variación de estos lípi-
dos, aún no es posible hacer generalizaciones o predecir como un sistema de mem-
brana determinado responderá a un tipo particular de modificación de sus lípidos.
En vista de las limitaciones experimentales, las simulaciones computacionales se
vuelven una herramienta versátil para comprender estos sistemas biológicos. Duran-
te más de cuatro décadas se ha avanzado sustancialmente en la comprensión teórica
de estos ensambles biológicos. No obstante, los sistemas de bicapas que consideran
las interacciones átomo a átomo vía Dinámica Molecular aún se simplifican en la
composición, considerando configuraciones de bicapas compuestas con dos lípidos
diferentes como máximo, lo cual genera una visión limitada de las características
físico-químicas de estos ensambles biológicos. Por tanto, proponemos realizar simu-
laciones computacionales vía Dinámica Molecular de bicapas lipídicas de sistemas
con una composición más compleja.

Inicialmente, determinamos que la cantidad de moléculas de agua y lípidos ne-
cesarias para representar de forma acertada las propiedades físicas y elásticas de
estos ensambles biológicos es 12000 y 300, respectivamente. Para este análisis se
construyeron 72 modelos de bicapas monocomponentes de DPPC, con una composi-
ción variada de este lípido 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 más precisa estos sistemas. Para ello, se construyeron modelos
de bicapas monocomponentes de DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfocolina) y
se encontró 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 examinó el comportamiento termotrópico 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 investigó el efecto del colesterol y la temperatura sobre bicapas
multicomponentes en los que se variaron las proporciones de glicerofosfolipidos y
esfingomielina. Para ello se encontró que el incremento del colesterol al 30% resulta
en un incremento significativo de los módulos elásticos. Todas las simulaciones se
llevaron a cabo empleando el software GROMACS-5.1. Todos los sistemas fueron
ensamblados empleando la herramienta CHARMM-GUI.
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Capítulo 1

Introducción

En este capítulo se establece el marco general de la investigación en bicapas lipí-
dicas empleando la DM. A continuación, se expone el planteamiento del problema,
la justificación, los objetivos y el alcance del proyecto de investigación.

1.1. Planteamiento del problema
La bicapa lipídica es la estructura fundamental de las membranas biológicas. Por

tanto, las alteraciones en la composición y organización de estos ensambles biológi-
cos repercute de forma directa sobre las propiedades físicas y los procesos celulares
[163, 101]. De hecho, la evidencia experimental resalta que el cambio en la com-
posición de ácidos grasos, fosfolípidos y el contenido de colesterol en estas estruc-
turas biológicas 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 patologías como la obesidad, el Alzheimer, la
aterosclerosis y el cáncer. 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 variación de estos lípidos, aún no es posible hacer generalizaciones o
predecir cómo un sistema de membrana determinado responderá a un tipo particular
de modificación de sus lípidos [148].

En vista de las limitaciones experimentales y con el ánimo de comprender en
mayor detalle los eventos moleculares encargados de la organización y estructura de
estos ensambles biológicos, las simulaciones computacionales se vuelven una he-
rramienta versátil para hacer aproximaciones y observaciones sobre estos sistemas
biológicos [70]. Además, permiten obtener información que puede emplearse como
evidencia preliminar para diseñar estudios de mayor complejidad técnica y costo.
Durante más de cuatro décadas se ha avanzado sustancialmente en la comprensión
teórica de estos ensambles biológicos bajo la implementación de simulaciones por
Dinámica Molecular. No obstante, los sistemas de bicapas que consideran las inter-
acciones átomo a átomo vía DM aún se simplifican en la composición y arquitectura,
considerando configuraciones de bicapas compuestas con un solo o dos tipos de lípi-
dos, lo cual genera una visión limitada de las características físico-químicas de estos
ensambles biológicos [95]. Por tanto, proponemos realizar simulaciones computacio-
nales vía DM de bicapas lipídicas donde se evidencie el cambio en la composición
de lípidos para sistemas con una composición heterogénea. Esto se realizará a partir
de un campo de fuerza existente. Todo ello, con el fin de contribuir al conocimiento
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de las propiedades físicas y mecánicas de los sistemas seleccionados, entre las cuales
se incluye la fluidez y las transiciones de fase.

1.2. Justificación
Las membranas biológicas son sistemas muy complejos que consisten de una

variedad amplia de lípidos, esteroles, proteínas y carbohidratos [163, 101]. Dadas
las propiedades físicas de estos sistemas biológicos se forman compartimentos que
permiten delimitar el medio exterior en las células y en diversas estructuras intra-
celulares [101, 34]. Así mismo, estos arreglos biológicos están involucrados en una
variedad de procesos celulares y tienen un rol activo en la vida de la célula, la regu-
lación del transporte de distintas moléculas y la señalización celular [34, 102, 148].
De hecho, las membranas de las organelas difieren ampliamente en el contenido li-
pídico, lo cual no es una característica arbitraria; por el contrario, esta extraordinaria
diversidad en las estructuras químicas de los lípidos es fundamental para mantener
la función y la estabilidad celular [101, 150]. Por ejemplo, diversos estudios han
puesto de manifiesto que el cambio en la composición de glicerofosfolípidos y el
contenido de colesterol en las membranas biológicas puede alterar tanto la fluidez de
la membrana como las funciones celulares [148, 159]. No obstante, los efectos de
la modificación de los lípidos en la función celular son muy complejos y aún no es
posible hacer generalizaciones o predecir cómo un sistema determinado responderá
a un tipo particular de modificación de lípidos [148].

El entendimiento de los procesos moleculares de estos sistemas biológicos se
pueden abordar a partir de métodos experimentales. La dispersión de neutrones [173]
y la difracción de rayos X [156, 173, 157] son probablemente las técnicas experimen-
tales más poderosas para determinar la estructura a nivel atomístico de estos sistemas
químicos. Otras técnicas experimentales incluyen, la Resonancia Magnética Nuclear
[17, 168], la espectroscopía infrarroja [104] y la espectroscopía de fluorescencia [24].
A pesar del desarrollo y perfeccionamiento de las técnicas experimentales, a menu-
do es imposible obtener todos los detalles atomísticos solo mediante experimentos.
Por lo tanto, con el ánimo de comprender en mayor detalle los eventos molecula-
res encargados de la organización y estructura de estos ensambles biológicos, las
simulaciones computacionales se vuelven una herramienta versátil para hacer apro-
ximaciones y observaciones sobre estos sistemas biológicos [70]. No obstante, las
simulaciones a nivel atómico aún se simplifican en la composición y arquitectura,
considerando configuraciones de bicapas compuestas con un solo o dos tipos de lípi-
dos, lo cual genera una visión limitada de las características físico-químicas de estos
ensambles biológicos [95]. Por tanto, proponemos realizar simulaciones computacio-
nales vía DM de bicapas lipídicas donde se evidencie el cambio en la composición
de lípidos para sistemas con una composición heterogénea. Esto se realizará a partir
de un campo de fuerza existente. Todo ello, con el fin de contribuir al conocimiento
de las propiedades físicas y mecánicas de los sistemas seleccionados, entre las cuales
se incluye el comportamiento de fase, algunos parámetros de orden, la difusión y, el
comportamiento mecánico de estos sistemas.
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1.3. Objetivo general
Simular vía Dinámica Molecular bicapas lipídicas que permitan entender los

efectos de las variaciones en la composición de los lípidos sobre las principales pro-
piedades físicas y mecánicas. Esto se realizará ya sea empleando un campo de fuerza
existente o haciendo un híbrido de este modelo matemático.

1.4. Objetivos específicos
Construir modelos de bicapas lipídicas, con un énfasis en ensambles de com-
posición heterogénea, con el fin de llevar a cabo simulaciones vía Dinámica
Molecular de estos sistemas.

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

Determinar y analizar distintas propiedades físicas y mecánicas de los siste-
mas seleccionados, a partir de los resultados de las simulaciones. Esto, con la
finalidad de establecer las diferencias en la organización y el comportamiento
de estos ensambles biológicos.

1.5. Alcance del proyecto
Se hará entrega de un manuscrito de trabajo de grado que cumpla con los li-

neamientos de la universidad para optar al título de Magíster en Física Aplicada.
Además, se someterá una publicación científica en una revista indexada. El aspecto
diferenciador de este proyecto de investigación es la determinación de propiedades
físicas y elásticas de bicapa lipídica con una composición heterogénea mediante si-
mulaciones por DM. Esto, dado que las simulaciones a escala atómica han reducido
la complejidad de estos ensambles biológicos en su composición.



4

Capítulo 2

Marco Teórico

En este capítulo se establece el marco conceptual sobre el cual se fundamenta
el estudio de las bicapas lipídicas vía DM. Primero, se examina en retrospectiva co-
mo la ciencia ha descubierto los secretos de estos ensambles biológicos, a partir de
los distintos modelos propuestos para las membranas biológicas. Luego, desde una
perspectiva experimental se presentan las características de estos sistemas, la compo-
sición lipídica de distintas células y organelas, el comportamiento de fase y, las pro-
piedades físicas y dinámicas de estos ensambles. Finalmente, se examina los funda-
mentos físicos para llevar a cabo simulaciones computacionales para estos sistemas
complejos. Para ello, se hace un comparativo de los distintos modelos matemáticos
que se pueden emplear para la comprensión de cualquier compuesto químico. Una
vez establecida la DM como la metodología más aceptada para la comprensión de es-
tos ensambles biológicos, se detallará el modelo matemático (el Campo de Fuerza),
los algoritmos y los paquetes computacionales necesarios para la implementación de
este método computacional en sistemas de bicapas lipídicas.

2.1. Membranas Biológicas
Toda la vida en la Tierra es mucho más similar de lo que es diferente. Los organis-

mos vivos comparten una serie de propiedades bioquímicas esenciales, denominadas
colectivamente "Threads of life". Dentro de estas propiedades esenciales se incluye
la presencia de una membrana plasmática circundante que separa el entorno interior
de la célula del medio externo. El concepto de membrana biológica fue concebido
y desarrollado a partir del siglo XIX [2,3]. En 1825, Overton sugirió que la célula
tenía una barrera de carácter hidrofóbico, la cual delimitaba el medio exterior. En
1925, Gorter y Grendel sugirieron que los lípidos forman bicapas en contacto con el
agua [47]. Posteriormente, en 1950, Robertson propuso una estructura de tres capas,
donde dos de estas capas eran proteínas que se unían a una capa de lípidos ubicada en
el medio de éstas [139]. Unos años más tarde, Lenard y Singer sugirieron un modelo
revisado, en el que las proteínas no solo se encontraban ancladas a las superficies de
estas estructuras lipídicas, sino que también se encontraban embebidas en el medio
lipídico [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 biológicas se componen de una mezcla compleja de lípidos, proteínas
y carbohidratos, cuya composición es dependiente del tejido y las organelas. En el
modelo de Singer y Nicolson, la función de las membranas biológicas no se limita a
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un mecanismo de barrera. Por el contrario, este ensamble biológico adquiere un rol
dinámico y funciones diversas y vitales para el mantenimiento de las células, entre
las cuales se encuentra el transporte de moléculas y la regulación del pH. De hecho,
la membrana actúa 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 iónicos, los cuales posteriormente se transforman
en energía química.

2.1.1. Composición lipídica de las membranas biológicas
Los mayores componentes de las membranas biológicas son proteínas y lípidos

(especialmente fosfolípidos y esteroles) [34, 40, 102]. De hecho, se ha estimado que
la variación en los grupos de las cabezas polares y las cadenas alifáticas de los fos-
folípidos permiten la existencia de más de 1,000 especies diferentes de lípidos en
cualquier célula eucariota [150]. Curiosamente, los fosfolípidos y esteroles no están
distribuidos homogéneamente a través de las organelos principales de los mamíferos
[102, 101], lo cual permite a las distintas organelas y células tener características
propias a sus funciones celulares (p.ej. la permeabilidad, la curvatura, la elasticidad,
la formación de dominios y la fluidez). De hecho, diversos estudios han puesto de
manifiesto que el cambio en la composición lipídicas de las membranas biológicas
se encuentra asociado con diferentes patologías [148, 159].

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

Las membranas biológicas de las bacterias, arqueas y eucariotas comparten el gli-
cerol como el constituyente primordial de la mayor parte de sus lípidos [101, 102].
En particular, las membranas de los mamíferos están constituidas esencialmente de
glicerofosfolípidos disaturados, esfingolípidos complejos y colesterol (Figura 2.1).
Desafortunadamente no se conoce con precisión la composición lipídica detallada
de la membrana de cada organela [102]. Esto, dado que los análisis cuantitativos de
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composición se han restringido a ciertas clases de lípidos, principalmente a glicero-
fosfolípidos y esfingolípidos que contienen fosfato, y escasamente se han incluido
glicoesfingolípidos y colesterol en estos análisis. Además, en múltiples estudios no
se ha obtenido una purificación por encima del 50% de las membranas de estos or-
ganelas, impidiendo así conocer detalladamente su composición. No obstante, es un
hecho que estas organelas difieren ampliamente en su composición lipídica [163].

FIGURA 2.2: Distribución de fosfolípidos y colesterol en las distintas organelas
de mamíferos. Adaptado de [102]

Las biomembranas de los mamíferos típicamente contienen entre cinco a diez cla-
ses principales de lípidos (Figura 2.2), que son necesarios para procesos tales como
la fusión y escisión de vesículas y la transducción de señales [102]. Los fosfolípidos
más abundantes que componen las membranas de estos organismos son: PC, PI, PS,
PE, PG y, CL; esta última encontrada en mayor proporción en las mitocondrias [71].
La PC y el PI son los glicerofosfolípidos eucariotas más abundantes [102]. Debido a
sus dos cadenas de ácidos grasos y una gran cabeza polar, la PC tiene una forma ci-
líndrica. 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 hidrofóbico, lo cual le confie-
re una organización en forma de membrana fluida [129]. Por el contrario, la mayoría
de las moléculas de PE que se encuentran en las membranas biológicas tienen forma
de cono y no forman bicapas lipídicas por sí mismas. La inclusión de PE en bicapas
con PC impone un esfuerzo de curvatura sobre la membrana, el cual se emplea para
la incorporación funcional de las proteínas de membrana y para procesos tales como
la fusión y la fisión [163]. En condiciones de neutralización de carga, la CL también
tiene una preferencia por una configuración que no es de tipo bicapa. Cabe resaltar,
que la propensión a no formar bicapa de PE y CL depende de la longitud y el nivel
de insaturación de sus cadenas de ácidos grasos [163].

Además de los fosfolípidos a base de glicerol, los eucariotas invariablemente po-
seen esfingolípidos y esteroles. Los esfingolípidos generalmente contienen un ácido
graso saturado que está en un rango de 16 a 32 carbonos con un enlace amida en la
base esfingoide (Figura 2.2). Los esfingolípidos generalmente adoptan una fase tipo
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“gel”, no obstante, adquieren un carácter fluido por los esteroles, que preferentemen-
te interactúan con ellos en la membrana. Los esfingolípidos y esteroles se encuentran
de forma abundante en la membrana plasmática y en los endosomas [163]. Hecho que
les confiere a estas membranas una resistencia mecánica extraordinaria. El retículo
endoplásmico y el aparato de Golgi se encuentran conformados principalmente por
PC y PI. Además de las diferencias claras entre los organelos, considerando una es-
tratificación de la membrana con respecto a la orientación del lípido al citosol. Todos
los lípidos, a excepción de las esfingomielina (un esfingolípido) y los complejos de
glicoesfingolípidos, se distribuyen de forma simétrica en las valvas de las membra-
nas del RE, el aparato de Golgi y las membranas plasmáticas y endosomales en el
lado no citosólico (lado luminal), con una gran abundancia de PS y PE [101]. Esta
distribución asimétrica de los lípidos tiene importantes consecuencias funcionales.
Por ejemplo, cuando se expone en la superficie de la célula, PS actúa como una señal
de susceptibilidad para la fagocitosis y como una señal de propagación en la coagu-
lación de la sangre [163].

2.1.2. Cambio en la composición y su relevancia fisiológica
Las variación de lípidos 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 unión a la insulina y
los receptores opiáceos, la fagocitosis, la endocitosis, la exocitosis dependiente de
la despolarización, la producción 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 lípidos de la membrana, que en efecto
altera de forma global la fluidez de la membrana o los dominios lipídicos [148]. La
conformación o las estructuras cuaternarias de ciertos transportadores, receptores y
enzimas probablemente se vean afectados por los cambios en la estructura de su mi-
croambiente lipídico, lo cual conduce a cambios en su actividad [163]. No obstante,
los efectos de la modificación de los lípidos de membranas en la función celular son
muy complejos y a menudo varían de un tipo de célula a otro [148]. Por lo tanto,
aún no es posible hacer generalizaciones o predecir cómo un sistema determinado
responderá a un tipo particular de modificación de lípidos [148, 57].

Para evidenciar con más precisión lo dicho anteriormente se expondrán algunas
patologías asociadas con los componentes de estas membranas biológicas. Algunos
estudios han mostrado cómo el cambio en la composición de fosfolípidos trae consi-
go beneficios para inhibir tumores y la metástasis [93, 44]. Las membranas de células
tumorales de próstata y mama presentan una mayor concentración de balsas lipídi-
cas (ricas en colesterol), lo cual se encuentra asociado con una mayor propensión a
la apoptosis; así, en el estudio llevado a cabo por Clement et al., [93] lograron po-
ner en evidencia que la PC reduce fuertemente la adhesión a las células tumorales.
Por otro lado, Fukunaga et al., [44] alimentaron ratas con fosfolípidos abundantes en
ácido eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA), mostrando así 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
metástasis utilizando células de melanoma de ratón B16. F10, en pretratamiento con
liso fosfatidilcolina hidrogenado resultó en la inhibición de al menos el 50% de las
lesiones metastásicas en ratones [62].

Por otro lado, se ha evidenciado cómo los fosfolípidos 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 fosfolípidos con alto
contenido de EPA y DHA, encontrando que el grupo alimentado con dietas ricas en
fosfolípidos presentaron una mayor capacidad para conservar un perfil metabólico
saludable en condiciones obesogénicas. El estudio realizado por Wilson et al., [175]
en monos y ratones mostró que los suplementos con PC de soya, disminuyen los ni-
veles del colesterol plasmático sin afectar los niveles de HDL en plasma, los cuales
se tienden a reducir durante una dieta hipolipídica; exponiendo una vez más el efecto
positivo de los fosfolípidos al ser asociados en las membranas celulares de diferentes
órganos. Adicionalmente, los fosfolípidos se caracterizan por tener un rol esencial
en la integridad y función adecuada de las membranas neuronales, incluyendo las
membranas sinápticas [160, 35]. La pérdida de la sinapsis y la disfunción caracterís-
tica del Alzheimer se ha relacionado con la degeneración de las membranas de las
neuronas y aumento en la degradación de los fosfolípidos de membrana [125]. Fi-
nalmente, estudios realizados con suplementos de fosfolípidos de soya demostraron
ser efectivos con relación a la reducción del estrés, mejorando la memoria, motilidad
y cognición, disminuyendo así la neurodegeneración en pacientes con enfermedad
de Alzheimer, y mejorando parámetros asociados a la concentración en humanos y
animales [35].

2.1.3. Comportamiento de fase
Los lípidos se autoensamblan en una amplia variedad de fases, las cuales se gene-

ran en función de la estructura química y de las variables externas como el contenido
de agua, la temperatura, la presión y la composición de la fase acuosa [152, 75]. Es-
tas fases tienen una arquitectura muy particular, las cuales se agregan por el efecto
hidrofóbico. Estas formas están relacionadas entre sí 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 lípidos son las variables que más alteran el
comportamiento de fase. Experimentalmente, este comportamiento termotrópico se
puede recrear y analizar a partir de la calorimetría diferencial de barrido de alta sen-
sibilidad (DSC). Esencialmente, esta técnica es ideal para la determinación de las
transiciones de fase para membranas compuestas de lípidos puros y de mezclas de
lípidos con otros componentes. De hecho, esta técnica permite calcular las tempera-
turas de transición de fase (Tm) y las entalpías de transición para fases lamelares [61,
8]. Una secuencia generalizada de la transición de fase de los glicerofosfolípidos en
relación a la temperatura es [152]:

Lc⇔ Lβ ⇔ P
β
′ ⇔ Lα ⇔ QB

II ⇔ HII ⇔ QM
II ⇔MII

Al incrementar la temperatura de estos sistemas, la fase lamelar subgel o líquido-
ordenado (Lc) se transforma en una fase lamelar gel (Lβ ), ésta sucesivamente toma



2.1. Membranas Biológicas 9

FIGURA 2.3: Representación gráfica de las diferentes fases lipídicas. I. Fase
Lamelar: (A) subgel, Lc; (B) gel, Lβ ; (C) gel interdigitado, Lβ int; (D) gel de
cadenas inclinadas, Lβ ′; (E) gel ondulado, Pβ ′; (F) líquido cristalino, Lα . II.
Agregados micelares; (G) micelas esféricas, MI; (H) micelas cilíndricas (Tu-
bulares); (J) discos; (K) micelas invertidas, MII; (L) Liposoma; III. Diferentes
topologías de fases liquido-cristalinas no laminares; (M) fase hexagonal HI;
(N) fase hexagonal invertida HII; (O) fase cúbica micelar invertida QII M ; (P)
fase cúbica de bicapas (QII) Im3m; (Q) fase cúbica de bicapas Pn3m; (R) fase

cúbica de bicapas Ia3d. Tomado de [75]

una estructura lamelar líquido-cristalina (Lα ). Tras un aumento adicional de la tem-
peratura, una serie de transiciones de fase mesomórficas continúan en la secuencia,
la fase de bicapa cúbica Lα -QB

II , hexagonal invertido HII , cúbico micelar invertido
QM

II y, finalmente micelar MII . De hecho, algunos lípidos pueden formar dos o más
modificaciones de una fase dada, por ejemplo, fases de gel de diferentes estructuras
(interdigitadas, inclinadas, onduladas; ver Figura 2.3 C-E) y fases cúbicas de dos
capas de topología diferente (ver Figura 2.3 P-R). También se han reportado fases
intermedias de lípidos, por ejemplo, el estado líquido ordenado ubicado entre las fa-
ses de gel y la fase líquido-cristalina.

Sin duda el mayor descubrimiento de la biología de membranas fue el estableci-
miento de las membranas biológicas como un ensamble compuesto por una bicapa
lipídica líquido-cristalina con proteínas embebidas en ellas [146]. No obstante, la
fase líquido-cristalina de estos ensambles puede variar en respuesta a la temperatu-
ra y la composición lipídica, 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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biológicas ha cobrado gran importancia en la función de los dominios y en la modu-
lación de la actividad enzimática de las proteínas de membrana. De hecho, diferentes
estudios han mostrado el rol activo de las estructuras no lamelares en los procesos
de fusión y fisión. Asimismo, en algunos tipos de membranas biológicas se produ-
cen estructuras de bicapas de larga vida con un pequeño radio de curvatura (p.ej. el
retículo endoplásmatico, la membrana mitocondrial interna y los cuerpos prolamela-
res).

2.1.4. Dinámica y propiedades físicas
La dinámica de las membranas biológicas se lleva a cabo en diferentes escalas

espaciales y temporales. Las fluctuaciones espaciales en las membranas biológicas
van desde movimientos colectivos de miles de lípidos que abarcan micrómetros, has-
ta movimientos moleculares individuales en fracciones de nanómetros. Por otro lado,
las fluctuaciones temporales van desde vibraciones en los enlaces de hidrógeno, que
se producen en femtosegundos hasta la formación de poros en segundos.

FIGURA 2.4: Escalas espaciales y temporales de la dinámica de las membranas
biológicas. Tomado de [59]

Diferentes técnicas experimentales se han implementado para develar la estructu-
ra molecular y comportamiento de estos sistemas biológicos [154]. La difracción de
neutrones y rayos X son probablemente las técnicas más poderosas para determinar
estructuras químicas en una escala atómica. Desafortunadamente, la fase líquida-
cristalina está altamente desordenada y solo se observan unos pocos picos de difrac-
ción. 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 difracción de rayos X para descifrar la organización estructural de siste-
mas de bicapas lipídicas. De hecho, en 2018 caracterizaron a través de difracción de
rayos X de ángulo corto de alta resolución un sistema de DPPC, logrando determinar
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los factores de forma y parámetros estructurales para este sistema en una fase tipo
gel [111].

La técnica experimental que más facilita la validación de las simulaciones para
modelos de bicapas es sin duda la RMN [154]. Esta técnica permite la obtención
de dinámicas que se llevan a cabo en tiempos cortos, dado que permite conocer el
tiempo de relajación de distintos grupos químicos de las moléculas de lipídos. En
los últimos años, 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 información de estos parámetros predichos por
simulaciones por DM (www.nmrlipids.fi.). El parámetro de orden es una de las
propiedades experimentales determinadas con mayor precisión y se encuentran fá-
cilmente disponibles a partir de simulaciones [154]. De hecho, Nagle et al. [109]
han demostrado que las estimaciones para el área por lípido, otra de las propiedades
esenciales para la validación, puede derivarse de los perfiles de parámetros de orden.
La mejor estimación para el área por lípido en DPPC usando la RMN fue 0.622 nm2,
en buen acuerdo con el valor (0.63nm2) determinado recientemente por difracción de
rayos X.

Adicionalmente, se han implementado numerosas técnicas experimentales para
caracterizar la organización y las propiedades fisco-químicas de estos sistemas; téc-
nicas como la Espectroscopia de Resonancia Magnética Electrónica, las mediciones
de fluorescencia, la espectroscopía Raman, la calorimetría diferencial de barrido para
estudiar las transiciones de fase y, sin duda, muchas otras. Aunque estos resultados
disponen información valiosa sobre estos sistemas, estos resultados generalmente no
son lo suficientemente generales o precisos como para proporcionar pruebas críticas
para la validez de una simulación por DM [153].

Como se había mencionado anteriormente, una de las propiedades que se pueden
adquirir de forma experimental y vía simulación por DM es el área por lípido, AL.
A menudo, es considerada como una propiedad clave en los estudios de simulación,
dado que se encuentra relacionada con el nivel de fluidez de la bicapa [130]. Por lo
tanto, además de ser fundamental para validar el campo de fuerza (como se discutirá
más adelante), se emplea como un indicador de la relevancia de este modelo mate-
mática en interpretar el modelo biológico. Las fluctuaciones térmicas en la estructura
lateral y transversal de las bicapas lipídicas impiden la determinación inequívoca del
AL [41, 86]. De hecho, la dificultad de determinar el valor de AL experimentalmen-
te se evidencia por el hecho de que los valores revisados se publican regularmente
[130]. Los enfoques utilizados para derivar el área por lípido contienen incertidum-
bres intrínsecas y suposiciones críticas. Experimentalmente, el AL 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 AL de una especie de lípidos k en una fase
dada podría derivarse de los datos volumétricos y los perfiles de densidad electrónica
de las bicapas que consisten solo en el lípido k o un lípido de referencia, solo si el
lípido de referencia y el lípido k tienen el mismo grupo polar [130].

www.nmrlipids.fi.
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Es notable que los valores del AL han variado sustancialmente con el perfecciona-
miento de las técnicas experimentales durante las últimas décadas [130]. De hecho,
los valores del AL varían usando la misma técnica experimental. La incertidumbre en
el valor de esta propiedad indica que el AL 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
biológicos. En las simulaciones por DM, el área por lípido se define como el área de
la sección 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 lípidos (NL)
presentes en la bicapa, es decir,

AL =
AXY

2NL
(2.1)

Por otro lado, los parámetros de orden de deuterio (-Scd) cuantifican el grado de
orden en las cadenas carbonadas que comprenden la región del núcleo hidrofóbico
de una bicapa, con valores más bajos que implican más desorden. Los parámetros
de orden promediados en conjunto y en el tiempo para las bicapas ensambladas se
calculan en función de θ , el ángulo entre el vector C–H de un átomo de carbono en
la cadena hidrocarbonada y un vector normal de la bicapa. Este parámetro de orden
se obtiene usando la siguiente ecuación:

−Scd =
1
2
〈3cos2

θ −1〉 (2.2)

El parámetro de espacio real más común derivado de rayos X y experimentos de
dispersión de neutrones es el espesor de la bicapa [130]. Sin embargo, no existe una
definición única del grosor de la bicapa. Una forma de determinar este espesor de la
bicapa lipídica es usar la siguiente expresión matemática:

DPP = D−DW (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, Dw es la longitud en el eje Z donde están con-
tenidas las capas de agua. El módulo de compresibilidad (KA) se obtiene insertando
la constante de Boltzmann (KB), la temperatura de simulación (T), el área media por
lípido (〈AL〉) y la varianza del área por lípido (σ2(AL)):

KA =
2KBT 〈AL〉

σ2(AL)
(2.4)

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

KB =
KAξ 2

24
KBT (2.5)
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Donde KA representa el módulo de compresibilidad, ξ es el espesor ’efectivo’ de
bicapa, es decir, ξ = DPP− 1nm, siendo DPP la distancia de pico a pico en el perfil
de la densidad de electrones.

2.2. Modelos físicos
“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

Teóricamente, el mayor entendimiento de un sistema químico puede ser alcanza-
do a través de la mecánica cuántica [10, 142, 7]. En 1926, el físico Erwin Schrödinger
publicó su famosa ecuación, ĤΨ = EΨ, la cual es el resultado de combinar mediante
la relación de De Broglie, λ = h/meν , la ecuación que caracteriza una onda estacio-
naria, d2Ψ/dx2 = meν2 +U , con la ecuación que representa la energía total de un
sistema de una partícula, E = Ec +U = 1/2(meν2)+V . La idea central de la teoría
de Schrödinger es que toda la información de un sistema está contenida en la función
de onda (Ψ) [142]. Por tanto, a este nivel de resolución, es posible simular la ruptu-
ra y formación de enlaces químicos, como también los procesos de transferencia de
carga [113, 7].

A pesar de que la mecánica cuántica es sin duda la herramienta más versátil y
precisa para explorar la materia a escalas inaccesibles a los sentidos humanos; pa-
ra sistemas con una composición de más de un electrón no es posible resolver con
exactitud la ecuación de Schrödinger, como manifestó Paul Dirac en 1928: “Las le-
yes físicas subyacentes necesarias para la teoría matemática de una gran parte de la
física y el conjunto de la química son completamente conocidas, y la dificultad es
que la aplicación exacta de estas leyes lleva a ecuaciones demasiado complicadas
para ser solubles.” [132]. Esta limitación en la teoría cuántica se debe a que las inter-
acciones entre las partículas crean correlación, en consecuencia, la función de onda
para los sistemas de múltiples electrones contiene una inmensa cantidad de informa-
ción física, lo cual imposibilita los cálculos analíticos de esta ecuación para sistemas
polielectrónicos [7, 10].

Las limitaciones en resolver de forma analítica la ecuación de Schrödinger con-
dujo al desarrollo de los cimientos de los cálculos de la estructura electrónica, con la
comprensión de la naturaleza cuántica de los enlaces en sólidos, las aproximaciones
de Hartree y Fock y el teorema de Bloch [10, 7]. Consecutivamente, se desarrolla-
ron aproximaciones como los métodos ab initio (del latín “desde el principio”), los
métodos semiempíricos y la mecánica molecular [7]. La diferencia general de es-
tas aproximaciones radica en las consideraciones matemáticas que se hacen sobre el
sistema molecular. Los métodos ab initio resuelven con precisión la estructura mo-
lecular usando como modelo matemático la ecuación de Schrödinger, las constantes
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fundamentales y, el número de átomos del sistema [7, 166]. Por otro lado, los mé-
todos semiempíricos usan aproximaciones de datos empíricos para proporcionar la
entrada de los modelos matemáticos [166]. A diferencia de estas dos aproximacio-
nes, la mecánica molecular explica e interpreta el comportamiento de los átomos y
las moléculas desde los principios de la física clásica [166, 70].

En la naturaleza existen diversos sistemas de interés que no pueden ser descri-
tos directamente desde la mecánica cuántica, entre ellos se destacan los sistemas
biológicos. La estrategia que se emplea para modelar estos sistemas es la mecánica
molecular, específicamente la DM; la cual propone una expresión algebraica sim-
ple para expresar la energía total de una molécula, sin acudir a cálculos que tomen
en cuenta una función de onda o la densidad electrónica [70, 10]. La expresión de
energía permite recrear los movimientos internos y cambios conformacionales de las
moléculas a través del tiempo [70], a partir de ecuaciones clásicas simples (Figura
2.5), como la ecuación del oscilador armónico para describir la energía asociada con
el estiramiento, la flexión, la rotación, y las fuerzas intermoleculares de los enlaces,
como las interacciones de van der Waals y los enlaces de hidrógeno. Todas las cons-
tantes de estas ecuaciones se obtienen a partir de datos experimentales o de cálculos
ab initio [70, 10].

FIGURA 2.5: Representación gráfica y matemática de la expresión de energía
potencial empleada en DM. Tomado de [165]

2.2.1. Dinámica Molecular
Los métodos de DM fueron concebidos originalmente dentro de la comunidad de

física teórica durante la década de 1950 [167]. En 1957, Alder y Wainwright realiza-
ron la primera simulación vía DM empleando el modelo de esfera dura, en el que los
átomos interactúan sólo a través de colisiones perfectas [3]. Posteriormente, en 1964
Rahman aplicó un potencial continuo y suave para recrear las interacciones atómicas
del Argón líquido [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 más complejos, que culminaron en 1977 con la primera simulación de
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una pequeña proteína utilizando una función de energía empírica construida con mé-
todos ab initio [100].

Los trabajos pioneros en simulaciones de bicapas lipídicas se centraron en de-
terminar las propiedades de monocapas lipídicas, bicapas lipídicas sin solvatar y,
pequeñas micelas inmersas en una fase acuosa [121]. Unos años más tarde, Scott et
al. [143] hicieron estudios combinando metodologías como Monte Carlo y DM pa-
ra simulaciones de membranas lipídicas. En la década de los 90 surgieron una serie
de estudios interesantes sobre bicapas lipídicas 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 resolución (p.ej. CHARMM-36,
LIPID17, Slipids) como modelos de baja resolución (p.ej. MARTINI, ELBA). Ac-
tualmente, las simulaciones por DM se han enfocado en la compresión de sistemas
de bicapas monocomponentes en presencia de proteínas o fármacos que interactúan
en el medio lipídico [95]. Adicionalmente, diferentes estudios han empleado mode-
los de baja resolución para comprender la diversidad lipídica y la complejidad de las
membranas biológicas con la formación de dominios o el desplazamiento de molé-
culas de lípidos de una capa a otra [95].

2.2.2. Aspectos generales de la Dinámica Molecular
Las simulaciones con DM se han convertido en una herramienta importante en

el estudio de biomoléculas ya que ofrecen un modelo de resolución de nivel ató-
mico para el sistema de interés, develando así mecanismos bimoleculares a escalas
espaciales y temporales que son difíciles de observar experimentalmente [46, 70].
Esta técnica de simulación consiste en resolver numéricamente las ecuaciones del
movimiento clásico para un grupo de moléculas o átomos.

Fi = m
∂ 2ri

∂ 2
(2.6)

Donde ri es la posición de la partícula i en un tiempo t. Fi, la fuerza momentánea
sobre cada átomo se puede calcular a partir de las interacciones que ocurren entre los
átomos en el sistema. La fuerza Fi que actúa sobre cada partícula en el sistema se
puede calcular como el gradiente negativo de la función de energía potencial (U) que
a su vez es una función de las coordenadas de los átomos.

Fi =−∇riU(r1,r2, ...,rN) (2.7)

No obstante, la función de la DM no se limita únicamente a resolver dichas ecua-
ciones del movimiento [46, 134]. Estas simulaciones permiten recrear un sistema
de acuerdo con ciertas demandas de temperatura y presión, lo cual, no sería posible
usando una solución simple de las ecuaciones de movimiento estándar. En la Fi-
gura 2.6 se representan los pasos a seguir para hacer una simulación vía DM. En
primer lugar, se requiere una ley que revele cómo los átomos interactúan entre sí en
el sistema [167, 134]; esto combinado con las posiciones atómicas arroja la energía
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potencial asociada, las fuerzas sobre los átomos y el estrés en las paredes del conte-
nedor. Aunque generalmente se desconoce dicha ley, se pueden usar aproximaciones
que difieren en precisión y realismo dependiendo de un campo de fuerza, o mode-
los construidos después de realizar cálculos de estructura electrónica, que también
se pueden realizar en diferentes niveles de teoría [49]. Además, se requiere de un
algoritmo que incorpore numéricamente las ecuaciones de movimiento para los áto-
mos en el sistema. Hasta ahora, se han propuesto muchos enfoques diferentes en esta
dirección. Por supuesto, no se puede resolver las ecuaciones de movimiento a menos
que se proporcione al sistema los valores iniciales de velocidad y posición para cada
átomo en el sistema [167, 65].

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

2.2.2.1. Construcción del sistema molecular

Una de las tareas críticas para llevar a cabo una simulación por DM es la cons-
trucción del sistema a tratar [63]. En principio cualquier sistema molecular puede ser
construido manualmente, a partir del conocimiento de la estructura química y con
la ayuda de alguna herramienta computacional. Dado que nuestro interés recae en el
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entendimiento de las membranas biológicas, a continuación, se presenta una serie de
herramientas para la construcción de estos sistemas biológicos, ya sea haciendo esto
de forma manual o empleando algún proceso automatizado.

Los lípidos comparados con otras moléculas son relativamente pequeños y pre-
sentan una conectividad simple [101]. Estas moléculas se pueden construir usando
cualquier editor químico, por ejemplo, Avogadro, Open Babel, Gaussian, entre otros
[51, 114, 43]. Además, algunas estructuras y archivos de topologías se pueden des-
cargar de repositorios web, como lipidbook, CHARMM-GUI, Slipids y Martini [33,
66, 96, 64]. Aunque la construcción de la bicapa parezca una tarea ardua, la verda-
dera dificultad recae en los parámetros del campo de fuerza de estas estructuras [63].
En particular, la parametrización tiene grandes retos, debido a los cálculos cuánticos
que se deben efectuar para conocer las cargas parciales, los potenciales diedrales y,
las interacciones de Lennard-Jones [63]. Este proceso de construcción manual es útil
cuando se quiere imitar una membrana con una composición lipídica de la cual no se
tenga la estructura ni los parámetros que componen el campo fuerza.

Para evitar la construcción manual de estos sistemas biológicos se puede emplear
herramientas automatizadas. Estas herramientas pueden ser divididas en dos cate-
gorías: servicios web (CHARMM-GUI, Membuilder, LipidBuilder) y aplicaciones
distribuidas (Packmol e Insane) [66, 45, 33, 97, 172]. Las aplicaciones web tienen
una interfaz gráfica amigable, además, estos sitios web generan archivos de coorde-
nadas, archivos con las topologías y los parámetros para llevar a cabo la simulación.
Las desventajas de usar estos servidores es que únicamente pueden ser modificado
por los desarrolladores, además, está limitado a un número de lípidos, como también
a paquetes de DM y campos de fuerza [63]. A diferencia de estos portales web, las
aplicaciones distribuidas apenas están en proceso de desarrollo. Insane permite gene-
rar membranas para el campo de fuerza Martini [172]. Mientras que Packmol es una
aplicación más versátil que permite generar configuraciones iniciales de las mem-
branas. No obstante, este paquete considera las moléculas como entidades rígidas
[97].

2.2.2.1. Campo de Fuerza

El campo de fuerza es una representación matemática que describe la dependen-
cia de la energía de un sistema en las partículas que lo componen [46]. Este modelo,
consiste de una forma analítica del potencial de energía interatómico U(r1,r2, ...,rN)
y, un conjunto de parámetros obtenidos de forma experimental o empleando métodos
ab initio. La consistencia de estos parámetros permiten encontrar un modelo capaz de
aproximarse con mayor precisión a los valores experimentales [46, 112]. La mayo-
ría de los campos de fuerza empleados para sistemas moleculares se pueden definir
mediante una expresión matemática que incluye las interacciones covalentes y no
covalentes del sistema:
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U = ∑
enlace

kr

2
(r− req)

2 + ∑
angulo

kθ

2
(θ −θeq)

2+

∑
torison

Vn

2
[1+ cos(nφ − γ)]+

∑
vdW

aAB

r12
AB
− bAB

r6
AB

+ ∑
elect

qAqB

4πε0rAB

(2.8)

Los términos de potenciales covalentes incluyen el término de enlace, ángulo y
torsión, es decir, características de los enlaces covalentes entre los átomos del siste-
ma a tratar (Figura 2.5). Los términos no covalentes se definen por un término de
atracción-repulsión de tipo Lennard-Jones para las fuerzas de van der Waals y un
término Coulómbico para las interacciones electrostáticas [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 cálculos de la
mecánica cuántica. En términos generales, la energía potencial para un enlace cova-
lente se define mediante una función de Morse [112, 144, 83, 6]. Sin embargo, el
potencial de Morse no es de uso común en los campos de fuerza, dado que rara vez
en los cálculos de Dinámica Molecular los enlaces se desvían significativamente de
sus valores de equilibrio. En consecuencia, se emplean expresiones más simples co-
mo la ley de Hooke, en la cual la energía varía en función del desplazamiento desde
la longitud de referencia del enlace req:

Eenlace(r) =
kr

2
(r− req)

2 (2.9)

Donde k, es la constante de fuerza del enlace o resorte; req es el mínimo de la
función para tener una energía potencial de cero. Cabe resaltar que por tratarse de
una expansión de Taylor truncada, funciona mejor en regiones cercanas a su punto
de referencia, en este caso req. Por lo tanto, si principalmente el sistema consta de
estructuras moleculares donde ningún enlace está abruptamente distorsionado de su
valor óptimo, se obtiene una expresión matemática de mucha utilidad para represen-
tar esta interacción. En caso tal que la energía de enlace sea cada vez más grande, es
decir, se aleje de req; la solución práctica a tal inexactitud es incluir términos adicio-
nales en la expansión de Taylor, como lo es el término cúbico [112, 144, 83, 6].

La espectroscopía vibracional revela que, para pequeños desplazamientos desde
el equilibrio, variaciones de energía asociada con la deformación del ángulo de enlace
también están modelados por expansiones polinomiales como lo son las variaciones
asociadas con el estiramiento de los enlaces [112, 144, 83, 6]. Por lo tanto, la función
de campo de fuerza incluye el término de ángulo, representado mediante un potencial
armónico de Hooke:
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Eangulo(θ) =
kθ

2
(θ −θeq)

2 (2.10)

Donde θ es el ángulo entre los enlaces y, kθ la constante de fuerza.
El término de torsión describe la variación de la energía asociada a la rotación

alrededor de un enlace B-C dentro de una serie de cuatro átomos A-B-C-D donde A-
B, B-C, y C-D están unidos [144, 83, 6]. Se caracteriza por presentar una periodicidad
en el ángulo φ : si el enlace rota 360o la energía debe volver al mismo valor. Su perfil
energético se expresa como una serie de Fourier:

Etorsional =
Vn

2
[1+ cos(nφ − γ)] (2.11)

La constante Vn determina la altura de la barrera de torsión alrededor del enlace
B-C; n describe la multiplicidad (el número de mínimos en la función cuando se rota
360o), φ el ángulo de torsión y, γ el ángulo de fase (indica en qué punto pasa la tor-
sión por mínimo energético) [112, 144, 83, 6].

Los términos de potenciales no covalentes incluyen las interacciones de van der
Waals e interacciones electrostáticas, las cuales sugieren que las moléculas y los áto-
mos independientes interactúan entre ellos a través de potenciales que no dependen
de una relación especifica de enlace entre átomos [112, 144, 83, 6]. La interacción
de van der Waals entre dos átomos se origina a partir de un balance entre fuerza
atractivas y repulsivas. Esta energía de interacción varía en función de la distancia
entre ambos átomos, la cual es cero a una distancia interatómica infinita (e incluso
despreciable a distancias relativamente cortas) [112, 144]. Al reducirse la distancia,
la energía disminuye hasta llegar a un mínimo, es decir, el punto máximo de ener-
gía potencial. Después, la energía crece rápidamente al continuar disminuyendo la
distancia. Estas interacciones de atracción y repulsión entre átomos y moléculas pue-
den ser calculadas usando mecánica cuántica [112, 144, 83, 6]. Sin embargo, dado la
gran cantidad de interacciones de van der Waals, se hace necesario emplear una fun-
ción que las calcule de manera más eficiente. La función más conocida para calcular
dichas interacciones es el potencial de Lennard-Jones:

EvdW (rAB) =
aAB

r12
AB
− bAB

r6
AB

(2.12)

Donde a y b son dos constantes específicas del par de átomos A y B.

Las interacciones electrostáticas a partir de la distribución de la carga en una
molécula se puede representar como una ordenación de las cargas puntuales. Estas
cargas reproducen las propiedades electrostáticas de la molécula [112, 144, 83, 6].
En el caso de que las cargas estén centradas en los núcleos, se las denomina cargas
atómicas parciales. La interacción electrostática de una molécula se calcula, por tan-
to, como la suma de las interacciones entre pares de cargas puntuales según la ley de
Coulomb:

Eelec(rAB) =
qAqB

4πε0rAB
(2.13)
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Donde qA y qB son las cargas puntuales de cada átomo, rAB la distancia entre ellos
y ε0 la constante dieléctrica del medio que las separa [112, 144, 83, 6]. Si las cargas
puntuales de dos átomos son contrarias éstos se atraerán entre sí, pero si las cargas
son del mismo signo se repelerán.

2.2.2.3. Métodos de integración

La energía potencial que representa las interacciones atómicas es una función
de las posiciones atómicas (3N) de todos los átomos del sistema. Dada la natura-
leza compleja de esta función, se debe resolver de forma numérica la ecuación del
movimiento. Para resolver de forma acertada estas ecuaciones se requiere de un al-
goritmo de integración de alta precisión, que permita hacer la integración numérica
de la Ecuación 2.6 con pasos de tiempo pequeños [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 integración asumen
que las posiciones, velocidades y aceleraciones pueden aproximarse mediante una
serie de Taylor:

r(t +∂ t) = r(t)+ v(t +∂ t)+
1
2

a(t)∂ t2 + · · · (2.14)

v(t +∂ t) = v(t)+a(t)∂ t +
1
2

b(t)∂ t2 + · · · (2.15)

a(t +∂ t) = a(t)+b(t)+∂ t + · · · (2.16)

Donde r es la posición, v la velocidad (la primera derivada de la posición respecto
al tiempo), a la aceleración (la segunda derivada de la posición respecto al tiempo)
y, b la tercera derivada respecto a la posición 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 t y las posiciones desde el tiempo t−∂ t para
calcular nuevas posiciones en el tiempo t +∂ t.

r(t +∂ t) = r(t)+ v(t)∂ t +
1
2

a(t)∂ t2 + · · · (2.17)

r(t−∂ t) = r(t)− v(t)∂ t +
1
2

a(t)∂ t2 + · · · (2.18)

Sumando ambas ecuaciones (eq 2.13 y 2.14) se obtiene

r(t +∂ t) = 2r(t)− r(t−∂ t)+a(t)∂ t2 + · · · (2.19)

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

r(∂ t)≈ r(0)− v(0)∂ t +
1
2

a(0)∂ t2 + · · · (2.20)
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Las ventajas de usar el algoritmo Verlet son su fácil implementación y los re-
quisitos de almacenamiento son modestos. La desventaja es que el algoritmo es de
precisión moderada. El método de integración salto de rana (del inglés leap-frog),
es un versión modificada del algoritmo de Verlet. En este método, las velocidades
iniciales se emplean de forma más acertada que en el algoritmo de Verlet, estas son
calculadas en el tiempo (t + ∂ t/2); las cuales se usan para calcular las posiciones r,
en el tiempo (t +∂ t). En este enfoque, las velocidades ’saltan’ sobre las posiciones,
luego las posiciones saltan sobre las velocidades

r(t +∂ t) = r(t)+ r
(

t +
1
2

∂ t
)
+∂ t (2.21)

v(t +
1
2

∂ t) = v
(

t− 1
2

∂ t
)
+a(t)∂ t (2.22)

La ventaja de usar este algoritmo es que las velocidades son explícitamente calcu-
ladas y es más eficiente computacionalmente que el algoritmo de Verlet. Sin embar-
go, la desventaja de este algoritmo es que no calcula simultáneamente las posiciones.
Las velocidades en el tiempo t pueden ser aproximadas por la siguiente expresión:

v(t) =
1
2

[
v
(

t +
1
2

∂ t
)
+ v

(
t− 1

2
∂ t
)]

(2.23)

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

r(t +∂ t) = r(t)+ v(t)∂ t +
1
2

a(t)∂ t2 (2.24)

v(t +∂ t) = v(t)+
1
2
[a(t)+a(t +∂ t)]∂ t (2.25)

La ventaja de este algoritmo es que ocupa menos espacio en la memoria que el
algoritmo de Verlet. Otro algoritmo de uso común es el algoritmo de Beeman, el
cual está estrechamente relacionado con el algoritmo Verlet. Éste produce posiciones
idénticas al algoritmo de Verlet, pero es más preciso en el cálculo de las velocidades
y ofrece una mejor conservación de la energía. La desventaja de usar este método es
que las expresiones matemáticas son más complejas, lo cual hace que el cálculo sea
más costoso.

r(t +∂ t) = r(t)+ v(t)∂ t +
2
3

a(t)∂ t2− 1
6

a(t−∂ t)∂ t2 (2.26)

v(t +∂ t) = v(t)+ v(t)∂ t +
1
3

a(t)∂ t +
5
6

a(t)∂ t− 1
6

a(t−∂ t)∂ t (2.27)

2.2.2.3. Algoritmos de restricción

Pese a que las simulaciones por DM se llevan a cabo en coordenadas internas que
satisfacen las restricciones de longitud y ángulo de enlace; al incrementar el tiempo
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de paso se generan errores sucesivamente más grandes en los movimientos, lo cual
hace que la simulación diverja y finalice en unos cuantos pasos de tiempo. En conse-
cuencia, los algoritmos de restricción se suelen emplear en simulaciones vía DM con
el fin de extender más 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 restricción explícitas acortan el paso de tiempo
significativamente, haciendo que la simulación sea menos eficiente computacional-
mente; en otras palabras, se requiere más 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 más empleados en
simulaciones por DM de macromoléculas biológicas [42, 55, 2].

El algoritmo SHAKE fue el primero en ser desarrollado y el más empleado pa-
ra satisfacer las restricciones de la geometría de los enlaces durante las simulaciones
por DM. Este algoritmo resuelve el sistema de ecuaciones de restricción utilizando el
método de Gauss-Seidel para aproximar la solución del sistema lineal de ecuaciones.
En este algoritmo para cada par de los átomos involucrados en un enlace (o triplete
en un ángulo), se calcula la fuerza necesaria para restablecer el valor de equilibrio.
En un sistema macromolecular debido a que muchos enlaces están conectados, el al-
goritmo debe repetirse continuamente hasta que se logre la convergencia. Esto limita
un poco la implementación de este método para pasos de tiempo superiores a 2 fs.
De hecho, este algoritmo no siempre converge y, la iteración lo hace inadecuado para
computadoras paralelas ya que incurre en mucha comunicación 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 actualización
sin restricciones y, tiene un enfoque no iterativo, ya que siempre utiliza dos pasos.
Esta característica permite extender el tiempo de paso al menos a 3 o 4 fs. De hecho,
este algoritmo es 3 o 4 veces más rápido que algoritmo SHAKE [63], pero solo se
puede usar con restricciones de enlace y restricciones de ángulo aisladas.

2.2.2.5. Ensambles

En una simulación por DM la integración de las ecuaciones de movimiento de
Newton proporciona los medios para muestrear las características físicas de un sis-
tema dado a través de su evolución en un ensamble microcanónico (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 simulación, se requiere el uso de un ’ter-
mostato’ para controlar las variables adicionales [15-17]. De manera similar, para
mantener una presión constante durante la simulación, se debe agregar un ’baros-
tato’ construido con variables adicionales de control de presión [18, 19]. De esta
manera, la temperatura y la presión promedio se regulan dentro de estas variables
y su dinámica. Con el objetivo de lograr dicha regulación de temperatura y presión
sin perturbar la dinámica newtoniana de las partículas a corto plazo, los grados de
libertad extendidos generalmente están determinados para evolucionar lentamente y
con un acoplamiento débil a la dinámica de las partículas físicas.
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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 están disponibles a través de licencia, de forma gratuita o algunos
incluso como software de código abierto. Sin embargo, estos paquetes difieren drás-
ticamente en la funcionalidad que proporcionan, así como en su compatibilidad con
campos de fuerza, tipos de archivos y con los software de análisis. No obstante, uno
de los factores más cruciales para la selección del software es la velocidad a la que
se realiza la integración y otros cálculos relacionados. Los software más empleados
para simulación de macromoléculas son: LAMMPS, GROMACS, AMBER, NAMD
y CHARMM.

LAMMPS (del inglés Large-scale Atomic/Molecular Massively Parallel Simula-
tor) es un código clásico de DM que modela el ensamblaje de partículas en un estado
sólido, líquido o gaseoso. Este software es de libre acceso y es distribuido bajo los
términos de GNU Public License. LAMMPS permite modelar átomos, polímeros,
sistemas biológicos, granulares o metálicos. 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. Además, este software permite correr sistemas
con pocas partículas o sobre los millones o miles de millones de partículas [127].

GROMACS (del inglés Groningen Machine for Chemical Simulations) es un pa-
quete versátil para simular macromoléculas biológicas como proteínas y lípidos 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 comparación con todos los demás progra-
mas. De hecho, se puede ejecutar en paralelo empleando la librería MPI. Además,
admite diversos campos de fuerza: Martini [96], Berger, OPLS-AA [73], CHARMM-
36 [72], Lipid14[31] y Slpids [37]. Además, GROMACS proporciona una gran can-
tidad de herramientas de análisis 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 mecánica molecular y DM. Este soft-
ware fue diseñado principalmente para modelar proteínas y ácidos nucleicos. AM-
BER proporciona simulaciones rápidas (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 simulación
de dinámica molecular escrito usando el modelo de programación paralela Charm
++, conocido por su eficiencia paralela y a menudo usado para simular sistemas
grandes (millones de átomos) [126]. NAMD utiliza el popular programa de gráficos
moleculares VMD para la configuración de la simulación y el análisis 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 simulación muy distinguido y ampliamente utilizado. El enfoque prin-
cipal de este software es la modelación de moléculas de interés biológico, incluidas
proteínas, péptidos, lípidos, ácidos nucleicos, carbohidratos y moléculas pequeñas.
Este paquete proporciona un amplio conjunto de herramientas computacionales que
incluyen numerosos métodos de muestreo conformacional, estimadores de energía li-
bre, minimización molecular, dinámica y técnicas de análisis y, capacidades de cons-
trucción de modelos. Además, permiten incluir en los cálculos métodos combinados
de mecánica cuántica y DM. La principal ventaja de CHARMM sobre los paque-
tes sin costo es que cuenta con una gran cantidad de herramientas para el análisis
estadístico y termodinámico de las trayectorias moleculares [18].

2.2.3. Campos de Fuerza para Lípidos
Los primeros campos de fuerza para simulaciones de macromoléculas fueron

desarrollados por primera vez hacia 1970 [50, 170, 171]. Desde entonces un gran
número de campos de fuerza empíricos para DM han sido desarrollados para la si-
mulación de proteínas, ácidos nucleicos, lípidos y otras moléculas biológicas [69].
En la literatura se encuentran disponibles diferentes campos de fuerza, los cuales
tienen diferente grado de complejidad y, además están orientados a tratar diferentes
tipos de sistemas [46], entre los más comunes para lípidos se encuentran: Berger,
AMBER [28], CHARMM [91], Slipids, GROMOS [26] y, OPLS [73]. La diferencia
entre estos campos de fuerza recae en la metodología que se emplea para parametri-
zar los potenciales de interacción.

Berger fue el primer campo de fuerza desarrollado para lípidos y es tal vez el
campo de fuerza más implementado en las últimas décadas. Este es un modelo de
átomos unidos, en el cual los parámetros de Lenard-Jones se encuentran basados en
los parámetros propuestos por Essex et al. [38]. Aunque originalmente se desarrolló
solo para lípidos, este campo de fuerza se combinó más tarde con una amplia gama
de campos de fuerza para proteínas como AMBER [31], CHARMM [66], OPLS [73]
y GROMOS [26]. A partir de la implementación de este modelo se puede determi-
nar las características estructurales y dinámicas de sistemas de bicapas y monocapas
lipídicas, también permite el estudio del transporte a través de membranas y, de pro-
teínas embebidas en el medio lipídico.

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

El campo de fuerza Slipids se encuentra basado en los parámetros de enlace del
modelo CHARMM-36. No obstante, se diferencia en las valores que hace este mo-
delo sobre las cargas parciales y los parámetros de Lenard-Jones [37]. La estrategia
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de parametrización 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 parámetros hacen que Slipids sea compatible con la mayoría de
los campos de fuerza de AMBER. Los parámetros de Slipids disponibles actualmente
incluyen moléculas de PC, PE, PG y PS saturadas e insaturadas, así como esfingo-
mielina y colesterol.

El conjunto de campos de fuerza de AMBER se amplió en 2014 con el campo
de fuerza para lípidos Lipid14 [31]. Este campo de fuerza permite numerosas com-
binaciones de los grupos polares y las cadenas hidrocarbonadas para crear diferentes
tipos de lípidos, lo que permite la fácil inserción de nuevas especies de lípidos. Los
parámetros de Lennard-Jones y de torsión de los grupos polares y cadenas hidro-
carbonadas de los lípidos se han revisado y se han calculado las cargas parciales
actualizadas. De hecho, dado que la derivación de este campo de fuerza es coherente
con la filosofía de desarrollo de AMBER, Lipid14 es compatible con los campos de
fuerza de proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos y moléculas pequeñas de AM-
BER.

2.2.1.1. Validación

Esencialmente, las simulaciones vía DM para sistemas de bicapas lipídicas se han
convertido en el medio principal para explorar la organización espacial y temporal
de estos sistemas. Sin embargo, el valor predictivo de cualquier simulación mediante
DM depende de la precisión del modelo subyacente que describe las interacciones
interatómicas (campo de fuerza). Por tanto, uno de los aspectos cruciales posterior a
la simulación es la validación del campo de fuerza empleado [105, 60, 88]. La preci-
sión y la confianza de estos modelos físicos orientados a sistemas de bicapas lipídicas
están determinadas por su capacidad de reproducir correctamente la estructura de los
lípidos y las fases lipídicas, como también el comportamiento individual y colectivo
de los lípidos en un conjunto dado de condiciones (temperatura, hidratación, hetero-
geneidad en la composición) [130].

Idealmente, la validación del campo de fuerza debe estar basada en la compara-
ción de los datos simulados con los datos experimentales primarios (p.ej. datos de
difracción de rayos X y de neutrones, tasas de desintegración de isótopos y medidas
de intensidad de fluorescencia) [130]. Sin embargo, esto no siempre es posible, dado
que muchos de estos fenómenos son cuánticos y las simulaciones por DM tienen un
fundamento en la física clásica. Además, la comparación 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 macroscópicos y a
menudo la información se obtiene en minutos u horas. En contraste, la simulación
de estos sistemas consiste en una única bicapa compuesta de unos cientos o miles
de moléculas de lípidos, 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 teóricos; la
validación de estos modelos físicos 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. Dinámica y propiedades
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físicas), por ejemplo, el área por lípido, el espesor de la bicapa lipídica, el parámetro
de orden; logran responder a la organización y geometría de estos sistemas biológicos
[130, 88].

2.2.4. Campos de Fuerza para el agua
El agua es sin duda alguna el solvente más importante en la naturaleza, sus pro-

piedades inusuales se originan tanto por su tamaño molecular pequeño como por la
capacidad de estas moléculas de formar una red espacial de enlaces de hidrógeno. La
predicción de las propiedades del agua a partir de simulaciones por computadora es
una tarea compleja. En los últimos 30 años se ha desarrollado números modelos para
representar la energía potencial de las interacciones de estas moléculas[149, 68, 12].
Estos modelos han logrado predecir distintas propiedades físicas del agua como la
densidad, la constante dieléctrica, la compresibilidad, el coeficiente de autodifusión,
las funciones de distribución radial y la dependencia de la temperatura y la presión
de estas propiedades. Estos modelos también se han utilizado para reproducir pro-
cesos más complejos, como la hidratación hidrofóbica o la influencia del agua en la
conformación de las biomoléculas en solución.

Los resultados de las simulaciones por computadora todavía dependen del mo-
delo de agua implementado [68, 120] y la estructura del agua líquida simulada. Los
modelos de agua más 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 TIP5P [92]; a partir
de los cálculos de entropía y los enlaces de hidrógeno se determinó que los modelos
que mejor reproducen los valores experimentales son SPC y TIP4P.

No obstante, una de las limitaciones en la selección de estos modelos de agua es
la denominada regla de combinanción, 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 optimizó 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 precisión en el cálculo 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 parámetros 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.
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Capítulo 3

Optimización del tamaño del sistema

3.1. Introducción
Las simulaciones por computadora se han convertido en una herramienta versátil

para explorar en detalle los eventos moleculares de modelos de bicapas lipídicas [70].
A pesar de la complejidad y diversidad lipídica de estos sistemas biológicos, la ma-
yor parte de los estudios por DM se han realizado con modelos que consideran como
máximo dos especies lipídicas diferentes, en los que se incluyen dos especies de fos-
folípidos o mezclas de fosfolípidos 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 bioló-
gica. Además, dado que la mayor parte de la información experimental disponible
actualmente es de modelos monocomponentes, llevar a cabo simulaciones de estos
sistemas permite validar y establecer la relevancia biológica de los diferentes campos
de fuerza [130, 111, 61].

Dada la diversidad de algoritmos para tratar las interacciones electrostáticas y los
requerimientos de temperatura y presión 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, aún no se ha explorado el efecto del tamaño del
sistema molecular con campos de fuerza de alta resolución [95]. De hecho, tanto los
estudios llevados a cabo para la validación de los campos de fuerza y el entendimien-
to de los sistemas de bicapas, seleccionan arbitrariamente un número de moléculas
de lípidos y agua, el cual está entre 64 a 128 moléculas de lípidos y, entre 20 y 50
moléculas de agua por lípido [128, 72]. Asimismo, en 1997 Berger et al. [13] publi-
caron un modelo de simulación de lípidos que todavía es de uso común y es conocido
como el ’mínimo estándar’ en las simulaciones de lípidos. Este modelo consiste en
un sistema de bicapa de 64 moléculas de DPPC y 23 moléculas de agua por lípido.
Sin embargo, distintos estudios han puesto en evidencia como las propiedades de las
bicapas lipídicas se ven afectadas por el tamaño del sistema simulado.

Por lo tanto, en este capítulo optimizamos el tamaño mínimo de bicapas lipídicas
requerido para la comprensión de las propiedades fisicoquímicas de un sistema de
bicapa monocomponente de DPPC empleando un campo de fuerza que considere
todas las interacciones atómicas. Todo ello con el fin de establecer una relación entre
moléculas de lípidos y aguas para la construcción de los sistemas de las posteriores
simulaciones.
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3.2. Metodología

3.2.1. Sistemas de bicapas lipídicas
Con el ánimo de optimizar la proporción de moléculas de agua y lípidos ne-

cesarias para representar de forma acertada las propiedades físicas y mecánicas de
estos ensambles biológicos, se construyeron modelos de bicapas monocomponentes
de DPPC, con una composición variada de este lípido 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 así un total de 72 sistemas simulados. Es-
tos sistemas fueron construidos usando la opción Membrane Builder de la plataforma
CHARMM–GUI [66] http://www.charmm-gui.org/.

FIGURA 3.1: (A) Visualización del sistema minimizado de 300 moléculas de
DPPC y 12000 moléculas de agua. (B) Estructura química del DPPC. (C) Mi-
nimización predinámica, únicamente se considera la energía potencial para la

minimización.

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
más pequeño (NL=90 y NW /NL=10) y más grande (NL=300 y NW /NL=60) fue 155.16
nm3 y 996.78 nm3, respectivamente. Inicialmente, decidimos seleccionar el campo
de fuerza CHARMM-36 para representar las interacciones entre lípidos [91, 72]. Esta
selección se debe a que este modelo es robusto y ha sido ampliamente implementado
en otras simulaciones. Sin embargo, en el capítulo 4 se exponen las ventajas de tra-
bajar con este modelo y se hace una breve comparación entre este campo de fuerza

http://www.charmm-gui.org/
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y Slipids. Para las moléculas de agua se empleó el modelo mTIP3P [15], el cual es
una versión modificada del modelo original TIP3P [68], dado que en este modelo los
átomos de hidrógeno 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 átomos
cargados y evitar energías electrostáticas demasiado grandes.

Todas las simulaciones de Dinámica 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
energía utilizando 5000 pasos del algoritmo de máxima pendiente (del inglés stee-
pest descent algorithm), seguido de seis pasos de equilibración. En los dos primeros
pasos de la equilibración se consideró un colectivo canónico (NVT) y, para los pasos
restantes se consideró un colectivo isotérmico-isobárico (NPT). Para la equilibración
considerando ambos colectivos se empleó el termostato Berendsen a una temperatura
de 323 K. Finalmente, en la producción se consideró un ensamble NPT a una tempe-
ratura de 323 K, para el acoplamiento de ésta se empleó el termostato Nose-Hoover
[39] y, para el acoplamiento de la presión se empleó el barostato Parrinello-Rahman
[119] con un escalamiento semi-isotrópico a una presión de 1 bar. Las simulacio-
nes se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periódicas y, se usó la malla de
partículas Ewald para los cálculos de las interacciones electrostáticas [29]. Además,
se empleó 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 equilibración como para la
producción de la DM se usó el método de integración salto de rana (del inglés leap-
frog) para resolver la ecuación del movimiento de Newton. Adicionalmente, se usó
el algoritmo LINCS para restringir las longitudes de los enlaces de hidrógeno [56].
Para la producción se empleó un tiempo de paso de 2 fs y se guardaron las coorde-
nadas, velocidades y fuerzas cada 5000 pasos, para un tiempo total de producción de
10 ns.

3.2.3. Análisis de datos
Para los 72 sistemas simulados se hizo una comparación entre las propiedades

estructurales, dinámicas y mecánicas: área por lípido, espesor de la bicapa, densidad
electrónica, parámetro de orden y, los módulos de compresibilidad y rigidez. Para los
análisis, se estableció el plano de las bicapas lipídicas a lo largo de los ejes XY, con
el eje Z atravesando la bicapa de forma perpendicular, como lo indica la convención.
El área por lípido (AL) de una bicapa lipídica monocomponente se define como el
área de la sección 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 lípidos (NL)
presentes en la bicapa, es decir, AL = AXY/(NL/2). El espesor de la bicapa (DPP)
se calculó como la como la distancia de los puntos máximos entre los dos picos
del perfil de densidad electrónica. Para observar la variabilidad del espesor en el
plano XY de la bicapa se empleó la herramienta GridMAT-MD [4]. El módulo de
compresibilidad KA se calculó a partir de la fluctuación en el área por lípido. Los
perfiles de densidad electrónica se calcularon utilizando la herramienta gmx density
en GROMACS, con la caja de simulación dividida en 500 bloques paralelos al plano
XY. El parámetro de orden (−Scd) fue calculado empleando la opción gmx order
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en GROMACS. Para visualizar e inspeccionar el sistema se empleó la herramienta
VMD. Todos los gráficos fueron contruídos empleando las herramientas GNUplot
[174], XMGRACE [174] y Python 3.6 [164].

3.3. Resultados

3.3.1. Propiedades estructurales de la bicapa

FIGURA 3.2: Valor promedio del parámetro de área por lípido para los 72 sis-
tema construidos. Las barras grises representan la desviación estándar. La línea

discontinua representa el valor experimental de esta medida [77, 76]

El área por lípido es una medida indirecta que permite medir fácilmente el or-
denamiento de los lípidos que componen la membrana, además, suele ser empleada
para validar la calidad de la simulación y reconocer si el sistema simulado alcanza
el equilibrio. De hecho, este parámetro representa la fase y el grado de libertad de
las cadenas carbonadas de las moléculas de lípido. Como se puede observar en la
Figura 3.2 el área por lípido para los 72 sistemas simulados se ajusta en gran medi-
da con el valor reportado experimentalmente para esta medida (0.631 nm2) [77, 76].
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No obstante, como se puede apreciar en la Figura 3.2 los valores de área por lípido
se ven afectados con la variación en la composición de los sistemas de bicapas. A
diferencia de los cambios en la composición de moléculas de DPPC, la variación en
la hidratación genera cambios marcados en la dinámica del área por lípido Figura
3.2. Para soportar la anterior idea, si se considera dos sistemas de 300 moléculas de
DPPC con una hidratación de 10 y de 60 Nw/NL se obtiene un valor promedio de
0.582 y 0.606 nm2, respectivamente. Por el contrario, al considerar dos sistemas con
una hidratación de 10 Nw/NL y, 90 y 300 moléculas de DPPC se obtiene un valor de
área por lípido promedio de 0.572 y 0.582 nm2, respectivamente.

CUADRO 3.1: Propiedades estructurales para los sistemas simulados con 40
NW/NL y las diferentes variaciones en el contenido de DPPC. Los porcentajes
de error respecto al valor experimental para el AL y el DPP se representan como

E〈AL〉 y E〈DPP〉, respectivamente.

DPPC
(NL)

AL

(nm2)
E〈AL〉
(%)

DPP

(nm)
E〈DPP〉

(%)
DPPC
(NL)

AL

(nm2)
E〈AL〉
(%)

DPP

(nm)
E〈DPP〉

(%)

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 2.5
140 0.605 4.120 4.2 7.6 260 0.605 4.120 4.2 7.6
160 0.602 4.595 4.0 2.5 280 0.600 4.912 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 más de 50 Nw/NL se comienza a
tener dinámicas más fluctuantes y valores promedio del área por lípido más alejados
del experimental. Por tanto, además de que incrementar al máximo número de molé-
culas de aguas seleccionadas (60 Nw/NL) 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 relación al valor experimental. En el Cua-
dro 3.1 se resumen las propiedades estructurales (área por lípido y el espesor de la
bicapa) de los sistemas de bicapa analizados con una hidratación de 40 NW/NL y,
las diferentes variaciones en la composición de moléculas de DPPC. En términos ge-
nerales, todos los sistemas expuestos en la Cuadro 3.1 muestran un buen ajuste en
relación a lo experimental, es decir, el porcentaje de error para el espesor de la bica-
pas está por debajo del 8% y por debajo del 6% para el parámetro de área por lípido.
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 área por lípido, el espesor de la bicapa se ajustó
en buena medida a los valores experimentales Cuadro 3.1, oscilando en un error del
2.5 a 5.0%.
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3.3.2. Propiedades elásticas
Se realizó un análisis de las propiedades elásticas para los sistemas simulados.

Primero, se evaluó el módulos de compresibilidad, el cual describe la capacidad del
sistema de bicapa a ser deformado. Posteriormente, a partir de los cálculos del mó-
dulo de compresibilidad y el espesor de la bicapa se determinó el modulo de rigidez.
Ambos parámetros representan propiedades mecánicas fundamentales de las bicapas
lipídicas. En el Cuadro 3.2 se resumen las propiedades elásticas para los sistemas de
bicapas con una hidratación de 40 NW/NL. Los módulos calculados mostraron una
consistencia con las medidas experimentales.

CUADRO 3.2: Propiedades elásticas de los sistemas simulados con 40 NW/NL
y las diferentes variaciones en el contenido de DPPC.

DPPC
(NL)

KA
(mN/m)

Kb

(KBT)
DPPC
(NL)

KA
(mN/m)

Kb

(KBT)
90 280 26.8 200 294 24.7

100 260 20.4 220 278 23.4
120 312 26.2 240 278 23.4
140 133 12.7 260 297 28.4
160 601 50.5 280 367 30.9
180 327 31.3 300 255 22.9

El módulo de compresibilidad para las simulaciones realizadas toma valores en-
tre 122.64 mN/m y 601.33 mN/m. De hecho, el sistema que más logra aproximarse
a la medida experimental, 237 mN/m [137], es el sistema de 300 moléculas de lí-
pido con un valor de 255.59 mN/m para este módulo. Adicionalmente, las medidas
obtenidas para el módulo de rigidez se aproximan en gran medidad a los diferentes
valores experimentales: 16.7 KBT obtenido con datos de difracción de rayos X [137],
13.5 KBT a partir de la aspiración de micropipeta [27], 31.4 KBT de la fluctuación
de forma excitada térmicamente [103] y 32.1 KBT obtenida con una medición total-
mente óptica [79].

A partir de las propiedades adquiridas, determinamos que la cantidad de molé-
culas de agua necesarias para llevar a cabo una simulación por DM de sistemas de
bicapas lipídicas es 40 NW/NL. Esto debido a que el parámetro de área por lípido
y el espesor de la bicapa se acercan más al valor experimental. Adicionalmente, el
valor de moléculas de DPPC que mejor representa todas estas propiedades son 300
moléculas de este lipído. Esto, dado los valores obtenidos en las propiedades elásti-
cas como en los parámetros estructurales. De hecho, como se puede observar en el
Cuadro 3.1 el valor de moléculas de lípido no cambia de forma sustancial el valor de
estas propiedades estructurales. En consecuencia, crecer más el sistema en términos
de moléculas lipídicas va implicar un mayor costo computacional y una resolución
en las propiedades fisico-químicas muy similar a un sistema de menor contenido de
estos lípidos.
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3.3.3. Sistema de interés
Una vez establecido que el tamaño óptimo del sistema es 40 NW/NL y 300 NL

considerando las propiedades estructuras y elásticas seleccionadas, se examinaron
diferentes aspectos de la trayectoria y estabilidad termodinámica del sistema para
asegurar la validez física de la simulación. A partir de la inspección visual se pudo
observar que no hubo interacciones anormales entre los átomos ni hubo ruptura de los
enlaces químicos. Adicionalmente, se pudo verificar que bajo las condiciones de la
simulación, la membrana tuvo un comportamiento de fase líquido-cristalina (Figura
3.4). Adicionalmente, se observó la validez física de las simulación a partir del perfil
de densidad electrónica. Además de que esta medida se puede adquirir vía difracción
de rayos X; lo que esencialmente representa es la exclusión de las moléculas de agua
del núcleo hidrofóbico de la bicapa y, la interacción favorable de estas moléculas de
agua con la región polar de las moléculas de DPPC.

FIGURA 3.3: Representación gráfica del sistema de 300 moléculas de DPPC y
40 NW/NL en ajuste a la densidad electrónica.

El perfil de densidad es una propiedad bien interesante, dado que es un parámetro
que se puede obtener de forma experimental y a partir de las simulaciones por DM.
La densidad de la membrana depende esencialmente de la composición de lípidos,



34 Capítulo 3. Optimización del tamaño del sistema

el tamaño y el grado de insaturaciones de las cadenas carbonadas. Como se puede
observar en la Figura 3.4, la densidad electrónica representa de forma acertada el
ensamblaje y minimización de este sistema biológico, dado que muestra el núcleo
hidrofóbico excluyendo las moléculas de agua y, el grupo polar de los lípidos en
contacto con el solvente. La mayor distribución de cargas está 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 selección del tamaño del sistema.

FIGURA 3.4: Parámetro de orden para las cadenas carbonadas de DPPC. El
color naranja muestra el valor experimental [123].

Adicionalmente, otro parámetro bien interesante que soporta la selección de la
proporción de moléculas lipídicas y agua, es el parámetro de orden. Esta propiedad
estructural representa las torsiones que tienen los carbonos de las cadenas carbona-
das, en consecuencia un mayor parámetro de orden da cuenta de un mayor grado de
libertad en estas cadenas. Este parámetro 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 simulación, dado que representa el comportamiento de
un sistema en fase líquido-cristalina.

Por otro lado, contrastamos la función de distribución radial P–P del sistema se-
leccionado y usando como referencia una simulación llevada a cabo con un campo
de fuerza de átomos unidos (AMBER). Esta propiedad permite determinar la proba-
bilidad de encontrar un átomo de fósforo en la vecindad de otro átomo de fósforo.
Ambas curvas mostraron un comportamiento similar, a pesar de que ambos sistemas
se trataron con diferentes número de moléculas y con un marco de interacciones di-
ferentes. Esto nuevamente, confirma la validez de este campo de fuerza y la adecuada
selección del tamaño del sistema.
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FIGURA 3.5: Función de distribución radial para P-P sistemas de DPPC. (a)
Curva obtenida a partir de la simulación para un sistema de DPPC con 40
NW/NL. (b) Valor de referencia, curva obtenida con una simulación de átomos

unidos [147].

3.4. Conclusiones
En general, todas las simulaciones recreadas mostraron un buen ajuste a lo expe-

rimental en relación a todas las propiedades seleccionadas para la comparación. Sin
embargo, como se pudo apreciar, la composición de las bicapas tiene un efecto mar-
cado en el comportamiento estructural, es decir, no es una característica trivial del
sistema. En consecuencia, a partir de las propiedades estructurales y elásticas pre-
dichas, determinamos que la cantidad de moléculas de agua suficientes para llevar
a cabo una simulación de un sistema de bicapa son 40 NW/NL y, 300 moléculas de
lípidos. No obstante, cabe señalar que esta optimización del sistema puede no ser la
adecuada para un sistema que considere interacciones con proteínas o algún ligando.
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Capítulo 4

Variación del Campo de Fuerza

4.1. Introducción
En DM una molécula es descrita como una serie de esferas rígidas (partículas)

cargadas y unidas por “resortes” (enlaces). Por tanto, para describir la evolución del
sistema en el tiempo se debe emplear una construcción matemática (campo de fuerza)
que represente las interacciones entre los distintos átomos 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 número de campos de fuerza
empíricos han sido desarrollados para la simulación de proteínas, ácidos nucleicos,
lípidos y otras moléculas biológicas [89]. Inicialmente, el desarrollo de parámetros
para estos modelos se centró en la reproducción de datos ab-initio para moléculas
pequeñas y datos estructurales de proteínas [136]. La segunda generación de campos
de fuerza, desarrollada desde el comienzo de los años 90 tenía como objetivo repro-
ducir, además de la estructura, propiedades termodinámicas como las densidad y la
energía libre de hidratación, lo que permite el estudio de estados condensados [153].

Esencialmente, el valor predictivo de estas simulaciones dependerá de la preci-
sión del modelo subyacente que describe las interacciones interatómicas. Por tanto,
para llevar a cabo una simulación vía DM es fundamental la selección y validación
del campo de fuerza empleado [105, 60, 88]. No obstante, la selección del modelo de-
penderá de las propiedades y la escala temporal que se requiera para la evolución del
sistema. Los campos de fuerza difieren en su grado de resolución, es decir, según las
distintas consideraciones que hacen sobre las partículas del sistema y, en consecuen-
cia sobre los potenciales de interacción. El modelo de mayor resolución considera
explícitamente todos los átomos del sistema en los cálculos; los campos de fuerza
para lípidos a este nivel de resolución son: Lipid14 [31], Slipids [37], CHARMM-36
[72] y OPLS-AA [73]. Por otro lado, en menor nivel de resolución se encuentran los
modelos de átomos-unidos y de grano grueso (del inglés, coarse-grained), en los
cuales se forman pseudo-átomos, ya sea agrupando los hidrógenos no polares en los
átomos más pesados o agrupando grupos funcionales como una sola partícula. Los
modelos más empleados a este nivel de resolución son: Berger, GROMOS54a7 [26]
y Martini [96].

En general, la selección de un campo de fuerza que incluya todos los átomos
permite obtener una mayor comprensión de los mecanismos moleculares encarga-
dos de la estabilidad y dinámica de estos sistemas químicos [72], dado que facilita



4.2. Metodología 37

la descripción detallada de los parámetros de orden y la dinámica de estos ensam-
bles biológicos. En este capítulo hacemos una comparación de los campos de fuerza
CHARMM-36 y Slipids, con el propósito 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. Metodología

4.2.1. Sistemas de bicapas lipídicas
Con el ánimo de seleccionar un campo de fuerza que represente de forma acertada

las propiedades físicas y mecánicas de estos ensambles biológicos, se hicieron simu-
laciones empleando el modelo de bicapas monocomponentes de DPPC, con una com-
posición de 300 moléculas de lípido y 12000 moléculas de agua. Todos los sistemas
fueron construidos empleando una celda unitaria rectangular. El modelo de DPPC se
seleccionó debido a la vasta información experimental que se tiene de este. Para las
moléculas de agua se utilizó el modelo CHARMM TIP3P [15]. Estos sistemas fueron
construidos usando la opción Membrane Builder de la plataforma CHARMM–GUI
[91, 72]. http://www.charmm-gui.org/. Los parámetros 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 Dinámica 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
energía utilizando 5000 pasos del algoritmo de máxima pendiente (del inglés stee-
pest descent algorithm), seguido de seis pasos de equilibración. En los dos primeros
pasos de la equilibración se consideró un colectivo canónico (NVT) y, para los pasos
restantes se consideró un colectivo isotérmico-isobárico (NPT). Para la equilibración
considerando ambos colectivos se empleó el termostato Berendsen a una temperatura
de 323 K. Finalmente, en la producción se consideró un ensamble NPT a una tempe-
ratura de 323 K, para el acoplamiento de ésta se empleó el termostato Nose-Hoover
[39] y, para el acoplamiento de la presión se empleó el barostato Parrinello-Rahman
[119] con un escalamiento semi-isotrópico a una presión de 1 bar. Las simulaciones
se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periódicas (PBC), y se usó la malla
de partículas Ewald (PME) para los cálculos de las interacciones electrostáticas [29].
Además, se empleó 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 equilibración como
para producción se usó el método de integración salto de rana (del inglés leap-frog)
para resolver la ecuación del movimiento de Newton. Adicionalmente, se usó el al-
goritmo LINCS para restringir las longitudes de los enlaces de hidrógeno [56]. Para
la producción se empleó 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.

http://www.charmm-gui.org/
http://www.fos.su.se/~sasha/SLipids/Downloads.html
http://www.fos.su.se/~sasha/SLipids/Downloads.html
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4.2.3. Análisis de datos
Para los sistemas simulados se hizo una comparación entre las propiedades es-

tructurales, dinámicas y mecánicas: área por lípido, espesor de la bicapa, densidad
electrónica, parámetro de orden, la autodifusión de los lípidos en la bicapas y el
módulo de compresibilidad. Para los análisis, se estableció el plano de las bicapas
lipídicas a lo largo de los ejes XY, con el eje Z atravesando la bicapa de forma
perpendicular, como lo indica la convención. El área por lípido (AL) de una bica-
pa lipídica monocomponente se define como el área de la sección 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 lípidos (NL) presentes en la bicapa, es decir,
AL = AXY/(NL/2). El valor espesor de la bicapa (DPP) y su respectiva variación en
el plano XY de la bicapa se calculó con la herramienta GridMAT-MD [4]. Los per-
files de densidad electrónica se calcularon utilizando la herramienta gmx density en
GROMACS, con la caja de simulación dividida en 500 bloques paralelos al plano
XY. El parámetro de orden (−Scd) fue calculado empleando la opción gmx order
en GROMACS. El módulo de compresibilidad fuer calculado empleando el modelo
de variación en del área de la caja de simulación. Para visualizar e inspeccionar el
sistema se empleó la herramienta VMD [58]. Todos los gráficos fueron contruídos
empleando las herramientas GNUplot [174], XMGRACE [174] y Python 3.6 [164].

4.3. Resultados y Discusión

4.3.1. Estabilidad del sistema
Se examinaron los diferentes aspectos de la trayectoria y estabilidad termodi-

námica del sistema para asegurar la validez física de la simulación. A partir de la
inspección visual se pudo observar que no hubo interacciones anormales entre los
átomos ni hubo ruptura de los enlaces químicos. Adicionalmente, se pudo verificar
que bajo las condiciones de la simulación, la membrana tuvo un comportamiento de
fase líquido-cristalina Figura 4.1. Adicionalmente, la validez física de las simulacio-
nes con ambos campos de fuerza se puede apreciar en el perfil de densidad electró-
nica (la cual puede ser verificado por difracción de rayos X), dado que este diagrama
representa la exclusión del agua del núcleo hidrofóbico de la bicapa y, la interacción
favorable de estas moléculas de agua con la región polar de las moléculas de DPPC.

4.3.2. Propiedades estructurales
Las propiedades estructurales y elásticas 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 área por lípido y el es-
pesor de la bicapa dependen esencialmente del método experimental que se emplea
para extraer la información de estos sistemas. No obstante, el método que brinda un
mejor valor para el área por lípido es la difracción de rayos X [130]; con un valor
reciente de 0.631 nm2 para bicapas de DPPC [77, 76]. Por otro lado, la técnica expe-
rimental que arroja un valor más certero para el espesor de la bicapas es difracción
de rayos X [130]; la estimación actual para este parámetro es 3.9 nm (cite).
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FIGURA 4.1: Densidad electrónica 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 lípidos, 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 parámetros predichos con el modelo Slipids es mayor al obtenido
con CHARMM-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 cuadrático 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: Comparación 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
Fuerza

AL
(nm2)

MSD
(cm2/s) 10−5 DPP

KA
(mN/m)

Kb

(KbT)
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 área por lípido, por ejemplo, es un valor muy sensible a las interacciones del
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sistema y es crucial para la validación del mismo. Como se puede observar en la Fi-
gura 4.2, este parámetro como es de esperar, presenta una gran fluctuación en todo
el tiempo muestreado. No obstante, además de que el modelo de Slipids sobreestima
este valor, durante toda la trayectoria tiene una gran fluctuación, con una desviación
estándar de 0.009 nm2. El valor arrojado por los modelos empleados indica un mayor
grado de libertad en las cadenas carbonadas, lo cual es indicador de la fase líquido-
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 CHARMM-36 y Slipids,
respectivamente. No obstante, al igual que el área por lípido, el espesor predicho por
el campo de fuerza Slipids tiene un comportamiento más heterogéneo sobre el plano
XY de la bicapa Figura 4.3. Además, a partir del valor del espesor se puede confir-
mar una vez más el comportamiento líquido-cristalino de estos sistemas.

FIGURA 4.2: Comparación del parámetro de área por lípido para el modelo
de DPPC empleando los campos de fuerza CHARMM-36 (Púrpura) y Slipids
(Azul). La línea discontínua de color naranja representa el valor experimental

de este parámetro.

A partir del análisis de las propiedades elásticas para los sistemas simulados
se evidenció una gran consistencia con las medidas experimentales (Cuadro 4.1).
Primero, se evaluó el módulo de compresibilidad, el cual describe la capacidad de
la bicapa de ser deformada. Posteriormente, a partir de los cálculos del módulo de
compresibilidad y el espesor de la bicapa se determinó el modulo de rigidez. Ambos
parámetros representan propiedades mecánicas fundamentales de las bicapas lipídi-
cas. El módulo 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: Comparación del espesor de los sistemas de bicapa empleando
los campos de fuerza. (A) Slipids. (B) CHARMM-36.

medidas obtenidas para el módulo de rigidez se aproximan en gran medida a los dife-
rentes valores experimentales: 16.7 KBT obtenido con datos de difracción de rayos X
[137], 13.5 KBT a partir de la aspiración de micropipeta [27], 31.4 KBT de la fluctua-
ción de forma excitada térmicamente [103] y 32.1 KBT obtenida con una medición
totalmente óptica [79].

FIGURA 4.4: Comparación del parámetro 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 (Púrpura) y Slipids
(Verde). Los valores experimentales para este parámetro se muestran en color

naranja [123].

Una de las propiedades más importante para la validación de los campos de fuerza
son los parámetros que se obtienen a partir de técnicas de RMN, como el parámetro
de orden y el espesor de la bicapa. El parámetro de orden, para ambos modelos está
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 más a los
datos experimentales Figura 4.5. De hecho, esta propiedad nos permite verificar que
este campo de fuerza representa mejor la fase Lα , dado que los grados de libertad en
los enlaces de las cadenas carbonada son mayores para este modelo.

FIGURA 4.5: Comparación de la función de distribución radial empleando los
campos de fuerza CHARMM-36 (Púrpura) y Slipids (Azul) de P–P.

4.4. Discusión y conclusiones
Recientemente se han desarrollado numerosos campos de fuerza que incluyen las

interacciones entre todos los átomos. Sin embargo, el modelo Lipid14 no es de libre
acceso y el campo de fuerza OPLS-AA se restringe a un tamaño específico del siste-
ma. En consecuencia, contrastamos la validez de los modelos Slipids y CHARMM-
36, los cuales son de uso libre y están parametrizados para distintas moléculas de
lípidos. Esencialmente, los dos campos de fuerza estudiados mostraron un buen ren-
dimiento computacional y en la predicción del comportamiento de los sistemas de
bicapas. No obstante, CHARMM-36 logró predecir de forma más acertada todas las
propiedades analizadas. Este campo de fuerza fue el primero de estos modelos en
incluir las interacciones entre todos lo átomos de un sistema de bicapas. De hecho,
este modelo proporciona parámetros adecuados para representar las propiedades de
orden de la bicapa [72].

Por otro lado, Slipids se encuentra basado en los parámetros de enlace del mo-
delo CHARMM. No obstante, se diferencia en los valores de las cargas parciales y
los parámetros de Lennard-Jones. La estrategia de parametrización 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 parámetros hacen
que Slipids sea compatible con la mayoría de los campos de fuerza de AMBER. Los
parámetros de Slipids disponibles actualmente incluyen moléculas de PC, PE, PG y
PS saturadas e insaturadas, así como esfingomielina y colesterol. No obstante, por lo
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general este modelo se emplea cuando se consideran sistemas de bicapas con proteí-
nas embebidas en ellas.

A partir de este trabajo, logramos evidenciar que el campo de fuerza CHARMM-
36 en comparación al modelo Slipids muestra un mejor ajuste en la propiedades es-
tructurales y dinámicas del sistema de bicapa DPPC usando la metodología mencio-
nada. Sin embargo, los resultados obtenidos difieren en gran medida de la validación
del campo de fuerza. Esto esencialmente, se puede deber a un sesgo metodológico,
dado que para la construcción de los sistemas usamos la plataforma 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 más 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 metodología ya menciona fue el que mejor logró
ajustarse a las medidas experimentales. En segundo lugar, la selección de este campo
de fuerza se debe a que tiene parametrizado más de 200 lípidos y pequeñas molécu-
las, lo cual permite la construcción y simulación de sistemas de mayor complejidad
[72]. En contraste, Slipids solo cuenta con 30 moléculas parametrizadas [37]. En con-
secuencia, para las posteriores simulaciones implementaremos únicamente el campo
de fuerza CHARMM-36 para determinar el comportamiento de otros sistemas de bi-
capas lipídicas monocomponente y sistemas de composición heterogénea.
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Capítulo 5

Comportamiento de fase en bicapas lipídicas
monocomponentes

5.1. Introducción
La base estructural principal de las membranas biológicas es la bicapa lipídica

[101]. Dependiendo de la composición, la temperatura, la presión entre otros fac-
tores externos; la estructura de la bicapa puede adoptar distintas fases lamelares,
cristalina (Lc), gel (Lβ ′), ondulado (Pβ ′) y líquido-desordenado (Lα ). Estas distintas
fases se pueden conseguir en ese orden con el incremento gradual en la temperatura
[75]. La transición de fase tipo gel al líquido-desordenado ocurre a una temperatura
crítica de fusión (Tm), durante el proceso de calentamiento. Esta transición 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 biológicas han cobrado
bastante interés en los últimos años, dado que este fenómeno biológico puede afectar
drásticamente los procesos celulares esenciales como la permeabilidad de la mem-
brana [110, 16], los procesos de fusión de la membrana [22, 153] y la propagación
del pulso nervioso [54]. Este fenómeno se ha abordado para sistemas de DPPC en
simulaciones considerando un modelo de todos los átomos [131, 74] y, empleando
modelos de grano grueso, para comprensión de la coexistencia de distintas fases [94,
108]. En este capítulo determinamos los cambios estructurales asociados con el com-
portamiento termotrópico 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 composición simple.

5.2. Metodología

5.2.1. Sistemas de bicapas lipídicas
Para comprender y caracterizar el comportamiento de fase de distintos modelos

de bicapas de fosfolípidos y esfingolípidos, se construyeron modelos monocompo-
nentes de DPPC, DPPE, DPPS y PSM con una composición de 300 moléculas de
cada uno de estos lípidos y 12000 moléculas de agua. Todos los sistemas fueron
ensamblados usando la opción Membrane Builder de la plataforma CHARMM–GUI
[91, 72]. http://www.charmm-gui.org/. Para tratar las interacciones se usó el mo-
delo de CHARMM TIP3P [15]. Para las moléculas de lípidos se empleó el modelo
CHARMM–36 [72].

http://www.charmm-gui.org/
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5.2.2. Detalles computacionales
Todas las simulaciones de Dinámica 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 lípidos se hicieron variaciones en la temperatura cer-
canas al valor de transición de fase. Los sistemas fueron minimizados en energía
utilizando 5000 pasos del algoritmo de máxima pendiente (del inglés steepest des-
cent algorithm), seguido de seis pasos de equilibración. En los dos primeros pasos
de la equilibración se consideró un colectivo microcanónico (NVT) y, para los pasos
restantes se consideró un colectivo isotérmico-isobárico (NPT). Para la equilibración
considerando ambos colectivos se empleó el termostato Berendsen. Finalmente, en la
producción se consideró un ensamble NPT, para el acoplamiento de ésta se empleó el
termostato Nose-Hoover [39] y, para el acoplamiento de la presión se empleó el ba-
rostato Parrinello-Rahman [119] con un escalamiento semi-isotrópico a una presión
de 1 bar. Las simulaciones se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periódicas
(PBC), y se usó la malla de partículas Ewald (PME) para los cálculos de las interac-
ciones electrostáticas [29]. Además, se empleó 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 equilibración como para producción se usó el método de integración salto
de rana (del inglés leap-frog) para resolver la ecuación del movimiento de Newton.
Adicionalmente, se usó el algoritmo LINCS para restringir las longitudes de los en-
laces de hidrógeno [56]. Para la producción se empleó 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. Análisis de datos
Para los sistemas simulados se hizo una comparación entre las propiedades es-

tructurales, dinámicas y mecánicas: área por lípido, espesor de la bicapa, densidad,
parámetro de orden, la autodifusión de los lípidos en la bicapas y el módulo de com-
presibilidad. Para los análisis, se estableció el plano de las bicapas lipídicas a lo largo
de los ejes XY, con el eje Z atravesando la bicapa de forma perpendicular, como lo
indica la convención. El área por lípido (AL) de una bicapa lipídica monocomponente
se define como el área de la sección 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 lípidos (NL) presentes en la bicapa, es decir, AL = AXY/(NL/2). El espesor
de la bicapa (DPP) se calculó con la herramienta GridMAT-MD [4]. Los perfiles de
densidad se calcularon utilizando la herramienta gmx density en GROMACS, con la
caja de simulación dividida en 500 bloques paralelos al plano XY. El parámetro de
orden (−Scd) fue calculado empleando la opción gmx order en GROMACS. Para vi-
sualizar e inspeccionar el sistema se empleó la herramienta VMD. Todos los gráficos
fueron contruídos empleando las herramientas GNUplot [174], XMGRACE [174] y
Python 3.6 [164].
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5.3. Resultados y discusión
Estudiar el comportamiento de los modelos de bicapas lipídicas de un solo com-

ponente en distintas fases vía 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 precisión este modelo. Además, 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 comprensión de las propiedades dinámicas asociadas a las
distintas fases de bicapas de diferentes fosfolípidos y esfingomielna. Todo ello con la
finalidad de comprender la precisión del campo de fuerza para capturar la dinámica
de diferentes lípidos, contribuir al conocimiento de las propiedades de estos sistemas
a diferentes temperaturas y, llevar a cabo simulaciones de bicapas heterogéneas que
contengan estos lípidos.

FIGURA 5.1: Visualización del comportamiento de fase para sistemas de bica-
pas de DPPC, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns
de la simulación en el plano YZ. En color cían se representan los lípidos y las

moléculas de agua tienen una representación de tipo van der Waal.

Las membranas biológicas pueden dividirse en tres fases generales: (Lc), (Lβ ) y
fase líquido-desordenado (Lα ). Usualmente, en el estado gel-cristalino, todas las mo-
léculas de lípidos se ordenan a lo largo del eje Z de la misma forma (82). Durante la
transición del gel-ordenado a la fase el valor promedio de área por lípido incrementa
y las cadenas hidrocarbonadas comienzan a tener una dinámica bien particular; los
lípidos además comienzan a tener una mayor movilidad en la bicapa, son más des-
ordenados y están menos empaquetados, lo cual incrementa el desorden del sistema.
La transición del gel a la fase cristalina líquido-desordenada también se acompaña
de un aumento en el área por lípido y una reducción del espesor de la bicapa. Por
lo tanto, la fase (Lα ) a altas temperatura se caracteriza por un desorden estructural
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FIGURA 5.2: Comportamiento del área por lípido. (A) Valor promedio del área
por lípido y su respectiva desviación estándar a diferentes temperaturas. (B)

Comportamiento del área por lípido durante toda la producción de la DM.

considerable.

Inicialmente, hicimos una inspección visual de los sistemas de DPPC a diferen-
tes temperaturas; con esto pudimos observar la transición desde un estado ordenado
o tipo gel (Figura 5.1 A) a un estado líquido desordenado (Figura 5.1 G-H) con el
incremento de la temperatura. De hecho, para los fosfolípidos se ha reportado ex-
perimentalmente la existencia de una fase gel ondulada (Pβ ′) previa en la transición
de fase (Tm= 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

β
′

se caracteriza por tener una apariencia ondulada en micrografías electrónicas, lo cual
también se ve claramente en las visualizaciones del sistema. La fase líquido-cristalina
se puede observar a partir de los 323.15 K (Figura 5.1 G), donde claramente los lí-
pidos presentan un mayor desorden en las cadenas hidrocarbonadas.

FIGURA 5.3: Comportamiento del espesor y (B) el perfil de densidad para los
distintos sistemas DPPC a varias temperaturas.

Además de la inspección visual, los mecanismos asociados a los cambios en la
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transición de fase se pueden cuantificar con el área por lípido, el espesor de la bica-
pa, el grado de orden de las cadenas hidrocarbonadas, la autodifusión de los lípidos
en la bicapa y, las propiedades elásticas 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 parámetro de área por lípido, es decir, a bajas temperaturas los lípidos tie-
nen un mayor empaquetamiento en comparación 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 parámetro, lo cual da cuenta de la transición de fase del gel
al líquido.

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

2.

El espesor también se cuantificó para el DPPC a diferentes temperaturas. Como
se expone en la Figura 5.3 el valor del espesor cae en función de la temperatura.
De hecho, a temperaturas por debajo de la transición de fase del DPPC, el espesor
presenta una mayor desviación estándar, la cual es introducida por las ondulaciones
presentes en la fase L

β
′ . Los sistemas desordenados presentan un comportamiento

más homogéneo en esta medida Figura 5.3. Los valores del área por lípido y el es-
pesor son factores claves para determinar la calidad de la simulación y el tiempo
muestreado. Por tanto, el comportamiento de ambos parámetros verifica que el ta-
maño 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 átomos 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 transición de fase a 295.7 K, la cual está por debajo del valor experimental
(315.15 K). En este estudio, tratamos de determinar la temperatura de transición de
fase a partir de los valores de la capacidad calórica del sistema. No obstante, para
determinar esta variable termodinámica se deben incluir más de 1000 moléculas de
lípidos al sistema y trayectorias extensas, lo cual requiere de un costo computacional
elevado.
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FIGURA 5.5: Variación promedio en el desplazamiento cuadrático medio para
el DPPC a distintas temperaturas. La barras grises representan la desviación

estándar.

A pesar de que no se tuvieron medidas de la capacidad calórica, las variables que
analizamos son bastantes dicientes de las transiciones conformaciones del DPPC en
respuesta a la temperatura. De hecho, los parámetros de área por lípido 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 calórica o la temperatura de fusión, la cual es cercana al
valor reportado de forma experimental (315.15 K). Uno de los parámetros para ob-
servar la calidad de la simulación es el perfil de densidad. Esencialmente la longitud
de los valores mínimos y máximos de la figura varían en función 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 más comunes y el más preciso para caracterizar el orden en
las membranas es el parámetro de orden, el cual se puede obtener experimentalmente
mediante RMN de deuterio. Los parámetros proporcionan una medida de la alinea-
ción de las cadenas de hidrocarburos en la membrana. Específicamente, los paráme-
tros de orden dan una idea de la orientación de las cadenas de los lípidos con respecto
a la normal de la bicapa (eje Z). Nuevamente, la medida obtenida de este parámetro
para el DPPC a diferentes temperaturas (Figura 5.4 A-B) concuerda con lo obteni-
do para los otros parámetros. 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 parámetro de orden, es decir, se comportan como un líquido-desordenado.
Cabe señalar que el parámetro de orden al igual que los otros parámetro analizados
tiene un comportamiento marcado en las temperaturas superiores a 318.15 K, lo cual
nos lleva a concluir que este comportamiento está asociado con una transición de
fase para DPPC. El comportamiento inclinado de los lípidos en la fase L

β
′ genera

comportamiento variables en el parámetro 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 cuadrático medio
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en función de la temperatura para un sistema de DPPC. Claramente se pude apre-
ciar un crecimiento de este parámetro en función a la temperatura. De hecho, estos
valores están en concordancia con valores determinados para el DPPC a diferentes
temperaturas empleando un modelo de grano grueso y de todos los átomos [80]. Los
valores de MSD para nuestros sistemas varían desde 0.001925 a 0.018500 cm2/s.
Adicionalmente, se pude apreciar un alto valor (313.15 K) en este parámetro antes
de alcanzar la transición al líquido desordenado. Por lo general, para calcular coefi-
cientes de difusión se requiere de un mayor tiempo computacional.

FIGURA 5.6: Visualización comportamiento de fase para sistemas de bicapas
de DPPE, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de
la simulación en el plano YZ. En color azúl se representan los lípidos y las
moléculas de agua tienen una representación de tipo van der Waals, con el

hidrógeno de color blanco y el oxígeno de color rojo.

5.3.1. Comportamiento termotrópico del DPPE
Inicialmente, hicimos una inspección visual de los sistemas de DPPE a diferen-

tes temperaturas; con esto pudimos observar la transición desde un estado ordenado
o tipo gel (Figura 5.6 A-B) a un estado líquido desordenado (Figura 5.6 E-G) con el
incremento de la temperatura. A pesar de que experimentalmente se ha reportado pa-
ra fosfolípidos la existencia de una fase gel ondulado (Pβ ′) previa en la transición 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

β
′ se caracteriza

por tener una apariencia ondulada en micrografías electrónicas, lo cual también se
ve claramente en las visualizaciones del sistema. La fase líquido-cristalina se pue-
de observar a partir de los 340.15 K (Figura 5.6 E), donde claramente los lípidos
presentan un mayor desorden en las cadenas hidrocarbonadas, lo cual coincide con
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valores de temperatura de fusión (Tm= 336.55 K) reportados experimentalmente para
el DPPE [84]. De hecho, la transición 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
lípido (la etanolamina), la bicapa por debajo de la temperatura de fusión consistió
principalmente en fases tipo gel, mientras que el DPPC tuvo un comportamiento por
debajo de esta temperatura de transición dominado por una fase tipo gel ondulada.

Como se había señalado anteriormente, el comportamiento de fase se ve reflejado
en las propiedades estructurales de los sistemas de bicapas lipídicas. Los parámetros
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 área por lípido. Sin embargo, un hecho bastante interesante es que a diferencia
del DPPC, el DPPE refleja a menores temperaturas un mayor empaquetamiento en
los lípidos (ver Figura 5.7). Esta reducción en este parámetro se encuentra asociada
a las características químicas y estructurales del grupo polar, como se había reporta-
do en otras simulaciones [161].
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FIGURA 5.7: (A) Valor promedio del área por lípido y su respectiva desviación
estándar a diferentes temperaturas para el DPPE. (B) Comportamiento del área

por lípido durante toda la producción de la DM.

Adicionalmente, el desorden en las cadenas hidrocarbonadas se ve reflejado en la
disminución del espesor (ver Figura 5.8). De hecho, después de la transición de fase
se observa una disminución sustancial en este parámetro, 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 líquido 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 metodología 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 parámetro de orden sufre alteraciones por la temperatura. De
hecho, a medida que se incrementa la temperatura disminuye este parámetro (ver Fi-
gura 5.10), indicando así 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
desviación estándar a diferentes temperaturas. (B) Perfil de densidad.

en los núcleos hidrofóbicos de estos sistemas. De hecho, a partir de la información
arrojada por el desplazamiento cuadrático medio, para los sistemas simulados a tem-
peraturas mayores a 340 K se consigue incrementar sustancialmente este parámetro;
lo cual sugiere que los lípidos se pueden autodifundir más en el medio lipídico, en
consecuencia, una vez más este parámetro resalta que el sistema de DPPE se encuen-
tra en una fase líquida desordenada sobre esta temperatura.
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FIGURA 5.9: Variación en el parámetro de orden para el DPPE a distintas tem-
peraturas. (A) Cadena hidrocarbonada sn-1. (B) Cadena hidrocarbonada sn-2.

5.3.2. Comportamiento termotrópico del DPPS
Los lípidos de fosfatidilserina (PS) son constituyentes de las membranas de las

células eucariotas con una fracción molar de aproximadamente el 7%. De hecho, son
considerados los fosfolípidos con carga negativa más importantes en condiciones fi-
siológicas, dado que juegan un papel importante en las células del sistema nervioso
central y, tienen un rol en diversas patologías asociado a cambios estructurales por
los cambios en las concentraciones de iones. A pesar de esto, poca información expe-
rimental existe disponible de este fosfolípidos en comparación a lípidos como el PC
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FIGURA 5.10: Variación en el desplazamiento cuadrático medio para el DPPE
a distintas temperaturas.

y la PE [87, 52]. En consecuencia, decidimos estudiar en mayor detalle las caracterís-
ticas estructurales de ensambles compuesto de este lípido a diferentes temperaturas.
Inicialmente, hicimos una inspección visual de los sistemas de DPPS a diferentes
temperaturas; con esto pudimos observar la transición desde un estado ordenado o
tipo gel (Figura 5.12 A) a un estado líquido 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 transición 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 transición de fase (Tm=
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 área por lípido para DPPS. (A) Valor pro-
medio del área por lípido y su respectiva desviación estándar a diferentes tem-
peraturas. (B) Comportamiento del área por lípido durante toda la producción

de la DM.

Además de la inspección visual, el comportamiento de fase se ve reflejada en
cada una de la propiedades analizadas. En concordancia con los otros fosfolípidos
analizados, el DPPS experimenta un incremento en el área por lípido. De hecho, en
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concordancia con otras simulaciones y con medidas experimentales, el área por lí-
pido para la fase líquido cristalina se ha reportado con valores que van desde 0.50 a
los 0.55 nm 2 [23, 90, 30, 87]. Dado las características electrostáticas de los grupos
polares del DPPS se ha evidenciado que reducen el parámetro de área por lípido 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 más intensas que las de carácter
repulsivo que se dan entre los fosfolípidos.

FIGURA 5.12: Visualización comportamiento de fase para sistemas de bicapas
de DPPS, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de
la simulación en el plano YZ. En color rosa se representan los lípidos y las
moléculas de agua tienen una representación de tipo van der Waals, con el

hidrógeno de color blanco y el oxígeno de color rojo.

Como se había establecido anteriormente, el espesor de la bicapa es una de las
propiedades más dicientes del comportamiento de fase. De forma similar a lo en-
contrado para el DPPE y DPPC, se encuentra una disminución en el espesor de los
ensambles de DPPS en respuesta a los incrementos en la temperatura Figura 5.13.
Lo cual está en correspondencia con el incremento de los grados de libertad con-
formacional del núcleo hidrofóbico asociados al cambio de fase de gel a líquido
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 parámetro.

En concordancia con lo esperado termodinamicamente y lo evidenciado para los
demás sistemas monocomponentes, el incremento en la temperatura produce una
disminución en el parámetro de orden (ver Figura 5.15), indicando así un mayor
desorden o mayores cambios conformacionales en los núcleos hidrofóbicos de estos
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FIGURA 5.13: (A) Valor promedio del espesor de las bicapas y su respectiva
desviación estándar a diferentes temperaturas. (B) Perfil de densidad para los

distintos sistemas.

FIGURA 5.14: Variación en el parámetro 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 información arrojada por el desplazamiento cuadrá-
tico medio, para los sistemas simulados a temperaturas mayores a 330 K se consigue
incrementar sustancialmente este parámetro; lo cual sugiere que los lípidos se pueden
autodifundir más en el medio lipídico, en consecuencia, una vez más este parámetro
resalta que el sistema de DPPS se encuentra en una fase líquida desordenada sobre
esta temperatura.

5.3.3. Comportamiento termotrópico del PSM
Las esfingomielina junto con las fosfatidilcolinas son una de las principales clases

de lípidos de la membrana eucariota, dado que constituyen el 50% del contenido total
de los glicerofosfolípidos. La SM y la PC se ubican principalmente en la capa externa
de las membranas plasmáticas [163]. Aunque la SM y la PC se parecen entre sí en la
estructura molecular, existen ciertas diferencias, como el mayor estado de saturación
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FIGURA 5.15: Variación en el desplazamiento cuadrático medio para el DPPE
a distintas temperaturas.

promedio de las cadenas hidrocarbonadas de la SM y la mayor capacidad de la SM
para formar enlaces de hidrógeno intermoleculares e intramoleculares que conducen
a desviaciones significativas en las propiedades macroscópicas 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
dinámicos ordenados en las membranas, conocidos como "balsas lipídicas"[19, 99].
Estas estructuras de la membrana desempeñan un papel importante en una amplia
gama de procesos celulares, incluido el tráfico de membranas y la clasificación de
proteínas, destacando así la importancia de comprender el papel y las propiedades a
escala atómica de SM en las membranas celulares.
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FIGURA 5.16: Comportamiento del área por lípido para PSM. (A) Valor pro-
medio del área por lípido y su respectiva desviación estándar a diferentes tem-
peraturas. (B) Comportamiento del área por lípido durante toda la producción

de la DM.

Al igual que con los anteriores sistemas, hicimos una inspección visual de las
bicapas de PSM a diferentes temperaturas; con esto pudimos observar la transición
desde un estado ordenado o tipo gel (Figura 5.17 A-B) a un estado más líquido des-
ordenado (Figura 5.17 C-G) sin pasar por un estado ondulado tipo gel, todo esto
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FIGURA 5.17: Visualización comportamiento de fase para sistemas de bicapas
de PSM, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de
la simulación en el plano YZ. En color gris se representan los lípidos y las
moléculas de agua tienen una representación de tipo van der Waals, con el

hidrógeno de color blanco y el oxígeno de color rojo.

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

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

A pesar del rol fundamental de este lípido, a la fecha ha recibido poca atención
experimental en parámetros como el espesor y el parámetro de orden. No obstante,
al incrementar la temperatura se consigue una disminución sustancial del valor del
espesor (ver Figura 5.18), lo cual es un indicador de la transición de fase de estos
sistemas; como lo determinado para los anteriores sistemas. De hecho, el parámetro
de orden, como es de esperarse y, en acuerdo a lo observado en los demás sistemas,
disminuye con el incremento en la temperatura (ver Figura 5.19). Este resultado
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FIGURA 5.18: (A) Valor promedio del espesor de las bicapas y su respectiva
desviación estándar a diferentes temperaturas. (B) Perfil de densidad para los

distintos sistemas.

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

FIGURA 5.19: Variación en el parámetro 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 lípidos im-

plica cambios en la estructura de la bicapa que se pueden cuantificar con el área por
lípido, el espesor de la bicapa, el grado de orden de las cadenas hidrocarbonadas, la
autodifusión de los lípidos en la bicapa y, las propiedades elásticas de estos sistemas.
En este capítulo inspeccionamos las propiedades asociadas a las diferentes fases de
los lípidos más representativos en las membranas de mamíferos. Inicialmente, con
la inspección visual de los sistemas de bicapas simulados a diferentes temperaturas,
logramos reproducir visualmente el comportamiento de fase para cada uno de los
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sistemas simulados. Las de bicapas de fosfolípidos como el DPPC, DPPE y DPPS
experimentaron un transición desde la fase gel, pasando por una fase tipo gel ondu-
lada hasta alcanzar la fase líquido desordenada. Tanto para el DPPC como para el
DPPS se había reportado esta transición ondulada previa a la transición de fase al
Lα . 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 resolución de las técnicas experimentales para analizar el comportamiento de
fase de estos sistemas. Para los sistemas de PSM no se observó este comportamiento
ondulado previo a la transición de fase.

Como se había establecido en las secciones anteriores, el área por lípido es una
medida que da cuenta de los grados de libertad que experimentan las cadenas hi-
drocarbonadas de cada uno de los lípidos. 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 variación en la
temperatura, dado que las cadenas hidrocarbonadas presentan un arreglo conforma-
cional en función de la temperatura, lo cual permite que estas cadenas se distribuyan
con mayor facilidad en el plano XY, consiguiendo así una reducción del plano Z de
la bicapa. El parámetro de orden también concuerda con las propiedades ya mencio-
nadas, dado que para cada uno de los sistemas se obtiene una variación drástica de
este parámetro con el incremento de la temperatura, esto dado que al incrementar la
energía del sistema, las cadenas hidrocarbonadas tienen un mayor grado de libertad,
es decir, un menor parámetro de orden.

En este capítulo, 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 validación 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 permitirá crear un ensamble más
complejo usando cada uno de los lípidos modelados en este capítulo.



60

Capítulo 6

Comportamiento de fase y elástico de bicapas lipídicas
heterogéneas

6.1. Introducción
Las bicapas lipídicas son estructuras fundamentales en los organismos vivos. Es-

tas estructuras forman una barrera continua alrededor de las células, la cual actúa
como estructura capaz de modular la permeabilidad de diferentes moléculas y, esta
estructura desempeña un papel clave en la dinámica, organización y la función de
las proteínas presentes en el medio lipídico [146]. De hecho, la composición alta-
mente diversificada de las bicapas lipídicas a través de las células es crucial para
muchos procesos biológicos. Una comprensión detallada de las propiedades de las
bicapas lipídicas es fundamental para la biología y puede ayudar al avance de áreas
de investigación relacionadas, como la biofísica y el diseño de fármacos [70]. Las si-
mulaciones son especialmente útiles para estudiar aquellas propiedades que fluctúan
sustancialmente en función de la profundidad dentro de la bicapa, ya que la investi-
gación experimental es muy ardua, principalmente debido al pequeño espesor, la alta
fluidez y la heterogeneidad de las bicapas típicas [153].

Los estudios de DM de mezclas de lípidos empleando un modelo de todos los
átomos son inusuales [95, 36]. Sin embargo, diferentes estudios se han llevado a ca-
bo empleando mezclas binarias de colesterol y como máximo dos fosfolípidos [9,
145, 177]. El colesterol es un componente esencial de las membranas plasmáticas
eucariotas y tienen un papel especial en las propiedades físicas de la membrana. Los
efectos físicos del colesterol dependen de la fase de la membrana [36]. De hecho,
se desconoce el modo de acción preciso de la interacción entre el colesterol y otros
lípidos. Por ejemplo, la determinación 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 capítulo determinamos las propiedades
estructurales de la bicapa asociadas a la variación en la composición de colesterol
a diferentes temperaturas. Para ello, consideramos la composición lipídica de mem-
branas de eritrocitos [155].
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6.2. Metodología

6.2.1. Sistemas de bicapas lipídicas
Con el ánimo de comprender el efecto de la concentración de colesterol y la tem-

peratura sobre el comportamiento de fase de sistemas heterogéneos se construyeron
modelos de bicapas con una composición variada de DPPC, DPPE, DPPS, DMPI,
PSM y CHOL (Cuadro 6.1), con un tamaño de 300 moléculas de lípidos y 12000
moléculas de agua. Para las moléculas de agua se utilizó el modelo CHARMMM
TIP3P [15]. Para las moléculas de lípidos se empleó el modelo CHARMM–36 [72].
Todos los sistemas fueron construidos usando la opción Membrane Builder de la pla-
taforma CHARMM–GUI http://www.charmm-gui.org/ [91, 72].

FIGURA 6.1: Estructuras químicas de los lípidos 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
energía utilizando 5000 pasos del algoritmo de máxima pendiente (del inglés steepest
descent algorithm), seguido de seis pasos de equilibración. En los dos primeros pasos
de la equilibración se consideró un colectivo canónico (NVT) y, para los pasos res-
tantes se consideró un colectivo isotérmico-isobárico (NPT). Para la equilibración,
considerando ambos colectivos, se empleó el termostato Berendsen. Finalmente, en
la producción se consideró un ensamble NPT, para el acoplamiento de ésta se empleó

http://www.charmm-gui.org/
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CUADRO 6.1: Composición de los sistemas de bicapas de composición hetero-
génea construidos. La composición porcentual de las moléculas se muestra en

paréntesis.

Molécula Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4 Sistema 5

DPPC
120
(40)

108
(36)

96
(32)

84
(28)

72
(24)

DPPE
68

(23)
60

(20)
54

(18)
48

(16)
42

(14)

DMPI
12
(4)

12
(4)

10
(3)

8
(3)

6
(2)

DPPS
30

(10)
28

(10)
24
(8)

20
(6)

16
(5)

PSM
70

(23)
62

(20)
56

(19)
50

(17)
44

(15)

CHOL 0
30

(10)
60

(20)
90

(30)
120
(40)

el termostato Nose-Hoover [39] y, para el acoplamiento de la presión se empleó el ba-
rostato Parrinello-Rahman [119] con un escalamiento semi-isotrópico a una presión
de 1 bar. Las simulaciones se llevaron a cabo bajo condiciones de frontera periódicas
(PBC), y se usó la malla de partículas Ewald (PME) para los cálculos de las interac-
ciones electrostáticas [29]. Además, se empleó 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 equilibración como para producción se usó el método de integración salto
de rana (del inglés leap-frog) para resolver la ecuación del movimiento de Newton.
Adicionalmente, se usó el algoritmo LINCS para restringir las longitudes de los en-
laces de hidrógeno [56]. Para la producción se empleó 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. Análisis de datos
Para los sistemas simulados se hizo una comparación entre las propiedades es-

tructurales: área por lípido, espesor de la bicapa y las propiedades elásticas. Para los
análisis, se estableció el plano de las bicapas lipídicas a lo largo de los ejes XY, con
el eje Z atravesando la bicapa de forma perpendicular, como lo indica la conven-
ción. Los perfiles de densidad se calcularon utilizando la herramienta gmx density en
GROMACS, con la caja de simulación dividida en 500 bloques. El espesor y el área
por lípido de la bicapa se calcularon con la herramienta APL@VORO; la cual em-
plea un método de triangulación para determinar estas propiedades. Para ello se usan
las coordenadas de lípidos para generar un polígono a partir del cual se calcula el
área superficial del lípido. Los átomos claves para este análisis fueron el P y O3 para
generar los vértices de Voronoi. Para el análisis de los módulos de compresibilidad se
implementó el modelo de las variaciones en el área superficial de la celda de simula-
ción. Para visualizar e inspeccionar el sistema se empleó la herramienta VMD [58].



6.3. Resultados y discusión 63

Todos los gráficos fueron contruídos empleando las herramientas GNUplot [174],
XMGRACE [174] y Python 3.6 [164].
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FIGURA 6.2: Valor promedio del área por lípido para los distintos sistemas
simulados.

Recientemente se han desarrollado una gran cantidad de campos de fuerza que
incluyen interacciones entre todos los átomos, sin duda alguna estos han demostrado
ser precisos en la descripción de las interacciones de moléculas de fosfolípidos (co-
mo lo hemos demostrado en los capítulos anteriores), esfingolípidos y colesterol [72,
9, 145]. En el presente capítulo analizamos el efecto en la variación 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 variación en el área promedio del plano XY de la caja de simulación. A partir del
análisis de convergencia de este parámetro, decidimos seleccionar los 150 ns finales
de las trayectorias de cada uno de los sistemas modelados para analizar las propieda-
des estructurales y mecánicas.

El comportamiento del colesterol es bastante interesante, dado que induce una
fase ordenada rompiendo la estructura tipo gel [153]. Este modo de acción se puede
observar a partir de inspecciones visuales que se hicieron sobre de los últimos 30 ns
de cada una de las simulaciones. Para el sistema con 0% de contenido de coleste-
rol se puede apreciar una transición de fase del gel ordenado al líquido-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 más del 10% del colesterol a cualquier temperatura, esta
molécula induce un efecto bastante marcado en el ordenamiento de las cadenas hi-
drocarbonadas, induciendo así una fase Lc o pseudo-cristal (ver Figura 6.8-6.10). De
hecho, la respuesta que experimentan cada uno de estos sistemas es dependiente de
la concentración del colesterol. Por lo tanto, para apreciar este comportamiento se
analizará las propiedades estructurales y elásticas de estos ensambles.
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FIGURA 6.3: Valor promedio del espesor para los distintos sistemas simulados.

Como se había establecido anteriormente, el área por lípido es una variable su-
mamente importante para determinar el ordenamiento de los lípidos que componen
la bicapas. Además, permite validar la calidad de la simulación. No obstante, los ca-
pítulos anteriores se centraron en la compresión de sistemas monocompenentes, los
cuales al ser homogéneos en las estructuras lipídicas, el parámetro del área por lípido
se puede medir acertadamente midiendo la variación en la caja de simulación en el
plano XY dividido por la mitad de moléculas de lípidos del sistema. Sin embargo,
para sistemas heterogéneos este modelo no es pertinente, dada las variaciones en las
estructuras químicas de los lípidos presentes (ver Figura 6.1). Por tanto, decidimos
implementar una metodología novedosa para adquirir este parámetro. APL@VORO,
permite calcular el área promedio de cada lípido a partir de la trayectoria y unos áto-
mos clave de las moléculas de lípidos.

El área por lípido 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 experimentó un incremento en el área por lípido en función de la tempe-
ratura, lo cual concuerda con las simulaciones mostradas en los capítulos anteriores.
No obstante, los sistemas con 0 y 10% de CHOL presentan un cambio sustancial en
en este parámetro en respuesta a la temperatura, es decir, visualmente y en acuerdo
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FIGURA 6.4: Módulo de rigidez para los distintos sistemas simulados.

con este parámetro 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 parámetro. Esto dado que para el sistema con 0% de
CHOL con el incremento de la temperatura se obtiene un incremento del 30% en el
área por lípido; mientras que para el sistema 5 se obtiene un incremento de solo el
11%.

Al explorar la variación del espesor para cada uno de los sistemas simulados Fi-
gura 6.3 se puede observar un comportamiento bastante particular. Este parámetro
disminuye para cada uno de los sistemas al incrementar la temperatura, lo cual es
consistente con el comportamiento termotrópico de los sistemas de lípidos. 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 área
por lípido y la inspección visual. De hecho, para el sistema control o 0% de CHOL
se encontró una reducción del 14% de este parámetro; 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 mecánicas más relevantes para el entendimien-
to de las bicapas lipídicas son el módulo de compresibilidad (KA) y el módulo de
rigidez (KB). La estrategia computacional que se emplea para calcular el módulo
de compresibilidad se trató en los capítulos anteriores. Ésta consiste en determinar
las variaciones en las fluctuaciones de la caja de simulación respecto al valor pro-
medio. Sin embargo, debido a que este análisis está directamente relacionado con
las fluctuaciones de la caja de simulación, el módulo exhibe una fuerte dependencia
del comportamiento de la fase termodinámica de la bicapa (está directamente rela-
cionada con la tasa de relajación del área XY, el tamaño del sistema y la longitud
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FIGURA 6.5: Módulo de compresibilidad para los distintos sistemas simulados.

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

Como se estableció en los capítulos anteriores el cálculo de este módulo a partir
de este modelo concuerda con los valores experimentales. Por tanto, como primera
aproximación a las propiedades elásticas de estos sistemas, calculamos el módulo de
compresibilidad de estos sistemas heterogéneos usando modelo de fluctuaciones en
el área de la caja de simulación. Los valores para el módulo de compresibilidad para
los distintos sistemas se reúnen 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 concentración de este último lípido induce un incremento en el mó-
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 fracción molar del CHOL más del 0.2 obtiene un incremento de 3 veces la mag-
nitud de este módulo. De hecho, es bastante claro que a concentraciones iguales y
menores al 30% el CHOL no está induciendo un rompimiento de la transición 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 comparación a los
demás sistemas. Este comportamiento, indica que al tener una concentración por en-
cima del 30% el colesterol tiene un efecto de condensación sobre la bicapa e induce
una fase ordenada tipo cristal-líquido. De hecho, los estudios realizados con mezclas
binarias de colesterol y algún fosfolípido [1, 169, 32] sugieren como nosotros que
al incrementar la fracción molar más de 0.2 se obtiene un incremente sustancial en
lo valores de este módulo. Una tendencia similar es encontrada para el módulo de
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rigidez, soportando así el rompimiento de fase del colesterol a una concentración de
40%.

6.3.1. Conclusiones
La capacidad del colesterol para ordenar sistemas de bicapas de fosfolípidos se

conocen desde hace más de 80 años. No obstante este estudio preliminar es bien
interasante, dado que permite observar como sistemas con una composición hetero-
génea en variación 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 concentración de colesterol se obtiene un disminución en el área
por lípido 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 acción del colesterol en estos ensambles es dependiente de la
concentración de este lípido. Con este estudio, pudimos observar que los parámetros
estructurales como el área por lípido 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 área por lípido dependiente de la temperatura y, una
reducción 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 concentración por encima del 20% de CHOL, este lípido 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 módulos de elasticidad de estos sistemas. Sin embargo, uno de los resultados más
importantes es que al tener 40% de CHOL el módulo 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 formación de una
tipo cristal-líquido. No obstante, cabe señalar que este comportamiento de fase en
respuesta al CHOL y la temperatura se debe confirmar a partir de otras propiedades,
como el desplazamiento cuadrático medio y, los parámetros de orden de los lípidos
constituyentes de estos ensambles.
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FIGURA 6.6: Visualización del sistema con 0% de colesterol a 310, 330 y
350 K, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de la
simulación. El DPPC se representa en color cían, el DPPS en púrpura, el DPPE

en azul, el DMPI en naranja y la PSM en gris.
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FIGURA 6.7: Visualización del sistema con 10% de colesterol a 310.15, 330.15
y 350.15 K, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de la
simulación. El DPPC se representa en color cían, el DPPS en púrpura, el DPPE

en azul, el DMPI en naranja, la PSM en gris y, el colesterol en amarillo.
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FIGURA 6.8: Visualización del sistema con 20% de colesterol a 310.15, 330.15
y 350.15 K, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de
la simulación. Ver Figura. 2 para la correspondencia de los colores para cada

molécula considerada.
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FIGURA 6.9: Visualización del sistema con 30% de colesterol a 310.15, 330.15
y 350.15 K, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos 30 ns de
la simulación. Ver Figura. 2 para la correspondencia de los colores para cada

molécula considerada.
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FIGURA 6.10: Visualización del sistema con 40% de colesterol a 310.15,
330.15 y 350.15 K, cada una de las imágenes son pantallazos de los últimos
30 ns de la simulación. Ver Figura. 2 para la correspondencia de los colores

para cada molécula considerada.
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Capítulo 7

Conclusiones y Trabajo Futuro

Las membranas biológicas son sistemas complejos de comprender en términos
de la composición molecular y estructural. Estos sistemas tienen distintas funciones
en una amplia gama de escalas temporales y son caracterizadas por un condición de
no equilibrio. Debido a todas estas características, las simulaciones por DM son una
buena técnica para estudiar el comportamiento de estos sistemas biológicos. No obs-
tante, son pocos los estudios enfocados en la comprensión de estos sistemas con un
modelo de resolución atomista. De hecho, el primer campo de fuerza en considerar
todas las interacciones atómicas 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 lipídicas que den
cuentan de la composición heterogénea de estos sistemas biológicos, empleando para
ello un modelo físico que incluya todas las interacciones atómicas. Por tanto, inicial-
mente logramos determinar que la cantidad de moléculas de agua y lípidos necesarias
para representar de forma acertada las propiedades físicas y elásticas de estos ensam-
bles biológicos es 12000 y 300, respectivamente; a partir de un modelo DPPC, el cual
se seleccionó estratégicamente por la amplia cantidad de información experimental
que se tiene. Así 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 biológicas;
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 físico-químicas para sistemas de
composición heterogéneas. Con estas simulaciones se pudo observar el efecto marca-
do del colesterol en el comportamiento de fase y la inducción de orden a los sistemas
de bicapas altamente dependiente de la concentración de CHOL.

Las investigaciones futuras podrían encaminarse en, por lo menos, tres vías: (1)
Explorar modelos más sofisticados para medir las propiedades estructurales y elásti-
cas de estos sistemas de bicapas ya simulados. (2) Explorar sistemas con una varia-
ción más heterogénea, en donde se incluyan insaturaciones en las cadenas carbonadas
y con dinámicas más prolongadas. (3) Finalmente, comprender como varían las pro-
piedades elásticas de estos ensambles heterogéneos sometidos a diferentes esfuerzos
tangenciales.
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FIGURA A.1: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=90 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.2: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=100 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.3: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=120 y las diferentes variaciones en el contenido de agua.
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FIGURA A.4: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=140 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.5: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=160 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.6: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=180 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.7: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=200 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.8: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=220 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.9: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=240 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.10: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=260 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.11: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=280 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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FIGURA A.12: Variación del área por lípido en el tiempo para los sistemas con
NL=300 y las diferentes variaciones en el contenido de agua. La línea punteada

representa el valor experimental [77, 76].
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