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Resumen

La membrana celular es sumamente compleja al estar compuesta fundamentalmen-
te por multiples tipos de lipidos y proteinas; las proteinas embebidas en la membrana
son las encargadas de desarrollar numerosas funciones celulares, mientras que diversas
enfermedades han sido atribuidas a el funcionamiento inadecuado de las proteinas.
Desde hace varias décadas se han estudiado las funciones de las proteinas en nues-
tro cuerpo, mientras el disenio de los farmacos para tratar algunos padecimientos se
han enfocado a la activaciéon o inhibiciéon de las funciones proteicas; el impacto de
los farmacos en la membrana queda en segundo plano. En relacion a esto, una de las
principales discusiones que se desarrollan en la actualidad, tanto en entornos socia-
les como cientificos, ha sido el uso de la marihuana como tratamiento farmacéutico.
Diferentes trabajos han estudiado los objetivos moleculares al situar numéricamente
compuestos de la marihuana y ver con que proteinas mantiene una mayor actividad
o predisposicion a adherirse. En este proyecto se estudiaran los efectos estructura-
les y energéticos que causan la introduccion de drogas, con propiedades anestésicas
generales (morfina y sevoflurano) y locales (lidocaina), en una membrana monocapa
de Langmuir; lo anterior se desarroll6 de manera numérica mediante algoritmos de
dindmica molecular y de manera experimental utilizando la palangana de Langmuir.
Asi mismo, se utilizan los resultados numéricos estructurales y energéticos para com-
parar los cambios inducidos por los componentes mas abundantes de la marihuana
(CBD Y THC) en una monocapa y asociar las observaciones con posibles propiedades
anestésicas de estos componentes.

Palabras clave: Dindmica molecular, palangana de Langmuir, morfina, li-
docaina, CBD, THC, sevoflurano.

III


Tesis-Claudia
Texto escrito a máquina

Tesis-Claudia
Texto escrito a máquina


ABSTRACT

The cell membrane is extremely complex as it is composed mainly of by multiple types of lipids and
proteins; proteins embedded in the membrane are responsible for developing numerous cellular
functions, while various Diseases have been attributed to the improper functioning of proteins. For
several decades, the functions of proteins in our body, while the design of drugs to treat some
conditions is they have focused on the activation or inhibition of protein functions; the impact of
drugs in the membrane takes a backseat. In relation to this, one of the main discussions that take
place today, both in social environments as scientists, it has been the use of marijuana as a
pharmaceutical treatment. Different works have studied the molecular targets by numerically
locating marijuana compounds and see with which proteins it maintains a greater activity or
predisposition to adhere. In this project we will study the structural effects and energetic that cause
the introduction of drugs, with anesthetic properties general (morphine and sevoflurane) and local
(lidocaine), in a monolayer membrane of Langmuir; the above was developed numerically by
algorithms of molecular dynamics and experimentally using the Langmuir basin. Likewise, the
structural and energetic numerical results are used to compare the changes induced by the most
abundant components of marijuana (CBD AND THC) in a monolayer and associate the observations
with possible properties anesthetics of these components.
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Capitulo 1

Introduccion

El estudio de las membranas y las funciones que estas desarrollan en el cuerpo hu-
mano son de gran interés para la comunidad cientifica. Los estudios sobre membranas
comenzaron desde hace aproximadamente dos siglos, cuando los primeros reportes de
las existencias de estas barreras empezaron a surgir. En tiempos modernos, la im-
portancia de entender el funcionamiento de estos sistemas tiene impacto en areas de
salud y alimentos, asi como en diversas areas mas.

La curiosidad humana ha sido parte fundamental del crecimiento de los avances
tecnologicos y cientificos. Parte de ella, nace de las observaciones que se realizan ante
fendbmenos que ocurren en la naturaleza. Uno de ellos sucedi6 hace vario siglos, donde
los marineros se percataron que cuando se vertia aceite sobre las olas, estas disminuian
significativamente su intensidad; de estas observaciones se tiene un primer registro por
el militar romano Cayo Plinio segundo (29-73 d.C.), también conocido como Plinio el
Viejo [1].

En tiempos més recientes, Benjamin Franklin [2] fue el primero en calcular que
una cucharada de aceite de aproximadamente 2 mL se esparce por una superficie de
0.2 hectéreas, calculando que el tamano de la membrana formada por el aceite sobre
el agua deberia de tener un espesor menor a 2 nm. Mientras que John William Strutt
[3] determiné que el espesor de la membrana de los experimentos de Franklin debe
corresponder al tamano de una molécula, asi fue como el estudio de las monocapas

comenzod.
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Aparentemente, la primera mencion relativa a que las células estan compuestas
por una membrana se atribuye al botanico aleman Wilhelm Friedrich Philipp Pfeffer
[4], quien es conocido como el pionero de la fisiologia vegetal moderna. El trabajo de
Pfeffer consistié en estudiar el metabolismo vegetal, particularmente el fenémeno de
la 6smosis en las plantas. En su trabajo desarrollé6 una membrana semiporosa cuyos
resultados concluyeron que alrededor de las células de las plantas debe haber una
superficie invisible y muy delgada con propiedades osmoéticas, a esta superficie la llamo
membrana bioldgica. Dentro de los resultados derivados del trabajo de Pfeffer, que
son muy relevantes para este trabajo, se encuentra la propiedad de algunas sustancias
para atravesar las membranas, por lo que su aparente impermeabilidad depende de la
naturaleza quimica de la sustancia que entre en contacto con la misma; fue Charles
Ernest Overton [5] quien descubri6 que las sustancias no polares atraviesan con mayor

facilidad las membranas.

Un hecho importante es que el primer diseno de una palangana, que es uno de los
instrumentos que se utilizan para medir la presion superficial, fue realizado por Agnes
Pockels [6] en la cocina de su casa para estudiar las contaminaciones en superficies en
relacion al espacio disponible para diferentes tipos de aceites. Los jabones y aceites
son tensoactivos compuestos por moléculas con un hidrocarburo hidréfobico de cadena
larga unido a un grupo de cabeza hidroéfilico, como un alcohol, un acido carboxilico o
una amina. Pockels midio la presion superficial, la diferencia entre las tensiones super-
ficiales del agua y de la capa orgéanica; informé que pequenas cantidades de petroleo
en la superficie del agua no tienen un efecto apreciable. Sin embargo, descubrié que
la presion superficial aumentaba repentinamente cuando la concentracién de petroleo
por unidad de area aumentaba, mas all4 de un cierto limite. Por lo tanto, Pockels
fue la primera en demostrar una transicion de fase inducida por compresion en lo
que hoy se denomina isoterma de compresion. En trabajos posteriores |7, 8|, Pockels
reportd la importancia de la limpieza en los sistemas para la medicion de la presion
superficial, asi como las concentraciones minimas de diferentes aceites para obtener

una monocapa.

Fue a mediados de la segunda década del siglo XX cuando Irving Langmuir tomo



el trabajo pionero de Pockels y lo mejoré a lo que al dia de hoy se le conoce co-
mo la palangana de Langmuir, para determinar las propiedades fundamentales de las
peliculas organicas en liquidos. En 1916, Langmuir publico en el Journal of the Ame-
rican Chemical Society un articulo sobre peliculas organicas en agua [9]; en el cual
realizo diversos grandes aportaciones a la ciencia, entre ellas esta la determinacion
del rango espacial de las fuerzas de van der Waals entre las moléculas de la pelicula,
también describi6 la naturaleza de las moléculas anfifilicas (aquellas que tienen cabe-
zas, polares y no polares; y cadenas de carbonos, colas), asi como la base fisica de su
comportamiento. A partir de experimentos realizados con una amplia gama de mo-
nocapas basadas en acidos grasos, determiné las areas transversales de las moléculas
y su orientaciéon con respecto a la superficie, por lo tanto, pudo deducir la configura-
cion molecular mucho antes del desarrollo de las técnicas espectroscopicas modernas.
Siguiendo el trabajo de Pockels, Langmuir también demostr6 que a medida que las
monocapas continian siendo comprimidas, experimentan transiciones de fase de un

gas 2D a un liquido y finalmente a un solido [9, 10].

En el siglo XX se desencadenaron una serie de eventos y descubrimientos fisicos,
quimicos y biolégicos que dieron origen a una nueva era del conocimiento humano; tal
como el modelo de la célula conocido como mosaico fluido [11] en el cual incorporan
a los lipidos de la membrana bioldgica celular las proteinas como un conjunto hete-
rogéneo de moléculas globulares, cada una dispuesta en una estructura anfipatica, es
decir, con los grupos i6nicos y altamente polares que sobresalen de la membrana hacia
la fase acuosa y los grupos no polares (véase la Fig. 1.1), en gran parte inmersos en el
interior hidrofébico de la membrana. Estas moléculas globulares estan parcialmente
incrustadas en una matriz de fosfolipidos. La mayor parte de los fosfolipidos se orga-
nizan como una bicapa fluida discontinua, aunque una pequena fracciéon de los lipidos

pueden interactuar especificamente con las proteinas de la membrana.

Considerando las células animales, la membrana que protege las células es cono-
cida como membrana plasmaética [12] cuya principal funcién es regular el ingreso y
salida de material a la célula. Por su parte, las proteinas son moléculas grandes y muy

complejas que desempenan diferentes funciones como: anticuerpos, enzimas, mensa-
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Figura 1.1: Esquema del modelo de membrana celular como un mosaico fluido donde los
lipidos componen una matriz y las proteinas estan inmersas en la matriz. Imagen adaptada

de [11].

jeras, estructurales, transporte y almacenamiento. Existen estudios que relacionan los
efectos de ciertas enfermedades en nuestro organismo al mal funcionamiento de las
proteinas embebidas en la membrana [13], por lo que la mayoria de las drogas que
se hacen estan disenadas para atacar o adherirse a ciertas proteinas y asi activar o
inhibir su actividad [14].

El estudio de sistemas compuestos por membranas y proteinas suele ser muy com-
plejo, debido a la basta composicion de las membranas por lipidos, colesteroles, acidos
grasos, asi como el tamano y variedad de las proteinas; por lo que una primera aproxi-
macion para entender estos sistemas biologicos se reduce al estudio de las membranas
compuestas unicamente por lipidos. Los resultados de los estudios para estos sistemas
pueden generalizarse en cierta medida debido a que, a pesar de la gran complejidad y
variedad entre las membranas biologicas, se sabe que existen algunas caracteristicas
comunes para las membranas de organismos similares [15, 16]. Las proteinas, a su vez,
dependen de la membrana que es su medio circundante y le brinda estabilidad estruc-
tural y funcional; no obstante, el estudio de los efectos de las drogas que causan a la
membrana queda, a veces, descuidado. Este es el origen de la idea fundamental para
este trabajo, en el cual se plantea el estudio de drogas con propiedades anestésicas y
ver las similitudes en los efectos que causan en las membranas; para después comparar
los resultados con algunos de los componentes més abundantes de la marihuana, dado

que los estudios en torno a su uso terapéutico sigue siendo un tema de discusion.



Los primeros estudios sobre la marihuana comenzaron a principios del siglo XIX,
los cuales revelaron por primera vez los efectos clinicos de los canabinoides en el
tratamiento de enfermedades como el colera y las enfermedades reumaéaticas, entre
otras [17, 18]. Desde el trabajo pionero de Thomas Wood que aislé el canabinol por
primera vez [19], hasta su primera sintesis completa por parte de Lord Alan Todd
[20], llegamos a la discusion moderna sobre sus usos médicos. En esta discusion,
podemos tomar dos enfoques principales, uno que intenta demostrar que su uso no
apropiado puede tener repercusiones significativas en la salud y el entorno social,
[21, 22] y su contraparte, que estudia los componentes quimicos de la marihuana de
forma aislada para identificar sus propiedades beneficiosas en el cuidado de la salud
[23]. En este trabajo, se adquiere una postura cientifica al investigar de manera aislada

los componentes quimicos méas abundantes de la marihuana n silico.

La marihuana tiene diferentes compuestos quimicos, los dominantes son A - te-
trahidrocannabinol (THC) y cannabidiol (CBD), pero solo el THC es psicoactivo [24].
El cannabis es conocido por sus efectos psicotropicos; sin embargo, hay informes de
beneficios para las personas que sufren de dolor neuropatico crénico no maligno [25],

dolor por cancer [23], autismo [26] o enfermedad de Parkinson [27].

El mecanismo terapéutico que resultan de los componentes de la marihuana es to-
davia vagamente conocido; por lo tanto, una serie de estudios sisteméticos relaciona-
dos con la identificacion de objetivos potenciales, vias de senalizacion y su asociacion
con enfermedades son de interés para los investigadores. En particular, existe una
linea de investigacion enfocada en utilizar la dindmica molecular (DM) para identi-
ficar objetivos moleculares de los componentes del canabis [28, 29, 30]; por ejemplo,
Elmes (2014) [28] descubrio, mediante analisis computacional, que algunas proteinas
de unién a acidos grasos en el cuerpo humano se unen al THC y al CBD, lo que
demuestra que el THC y el CBD inhiben el catabolismo celular y el metabolismo del
anandamida endocanabinoide. Las simulaciones de dinAmica molecular proporcionan
datos que pueden ser dificiles de obtener a partir de experimentos, lo que permite
a los investigadores formular hipétesis o probar modelos de interaccion entre grupos

funcionales y membranas. Por ejemplo, Kopec [31] revisa la informacion de diferentes
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fuentes en las que se analiza la interaccion de los lipidos con propiedades anestésicas,
antiinflamatorias y antivirales, entre otras. En esta revision se presenta una vision
general de los cambios en las propiedades fisicas de las bicapas lipidicas analizadas.
Ademés, trabajos recientes informaron que la acciéon de la anestesia esté relacionada
con las proteinas incrustadas en las membranas celulares [32, 33].

Por lo tanto, estos informes indican que la interacciéon entre las membranas lipi-
dicas y las diferentes moléculas estd mediada por interacciones complejas y esta lejos
de lograr una descripcion simple de la misma. A pesar de los recientes estudios expe-
rimentales y computacionales sobre las propiedades del cannabis, no se ha estudiado
a fondo como afecta a las monocapas y bicapas lipidicas.

El surfactante pulmonar es la primera barrera de defensa de nuestro cuerpo contra
agentes extranos a través de la respiracion, considerando que los surfactantes pulmona-
res de mamiferos se pueden imitar en una proporciéon de 4:1 de lipidos fosfatidilcolina
(PC) y fosfatidilglicerol (PG) [34, 35, 36], se estudiaran sistemas computacionales de
una monocapa lipidica mixta de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y dipalmitoilfosfa-
tidilglicerol (DPPG) con dos moléculas con propiedades anestésicas, local (lidocaina)
y general (morfina), y los dos compuestos méas abundantes en el cannabis, el canna-
bidiol (CBD). ) y tetrahidrocannabinol (THC). Para complementar los resultados de
este trabajo, se realizaron una serie de experimentos numéricos y experimentales para
el sevoflurano (SF) que es una droga utilizada como anestesia general [37]; utilizando
como membrana una monocapa constituida tinicamente con DPPC; las estructuras
atomicas para las moléculas que se estudiaron en este trabajo se ilustran en la Fig. 1.2,
donde los atomos relevantes para el analisis que se desarrolla en secciones posteriores

se resaltan en color rojo y azul.

1.1. Organizacién de la tesis

En el capitulo 2 se describe brevemente los conceptos fundamentales relacionados
al trabajo que se desarroll6 como lo son: lipidos, membranas, tensiéon superficial y

energia libre. En el capitulo 3 se desarrolla una descripcion de los algoritmos y proce-
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Figura 1.2: Estructura atémica de las moléculas utilizadas en este trabajo. Los d4tomos en
color rojo (drogas) y azul (lipidos) seran utilizados en secciones posteriores para realizar el
célculo de la funcién de distribucién radial entre las drogas y los lipidos.
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dimientos utilizados para implementar la dindmica molecular, asi como los materiales
y métodos empleados para llevar a cabo los experimentos. Dentro del capitulo 4 se
presentan los resultados numéricos del estudio de las variaciones estructurales y ener-
géticas que se dan entre una membrana de DPPC/DPPG con drogas con propiedades
anestésicas como morfina y lidocaina, asi como los principales componentes de la ma-
rihuana que son CBD y THC. A lo largo del capitulo 5 se muestran los resultados
experimentales y numéricos de la interacciéon de una membrana de DPPC en presen-
cia de la droga sevoflurano. Por tltimo, en el capitulo 6 se escriben las conclusiones

y trabajo a futuro de la investigacion desarrollada en esta tesis.

1.2. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo general estudiar los cambios fisicos, es-
tructurales y energéticos que experimentan los sistemas lipidos-droga a través de la
dindmica molecular en equilibrio, el analisis del potencial de fuerza media y resulta-
dos experimentales. Los experimentos consisten en utilizar la palangana de Langmuir
para obtener isotermas de sistemas compuestos por una monocapa de DPPC y la

monocapa de DPPC con sevoflurano.

Objetivos especificos

= Aprender los conceptos fundamentales relacionados con el estudio de sistemas
lipidicos asi como los procedimientos para realizar los experimentos y simula-

ciones necesarias para este trabajo

= Implementar las diferentes ensambles que se pueden desarrollar en la dinamica
molecular para elegir el ensamble adecuado para este trabajo, en los cuales se
mantiene fijo el nimero de particulas (N) y temperatura (T) variando: volumen

(NVT), presion (NPT) o tension superficial (N4T)

» Estudiar los efectos estructurales y energéticos que causan la introduccién de

las diferentes drogas a las membranas in silico
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= Comparar resultados numéricos y experimentales de la tension superficial me-

diante el estudio del sevoflurano

= Plantear una hipoétesis sobre como se pueden asociar las propiedades anestési-
cas del cannabis con sus caracteristicas moleculares al comparar los resultados

obtenidos para la lidocaina y la morfina.
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Capitulo 2

Conceptos Fundamentales

2.1. Lipidos

Los lipidos son uno de los principales componentes de las membranas celulares, es
por ello que es importante entender los sistemas lipidicos. Existen diferentes tipos de
lipidos y su estructura es muy variada, sin embargo su principal caracteristica es que
son biomoléculas solubles en solventes no polares y que son moléculas anfifilicas; es
decir, moléculas que contienen regiones tanto hidrofilicas como hidrofébicas. Existe
una gran variedad de lipidos presentes en nuestro organismo, algunos de los lipidos
mas comunes son los triglicéridos, esteroles (siendo el colesterol el méas conocido), los
acidos grasos y fosfolipidos (como lo es el DPPC que se introducirda més adelante);
sus estructuras moleculares se encuentran en la Fig. 2.1.

Cada lipido que se encuentra en nuestros organismos desempenan una funcién
diferente. Los triglicéridos son los lipidos méas abundantes en el cuerpo humano, estos
a su vez los obtenemos de los alimentos como carne, aceites, entre otros; sin embargo,
no son necesarios en todo momento ya que el cuerpo almacena las calorias ingeridas
sobrantes en células grasas y son liberadas a medida que el cuerpo necesita energia.

El colesterol desempena funciones vitales para nuestro cuerpo; como lo son: produ-
cir hormonas, vitamina D y sustancias que ayudan a la digestion. El cuerpo humano
produce todo el colesterol que necesita; no obstante, el colesterol se encuentra presen-

te en diferentes alimentos por lo que su ingesta en demasia aumentara los niveles de

11
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Triglicéridos Hl—oWAM/

Colesterol
(0]
Acidos Grasos H3C/WVV\NMOH
o
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o]
DPPC HBC_N:_CHB ? )J\/\/\/\/\/\/\/\
CHjy O CH
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Figura 2.1: Estructuras moleculares de los lipidos més abundantes en la naturaleza.

colesterol en la sangre que a su vez se transforma en un incremento de placa que se
adhiere a las paredes de los vasos sanguineos. El exceso de triglicéridos y colesteroles
en nuestro cuerpo puede conllevar una vasta serie de enfermedades cardiovasculares.

Los &cidos grasos se obtienen en el proceso de la digestion al descomponer las
grasas que se ingieren, posteriormente se pueden formar diferentes moléculas a partir
de ellos; como lo son los triglicéridos cuando se unen en ternas por medio de un glicerol
[38].

En la composicion de las membranas los lipidos mas abundantes son conocidos
como fosfolipidos debido a que contienen un grupo fosfato. La mayoria de estos lipidos
se encuentran construidos sobre un glicerol, por lo que también son conocidos como
fosfoglicéridos. Estos lipidos son diglicéridos debido a que solo dos de los grupos
hidroxilos del glicerol se encuentran esterificados por acidos grasos.

Existe una gran variedad de fosfoglicéridos, pero esencialmente comparten dos
caracteristicas fundamentales. La parte hidrofilica de este tipo de lipidos es llamada
cabeza polar o simplemente cabeza del lipido, cuya variedad se debe a las molécu-
las enlazadas al grupo fosfato. Las méas comunes son la colina (fosfatidilcolina, PC),

etanolamina (fosfatidiletanolamina, PE), serina (fosfatidilserina, PS), o inositol (fos-
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fatidilinositol, PI). Cada uno de ellos forma un dipolo permanente debido a su carga
positiva en contraste con la carga negativa del grupo fosfato, de aqui el nombre de
cabeza polar.

Por dltimo se tiene a la parte hidrofébica de los lipidos llamada como colas de
hidrocarburos o hidrocarbonadas que son los acidos grasos. Los acidos grasos pueden
ser saturados (no presentan enlaces dobles de carbono en su estructura), monoinsa-
turados (presentan un enlace doble de carbono) o poliinsaturado (mas de un enlace
doble de carbono). La variedad de acidos grasos se puede representar mediante la
relacion X : Y, donde X representa la cantidad de carbonos en la cadena del acido
v Y la cantidad de enlaces dobles; de esta manera y como ejemplo se ilustran en la
Fig. 2.2 los acidos 4:0 que representa una cadena de 4 carbonos con 0 enlaces dobles
(acido butirico) y 16:1 que es una cadena de 16 carbonos con un enlace doble (4cido

palmitoleico).

/.ﬂ%/fi ‘/’_/ﬂ\_\_\’_/:

“OH
Oy

Acido butirico Acido palmitoleico

Figura 2.2: Ejemplo de la nomenclatura X:Y para los 4cidos grasos 4:0 conocido como
acido butirico y 16:1 conocido como acido palmitoleico.

2.2. Membranas

Debido a la naturaleza anfifilica de los lipidos, cuando se encuentran dispersos en
un medio polar, forman agregados de diferente geometria incluso a densidades bajas.
Donde la parte polar de los lipidos queda en contacto con el medio acuoso y las colas
hidrocarbonadas quedan apuntando hacia fuera del medio. Este comportamiento se

debe al efecto hidrofébico [39], donde la estructura formada por los lipidos protege a
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Micelas Bicapas
Monocapas Vesiculas
WY SV,
5T
T oS

Figura 2.3: Ilustracién de las diferentes estructuras que pueden obtenerse del agrupamiento
de los lipidos dispersos en un medio. Imagen realizada con base en [39].

las colas del medio. Este efecto se puede explicar brevemente analizando que la geo-
metria tomada por los agregados de lipidos trata de llevar al sistema a una formacion
energéticamente favorable.

Los sistemas compuestos por los lipidos se catalogan como sistemas coloidales de-
bido a que presentan dos o mas fases, como se explica mas adelante. Existen una vasta
coleccion de sistemas coloidales, aunque comparten algunas propiedades en comun;
usualmente se componen por una fase continua y otra dispersa en forma de particulas
de tamano entre 1 nm y 1 um [40], a estas particulas se les denomina particulas coloi-
dales [41]. Dependiendo de la fase y de las propiedades del material disperso se pueden
presentar una gama de sistemas, algunos ejemplos de estos sistemas se mencionan en

la Tabla 2.1.

Hablando especificamente de las formaciones debidas a lipidos dispersos en fases
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Fase dispersa
Gas Liquido Solido
Gas No es posible Niebla Humo
Fase continua | Liquido Espuma Membranas Pinturas
Solido Aerogeles Gelatina Cristal de ruby

Tabla 2.1: Ejemplos de formaciones coloidales para diferentes fases dispersas en relacion a
la fase continua, tabla tomada de [42].

liquidas, las interacciones que determinan la geometria de las formaciones son débi-
les (como van der Waals, hidrofébicas, de enlaces de hidrogeno o de apantallamiento
electrostatico) [41]; por lo que la geometria de los agregados depende considerable-
mente de multiples factores como los son: temperatura del medio, pH, concentracion
y forma de los lipidos. Algunas de las geometrias encontradas en este tipo de siste-
mas son: micelas, bicapas, monocapas y vesiculas (véase Fig. 2.3). Estas estructuras
reciben también nombres como coloides asociados o de asociacion, fluidos complejos
o materiales blandos de la cual deriva el nombre de la rama de la fisica que estudia
estos colectivos conocida como Fisica de la Materia Condensada Blanda aludiendo
también a las interacciones débiles (soft interactions) caracteristicas en la dinamica
de estos sistemas. Dentro de esta rama, existen formalismos matematicos que estu-
dian las condiciones y dinamica del ensamblaje de los lipidos en estas estructuras [39];
sin embargo y para fines practicos, se considera ese tema més alla de los objetivos
planteados en este trabajo. Centrandose tnicamente en el estudio de las monocapas,
tema principal de este trabajo, se describen en secciones posteriores las deducciones
del célculo para las propiedades fisicas de las monocapas a partir de formalismos

estadisticos y termodinamicos tanto experimental como numéricamente.

2.3. Interfases

En la fisica, se conoce como interfase a la separacion entre dos regiones con di-
ferentes materiales o el mismo material en diferente fase. Como ejemplo, se tiene las
interfases liquido-liquido (agua-aceite) y las interfases liquido-gas (agua-vapor), asi

como se ilustra en la Fig. 2.4.
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Aceite Vapor

Interfase

Figura 2.4: Esquema de la interfase para sistemas liquido-liquido (agua-aceite) y liquido-
gas (agua-vapor).

La frontera o interfase se crea espontaneamente y puede ser entendida como un
balance de fuerzas; desde un punto de vista simple, estas fuerzas tienen un origen
intermolecular. Las moléculas en el interior del liquido son atraidas por sus vecinas
aproximadamente igual en todas direcciones (molécula naranja en la Fig. 2.5), por lo
que, en promedio temporal, no se espera una fuerza no balanceada en alguna direccion
particular. Sin embargo, las moléculas en la capa de la superficie son atraidas igual
por sus vecinas, no obstante sus vecinas estan a sus costados y por debajo de ella
(molécula verde en Fig. 2.5); por lo tanto, las moléculas de la superficie son atraidas
al interior del cuerpo del liquido, disminuyendo el area superficial.

Dado que las moléculas de la superficie estdn rodeadas solo por los vecinos laterales
e inferiores, no tienen asociada una energia tan baja como las moléculas al interior del
liquido. Por lo que mover una molécula del interior del liquido a la superficie requiere
anadir energia al sistema. Dado que la presencia de otra molécula en la superficie
incrementaré el area superficial, se deduce que se debe suministrar energia al sistema
para incrementar el area superficial. La energia necesaria para incrementar el area

superficial 1 m? se le conoce como tensién superficial.

2.3.1. Tensién superficial

Se puede definir la tension superficial considerando que en la interfase de dos
fluidos inmiscibles, llamese fluido 1 y fluido 2, los vecinos laterales de una molécula

del fluido 1 pueden ser sustituidos por moléculas del fluido 2; esto conlleva un costo
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Figura 2.5: Balance de las fuerzas para moléculas de agua al interior del liquido (molécula
naranja) y en la capa de la superficie (molécula verde). Imagen recreada a partir del libro
[39].

energético AU igual a Uyy + Usy — 2Uss [41], donde Uj; es la energia de interaccion
entre una molécula del fluido 7 con otra del fluido j. Tipicamente AU es del orden
de kgT, donde kp es la constante de Boltzmann y T es la temperatura en Kelvin.
El costo energético por unidad de area requerido en la creaciéon de la superficie, lo
cual es la tension superficial 7, es equivalente a AU/A,, donde A, es el drea promedio
ocupada por una molécula en la superficie. Considerando que A, & 2, con [, el tamaifio

promedio de las moléculas, obtenemos que:

VR —— (2.1)

Para comprender mejor la tensiéon superficial, considérese un sistema donde se tiene
una pelicula delgada de un liquido que se estira sobre un alambre con un elemento
movil, tal como se ilustra en la Fig. 2.6. Si ahora se expande la pelicula desplazando

el alambre movil a la derecha, se incrementa el adrea superficial. Para incrementar el
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dx

Figura 2.6: Estiramiento dz de una pelicula de un liquido con un alambre de longitud [
mediante una fuerza de magnitud f. Esquema realizado a partir de los esquemas mostrados
en el libro [41].

area superficial en dA es necesario realizar un trabajo dW:

dW = fdx = vdA = yldx (2.2)

donde [ es la longitud del alambre movil, f es la fuerza necesaria para mover el
alambre una distancia dr y 7 es nombrada como energia superficial de Gibbs por
unidad de area, también conocida como tension superficial, cuyas unidades se expresa

en Newtons por metro.

Desde un punto de vista mas riguroso, se puede obtener una relaciéon para v a
partir de la ec. 2.2, donde se relaciona que la tension superficial esta ligada al trabajo
necesario dW para incrementar el area superficial dA. Por lo que la variaciéon de la

energia libre de Helmholtz en esta transformacion es descrita por la ecuacion [41]:

dF = vdA — PdV — SdT, (2.3)

donde P es la presion, V el volimen y S la entropia. Considerando las variables

pertinentes constantes, se obtiene que:
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de manera equivalente, se puede obtener la relaciéon de la tension superficial para
la energia libre de Gibbs (dG = ydA + VdP — SdT), considerando la presion y

temperatura constantes se obtiene que:

2.3.2. Presion superficial

Considérese una interfase agua-aire, el agua presenta un valor relativamente grande
para la tension superficial (72 mN/m a 20 °C) debido principalmente a que, en adicion
a las fuerzas de van der Waals y los enlaces hidrégeno, se presentan interacciones de
caracter dipolar que incrementan el valor de la tension superficial [39, 41]. Cuando
en la interfase se introducen agentes externos, como lo son los lipidos, la tension
superficial disminuye; cualitativamente se puede asociar este fenémeno a que la parte
hidrofilica de las moléculas se sittia entre las moléculas de agua, esto hace que sean
separadas entre si, por lo tanto disminuyen las interacciones intermoleculares que
deriva en una disminucion de la tension superficial. Al estudiar termodinamica, los
sistemas involucran variables como volumen, temperatura y presion; en los sistemas
que se analizaron en este trabajo se rigen bajo los parametros de area, temperatura
y presion superficial, que son los analogos de las variables termodinamicas clasicas.
El pardametro de presion superficial (IT) se establece como la diferencia de la tension
superficial de una subfase (liquido puro) menos la tension superficial de la subfase en

presencia de los agentes externos [39, 41, 10]:

2.3.3. Modbdulo de compresibilidad

La compresibilidad es un concepto estudiado en la mecanica de fluidos y termo-
dindmica que asocia los cambios de volumen que experimentan los fluidos o sélidos

debido a cambios de presion externas [43]. La deformacion que sufren los cuerpos
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pueden ser explicados de manera simple considerando la descripcion lineal de la elas-
ticidad de los cuerpos [44], donde la energia a lo largo de una direccion i es derivada

a partir del tensor de desplazamiento wu;;:

ou; 6uj
Ox; ox;

2

(2.7)

Uij =

Utilizando esta aproximacion, Kramer [45] obtuvo la siguiente expresion para la ener-

gia elastica por unidad de area contenida en una monocapa dos dimensional:
Uectastica = (1/2) E (e + uyy)2 + 2G(u32£y — Uggllyy) — 2H(uiZ + uzz) (2.8)

donde E es el modulo de compresion superficial, G el moédulo de cizallamiento y II la
presion superficial. De aqui se puede obtener la energia libre superficial F' sumando

el término de energia superficial simple 27y (u2, + uiz) a Uelastica:
Uelastica + 270(“;252 + UZZ/Z) =F (29)

F =(1/2)E(uz: + uyy)2 + ZG(uiy — Uy lUyy) (2.10)

F = (1/2)E(tge + uy,)* + 2G(uiy — Uggtlyy) + 2v(u2, + uiz) (2.11)

Si se asume que u varfa unicamente en la direccién x, se obtiene las siguientes rela-

ciones para ;;:

6;; st1esx
0 otro caso

(1/2)% sijesw
0 otro caso

que derivan en una expresion simple para F":

F=(1/2)E (%1;“”)2 +(1/2)G (%)2 +(1/2)7 (aaQ;Z)g . (2.14)
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Siguiendo el formalismo de Kramer desarrollado en [41], la fuerza por unidad de area
se define como F = 0?F/du;;0z;. En orden de relacionar FE con la concentracion
superficial T', Levich consider6 la fuerza de compresion F, = Ed%u,/0x* [46]. Esta
fuerza a su vez se asocia al gradiente de tension superficial, conocida también como la
fuerza de Marangoni, anédloga a la fuerza en el volumen en un medio donde la presion
no es uniforme. En términos de I', F,. puede ser escrita como F, = —(91I1/9T") (9" /0x).
Si se considera sistemas en los cuales es valido la conservacion de la materia (0I' /0t +

['Ov,/0x = 0), se deriva que:

or 0%,
or - 0x?

F,—1 (X Oy
T or ox? )’

de esta manera se define al moédulo de compresion para una membrana insoluble como:

(2.15)

oIl
E=To5. (2.16)

De manera anéloga, se tiene la representacion del moédulo de compresibilidad, con-

siderando que el area promedio por molécula A y I' son inversamente proporcionales:

oIl

El médulo de compresibilidad se puede obtener al derivar numéricamente los va-
lores de la presion superficial reportados en la isoterma respecto al area por molécula

promedio y multiplicarla por el valor del drea por molécula.

Una interpretacion cualitativa del comportamiento del médulo de compresibilidad
puede derivarse de su interpretacion como la energia necesaria para comprimir una
superficie (o volumen); por lo que a valores altos de moédulos de compresibilidad se
requiere de una energia equivalente para comprimir la superficie haciendo al material

poco compresible, o més rigido dicho de otra manera.
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Figura 2.7: Esquema de una monocapa en la palangana de Langmuir.

2.4. Monocapas de Langmuir

Cuando los lipidos se esparcen en la interfase agua-aire, se le conoce como mono-
capa de Langmuir (en honor a Irving Langmuir), estas monocapas se caracterizan por
ser insolubles en agua. Donde las cabezas polares de los lipidos quedan sumergidas
en el agua, mientras que las colas hidrofébicas quedan inmersas en la fase gaseosa
(aire); la inclinacion de las colas se determina por el arreglo de las moléculas circun-
dantes, los tipos de lipidos que componen al sistema y el espacio disponible en el que
se encuentran, mientras que si las moléculas se encuentran en un estado gaseoso (la
separacion entre los lipidos es muy grande) la inclinacion de las colas es aleatoria.

Una de las principales diferencias, ademas de las estructurales, entre una monocapa
y una bicapa es que la bicapa es mecanicamente estable en ausencia de un esfuerzo
externo, mientras que las monocapas necesitan una presion lateral o superficial externa
para mantener su fase en equilibrio. Usualmente, esta fuerza externa se anade por
medio de barreras que contengan a la monocapa; el esquema de la Fig. 2.7 muestra
una configuracion clasica de una monocapa de Langmuir en un instrumento conocido
como la palangana de Langmuir.

En la palangana de Langmuir las barreras son los elementos moéviles analogos a
Fig. 2.6, donde el area disponible para los lipidos en la interfase puede modificarse.
La presion superficial se puede calcular en una palangana de Langmuir por medio de

la introduccién de una placa o rodillo que se moja en la superficie de la monocapa,
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Liquido condensado

Colapso Mol

LC

Solido
= Liquido expandido
g O ...0
& LE
- LC
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Area por molécula

Figura 2.8: Ilustracién de una isoterma para una monocapa de DPPC, asi como una re-
presentacion del ordenamiento de los lipidos en las diferentes fases de la monocapa: gaseosa
(G), liquido expandido (LE), liquido condensado (LC) y solido. Adaptacion de [41].

este se une a un instrumento conocido como tensiémetro que al medir la fuerza que
siente el rodillo se puede calcular la presion superficial (IT). De la relacion entre 11 y
el 4rea por molécula se obtienen graficas conocidas como isotermas II — A, como se

ilustra en la Fig. 2.8, debido a que se desarrolla a temperatura constante.

Cuando el sistema esta a areas por moléculas grandes se presenta la fase gaseosa, la
cual es caracterizada por poca interaccion entre las moléculas. La primera aproxima-
cion puede ser mediante la expresion para los gases perfectos: IIA, ~ kgT. A medida
que el area por molécula disminuye, se presenta una transicion de fase gas-liquido;
estas transiciones de fase son dificiles de estudiar debido a que sucede a presiones
superficiales muy pequenas. Lo que se sabe es que durante la transiciéon de fase gas-
liquido expandido(G-LE), la presion superficial no se mantiene constante similar a su
analogo 3D, esto se debe a que estos sistemas son muy susceptibles a minimas pertur-
baciones en los sistemas, por lo que cualquier factor externo modificara la mediciéon

realizada al sistema.

Posterior a la transicion G-LE, se tienen dos variedades de estados condensados,

liquido expandido (LE) y liquido condensado (LC). La region cuasi-horizontal de la
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isoterma entre la fase LE y LC corresponde a una coexistencia de estas fases (LE+LC)
indicando una transicién de primer orden, este comportamiento no es perfectamente
horizontal por lo que ocasion6 una fuerte discusion sobre la existencia de la transi-
cion, atribuyéndose principalmente a impurezas del sistema [47]; no obstante, esta
transicion fue demostrada mediante observaciones Opticas tipicas de las transiciones

de fase [48].

Después de alcanzar una cierta presion superficial, todas las moléculas se ordenan
de manera cristalina en arreglo hexagonal o cuadratico, mientras que sus colas quedan
perpendiculares a la superficie, este comportamiento se atribuye a una fase solida.

A medida que el area por molécula disminuye, las moléculas ya no pueden com-
pactarse maés, por lo que comienzan a formar estructuras més complejas (como mul-
ticapas) o los lipidos comienzan a desplazarse al interior de la subfase. A este com-

portamiento se le denomina colapso de la monocapa.

2.5. Energia libre

Como se ha mencionado, una molécula presente en un sistema tiene asociada una
energia por el hecho de estar interactuando con sus vecinas. De esta manera, cuando
una molécula migra de un estado A a un estado B, este proceso tiene asociada una
energia conocida como energia libre, ya sea de Gibbs o Helmholtz dependiendo de
las constantes termodinamicas involucradas en el proceso del cambio de estados. Esta

energia se representa como AE' y se determina mediante el calculo de:

AB
AEAB—/ <ag_§A)> N (2.18)
Aa N

donde H, el Hamiltoniano, es una funciéon dependiente del parametro de acoplamiento
A; esta dependencia define un camino que conecta dos estados del sistema denotados
por A y B. El desarrollo matemaético se explica con detalle en el capitulo 3, esta seccion
se centra en el concepto de la energia libre relacionada al cambio que experimentan

los sistemas entre el vacio y un solvente, que puede ilustrarse con el diagrama de la
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Componente E‘SOIV _| Componente
en vacio en solvente

AE, AFE,
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Soluto ficticio Soluto ficticio
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AE,

Figura 2.9: Diagrama de la determinacién para la energia libre de solvatacién. Este dia-
grama se realizo basandose en el esquema reportado en [49].

Fig. 2.9.

Citando al trabajo de Villa (2002) [50]: "La energia libre de solvatacion, AE,
es el trabajo requerido para transferir una molécula de la fase gaseosa a la soluciéon
y se calculdé de acuerdo con el ciclo termodinamico que se muestra en la Fig. 2.9;
donde AFE; es el trabajo requerido para eliminar todo el material interno no enlazado
(interacciones del compuesto en vacio). Esto se logré mediante la mutacion gradual de
todos los atomos en un compuesto dado (estado A) en atomos "ficticios" (estado B).
En este contexto, un atomo ficticio es un atomo para el cual la interacciéon no enlazada,
es decir, los parametros de Lennard-Jones y de interacciéon electrostéatica con todos
los demés atomos, se han establecido en cero. Las interacciones de enlace dentro de
la molécula y las masas de los atomos individuales se mantuvieron sin cambios. AFs
es el trabajo requerido para transferir el soluto ficticio del vacio a la fase solvatada.
Como la molécula no interacttia con el resto del sistema y el volumen disponible es el
mismo, este término es efectivamente cero. AFEjs es el trabajo requerido para eliminar

las interacciones soluto-disolvente y soluto-intramolecular. Esto se logré nuevamente
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mediante la mutacion gradual de todos los 4tomos en un compuesto dado (estado A)

en atomos "ficticios" (estado B)".



Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Meétodos y procedimientos numéricos

3.1.1. Algoritmos para la Dinamica Molecular

Los algoritmos basados en dindmica molecular (DM) clésicos desprecian los efectos
cuénticos en los sistemas y se derivan a partir de la solucién para la segunda ley de

Newton en el tiempo [51]:

mlﬁ =F; (3.1)

dt? "

donde la etiqueta 7 indica cada particula del sistema, m la masa y F la fuerza neta en
cada particula, siendo esta tltima el calculo de las interacciones inter o intramolecu-
lares entre la particula ¢ y sus similares. Dado que F = —V U, las interacciones entre
las particulas se realizan mediante los llamados potenciales de interacciéon molecu-
lar; las tablas 3.1 y 3.2 enlistan los potenciales ligados y no ligados, respectivamente,
utilizados a lo largo de este trabajo [52].

El calculo de los potenciales es la parte mas costosa computacionalmente hablando,
ya que si el sistema tiene N particulas y cada una de ellas interactiia con las demas, el
tiempo de computo crece en relacién al ntimero de moléculas en el sistema como N2.
No obstante, la mayoria de los potenciales son conocidos por ser de corto alcance, esto

quiere decir que las contribuciones a la fuerza neta para una molécula por moléculas

situadas después de una cierta distancia maxima (conocida como radio de corte, 7y;)

27
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Nombre ‘ Potencial
0’12 0',6,
Lennard-Jones (LJ) | V(ry)rs = 4€ijr+2jj -
Coulomb V(ry)e = f24

€rTij

Tabla 3.1: Potenciales entre particulas no ligadas; donde 7;; representa la separacién entre
las particulas, €;; la profundidad del potencial LJ, o;; la distancia entre los centros de las

particulas ¢ y j cuando estan en contacto, f = ﬁ v € la permitividad relativa.
Nombre Potencial
; P 17.0 2
Potencial Armoénico V(rij)o = 5ki;(rij — bij)

Potencial Armonico Angular |V (0ix)a = 5k% (Oijr — 07)
Potencial Armonico Dihedro | V' (&;jx1)ia = %k‘fjkl(fz’jkl — &)’

Tabla 3.2: Potenciales entre particulas ligadas; donde r;; representa la separacién entre
las particulas, k. la rigidez del potencial, b;; la distancia de equilibrio entre dos particulas,
H%k el angulo de equilibrio entre tres particulas y 5?]“ el angulo dihedro de equilibrio entre
cuatro particulas.

puede ser despreciable. Por ello, un método para reducir los tiempos de cémputo
en orden de N? a Nlog(N) es conocido como el método de celdas ligadas [53]; el
cual consiste en descomponer el dominio en regiones proporcionales al radio de corte,
conocidas como celdas, y realizar el computo de los potenciales para una molécula
solo sobre sus similares que se encuentren en la misma celda y sus ocho celdas vecinas,
tal como se ilustra en la Fig. 3.1. Por dltimo en la construccion de los métodos de
bisqueda cabe mencionar que la manera clasica de minimizar los efectos de tamano
finito es por medio de la implementacion de condiciones periddicas a la frontera.

Un aspecto a resaltar en la dinamica molecular clasica es que existen configura-
ciones distintas en las cuales se pueden desarrollar la evolucion de los sistemas, estas
configuraciones se caracterizan por mantener diferentes propiedades del sistema in-
variantes en el ensamble, ellas son NVE (nimero de particulas, volumen y energia
constantes), NyT (nimero de particulas, tension superficial y temperatura constan-
tes), NPT (Numero de particulas, presion y temperatura constantes) y NVT (nimero
de particulas, volumen y temperatura constantes). En las secciones posteriores se
mostraran los resultados de una membrana de DPPC bajo condiciones de NPT, N4T
y NVT, argumentando al final porque se decidi6 por implementar condiciones NVT

para todos los sistemas.
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Figura 3.1: Ilustracion de la descomposiciéon del dominio en celdas como parte del método
de celda ligada, remarcando el radio de corte para una molécula y las celdas en las cuales
se realizara la busqueda de las moléculas més cercanas. Imagen obtenida del libro citado en
[51].

Para resolver la segunda ley de Newton (Ec.3.1) numéricamente en el tiempo
se utilizan algoritmos integradores, los mas usados en la dindmica molecular son el
algoritmo leap-frog |54] y el algoritmo velocidades de Verlet [55|. En este trabajo se
utilizo el integrador de leap-frog que consiste en iterar las posiciones y velocidades de

cada molécula mediante las ecuaciones:

v(t+ %At) —v (t - %At) + %F (3.2)
r(t+ At) =r(t)+v (t + %At) At (3.3)

donde At es el tamano de intervalo de tiempo, la deducciéon de estas ecuaciones
a partir de la Ec.3.1 se encuentran en el apéndice A. El algoritmo leap-frog es un
integrador de tercer orden en r y es reversible en el tiempo, cuya principal ventaja
sobre el algoritmo de Verlet (para sistemas que no tienen necesidad de una precision
muy alta para el ensamble de su temperatura o presion) es su mejor relacion tiempo

de computo wvs. precision.

En una simulacion de dinamica molecular, la integracion de las ecuaciones de mo-
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vimiento de Newton proporciona los medios para muestrear las caracteristicas fisicas
de un sistema dado, a través de su evolucion en el conjunto microcanénico (NVE) [56].
Sin embargo, para muestrear otros conjuntos, se deben agregar variables adicionales,
conocidas como grados de libertad extendidos (por ejemplo, algunos algoritmos como
es el caso del método linear constraint solver conocido como LINCS [57] es utilizado
para mantener los d&tomos de hidrogeno ligados a una molécula). Como se menciond
previamente, existen diferentes configuraciones en las cuales se desenvuelve la DM,
manteniendo fijos pardmetros como temperatura, presion y . Si se desea mantener
la temperatura constante a lo largo de la evolucion temporal del sistema se utilizan
algoritmos conocidos como termostatos [58]; los méas utilizados son los algoritmos
de Berendsen [59], escalamiento de velocidades [60], Nosé-Hoover [61] y Parellinho-
Raman [62], entre otros. Considerando el principio de equiparticion de energia y la

relacion entre energia cinética y temperatura tenemos que:

1 N
_ E : 2
Ekin = 5 .- m;v; (34)
1
iNdkaT = Ek:m (35)

donde E};, es la energia cinética para el sistema a un tiempo dado, kg es la constante
de Boltzmann, 7' la temperatura del sistema y Ngr son los grados de libertad, obtenidos
de larelacion Ny = 3N —N.—3, para N moléculas del sistema con [V, restricciones. De
aqui que los termostatos basicamente regulan la temperatura del sistema aumentando

o disminuyendo la velocidad de las moléculas.

De manera equivalente, el tensor de presion se deriva de la diferencia de la repre-
sentacion tensorial de la energia cinética del sistema Eyg;,, = % > myv; ®v; y el tensor

virial Z [60]:

2
P=—(Ey,—Z= 3.6
7 (B ) (3.6)
— 1
:=—§E rij @ Iy (3.7)
1<j

Cuando el sistema presenta mas de una fase, separadas por superficies paralelas al
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plano xy, un método para evolucionar el sistema es por medio de la tension superficial,

7. Para calcular 7 se utiliza la teoria de Kirkwood-Woof [63]:

Poy(t) + P,y (1)
B 2

(3.8)

donde L, es la longitud de la caja de simulaciéon en la componente z, N el niimero
de particulas en el sistema y P;; son las componentes de la diagonal del tensor de
presion. Podemos observar que para mantener la presién o <y constantes, se regulan
tanto la velocidad de las particulas como el tamano de la caja de simulacién, esto se
logra mediante algoritmos conocidos como acoplamientos de presion; los més usados
son Berendsen [59], Parrinello-Rahman [62| y acoplamiento tension superficial [60].
Por otro lado, para sistemas NV'T, se prohibe el cambio de las dimensiones de la caja
permitiendo fluctuaciones en P y v, es decir que los acoplamientos de presiéon son
desactivados. Es por ello que a pesar de requerir menos algoritmos restringiendo el
comportamiento de las particulas, se necesita un mayor tiempo de computo para que

el sistema alcance el equilibrio.

Existen diferentes programas que resuelven las ecuaciones de movimiento 3.2 y 3.3
bajo los diferentes acoplamientos, en este trabajo se utilizé el software GROMACS [60,
49] que es una plataforma altamente paralelizada permitiendo realizar simulaciones
en un menor tiempo. En la siguiente secciéon se hablaré de los algoritmos y funciones

utilizadas para el anélisis de las propiedades fisicas de los sistemas.

3.1.2. Meétodos para el Analisis de Resultados de DM

Funcion de distribucion radial

La funcion de distribucion radial [64] (por sus siglas en inglés RDF) o funcién de
correlacion a pares (gap(r)), proporciona informacién relacionada con la distribucion
de un grupo de particulas (A) en relacion a otro grupo de particulas (B), cuando la

relacion se realiza con el mismo grupo de particulas (AA) o (BB) se le llama funcion
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de autocorrelacion. La forma de calcular la RDF es por medio de la ecuacion:

p(I‘l, I‘2>

945(r) = ()

(3.9)

donde p(ry,ry) representa la densidad de dos atomos localizadas a ry y ry respecto al
origen. La manera en la cual se calcula la RDF en algoritmos discretos en el tiempo

es mediante la relacion:

gap(r) =

Ny Np 5(ri; —
PRI oo
donde (pp),,.; €s la densidad local del grupo de particulas B promediada alrededor de
particulas del grupo A con un radio maximo 7,,.., Nx el namero total de particulas
del grupo X, r;; es la distancia entre dos particulas ¢ y j. Para encontrar la RDF se
considera un promedio temporal sobre el Gltimo nanosegundo de simulacién; mientras
que para realizar el histograma por medio de la funcion 9, se divide el sistema en

rebanadas de esferas de ancho r 4 dr tal como se muestra en la Fig. 3.2.

Figura 3.2: Esquema de la divisién del dominio de la simulacién por medio de esferas de
ancho r + dr para el céilculo de la RDF.

Densidad de moléculas

La densidad es una de las propiedades que suelen monitorearse para ver la con-

sistencia entre la configuracion morfoldgica de las simulaciones y el valor conocido
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para la densidad de las moléculas en estudio, usualmente se observa el valor promedio
del agua dado que es la molécula predominante en los sistemas clasicos de DM [36].
Para calcular la densidad se realiza un histograma sobre el ntimero de particulas que
conforman una molécula a lo largo de un eje!. Finalmente se divide el histograma
entre el volumen relativo al ancho de la seccion de busqueda (dr en la Fig. 3.2) para
la elaboracion del histograma y el area de la caja de simulacion. Al igual que la RDF,
el conteo de particulas para el histograma se describe por una delta de Dirac, tal como

se muestra en la siguiente ecuacion:

1 &
pa(z) = A e ;5(% —2) (3.11)

donde pg(z) es la densidad del grupo de moléculas G respecto a la coordenada z de
la caja de simulacion con una area de Ayp,,; mientras que hg;ce es el ancho de clase (o

bin) para el histograma.

Parametro de Orden

En el estudio de membranas toma importancia la orientaciéon que tienen las colas
de los lipidos respecto del vector normal al plano donde yace la membrana, puesto
que es uno de los primeros indicadores del estado de fase en el cual se encuentra
la membrana, i.e. gaseoso, liquido, liquido-condensado, etc. Para ello se utiliza el

parametro de orden S.; [65, 66| definido como:

Sea = = (cos* ) — % (3.12)

[\CRGV]

donde 6 es el angulo formado por la orientacion relativa entre dos atomos de carbono
consecutivos de las colas respecto a la normal al plano donde se encuentra la membra-
na. Los valores que puede tomar S.4 estan en un intervalo entre 1 (orientacion paralela
entre los carbonos y la normal) y -1/2 (orientacion antiparalela entre los carbonos y

la normal), mientras que un valor para S.; de 0 representa una orientacion aleatoria.

1Usualmente se selecciona el eje z por la anisotropia de los sistemas que involucran membranas.
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3.1.3. Calculo de Energia Libre

El célculo de la energia libre [39] es utilizado para determinar los cambios que
sufren los sistemas, cuanto trabajo pueden producir, asi como las condiciones de
configuraciones energéticamente favorables a lo largo de una coordenada de reaccion.
Se expresa mediante dos maneras diferentes: energia libre de Helmholtz (F) y energia
libre de Gibbs (G). La energia libre es una propiedad extensiva, lo que significa que su
magnitud depende de la cantidad de una sustancia en un estado termodindmico dado.
Los cambios en la energia libre, AF o AG, son ttiles para determinar la direccion del
cambio espontaneo y evaluar el trabajo maximo que se puede obtener de los procesos
termodinamicos que involucran reacciones quimicas o de otro tipo. El método para
calcular el cambio de la energia libre en DM es mediante simulaciones durante las
cuales el Hamiltoniano del sistema varia lentamente entre un estado A y un estado
B. Para ello se requiere modificar el Hamiltoniano en funciéon de un parametro A, el

cual varia entre 0 (estado A) y 1 (estado B).
H(p,q.0) = H*(p,q); H(p,q,1) = H®(p,q). (3.13)

La energfa libre de Helmholtz (F) est4 relacionada a la funcion de particion QF
del sistema canonico (NVT), mientras que la energia libre de Gibbs (G) a la funcion
de particion Q¢ del ensamble NPT, para presién y temperatura constantes:

F(\) =— KTl QF
Q" = C//exp [—BH(p,q,\)] dpdq
G(\) = — KgTlnQ° (3.14)
@ =c [ [ [ewl-tr.0.0 - 5oV dpdaav
G=F+pV,

donde B = 1/kpgT vy ¢ = (N'h3N)~1. Las integrales no pueden ser obtenidas direc-

tamente de las simulaciones, sin embargo se puede obtener la derivada respecto a A
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como el promedio en el ensamble:

F=—KgTlh (c//exp [—=BH(p,q, )] dpdq)

A _ I E8Om/0N el Ndpdg T
dx [ [ exp[=BH(p,q, \)dp dq

dF ff OH/O\) exp|—BH (p,q,\)|dp dq _ JOH

dx ffexp —BH(p,q,\)|dp dgq a <a_/\>NVT)\’ (3.16)

de la misma manera se puede obtener la relacion para G. Finalmente se llega a la

diferencia energética entre dos estados (A y B) como:

FB(V,T) - FAV,T) = /01 <aa_]1> d\, (3.17)
GB(p,T) — GA(p,T) = /01 <%—§>Npm dA. (3.18)

Dentro del estudio de la DM, el calculo de la energia libre es complejo [60, 67,
68, 69] dado que se requiere un tiempo de computo significativo para garantizar
que la variacién de los sistemas del estado A al estado B es suficientemente lenta
para conservar el equilibrio. Para ello, existen diferentes métodos que han probado
ser eficientes para el calculo de energia libre, ellos son: Integrador termodinamico,
perturbacion de energia libre, potencial de fuerza media (PMF por sus siglas en inglés)
[70] v el muestreo de sombrilla (US por sus siglas en inglés) [67]. En este trabajo se
utiliz6 una combinaciéon del PMF y US para hacer el anélisis de la energia libre

mediante el método WHAM, que se explicara a continuacion.

Potencial de Fuerza Media

De acuerdo con las ecuaciones 3.17 y 3.18, se observa que la diferencia energética
entre dos estados A y B esté relacionada con la integral respecto a A. El potencial de
fuerza media (PMF) dice que la fuerza que se opone al proceso de transicién entre

los estados A y B, esta se relaciona con la variacion energética mediante la siguiente
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ecuacion [70]:

0
SeMan = = (Fo) (3.19)

donde a § se le conoce como coordenada del pardmetro de reaccion y F¢ es conocida
como la fuerza de restriccion, requerida para mantener al sistema en la coordenada
§. En DM se propone una fuerza de empuje o arrastre contraria a F¢ con un caracter
armoénico. GROMACS permite la incorporaciéon de esta fuerza mediante el comando
pull force en el archivo de parametros (véase el capitulo 3.1.4), donde es necesario
definir dos grupos: selectivo y referencia; el centro de masas (COM) del grupo de
seleccion sera empujado respecto al COM del grupo de referencia. En esta metodologia
también es necesario definir una constante de restricciéon para completar el potencial

armonico:

U = §(€ —&)”. (3.20)

Del proceso de empuje, se obtiene un conjunto de trayectorias que describe el
sistema entre los estados A y B, asi mismo se obtiene una descripcion de F, que
puede ser asociada al cambio de energia libre por la Ec. 3.19. Sin embargo, este
método es susceptible a diferentes factores como las condiciones iniciales, anadiendo
que carece de suficiente estadistica para una interpretacion correcta de la variacion
de la energia libre. Un método que complementa la informacién obtenida del PMF es

conocido como muestreo de sombrilla el cual se introduce en la siguiente seccion.

Muestreo de Sombrilla

El método del muestreo de sombrilla (US, por sus siglas en inglés Umbrella Sam-
pling) propone obtener del proceso de empuje diferentes configuraciones independien-
tes espaciadas a lo largo de la coordenada &, conocidas como ventanas, para el calculo
de la energia potencial en cada configuraciéon mediante un potencial conocido como

potencial de sombrilla, que se anadira al Hamiltoniano del sistema [67, 68, 69]:

UE) = (6 — 00 3.21)
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donde k; es la constante de restriccion elegida en funcion de la energia potencial
del sistema en cada ventana ¢ a lo largo la coordenada &; y &y; es la posicion de
equilibrio del sistema. Generalmente se determina a prior:i el ancho y centro de cada
ventana, usualmente tomando como centro el COM del sistema de referencia. Una vez
determinados todas las ventanas que se utilizaran para el US, se realiza un simulacion
en DM para el célculo de la energia potencial del sistema para cada ventana. Del
resultado de esta simulacién se obtendra la estadistica necesaria para calcular la
variacion del PMF a lo largo de la coordenada &, el método mas utilizado para unir

los datos estadisticos de las simulaciones es el método conocido como WHAM [71].

WHAM

Cuando se han terminado todas las simulaciones involucradas en el método US,
con un potencial de sombrilla k;, para cada N ventanas se guarda un histograma
h(§) alo largo de la coordenada de reaccion sesgado por el potencial paraguas U;(€).
La forma habitual de combinar toda la estadistica de cada ventana independiente es
mediante el método WHAM (Weighted Histogram Analysis Method). Las ecuaciones
del método WHAM son |[71]:

Zl]\il hl(g)
P — .
) = S b =AU — ) (322
exp(—B) = / dEP(€) expl— BUL(E) (3.23)

donde [ es el inverso de kgT', N es el nimero de ventanas, [ y k son los indices de las
ventanas, n; es el nimero de datos en el histograma h;. El método WHAM contiene
dos cantidades desconocidas que son la constante de energia libre f; y la distribucion

de probabilidad insesgada P(&) que esté relacionada con el PMF como:

W() = -p7" € [P(§)/P(&)] - (3.24)
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Las ecuaciones 3.22 y 3.23 estan acopladas y se resuelven iterativamente. El histogra-
ma que se obtiene para el método WHAM es el PMF a lo largo de la coordenada &, este
método también se encuentra incorporado en el software de GROMACS (g wham).
En la siguiente secciéon 3.1.4 se resumiran los archivos y procedimientos necesarios

para ejecutar una simulacion DM y US en GROMACS.

3.1.4. Procedimientos y parametros

Archivos necesarios

Tal como se muestra en las tablas 3.1 y 3.2, existen diferentes interacciones en-
tre dos o mas particulas; a su vez, estas interacciones se rigen por las constantes de
interaccion. El valor de las constantes de interaccién es atin una linea de investiga-
cién en progreso, ya que frecuentemente se actualizan los parametros para que los
sistemas reproduzcan de mejor manera diferentes propiedades fisicas experimentales
de los sistemas; tal como son tension superficial, dipolos eléctricos, entre otros. Las
constantes de interaccion se guardan en archivos llamados campos de fuerzas (FF, por
sus siglas en inglés). Existen diferentes FF; tal como AMBER [72], GROMOS [73],
OPLS-AA/L [74] y CHARMM [52]. A lo largo de este trabajo se utilizo la ultima
actualizacion de CHARMM conocido como CHARMMS36 para parametrizar todas las
moléculas de los sistemas y para parametrizar las moléculas de agua utilizamos el
modelo TIP3P [75] dado que CHARMMS36 esta optimizado para trabajar con este
modelo del agua. La parametrizacion de las moléculas de drogas se implementaron a
partir de los identificadores asociados a cada droga en la base de datos para proteinas
(PDB) [76].

En la estructura interna de GROMACS, los campos de fuerzas se contienen dentro
de archivos conocidos como topologias (.itp). Dichos archivos contienen toda la infor-
macion de los sistemas que se estudiaran, asi como los parametros que se involucran
en la dinamica, en los cuales se indican la composicion atéomica de las moléculas; los
enlaces ligados, exclusiones, angulos ligados y dihedros entre a&tomos de la misma mo-

lécula; asi como la cantidad de cada molécula de distintas especies que conformaréin
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al sistema. Dicho de otra manera, las topologias engloban la informaciéon para cada
molécula distinta que conforman los sistemas asi como la cantidad de cada una de
ellas presente en los sistemas.

Por tltimo, tenemos al archivo de la configuracion inicial (.gro) y el archivo de pa-
rametros de dindmica molecular (.mdp). El archivo de la configuracion inicial indica
las posiciones y velocidades de cada dtomo en el sistema. Para encontrar la configu-
racion inicial de una manera 6ptima se utilizé el constructor CHARMM-GUI [77],
el cual a su vez utiliza el método de Monte Carlo para determinar la configuracion
energética optima del sistema. Mientras que en el formato de ejecucion se incluyen
todos los pardametros necesarios para la DM: tamano de paso de tiempo; nimero de
pasos; temperatura y presion de referencia del sistema; y los algoritmos para los aco-
plamientos de presion y temperatura (si los hay). En la siguiente seccién hablaremos

de los procedimientos necesarios para garantizar una correcta DM y US.

Procedimientos
Dinamica Molecular

El primer paso para garantizar una MD exitosa consiste en la minimizaciéon de la
energia del sistema, en la cual se implementa un algoritmo de descenso de gradiente
modificando las posiciones de las particulas hasta alcanzar un minimo de energia
de referencia [60]. El método de minimizacion de energia por descenso de gradiente

consiste en la actualizaciéon de la posiciéon de las moléculas del sistema por la ecuacion:

F
h (3.25)

T e

donde r es el vector posiciéon de una molécula para una iteracion n, F es el vector
fuerza actuando sobre la molécula debida al negativo del gradiente de potencial V' y
h, es el maximo desplazamiento. La notacion max(F,,) significa que es la magnitud
méxima de una fuerza sobre cualquier molécula del sistema y se actualizan las fuerzas
y energias por las nuevas posiciones. De esta manera, la condiciéon para el valor de h,,

es determinada por:
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= Si V.1 <V, las nuevas posiciones son aceptadas y h,,1 = 1.2h,
» Si V.1 >V, las nuevas posiciones son rechazadas y h,.1 = 0.2h,,

el algoritmo termina cuando se alcanza un nimero maximo de iteraciones permi-
tidas o la magnitud maxima de una fuerza sobre cualquier molécula es menor que
una fuerza de tolerancia, ambos pardmetros deben ser especificados en el archivo de
parametros (.mdp). Citando el manual de GROMACS [60] "Knowledge of all local
minima, including the global one, and of all saddle points would enable us to describe
the relevant structures and conformations and their free energies, as well as the dyna-
mics of structural transitions. Unfortunately, the dimensionality of the configurational
space and the number of local minima is so high that it is impossible to sample the
space at a sufficient number of points to obtain a complete survey. In particular, no
minimization method exists that guarantees the determination of the global minimum
i any practical amount of time. Impractical methods exist, some much faster than
others. However, given a starting configuration, it is possible to find the nearest local
minimum. “Nearest” in this context does not always imply “nearest” in a geometrical
sense (i.e., the least sum of square coordinate differences), but means the minimum
that can be reached by systematically moving down the steepest local gradient. Finding
this nearest local minimum is all that GROMACS can do for you, sorry!."

Las condiciones para realizar la minimizacién de energia son basadas en las reco-
mendaciones de GROMACS [60]: tolerancia de fuerza 1000 kJ/mol/nm, tamano de
paso de energia 0.01 kJ/mol, nimero maximo de pasos 50000, el método de busqueda
fue el algoritmo de mallas descrito en el capitulo 3. El método de Ewald para mallas
(PME, [78]) se utiliz6 para calcular las contribuciones de largo alcance (Ginicamente
debido al potencial de Coulomb) al potencial de interaccién. Se consideraron nueva-
mente los pardmetros recomendados por GROMACS para monocapas, que consisten
en una distancia de corte (r.,) de 1.2 nm, con un orden 4 que equivale a una interpo-
lacion cibica y aplicando correcciones de dispersion de largo alcance para energia y
presion (DispCorr = EnerPres en el archivo de parametros). El método PME con-

siste en cambiar la suma de las interacciones electrostaticas de corto y largo alcance
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en el espacio real por su equivalente en el espacio de Fourier, la ventaja de este método
es la rapida convergencia de la suma en el espacio de Fourier en comparaciéon con su

equivalente en el espacio real cuando las interacciones se realizan a larga distancia.

El segundo paso es desarrollado para equilibrar el sistema a las condiciones desea-
das; ya sea temperatura, presion o 7y constantes. Usualmente se imponen restricciones
a las moléculas para conservar su estructura, especialmente en moléculas complejas,
como son los lipidos y proteinas. Dentro del proceso de equilibrio se desarrolla pri-
mero una simulacién bajo condiciones canonicas (NVT), fijando el volumen de la
caja al desactivar los acoplamientos de presion e implementando un termostato a una
temperatura de referencia. Si los sistemas se rigen bajo condiciones NVT, este sera
su dnico paso de equilibrio, mientras que si son sistemas NPT o N4T sera necesario
un segundo paso de equilibrio para que el sistema alcance los valores impuestos a la

presion o tension superficial, respectivamente.

Las condiciones para desarrollar el equilibrio bajo NVT son: integrador leap-frog,
con un tamano de paso de 2 fs; algoritmo LINCS para mantener la estructura atémica
de las moléculas; para optimizar el célculo de las interacciones de corto y largo alcance
se utilizo el algoritmo PME con un radio de corte para el potencial de Coulomb y van
der Waals de 1.2 nm; algoritmo de v-rescale como termostato fijando una temperatura

de 298 K como referencia.

Para desarrollar el proceso de equilibrio en los sistemas bajo condiciones NPT y
N~T, se utilizan las mismas condiciones descritas para los sistemas NVT anadiendo
algoritmos de control de presion, ya sea mediante las ecuaciones 3.6 y 3.7 para siste-
mas NPT o indirectamente por la Ec. 3.8 para sistemas N+T. Estudios previos han
demostrado que el algoritmo de Berendsen es el més eficiente para controlar la presion
al involucrar restricciones a la dindmica molecular [59, 67].

Una vez realizados los procesos de minimizacion de energia y equilibrio se procede
a implementar los algoritmos de dindmica molecular para la evoluciéon temporal de
los sistemas. En este paso, las restricciones sobre las moléculas son eliminadas para
dejar a los sistemas evolucionar tinicamente siendo afectados por los potenciales de

interaccion molecular, termostatos y barostatos. Las condiciones para llevar a cabo la
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dindmica molecular, ya sin restricciones, se mantienen constantes; no obstante los al-
goritmos utilizados para regular la presioén y temperatura se modifican; el termostato
se cambia de v-reescale a Nosé-Hoover, por su parte el barostato cambia de Berend-
sen a Parrinello-Rahman. Lo anterior debido a razones tales como mayor exactitud,
variaciones menos abruptas en las mediciones aunque se eleva el tiempo de computo

requerido para realizar los calculos [49, 79, 80].

Procedimiento para el muestreo de sombrilla

La metodologia desarrollada para implementar el muestreo de sombrilla (por sus
siglas en inglés, umbrella sampling US) es la descrita en el trabajo de Lemkul (2010)
[67, 68]. La cual establece un proceso de empuje de un grupo A respecto a un grupo de
referencia inmévil B mediante una fuerza de empuje. De este proceso se escogen vein-
ticinco ventanas las cuales seran evolucionadas mediante MD clasico en un ensamble
canonico para calcular la energia potencial del grupo A respecto a su entorno de las
diferentes ventanas. El analisis de la estadistica obtenida de las veinticinco ventanas
es procesada mediante el método WHAM que se utilizaréd para el calculo del potencial
de fuerza media de la droga a través de la membrana.

La configuracion inicial de los sistemas utilizados para realizar el US, es la con-
figuracion final de la dindmica molecular de los sistemas de membranas en ausencia
de las drogas, lo anterior para garantizar que el sistema se encuentre en equilibrio
antes de realizar el US. La membrana se sitia en el plano zy centrada en la caja de
simulacion a lo largo del eje z. Posteriormente, se coloca la droga aproximadamente
a un nanoémetro por encima de la interfase lipido-vacio para finalmente comenzar con
el proceso de empuje.

Para realizar el proceso de empuje se implementa un sistema donde la molécula de
droga sera llevada a través de la membrana respecto a una particula de prueba fija en
una posicion determinada, la inclusiéon de la particula de prueba fue implementada en
el trabajo de J.V. Ferreira [69]. En nuestro trabajo, la particula de prueba se situa en
el centro de masas (COM) de la droga para empujar la droga a través de la membrana,

tal como se muestra en la Fig. 3.3, este proceso se realiza mediante una fuerza inversa
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Figura 3.3: Esquema del empuje de una droga a través de una membrana por medio de
una fuerza derivada del potencial armoénico (Ec. 3.20) entre la droga y una particula virtual
(dummy), desde una configuracion inicial (izquierda) hasta una final (derecha). Cada color
en el esquema representa un tipo molécula: los lipidos son rojos, la droga es de color negro,
el agua es azul y la particula dummy es gris.

a la fuerza de restriccion (Ec. 3.19) derivada del Hamiltoniano al agregar el potencial
armoénico (Ec. 3.20), donde la coordenada del pardmetro de reaccion (£) se escoge

como el vector normal a la membrana (eje z).

Las condiciones del proceso de empuje implementados para este trabajo y que
son anadidas al archivo de pardmetros de DM son: tiempo de 500 ps, utilizando una

2 en la

constante de restricciéon para el potencial arménico de 1000 kJ-mol~!-nm
direccion z y una velocidad de empuje de 0.01 nm-ps~!. Una vez terminado el proceso
de empuje, como se ha mencionado previamente, se escogieron veinticinco ventanas (o
configuraciones iniciales), cuya diferencia entre cada ventana radica en la separacion

entre los centros de masa de la droga a lo largo de &; la separacion elegida en este

trabajo es de 0.2 nm para cada ventana.

El dltimo paso consiste en desarrollar una simulaciéon de dinamica molecular du-
rante 10 ns en un ensamble candnico, resultando en un total de 250 ns de simulaciéon
por sistema. Para ello, se elimina la fuerza de empuje y restricciones a las moléculas,
utilizando las mismas condiciones que en la seccién anterior para iterar en el tiempo

los sistemas NVT. Finalmente, se utiliza el método WHAM disponible en GROMACS
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mediante el comando ¢,n.n para unir toda la estadistica recabada de las veinticinco
simulaciones de las ventanas, calculado de esta manera el potencial de fuerza media.

En el siguiente capitulo se discutira la seleccion del ensamble con el cual se realizo,
basandose en el analisis de los resultados obtenidos de una membrana de DPPC bajo
condiciones NVT, N~T y NPT, particularmente la reproducibilidad de la tension
superficial de los sistemas tomando como referencia los valores experimentales de

trabajos previos.

3.2. Materiales y métodos experimentales

3.2.1. Materiales

En el desarrollo de este trabajo se utilizo el lipido 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholine (DPPC, Peso molecular Mw=734 g/mol) obtenido de Avanti Polar
Lipids, Inc. (Alabaste, Al, USA). Asi como cloroformo de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO) el cual se utiliz6 como solvente para suspender los lipidos de DPPC. Los lipidos
(liofilizados y en solucién) se almacenaron a una temperatura igual o menor que
—20° C y constan de una pureza del 99 %. Asi mismo, se realizaron experimentos
con sevoflurano (SF, Mw = 200.055 g/mol) de la marca SVOFAST por parte de la
farmacéutica Baxter, S.A. de C.V. (Guayama, Puerto Rico, USA), con una pureza
del 99.5%. Por ultimo, el agua ultrapura que se utilizdé en este trabajo tiene una
resistividad de 18.2 M), que fue obtenida de por un proceso de purificaciéon por

6smosis inversa usando los equipos RiOs 8 y Simplicity-UV Millipore.

3.2.2. Meétodos
Formaciéon de la Monocapa

La solucion de los lipidos suspendidos en cloroformo se realiza era una concen-
tracion de 1 mg/mL; para ello, se utilizo una béascula (RadWag) para pesar lmg de

DPPC en un matraz aforado de 1 mL.
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Figura 3.4: Montaje de la palangana de Langmuir, donde se numeran los componentes
para realizar los experimentos: (1) recipiente de teflon, (2) barreras de teflon, (3) rodillo de
Du Noiiy—Padday, (4) tensiémetro, (5) termopar y (6) coneccion del recirculador.

Por otro lado, para realizar el procedimiento de la formacién de la monocapa es

necesario equipo de laboratorio especializado listado a continuacion:
» Palangana de Langmuir (KSV Nima);
» Microjeringa Hamilton de 10 pL;
= Barreras de teflon;

El sistema se monté como se muestra en la Fig. 3.4, donde se puede apreciar la
palangana de Langmuir utilizada en este trabajo, cuyo depoésito esta hecho a base
de teflon. En la parte superior de la palangana se puede ver las barreras de teflon
en contacto con la interfase para contener los lipidos en un area determinada y poder
realizar variaciones en el area superficial a una velocidad ajustable. Las dimensiones

de la palangana son:

» Area superficial de 273 cm? entre barreras.
= Volumen de la subfase de 109.2 mL.

s Dimensiones internas 364 mm X 75 mm X 4 mm.

La microjeringa (Fig. 3.5) es utilizada para depositar los lipidos en la superficie

del agua, esparciendo los lipidos en toda la superficie, tal como se ilustra en la Fig. 3.5.
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Figura 3.5: Arriba: Foto de una microjeringa de 5 uL de la marca Hamilton.Abajo: Repre-
sentacion esquemética de la deposicién de los lipidos en la interfase aire-agua.

En este proceso se debe tener especial cuidado, dado que si al momento de depositar
el contenido de la microjeringa en la superficie se generan gotas muy grandes o chorros
de material, este contenido se va al fondo del contenedor, puesto que la densidad del

cloroformo es mayor que la del agua.

Una vez depositados los lipidos en la interfase aire-agua, es necesario esperar un
periodo de 20 minutos para permitir que todo el cloroformo se evapore de la super-
ficie, dejando tnicamente los lipidos en la interfase. Cuando el material se deposita
en la superficie del agua, la dispersion del material continuaré hasta que la presion
superficial alcance un valor de equilibrio. Esta presion de distribucion de equilibrio
(IT.) se define como la que se genera espontaneamente cuando el material se pone
en contacto con una superficie de agua [81, 82|. Una forma de ver este fenomeno es
mediante la comparaciéon con un sistema de un sélido en presencia de su vapor; existe

una presion de vapor de equilibrio para este sistema, si la presion se supera (el vapor
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Figura 3.6: Diagrama esquemaético del método de la placa de Wilhelmy.

se sobresatura) se producird una deposicion sobre la superficie sélida. Esto también
ocurre para una monocapa que se espera que forme cristales si la presion superficial
supera la presion de distribucién de equilibrio. Dicho esto, una vez que la presion
superficial (IT) es menor que II, se puede considerar que la monocapa es metaestable

y se continua con el experiemnto.

Mediciéon de la presion superficial

El Tensiometro es el instrumento encargado de registrar la fuerza que experimenta
un objeto suspendido en la interfase y asi poder calcular la tension superficial o la
presion superficial por la ec. 2.6. Una primera aproximacion para realizar esta medi-
cion es la metodologia atribuida al cientifico aleman Ludwig Wilhelmy [83], descrita

a continuacion.

En la metodologia desarrollada por Wilhelmy, se suspende del tensiémetro una
placa delgada (con un espesor pequeno més no despreciable) que estara en contacto
con una superficie liquida (agua). Al estar en contacto, se formard un menisco en
torno a ella, tal como se ilustra en la Fig. 3.6; en el esquema se ilustra que hg es lo
alto, w el ancho y L el largo de la placa de Wilhelmy, asi como h; la altura del menisco
sobre la placa, 6 el angulo de contacto. De esta manera, la relacion entre la fuerza

que siente el tensiometro debido a la tension superficial es mediante la ecuacion [84]:
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F’y,gas/liquido = 7P COS 97 (326)

donde P es el perimetro de la placa que estd en contacto con la superficie y 6 es
conocido como el angulo de contacto. El método de Wilhelmy sucede principalmente
en equilibrio, por lo que sobre la placa existe un balance de fuerzas. El balance de las

fuerzas involucradas se expresa a continuacion:

F+ Fflotabilidad - Fgravedad - F’y,gas/liquido - F’y,liquido/sc’)lido =0 (327)
donde:

Friotavitidad = pghiwL

Fgrafuedad = pghowL (3 28)
F, gas /liquido = 2(L + w)~y cos O

F.

v,liquido/s6lido ~ 0

con w siendo el ancho de la placa, hy la altura de la placa, hy la parte de la placa
que se encuentra sumergida, L el largo de la placa y p la densidad del material. Con
estas condiciones, se eleva el rodillo justo antes de que el menisco se rompa; en ese

momento la I’ alcanza niveles maximos y la Foapitidad = 0.

Usualmente se elige el platino como material para elaborar la placa que estara
en contacto con las superficies o interfase debido a que es un material quimicamente
inerte y es facil de limpiar. Otra razéon muy importante es que puede humedecerse de
manera 6ptima debido a que su valor de energia libre superficial es muy alta y por lo

tanto generalmente forma un édngulo de contacto 8 = 0 con liquidos.

Con las consideraciones antes mencionadas, se llega a la siguiente ecuacion para
medir la tension superficial a partir de la medicion del tensiometro y de las caracte-

risticas de la placa de Wilhelmy:

_ F —pghywL

2(L+ w) (3:29)
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Hay varias modificaciones del método de la placa de Wilhelmy, y la mas comin
utiliza un rodillo de platino en lugar de una placa, este método es conocido como
método de Du Notliy—Padday. Esto permite la mediciéon en recipientes més pequenos
y, por lo tanto, es adecuado para experimentos en los que solo se pueden proporcionar
pequenas cantidades de liquido. Esto se debe a que al utilizar las placas en recipientes
pequenos, los bordes del recipiente pueden estar cerca del menisco, lo cual afectaria su
equilibrio. La geometria juega un papel importante en la ec. 3.29, donde el perimetro
y el largo de la placa es importante; para el caso del rodillo de Du Noiiy—Padday se

puede reescribir la ec. 3.29 como:

S (3.30)

donde m es la masa y r el radio del rodillo.

3.2.3. Obtencion de las Isotermas

El equipo necesario para obtener las isotermas de los sistemas es el siguiente:

Palangana de Langmuir;

Barreras de teflon;

Recirculador (ThermoFisher Scientific);

Tensiometro (KSV Nima);

Rodillo de Du Noiiy-Padday en platino (KSV Nima, perimetro de 3.318 mm)

En la Fig. 3.4 se observan los diferentes componentes utilizados para monitorear el
sistema: el rodillo de platino colgado del tensiémetro para medir la presion superficial
y el termopar utilizado para medir la temperatura del sistema. La temperatura es
controlada mediante un recirculador conectado al extremo izquierdo de la palangana
con una precision de £1 °C.

Los sistemas estudiados con la palangana de Langmuir son susceptibles a los cam-

bios de temperatura, a los movimientos bruscos y a las impurezas que se encuentren
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en el medio. Por ello, la palangana se encuentra en una mesa antivibraciones cubierta
con un plastico para evitar en medida de lo posible las particulas dispersas de polvo
en el ambiente. En este mismo sentido, la limpieza de la palangana es un factor a
tomar en cuenta, ya que la menor de las impurezas modifica el sistema, afectando los
resultados en la medicion en la presion superficial. Por lo mencionado anteriormente,

se implementa una metodologia de limpieza de la palangana descrita a continuacion:

= Superficie de teflon de la palangana:

e Lavar profundamente con etanol y Kimwipes (panuelos desechables libres

de pelusa) para remover residuos de experimentos previos u organicos
e Enjuagar con agua ultrapura

e Lavar con cloroformo para asegurar que las particulas adheridas en el teflon

sean removidas debido a las propiedades de solvente que tiene el cloroformo

e Enjuagar la palangana dos veces mas con agua ultrapura

= El rodillo de platino se limpia primero con etanol y cloroformo para remover
residuos. Por tultimo se somete a la llama azul de un soplete de isobutano para

terminar la esterilizacion de la superficie

= Las barreras y el termopar no pueden ser expuestos a cloroformo debido su
diseno, asi que solo son lavados meticulosamente con etanol y enjuagados con

agua ultrapura

Para poder garantizar que la superficie de la palangana se encuentra limpia, se
mide la tension superficial inicamente con agua, cuyo resultado esperado es que la
medicion se mantenga invariable a un valor de referencia. Una vez terminado el proceso
de limpieza de la palangana y montado el equipo como se muestra en la Fig. 3.4, se
espera un lapso de tiempo de diez a quince minutos para permitir al recirculador
llevar al sistema a una temperatura en promedio constante de 20°C. En ese momento,
se coloca la referencia en la medicion del tensiometro a 0 mN/m y se realiza una
compresion de las barreras a una velocidad constante de 5 mm /min. Los resultados

se muestran en la Fig. 3.7.
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Figura 3.7: Medicién de la presion superficial del agua con y sin impurezas en la palangana

de Langmuir.

En la Fig. 3.7 se puede observar como la presion superficial medida del agua en una
superficie limpia se mantiene oscilando en valores cercanos a 0 mN /m; por el contrario,
en el caso para el cual la superficie de la palangana presenta impurezas la presion
superficial tiende a aumentar a medida que el area entre las barreras disminuye. Asi
mismo, la Fiig. 3.8 muestra los valores medidos por el termopar, donde se aprecia como
la temperatura toma valores cercanos a 20 °C, siendo esta una prueba de la eficiencia

del recirculador para mantener la temperatura en promedio constante.

3.2.4. Introduccién de las drogas a los sistemas

En el capitulo 5, se hablara de la interacciéon de una membrana de DPPC con
una droga con propiedades anestésicas llamada sevoflurano. Esta droga tiene la ca-
racteristica de ser muy volatil, por lo que se implementa una serie de experimentos
para tratar de evitar que la droga se escape de la interfase al medio circundante. De
la misma manera, se compararan los resultados reportados experimentalmente con
los numéricos, por lo tanto se realizan disoluciones de sevoflurano en alcohol etilico

al 99 % de pureza a fin controlar las relaciones para las concentraciones relativas en-



52 CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

21
Superficie con impurezas
Superficie limpia
205 |
9)
<
g
=
= 20 - e 1
- S
8]
j= N
5
= 19.5 L
19

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
A2/Molecula

Figura 3.8: Medicién de la temperatura por medio del termopar para los sistemas de agua
ultrapura con y sin impurezas en la palangana de Langmuir.

tre el nimero de moléculas de DPPC y el nimero de moléculas total en la interfase

(XDPPC> .

Deposicion en la subfase

La introduccion de la droga en la subfase se desarroll6 mediante un sistema mon-
tado como el diagrama mostrado en la Fig. 3.9.

La jeringa que se utilizo6 en fue una Microjeringa Hamilton de 10 pl para la
introduccion de las moléculas de droga al sistema. Previo a introducir las drogas, es
necesario que el sistema esté en equilibrio; por lo tanto, la microjeringa debe estar
posicionada en un lugar fijo antes de la formacién de la membrana en la interfase
agua-aire.

Una vez que el cloroformo se ha evaporado de la interfase, se introduce lentamente
el contenido de la microjeringa a la subfase. Una vez vaciado el contenido de la
microjeringa es necesario esperar un tiempo de treinta minutos para que el alcohol se
absorba en la subfase, mientras que el sevoflurano se dirigiré a la interfase debido a

sus propiedades hidrofobicas. De esta manera, el tiempo para que el sistema alcance
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Figura 3.9: Esquema de la deposicion del sevoflurano en la subfase.

el equilibrio entre la deposicion de los lipidos en la interfase y la incorporacion del

sevoflurano es de aproximadamente sesenta minutos.
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Capitulo 4

Dinamica Molecular de las Membrana

con Agentes Externos

4.1. Comprobaciéon de los métodos numeéricos

En este capitulo se describe brevemente la forma de construir una monocapa de
DPPC, asi como los resultados de esta bajo diferentes ensambles termodinédmicos,
que sentaran las bases para discutir el ensamble que se elegird para desarrollar los

sistemas de membranas lipidicas con agentes quimicos externos (drogas).

4.1.1. Configuraciones iniciales

Al trabajar con diferentes ensambles, las configuraciones pueden obtenerse de di-
ferentes maneras, como ejemplo tenemos el método de Monte Carlo, auto-ensamble,
o programas constructores que se encuentran en linea. En este trabajo, se decidio
utilizar el ensamblador conocido como CHARMM-GUI [77] de los desarrolladores del
campo de fuerzas CHARMM, que a su vez utilizan el método Monte Carlo para encon-
trar la configuracion energética 6ptima. Este constructor utiliza el campo de fuerzas
conocido como CHARMMS36 [52] para parametrizar las moléculas que conforman los
sistemas, asi como el modelo de agua conocido como TIP3P [75].

Utilizando CHARMM-GUI, la forma de construir una monocapa es mediante la

95
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implementacion de una membrana bicapa; para ello se escoge el niimero de lipidos
para cada monocapa de la membrana bicapa, en este trabajo se decide trabajar con
una cantidad de 40 lipidos por monocapa debido a que trabajos anteriores han de-
mostrado una buena consistencia entre resultados experimentales y numéricos para
esta cantidad de lipidos, particularmente la tension superficial. La bicapa se situa en
el centro de una caja de simulacion y se llena con agua hasta que el agua contenida
en la caja de simulacién alcance una densidad aproximada de 1000 kg/m?; posterior-
mente, por condiciones periédicas a la frontera, el sistema se recorre hasta que las
monocapas quedan en los extremos de la caja de simulacién y en medio se encuentra
el agua. Finalmente, se sitian dos capas de vacio de 10 nm entre las monocapas pa-
ra evitar que las monocapas interactien entre si. Una vez construida la membrana,
la configuracion inicial se deriva del método Monte Carlo mediante su configuracion
energética 6ptima.

Ya que se define la cantidad de lipidos por monocapa, se determina el area en la
cual yaceran, conocida como plateu. Diferentes trabajos numéricos y experimentales
han determinado la relaciéon que existe para la tension superficial y el area disponible
por molécula (llamada en inglés como mean molecular drea, mma). Tomando como
referencia los datos experimentales, se construyeron tres sistemas iniciales a mma de
55, 63 y 90 A2 /molécula, los cuales seran sometidos a un proceso de minimizacion,
equilibrio y dinamica molecular (MD) bajo los ensambles NVT, NyT y NPT; la Fig.
4.1 muestra las configuraciones iniciales de las membranas de DPPC a un area por

molécula de 55 y 90 A2 /molécula.

4.1.2. Minimizacién de energia y equilibrio

Como se menciono en el capitulo 3.1.4, el primer paso para cualquier simulacion
consiste en la minimizacion de energia de los sistemas. Este procedimiento es imple-
mentado para todas los sistemas descritos en este trabajo y se obtienen resultados
iguales para cada uno de ellos, esto se debe a que es el mismo tipo de moléculas in-
volucradas en la dindmica y que viene de un procesamiento por Monte Carlo que ya

tiene al sistema en una configuraciéon muy cercana al equilibrio. La Fig. 4.2 muestra
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Figura 4.1: Configuraciéon inicial de las membranas monocapas de DPPC a un &rea pro-
medio por molécula de 55 (izquierda) y 90 (derecha) A2 /molécula.

el descenso en la energia potencial del sistema de la membrana a 55 A2 /molécula

Posterior a la minimizaciéon de energia se sigue con un proceso de equilibrio bajo
condiciones NVT, para ello se inician las velocidades de las moléculas en relacion a
una distribucion de Maxwell alrededor de 298 K por la ec. 3.5. Se dejaron equilibrar
los sistemas un total de 20 ns para los sistemas que tinicamente seran desarrollados
bajo condiciones NVT; en el caso de los sistemas NPT o N4T se utilizaron 10 ns
para el equilibrio NVT y 10 ns para equilibrar la presion o 7, segtin sea el caso. La
Fig. 4.3 muestra la evolucion de la temperatura al comienzo del equilibrio para los
sistemas NVT, NyT y NPT. Después de 20 ps la temperatura en el ensamble alcanza
la temperatura de referencia y se mantiene a lo largo de los procesos subsecuentes de
equilibrio y MD.

Como se menciond, para los casos de NPT y N4T es necesario equilibrar los sis-
temas en la presion y tension superficial de referencia. El tensor de presiones para los
sistemas de monocapas es inhomogéneo, en este trabajo las componentes importantes
corresponden a la diagonal del tensor de presion, esto se debe a la forma de calcular

la tension superficial por la ec. 3.8. Sin embargo una buena referencia es que la com-
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Figura 4.2: Minimizacién de la energia potencial de un sistema bajo un algoritmo de
descenso de gradiente; este proceso se repite para todos los sistemas, obteniendo el mismo
comportamiento debido a los tamanos pequenos de los sistemas.

ponente P.. tiende a oscilar alrededor de cero en los sistemas donde no se impone
una condicion a la presion (NVT y N4T) y para el caso NPT la componente P, se
fija a 0; por lo tanto, se ilustran los resultados de la componente P,, para observar
el comportamiento de la presiéon debido a los tres diferentes ensambles. Después de
10 ns de equilibrio, los resultados de la presion en el altimo nanosegundo del proceso
son mostrados en la Fig. 4.4, donde se observa que en promedio los barostatos man-
tienen la presion constante a cero, no obstante el ensamble NPT muestra una mayor

variacion entre las mediciones de la presion a lo largo de la evolucion temporal.

La diferencia en el proceso de equilibrio para controlar la temperatura no fue sig-
nificativa, es decir, los tres sistemas mostraron un buen comportamiento al mantener
en promedio la temperatura del sistema alrededor de 298 K, tal como puede obser-
varse en la Fig. 4.3, con desviaciones estandar (s) en el ultimo ns del proceso de
equilibrio de 2.02 K para NVT, 2.10 K para N7T y 1.85 K para NPT. Basandose en
los resultados de la presion, se puede notar que en el sistema NPT la presion varia

de manera significativa respecto sus analogos NVT y N~T; para corroborar que este
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Figura 4.3: Resultado de los primeros 120 ps del proceso de equilibrio de temperatura bajo
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Figura 4.4: Componente zz del tensor de presion en el dltimo ns del proceso de equilibrio
para los sistemas NVT, NvT y NPT.
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comportamiento no se debiera a una falta de tiempo para llegar al equilibrio se dejo
equilibrar por 20, 40, 80 y 100 ns adicionales, sin embargo, el comportamiento de la

presion fue el mismo.

4.1.3. Dinamica Molecular

Después del proceso de minimizaciéon de energia y equilibrio, los sistemas se de-
sarrollaron en GROMACS por un total de 15 ns bajo los algoritmos de iteracion
temporal, descritos en el capitulo 3, para dindmica molecular sin ninguna restricciéon
a las interacciones entre las moléculas. El criterio que se utilizd6 para determinar el
ensamble en el cual se desarrollo este trabajo fue mediante el analisis de tension super-
ficial de los sistemas a diferentes mma, utilizando como referencia los datos numéricos
reportados para el DPPC [85].

La tabla 4.1 muestra los valores para la tension superficial de los sistemas bajo
condiciones NVT y NPT, obtenida de los tiltimos 5 ns de cada simulacién. Para obte-
ner el area superficial en los sistemas NPT es importante mencionar que se desarrolla
bajo condiciones semiisotropicas en la presion, esto quiere decir que el acoplamiento
de presion es isotropico en la direccion x e y, pero diferente en la direccion z. Se
desarrollaron una serie de simulaciones que consistieron en la implementacion sis-
tematicas de diferentes valores de la presion P,, entre —50 bar hasta 50 bar hasta
alcanzar el area superficial deseada de 55, 63 y 90 A2 /molécula, manteniendo P,, = 0
[60]. Los resultados muestran que la relacion entre el mma y « para los sistemas bajo
el ensamble NPT para mma menores que 90 tienen v negativa, lo cual es fisicamente
inadecuado para el tipo de sistemas que se pretenden estudiar y la principal razén
por los valores negativos obtenidos para este sistema es que las condiciones impuestas

para los sistemas estdn mal implementadas.

Area Superficial (A2 /molécula) | NPT (mN/m) | NVT (mN/m)

25 —107.57 38.6
63 —38.22 02.17
90 5.77 61.17

Tabla 4.1: Relacion de tension superficial para ensambles NPT y NVT.


Tesis-Claudia
Texto escrito a máquina

Tesis-Claudia
Texto escrito a máquina
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Al igual que el sistema bajo el ensamble NPT, en el ensamble NvT se varia la
tension superficial hasta alcanzar la mma deseada. En la tabla 4.2 se presentan los
resultados de la membrana de DPPC bajo los ensambles NVT y N+T. Los sistemas
bajo NyT permanecen en un intervalo de mma entre 55 y 63 A2 /molécula, mientras
que para valores superiores a una tension superficial de 55 mN/m los sistemas pre-
sentan inestabilidades y la subrutina se rompe; en este trabajo se desconoce la razoéon
por la cual los sistemas NyT no superan un area por molécula de 63 A2 /molécula con

las condiciones descritas en la seccién anterior.

Area Superficial (A?/molécula) | NyT (mN/m) | NVT (mN/m)
5} 35.76 38.61
60 40.86 -
63 50.90 52.17
90 - 61.17

Tabla 4.2: Relacion de tension superficial para ensambles NyT y NVT.

Debido a los resultados presentados en las tablas 4.1 y 4.2, se decidi6 que el
ensamble con el que se desarrollen los sistemas es el ensamble NVT, puesto que el
ensamble NPT presenta tensiones superficiales negativas y que el ensamble N~4T no
supera el area promedio por molécula de 63 A2 /molécula; debido a que se estudiaran
las fases de liquido expandido (mma >70 A2 /molécula) y liquido condensado (mma
<65 A2 /molécula). En el siguiente capitulo se utilizara el ensamble NVT para simular
una membrana mixta de DPPC/DPPG interactuando con agentes externos; en este
trabajo, los agentes externos consistiran en cuatro diferentes drogas con propiedades

anestésicas.

4.2. Membrana DPPC/DPPG con agentes externos

Como se hace mencion en el capitulo 1, en este trabajo se decidi6é utilizar una
membrana compuesta de dos lipidos conocidos como dipalmitoilfosfatidilcolin (DPPC)
y dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) (véase Fig. 1.2), debido a que se ha demostrado
que el 80 % de los lipidos que componen el surfactante pulmonar es una mezcla de

4:1 de lipidos fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilglicerol (PG) [36, 86|. Se utilizaron
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cinco diferentes configuraciones para explorar dos fases de la membrana; 90 y 75
A? /molécula para la fase liquido expandido, y para liquido condensado se utilizaron
63, 55 v 50 A2 /molécula. Las propiedades que se analizaron son: tension superficial,
funcién de distribucion radial, densidad y parametro de orden; todas estan descritos
en el capitulo 3. Antes de introducir las drogas a la membrana, es necesario desarrollar
una validacion del sistema, lo anterior para evitar trabajar con un modelo invalido; de
esta manera se propuso un analisis de la tension superficial de los sistemas a diferentes

mma y compararlos con el trabajo de Hu [36].

4.2.1. Validacion de los sistemas iniciales

Siguiendo los procedimientos descritos en el capitulo 3.1.4 y utilizando un ensamble
NVT, se realizaron la minimizaciéon y equilibrio de los sistemas, cuyos resultados se
muestran en la Fig. 4.5, donde se observa que los sistemas llegan a un valor cercano
al equilibrio, logrando que la fuerza que experimentan sus atomos no supera los 1000
kJ/mol/nm (véase capitulo 3.1.4) utilizando el método de descenso de gradiente.
Mientras que la temperatura de referencia fue fijada a 293.15 K, la cual se mantiene
de manera adecuada por el termostato v-reescale con una desviacion estandar de
s = 0.71 K en promedio.

Una vez alcanzado el equilibrio para cada sistema, se dejé evolucionar bajo con-
diciones NVT por 20 ns, donde se utilizaron los dltimos 5 ns de simulaciéon para el
analisis de las propiedades fisicas de los sistemas.

En este trabajo se utilizdé el comportamiento de la tensiéon superficial como va-
lidacién de los sistemas dado que los sistemas que involucran monocapas de DPPC
y DPPG han sido estudiados ampliamente tanto numéricamente como experimental-
mente. Como punto de comparacion se utilizo el trabajo desarrollado por Hu [36], en
el cual describen el comportamiento de una membrana DPPC/DPPG cuando interac-
tia con ketoprofeno. La comparacion entre el trabajo de Hu y los resultados obtenidos
de este trabajo se muestran en la Fig. 4.6, donde se puede observar una diferencia
entre los valores de la tension superficial, no obstante preserva la forma de la curva.

La diferencia entre los valores de la tensién superficial se deben principalmente a la
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Figura 4.5: Graficas de la minimizacién de energia para los sistemas libres de droga a
diferentes area por molécula (imagen superior), asi como la temperatura en el proceso de
equilibrio (imagen inferior) donde la linea amarilla representa la 293.15 K.
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Figura 4.6: Comparacion entre los resultados de una membrana DPPC/DPPG presentado
en el trabajo desarrollado por Hu en 2019 [36] y los resultados de los sistemas descritos en
este trabajo.

version tanto del software (GROMACS 5.0 para Hu y GROMACS 2020.1 para este
trabajo) y campo de fuerza (Charm36 version 2018 para Hu y charmm36 version 2020

para este trabajo).

La presion superficial se calcula mediante la ec. 2.6, sin embargo existe una dis-
cusion relacionada al parametro a considerar en 7y; algunos trabajos utilizan el valor
experimental conocido para el agua a 20°C que corresponde a un valor de 72 mN/m,
mientras que otro consideran la tension superficial reportada (o calculada) para el
modelo de agua que estdn empleando en sus simulaciones. El valor de la tension

superficial para el modelo de agua TIP3P a 290 K es ~ 58 mN/m [87].

Independientemente de la eleccion de 7, la presion superficial reportada a 90
A? /molécula experimentalmente para membranas DPPC/DPPG corresponde a valo-
res cercanos a 0 [88], de esta manera los resultados en este trabajo se aproximan de
mejor manera a los reportados experimentalmente. Con base en los resultados des-
critos, se valida que los sistemas estan correctamente equilibrados y corresponden a

sistemas fisicos aceptables, por lo que se sigui6é con la introduccién de las drogas a
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los sistemas en su configuracion final, para asi garantizar que los sistemas representen

configuraciones aceptables energética y estructuralmente.

4.2.2. Interaccién membrana-drogas

En esta seccion se discutira brevemente la metodologia que se utilizdé para la
incorporacion de las drogas a los sistemas previamente equilibrados y validados. Para
ello se utilizaron cuatro diferentes moléculas con propiedades: anestésicas, morfina,
lidocaina, THC y CBD; cuyas estructuras moleculares se encuentran en la Fig. 1.2.

El método que se utiliz6 para introducir las moléculas en los sistemas consistio
en depositar en las dos interfaces vacio-lipido ocho drogas de manera aleatoria en
cada interfase mediante el comando de GROMACS gmx insert — molecules. Pos-
teriormente, para garantizar que la distribuciéon de las moléculas sea adecuada, se
implementd una minimizaciéon de energia previo al proceso de equilibrio, tal como
se realiza con los sistemas compuestos tnicamente de lipidos. Como los sistemas se
encuentran previamente en equilibrio, el proceso dura apenas unas decenas de ciclos.
Para ver como la incorporacion de las drogas no afecta de manera significativa la
configuracion energética, se realizoé el proceso de minimizaciéon de energia con una
membrana en su configuraciéon previa a la minimizacion de energia anadiendo desde
el inicio las moléculas de droga, el resultado se muestra en la Fig. 4.7.

Posterior a la minimizaciéon de la energia, se procede con la implementacion de
los algoritmos para el equilibrio y su posterior iteracion en DM. Nuevamente, los
algoritmos regulan satisfactoriamente la temperatura y presion. Las configuraciones
finales de los sistemas obtenidos de la dinamica molecular se muestran en la Fig.
4.8; donde se puede observar de manera cualitativa como las diferentes configuracion
estructurales de las membranas, debidas al espacio disponible (area por molécula),
afectan el agrupamiento de las drogas en torno a ellas mismas y también relativas a
la membrana.

Para medir de manera cuantitativa las afectaciones en los sistemas, a partir de las
simulaciones DM, se calculan las propiedades de la capa superficial: tension superficial,

perfil de densidad, funciéon de distribuciéon radial y el parametro de orden de los
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Figura 4.7: Relaciéon entre las energias de la membrana de DPPC/DPPG pura y con la
presencia de las drogas en la interfase durante el proceso de minimizacién de energia.

sistemas; estas propiedades estan considerando el error estadistico de las simulaciones

y el promedio de tiempo de los tltimos cinco ns de la simulaciéon DM.

4.2.3. Cambios fisicos y estructurales

Tensién superficial

La primera propiedad que se analizo6 fue el cambio inducido a la tension superficial
del sistema (véase Fig. 4.6) al introducir las moléculas de droga a la interfase. Para
que los valores de la tension superficial no quedaran encimados, debido a que se
consideran las mismas areas por molécula y que los valores de la tensiéon no varian
en gran medida, se consider6 la concentracion superficial (I') en lugar del &rea por
molécula. Para calcular I' se divide la masa de las moléculas que componen cada
interfase entre el adrea en el que se encuentran, mientras que la tension superficial se
calcula utilizando la teoria de Kirkood-Woof mediante la ec. 3.8; los resultados se
muestran en la Fig. 4.9.

La tension superficial de todos los sistemas disminuye a medida que aumenta
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Figura 4.8: Configuracion final de los sistemas membrana-drogas.
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Figura 4.9: Variaciones de la tension superficial de la membrana DPPC/DPPG en relacion
a la concentracion superficial (I') debido a la introduccién de las drogas a la interfase.
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I', este efecto se debe al carédcter anfifilico de los lipidos cuando se adsorben en la
interfase de agua [86, 89]. Sin embargo, la diferencia de 7 entre una monocapa con y
sin la presencia de las drogas, se debe a la adsorciéon de las moléculas en la monocapa
lipidica impulsada por la interaccién entre la colina en el grupo principal de lipidos
y el benceno de las moléculas de las drogas, que se atribuye principalmente a la
interaccion cation-m [90]. Dado que I' aumenta para las moléculas de lipidos y drogas,
como consecuencia v disminuye, por lo tanto, las capas superficiales mixtas de droga-
lipidos mostraron una tension superficial ligeramente menor en areas mas pequenas
por molécula (mayor I') que la compuestas tinicamente por lipidos, esta podria ser la
razon por la cual la capa superficial presenta inestabilidades o rupturas (colapsos) en

areas mas pequenas por molécula [36, 69, 91].

Perfil de densidades y RDF

El perfil de densidad (gmx density) y la funcion de distribucion radial (gmax rdf)
se obtuvieron utilizando el paquete GROMACS [60, 49]. La Fig. 4.10 muestra el perfil
de densidad respecto al centro de masas (COM) de cada droga a lo largo del eje z—.
Cada perfil de las drogas estudiadas se encuentra en areas moleculares entre 55 y 90
A? /molécula. Observamos que el pico de la densidad de la molécula se desplaza hacia
la interfase agua-lipidos a medida que aumenta el area molecular media. Se observa
a una presion superficial més alta que la posicion de la densidad maxima de morfina
se superpone a la interfase agua-lipidos, y el CBD tiene una distribuciéon més amplia;
este comportamiento no se observa para la lidocaina y el THC (ver Fig. 4.10).

Estos resultados sugieren que las interacciones entre las moléculas de morfina y el
CBD con los grupos de cabeza en los lipidos favorecen un acercamiento a la interfase
agua-lipidos incluso cuando los lipidos se encuentran en una fase liquido-condensado
(LC, que corresponde a mma = 55 A? /molécula). Sin embargo, los perfiles de densidad
de lidocaina y THC muestran un comportamiento diferente. A presiones superficiales
més altas, las moléculas se acercan a las cabezas polares de los lipidos, pero evitan la
interfase agua-lipidos, permaneciendo dentro de las colas de hidrocarburos lipidicos.

Este comportamiento probablemente se deba a la compleja interaccion cation-m que
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Figura 4.10: Perfil de densidades para las drogas variando las areas moleculares entre 55
(circulos negros), 63 (cuadrados verdes), 75 (triangulos azules) y 90 (triangulos invertidos
rojos) A2 /molécula, la linea color azul cielo es el perfil de densidad del agua.

puede ser atractiva o repulsiva [92].

Las funciones de distribucion radial (RDF) se calculan a partir de las posiciones
promedio de los grupos de atomos especificos y son ttiles para investigar la variacion
de las posiciones relativas de las moléculas en la interaccion por pares [64]. Se calculo
la RDF para los &tomos de oxigeno en una interacciéon por pares con otro oxigeno del
mismo tipo de droga, y los d&tomos de oxigeno de las drogas con los atomos de fosfato
en los lipidos. Sin embargo, como las moléculas de morfina, CBD y THC tienen mas
de un atomo de oxigeno en su estructura molecular, para calcular la RDF se utilizaron
los 4tomos resaltados en la Fig. 1.2 (rojo para oxigeno y azul para fosfato).

La Fig. 4.11, muestra el comportamiento de la RDF frente a la distancia reescalada
entre los grupos oxigeno y fosfato (RDF O-P). Se produce un aumento en la amplitud
para la RDF a medida que el drea por molécula aumenta en todas las drogas estudia-

das. El incremento de amplitud se produce en la distancia de equilibrio media entre
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Figura 4.11: Funcién de distribucion radial del oxigeno de la morfina, lidocaina, CBD y
THC en relaciéon con el grupo fosfato de los lipidos en diferentes areas moleculares medias:
55 (negro), 62,3 (verde), 75 (azul) y 90 (rojo) A2 /molécula. Los recuadros muestran un corte
lateral de la configuraciéon final de los sistemas, en el que observamos la relacién entre la
RDFo_p y el posicionamiento de las drogas en relacién con la interfase lipido-agua.

los atomos de oxigeno de las drogas en relaciéon con los grupos fosfato de los lipidos;
el RDF esta claramente distribuido para la morfina a distancias = 2¢ y lidocaina a
distancias &~ 2.50. Se observa una distribuciéon més amplia de RDF para CBD y THC;
sin embargo, el pico se ubica en ~ 3.5 para ambas drogas. El comportamiento de
la RDF sugiere que, en equilibrio, la morfina prefiere estar méas cerca de las cabezas
polares de los lipidos, sin embargo, como se observa en los perfiles de densidad, estas
drogas se encuentran dentro de las colas de lipidos. Por otro lado, la distribucion
méas amplia para la lidocaina, el CBD y el THC, sugiere que estas drogas estan mas
alejadas de las cabezas polares y muy probablemente en las colas hidrocarbonadas de

los lipidos.
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Figura 4.12: Funcion de distribucion radial de los &tomos de oxigeno de la morfina, lidocai-
na, CBD y THC en relacion con las drogas del mismo tipo en diferentes dreas moleculares: 55
(negro), 62,3 (verde), 75 (azul) y 90 (rojo) A?/molécula). Los recuadros muestran la confi-
guracion de equilibrio de los sistemas, visto desde la parte superior del cuadro de simulacién,
estos cuadros muestran coémo se organizan las drogas, la estructura de las drogas en forma
de cluster corresponde a una fase lipidica compacta en areas moleculares bajas.

La figura 4.12 muestra la RDF frente a la distancia reescalada de los atomos de
oxigeno del mismo tipo de droga. La amplitud de RDF aumenta a medida que dismi-
nuye el area molecular; por lo que se infiere que las drogas tienden a autoagregarse.
Observamos una distribucion marcada para la morfina (55 A2 /molécula) y la lidocai-
na (de 55 a 75 A? /molécula), lo que sugiere que estos farmacos tienden a agruparse a
una media mas baja de areas moleculares que el CBD y el THC.

Resumiendo la informacion de las distancias de equilibrio promedio O-P y O-0, el
panorama completo sugiere que a concentraciones més bajas de lipidos en la superficie,
las drogas se distribuyen uniformemente, la morfina y la lidocaina se acercan a las

cabezas polares de los lipidos a distancias promedio de ~ 20, mas cerca que CBD
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y THC que promedia distancias de ~ 3.50. Cuando aumenta la concentraciéon de
lipidos en la superficie, las cuatro drogas tienden a formar grupos y son repelidas
por las cabezas polares; de nuevo, la morfina y la lidocaina son los farmacos menos

repelidos por las cabezas polares.

Parametro de orden

Como se describe en el capitulo 4, el parametro de orden (S.4) es un buen indicador
de la fase en la que se encuentra el sistema. Mediante el comando gmax order de
GROMACS se calcul6 el S,y de las colas hidrocarbonadas de los lipidos individuales
para cada sistema; donde se consider6 como referencia los sistemas que no contienen
drogas, los resultados se muestran en la Fig. 4.13.

La disminucién en el pardmetro de orden surge cuando las membranas lipidicas
cambian de fases liquidas ordenadas a desordenadas sin considerar la inclusion de las
drogas [36, 86]. Como era de esperar, el parametro de orden disminuye cuando las
drogas estén en el sistema, ya que el orden de las colas hidrocarbonadas de los lipidos
se ve interrumpido por las diferentes moléculas de drogas que interactiian con ellas.
Sin embargo, la inclusion de drogas a las concentraciones estudiadas no induce una
transicion de fase de las monocapas.

Se eligieron los sistemas de lipidos en el diagrama de fase en las fases liquida
expandida (LE) y liquida condensada (LC). En las simulaciones realizadas no se
consiguieron valores estables de tension superficial para estudiar la coexistencia de
fases LE+LC en la monocapa, probablemente debido a inestabilidades provocadas

por el tamano de la caja de simulacion y el nimero de lipidos.

4.2.4. Resultados para la energia libre

La figura 4.14 muestra los valores del potencial de fuerza media (PMF) del método
del muestreo de sombrilla (US), estos valores se obtienen para cada molécula de droga
en diferentes posiciones de prueba en la monocapa de DPPC/DPPG por medio del

método de empuje para PMF descrito en 3.1.4. Para la capa lipidica superficial fijamos
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Figura 4.13: Parametro de orden para los lipidos DPPC (a) y DPPG (b), en relacion al
nimero de Atomo de carbono en la cadena de los lipidos donde 1 corresponde al atomo
de carbono més proximo a la cabeza; se muestran los sistemas con un area molecular de
90A2 /molécula (superior) y 55 A% /molécula (inferior).
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Figura 4.14: Potencial de fuerza media de una sola molécula de morfina, lidocaina, CBD
y THC a través de la monocapa de DPPC/DPPG en un area de por molécula de 55
A2 /molécula. El vacio esta representado en el area blanca, la regién ocupada por lipidos
con la cola apuntando hacia el vacio en color gris, y el agua es el drea en azul.

el area por molécula en 55 A2 /molécula, que corresponde a la fase LC. Los resultados
de PMF son consistentes con los resultados de las secciones anteriores; tal es el caso de
RDF ya que se aprecia que las moléculas de las drogas tienden a permanecer dentro
de las colas lipidicas, y el PMF muestra que la region de las colas es energéticamente

favorable para las drogas ya que presenta un minimo de potencial.

Las interacciones cation-7 y el impedimento estérico de los grupos de cabeza de
lipidos se oponen a las moléculas para cruzar la barrera [39]. Las interacciones al inicio
de la trayectoria de la molécula de droga desde el vacio a través de la membrana hacen
posible que las moléculas se inserten espontdneamente en la regiéon de la membrana
dentro del grupo de cola de los lipidos. Por lo tanto, el PMF (en kJ-mol™!) disminuye
a —b3.3 para CBD, —61.2 para THC, —35.7 para lidocaina y —56 para morfina;
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este minimo representa el sitio energéticamente méas favorable para cada droga. Sin
embargo, a medida que el farmaco se acerca a los grupos de cabeza de los lipidos,
prevalece la naturaleza estérica de los lipidos, lo que hace que el camino a través de la
membrana de la molécula sea méas complejo. Sumando la hidrofobicidad de las drogas

conduce a un aumento en el PFM.

Una vez que las drogas alcanzan la fase acuosa, la molécula de droga queda rodeada
tnicamente por moléculas de agua y disminuyen las interacciones droga-lipidos, por
lo tanto, los cambios en PMF se vuelven imperceptibles; en la fase acuosa, los PMF
alcanzan valores aproximados de 57 para CBD, 5 para THC, 25 para lidocaina y —21
para morfina, en kJ-mol~!. Entre el minimo de PMF dentro de las colas lipidicas y
el valor en la fase acuosa, los sistemas presentan una barrera energética que impide
que las drogas atraviesen la interfase lipido-agua; el valor de las barreras para cada
droga es 110 para CBD, 66.2 para THC, 60.7 para lidocaina y 35 para morfina, en
kJ-mol .

Con base en la diferencia entre el PMF en el vacio (donde su valor es 0 kJ-mol™)
y el PMF en agua se, se calcula la energia libre (AE') para una sola molécula de dro-
ga [36, 69]. La tabla 4.3 muestra la energia libre obtenida del método US para cada
droga. También se considera como punto de referencia trabajos numéricos y experi-
mentales previos, la diferencia entre los resultados experimentales y las simulaciones
previas esta relacionada con imprecisiones en el campo de fuerza o porque hay dife-
rentes lipidos en la interfase vacio-agua. Hasta donde se tiene conocimiento, no hay

informacion en la literatura sobre la energia libre asociada a la hidratacion del CBD

y THC.

A pesar de las diferencias entre los valores numeéricos y los resultados experimen-
tales, la simulacién proporciona una buena aproximacion del comportamiento de las
moléculas que interactian con los sistemas lipidicos. Los resultados del US, junto con
los resultados de las secciones anteriores, muestran la persistencia de las drogas en
la region dentro de las colas lipidicas; sin embargo, la estructura ordenada formada
por las cabezas polares de los lipidos dificulta el paso de las moléculas de las drogas,

en consecuencia, aumenta el valor de PMF. Por lo tanto, a medida que se agregan
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Tabla 4.3: Valores de AFE para las drogas presentadas en este trabajo y en referencias.

Fuente Droga  AF (kJ-mol™!) Método
Reportado aqui Morfina —21 MD

Braun et al. [93] Morfina —32.9 HSM, DSC y TGA
Paloncyva et al. [94]  Morfina —39.3 MD (COSMOtherm)
Reportado aqui Lidocaina 25 MD

Shehatta [95] Lidocaina 44.36 Potentiometric Titration
Saeedi et al. |96] Lidocaina 9.1 MD (GROMACS)
Reportado aqui CBD 57 MD
Reportado aqui THC 5 MD

més moléculas de farmaco al sistema, pueden quedar atrapadas dentro de las colas de

lipidos y es posible formar agregados debido a otras interacciones (i.e., interacciones

estéricas de los lipidos). Los resultados mostraron una tendencia a que los dos compo-

nentes principales del cannabis permanecieran dentro de la membrana. Por lo tanto,

se plantea la hipotesis de que este comportamiento podria estar relacionado con las

propiedades anestésicas del CBD y el THC en comparaciéon con el comportamiento

de la lidocaina. Sin embargo, se necesita mas investigacion sobre las interacciones del

CBD y el THC con las proteinas incrustadas en la membrana para completar esta

hipotesis.
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Capitulo 5

Membrana DPPC y Sevoflurano

En esta seccion se mostraran los resultados numéricos y experimentales para sis-
temas de una membrana de DPPC interactuando con sevoflurano, para asi comparar
los resultados y obtener conclusiones relacionadas al mecanismo de interaccién entre

los componentes mencionados.

5.1. Resultados experimentales

Para obtener un mejor control en la cantidad de material de sevoflurano depositado
en la subfase, se realizaron soluciones de sevoflurano (SF) en alcohol etilico de alta
pureza (99.5 %, Sigma Aldrich). La densidad del sevoflurano a una temperatura de
20 °C es de 1.5 mg/mL, por lo que se realizaron tres diluciones en alcohol etilico para
obtener densidades de 0.15, 0.015 y 0.0015 mg/mL. Dentro del uso de sevoflurano
en el ambito quirtirgico se ha reportado una concentraciéon alveolar minima para SF
en en un rango entre 2.1 y 2.8 % para adultos entre 18 y 40 anos [97]; por lo que se
realizaron experimentos partiendo de concentraciones superiores de SF en la subfase
hasta alcanzar valores cercanos a los reportados en el uso para humanos.

En las simulaciones en dinamica molecular (DM) se realizan las proporciones con
base en el ntimero de moléculas en la interfase, debido al nimero pequeno de moléculas
que se estudian en este tipo de sistemas en comparaciéon al nimero de moléculas que

se encuentran presentes en los experimentos. En los experimentos, se referira a la

79
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concentracion de sevoflurano en la subfase en partes por billén, tomando en cuenta
que hay una posibilidad que no todas las moléculas de SF se encuentren en la interfase

lipido-agua; mientas que en la simulacién se toma en cuenta la concentracion relativa

superficial del DPPC (xpppc):

molespppc particulasyppe

XDPPC = (5.1)

- ) I
mOIGSTotales parthLﬂaSTotales

donde los sistemas que presentan tinicamente DPPC corresponde a un valor maximo
de xpppc = 1, valor que disminuye cuando se introducen moléculas de sevoflurano a

los sistemas.

5.1.1. Influencia de alcohol etilico en la monocapa

Como se reporta al inicio de esta seccion, se realizaron disoluciones de sevoflurano
en alcohol etilico, por que el primer paso a considerar es observar si hay influencia del
alcohol depositado en la subfase a las propiedades de la monocapa. Los resultados de
la isoterma comparando las monocapas de DPPC con y sin la introduccion de alcohol
en la subfase se presentan en la Fig. 5.1.

Los cambios debidos a la introduccion de alcohol en la subfase parece no ser signi-
ficativos en la isoterma. Una manera en la cual las pequenas variaciones en la isoterma
cobran mas relevancia es en el analisis del moédulo de compresibilidad, el cual puede
ser derivado de la isoterma mediante la ec. 2.17. La comparacion entre los modulos
de compresibilidad se muestra en la Fig. 5.2. El médulo de compresibilidad para la
monocapa de DPPC presenta un comportamiento mas suave cuando se introduce el
alcohol en la subfase, esto puede ser explicado por las propiedades tensoactivas del
alcohol, incluso se utiliza como estabilizador y antiespumante en algunos procesos
[98, 99]. Debido a este motivo, se utilizo los sistemas de DPPC con alcohol en la sub-
fase como referencia para los sistemas en los cuales se introducira sevoflurano diluido
con alcohol etilico con la finalidad de asegurar que las variaciones en los sistemas sean
debidas a las interacciones intermoleculares por parte de los lipidos y las moléculas

de sevoflurano.
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Figura 5.1: Isoterma de dos monocapas de DPPC: (negro) subfase agua ultrapura y (rojo)
subfase de agua ultrapura con 10 pL de alcohol etilico de alta pureza.
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Figura 5.2: Moédulo de compresibilidad para las monocapas de DPPC derivado numérica-

mente de la Fig. 5.1 mediante la ec. 2.17: (negro) subfase agua ultrapura y (rojo) subfase de
agua ultrapura con 10 L de alcohol etilico de alta pureza.
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| Experimento | Concentracion (mg/mL) | Volumen (uL) | ppb |

DPPC 1 20 0
SF 0.15 10 13.76
SF 0.15 5 6.88
Sk 0.015 10 1.37
SF 0.015 5 0.68
SF 0.0015 10 0.13
SF 0.0015 5 0.06
SF 0.0015 1 0.01

Tabla 5.1: Relacion del volumen depositado para los experimentos realizados. En todos los
experimentos se depositaron 20 uL. de DPPC, la variacion se desarrolla en la concentracion
y volumen depositado de sevoflurano (SF).

Figura 5.3: Imagen del experimento montado para la introduccién de las moléculas de
droga en la subfase. En comparacion con la Fig. 2.7, se anade una microjeringa de 10 pL(1)
para depositar las diferentes concentraciones mencionadas en la tabla 5.1.

5.1.2. Analisis de isotermas y médulos de compresibilidad

En la tabla 5.1 se da la relacién entre la cantidad de material depositado para
los sistemas en estudio para esta seccion. La cantidad de moléculas aproximadas de
DPPC en la monocapa es de 1.6411 x 10'®, mientras que las moléculas de SF varfan
entre 0.4516 x 10¢ y 451.597 x 106, En todos los sistemas se depositaron en la interfase
un volumen de 20 ul. de una disoluciéon de DPPC en cloroformo cuya concentracion
es 1 mg/mL.

Siguiendo la metodologia descrita en el capitulo 3.2.4, se mont6 un arreglo expe-
rimental mostrado en la Fig. 5.3; para el cual se deposita en la subfase las diferentes
cantidades de SF, una vez pasado un tiempo de treinta minutos se retira la microje-

ringa de la palangana una vez depositada la droga. El proceso de introduccion de las
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drogas al sistema y el retiro de la jeringa deben ser realizados con extremo cuidado
para evitar inducir corrientes o perturbaciones que puedan llevar lipidos al fondo de

la palangana. Las isotermas resultantes son mostradas en la Fig. 5.4.

En las imagenes dentro de la Fig. 5.4 se grafica como referencia la concentracion
del SF que representa la isoterma de la monocapa de DPPC en una subfase de agua
con 10 pL de alcohol etilico de alta pureza. Los resultados mostrados en las isotermas
de los sistemas, no muestran cambios considerables tomando como referencia el com-
portamiento o forma de la isoterma caracteristica del DPPC. Para tener informacion
més relevante entre los diferentes sistemas se calculé el modulo de compresibilidad de

los sistemas, cuyos resultados se muestran en la Fig. 5.5.

Los resultados muestran una evidente disminuciéon en el médulo de compresibili-
dad a medida que se incrementa las concentracion de sevoflurano en la subfase; no
obstante, las graficas estdn divididas por la cantidad de material depositado, debido
a una aparente dependencia en la disminucion del modulo de compresibilidad con la
cantidad de alcohol que se introduce al sistema, a pesar de que en la Fig. 5.1 muestra
que 10 pL de alcohol etilico no disminuye el médulo de compresibilidad. Para com-
plementar los resultados experimentales se realizaron experimentos de la monocapa
de DPPC con una concentraciéon mayor de SF sin diluir en etanol, los resultados son

mostrados en la Fig. 5.6.

En la Fig. 5.6 aparece un corrimiento a la derecha en las isotermas aunque no se
modifica la forma caracteristica de una monocapa de DPPC (ppb = 0), lo cual puede
explicarse por un aumento considerable en las moléculas que se encuentran presentes
en la interfase pero que no interactian fuertemente con los lipidos; mientras que el
modulo de compresibilidad disminuye nuevamente dependiendo de la concentracion
de SF en la subfase. La Fig. 5.7 muestra el comportamiento del médulo de compre-
sibilidad respecto a la concentracion depositada en la subfase de SF, tomando como
referencia un valor constante de la presion superficial (IT).

En los sistemas para ppb < 20 (imagen superior en la Fig. 5.7), se muestra una
clara tendencia a disminuir el médulo de compresibilidad a medida que se aumenta la

concentracion del SF en la subfase para IT > 5 mN /m. Para los sistemas con ppb > 100
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Figura 5.4: Isotermas para monocapas de DPPC bajo las diferentes concentraciones mencio-
nadas en la tabla 5.1, clasificadas por la cantidad de volumen depositado de las disoluciones
de SF: 5 uL (arriba) y 10 uL (abajo).
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Figura 5.5: Mo6dulos de compresibilidad para los sistemas descritos en la tabla 5.1, clasifi-

cadas por la cantidad de volumen depositado de las disoluciones de SF: 5 L (arriba) y 10
uL (abajo).
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Figura 5.6: Isotermas y mddulos de compresibilidad para diferentes concentraciones de SF
sin diluir en alcohol etilico en la subfase.
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Figura 5.7: Médulos de compresibilidad en relacion a la concentracion en la subfase de SF
manteniendo una presiéon superficial como referencia; la imagen superior son los resultados
correspondientes a SF disuelto con alcohol etilico y la inferior es SF puro depositado en la

subfase.
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(imagen inferior en la Fig. 5.7) la disminucién del modulo prevalece tinicamente para
IT = 40 mN/m; sin embargo, los valores para I de 10, 20 y 30 mN/m tienen un
decremento en el moédulo de compresibilidad hasta ppb < 200, posteriormente se
aprecia una tendencia a aumentar el médulo de compresibilidad.

Comparando el comportamiento del moédulo de compresibilidad cuando se depo-
sitan 10 uLL de SF en alcohol etilico con el caso cuando se deposita SF puro, es claro
que la disoluciéon del SF en alcohol interactiia de manera distinta con la monocapa.
La causa de este comportamiento puede atribuirse a que el alcohol etilico ayuda a que
el SF permanezca en la subfase y eventualmente llegue a la monocapa debido a que el
SF' es soluble en alcohol etilico y presenta una baja solubilidad en agua, sin embargo
no se cuenta con la informacion necesaria para verificar esta hipotesis. En el trabajo
de Miiler [100], se estudio el efecto que causa el sevoflurano en ratas que fueron ex-
puestos previamente a alcohol etilico, mostrando que los tiempos de absorcion de la
anestesia disminuyen, asi como la disminuciéon de la concentraciéon alveolar minima;
atribuyendo este fenémeno a que los receptores del alcohol etilico y el sevoflurano son,
en su mayoria, los mismos. Dentro del modelo simple de interacciéon de una monocapa
con SF estudiado en este trabajo, se observa que la combinaciéon del alcohol etilico y
el SF también afecta de manera diferente las monocapas en comparacion a cuando se

suministra de manera aislada el SF, atin en concentraciones grandes.

5.2. Resultados numéricos

Con la finalidad de realizar una interpretaciéon numérica de la interaccién entre
el SF y la monocapa de DPPC, se plantearon sistemas de una membrana monocapa
de cuarenta lipidos y ocho moléculas de SF (xpppc = 0.833), mientras que la pro-
porciéon molecular es mayor a la clinicamente recomendada [97, 101, 102]. También
se desarrolla el método de muestreo de sombrilla (US) para obtener el potencial de
fuerza media (PMF) de una particula de SF al atravesar la membrana de DPPC.

A diferencia con los parametros para el estudio del CBD y THC, la parametrizacion

de las interacciones moleculares entre el SF y el DPPC no se obtuvieron directamente
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Figura 5.8: Valores de la tension superficial obtenido de la DM bajo condiciones NVT
para una monocapa de DPPC (negro) y DPPC con sevoflurano (rojo), al variar el area por
molécula.

de CHARMM por medio de las moléculas cargadas del PDB, debido a que no existen
a la fecha, analisis previos bajo DM para sevoflurano. Por lo que se utilizo6 el programa
de lector de ligaduras desarrollado por Kim (2017) [79] para la parametrizacion de

pequenas moléculas organicas en el campo de fuerzas CHARMMS36.

5.2.1. Tension superficial

Una vez obtenido el campo de fuerzas para la DM de la monocapa de DPPC con
SFE', se siguieron los procedimientos descritos en el capitulo 3.1.4 para el desarrollo
de los sistemas. Nuevamente, se emplearon condiciones NV'T donde se varia el area
por molécula en cantidades de: 90, 80, 75,70, 60 y 55 A2 /molécula. Los resultados del
calculo de la tension superficial mediante la ec. 3.8 para cada sistema se muestra en
la Fig. 5.8.

El comportamiento que se ilustra en la Fig. 5.8 muestra que la introduccion del
sevoflurano en los sistemas, no afecta la tension superficial; considerando que las dife-

rencias entre -y, para la monocapa de DPPC pura y la monocapa con la introduccion
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de la droga, esta contenida en los errores estadisticos al calcular la tension superfi-
cial. Este comportamiento es esperado considerando los resultados mostrados en la
Fig. 5.4, dada la ec. 2.6 para la relacion entre la presion superficial (II) y la tension
superficial (); al no variar significativamente la presion superficial, la variacion de la
tension superficial tampoco debe variar de manera considerable.

A pesar de introducir grandes cantidades de moléculas de SF a los sistemas las
variaciones son minimas por lo que se conlleva sugerir que el calculo, tanto numérico
como experimental, de la tension superficial no es un parametro adecuado para medir
las afectaciones inducidas a una membrana bajo los efectos de SF, sin embargo, el
modulo de compresibilidad puede ser un buen parametro para ver los cambios de
manera mas perceptible (véase la Fig. 5.5). En la siguiente secciéon se analiza los

cambios estructurales y configuracionales de la monocapa.

5.2.2. Propiedades estructurales

En la Fig. 5.10 se observan los resultados para el parametro de orden para los
atomos de carbono de las colas de los lipidos de DPPC para la monocapa pura (su-
perior) y cuando se introducen las moléculas de SF (inferior) a diferentes areas por
moléculas. La principal variacion ocurre a valores de 60 y 70 A2 /molécula; para 60
A? /molécula ocurre un aumento del parametro de orden en los tltimos dtomos de
carbono. En el caso de 70 A2 /molécula eleva el parametro de orden entre los primeros
carbonos; no obstante, en los atomos de carbono que se encuentran al final de la cola
vuelve a disminuir. En ninguno de los dos casos se induce un cambio de fase. Este
comportamiento es contrario a lo mostrado por las drogas analizadas en el capitulo
4.

En las figuras 5.11 y 5.12 se muestran los valores de la funcién de distribucion
radial entre los oxigenos de SF en relacion con ellos mismos y los oxigenos de SF
con los atomos de fosforo de DPPC, respectivamente. En la Fig. 5.11 se aprecia
como a valores de mma iguales o mayores que 70 A2 /molécula las moléculas de SF
se encuentras dispersas en toda la monocapa, cualitativamente se puede apreciar en

la Fig. 5.9; sin embargo, en la fase liquido-condensado (LC) las moléculas de SF se
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Figura 5.9: Configuracion final de los sistemas a un area por molécula de 90 (arriba), 70
(en medio) y 60 (abajo) A%/molécula vistos desde una perspectiva lateral (izquiera) y desde
arriba (derecha).
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Figura 5.10: Valores del parametro de orden de los dtomos de carbén en las colas de los
lipidos para la monocapca de DPPC pura (superior) y en presencia de SF (inferior).
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Figura 5.11: Valores de la RDF entre los atomos de oxigeno del SF en relaciéon con ellos
mismos a diferentes areas por molécula.

comienzan a agregar aunque en menor medida si se comparan con el CBD, THC,

mofina o lidocaina.

Si se analiza el comportamiento de la funcion de distribucion radial (RDF) presen-
tado en la Fig. 5.12 se aprecia como, en el caso en el cual la monocapa se encuentra en
el estado liquido-expandido (LE), las moléculas de SF se encuentran en la region de
las colas mas cercanas a la cabeza de los lipidos, aproximadamente a 1 nm de distan-
cia (véase la Fig. 5.12 y cualitativamente se observa en las iméagenes de la izquierda
dentro de la Fig. 5.9). Mientras que en la configuracion que corresponde al estado LC,

los 4tomos de SF se alejan de las cabezas y se agregan.

Comparando los resultados para la RDF y el parametro de orden para las drogas
analizadas en el capitulo 4 con los resultados para el SF, se tiene que el SF induce un
incremento en el parametro de orden; mientras que en la RDF muestran un compor-
tamiento similar aunque la razén principal para las drogas del capitulo 4 es asociada
a las interacciones cation-7, esta interaccion no puede ser ligada a las moléculas de SF
debido a que no presentan un anillo de benceno en su estructura. De forma general

considerando los resultados mostrados hasta este punto se infiere que, para las molé-
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Figura 5.12: Valores de la RDF entre los atomos de oxigeno del SF en relacion con los
atomos de fosforo del DPPC a diferentes areas por molécula.

culas pequenas estudiadas en este trabajo, el fenomeno de alejarse de las cabezas de
los lipidos asi como agregarse entre sus similares en la fase L.C, es fundamentalmente
debido a dos razones: electrostaticas y estructurales (por la organizacion de los lipidos
para fases condensadas).

Para terminar el analisis numérico del SF y la monocapa de DPPC, se utiliza el
método US (al igual que en el capitulo 4) para encontrar las configuraciones energé-

ticamente favorables del sevoflurano dentro de la membrana.

5.2.3. US

Siguiendo el mismo procedimiento descrito en la seccion 3.1.4, se toma una molé-
cula de SF situdndose a una distancia aproximada de 1 nm por arriba de la membrana
y se comienza con el empuje a través de la membrana. De ahi se toman ventanas de
0.2 nm de espaciamiento entre cada una para evolucionar en DM por 500 ps cada
configuracion.

Se tomo6 como membrana la configuracion final de la membrana de DPPC previa-

mente equilibrada a un area por molécula de 55 A2 /molécula, los resultados para el
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Figura 5.13: Valores del PMF obtenidos del método US para una molécula de SF a través
de una monocapa de DPPC.

PMF para una molécula de SF se muestran en la Fig. 5.13.

El comportamiento que describe el PMF muestra un valle con un minimo de
potencial a un valor de ~ -10 kJ/mol a una distancia de -3.8 nm, correspondiente a
la zona donde se encuentran las colas de los lipidos (tal como se ve en la Fig. 4.14);
seguido de comportamiento creciente hasta alcanzar un valor oscilante de 58 kJ/mol

una vez que llega a la fase acuosa.

La barrera de potencial que se forma entre el SF y la fase acuosa tiene un valor
aproximado de 68 kJ/mol por lo que el SF no puede alcanzar la fase acuosa espon-
tdneamente una vez que se encuentra entre las colas de los lipidos. Sin embargo el
minimo de potencial obtenido entre las colas de los lipidos es pequeno en comparacion
a los alcanzados por el CBD, THC, morfina y lidocaina; esto sugiere que la droga pre-
fiere situarse entre las colas de los lipidos, no obstante, mover la droga de los lipidos al
vacio (fase gaseosa) requerird un menor trabajo en comparacion con las drogas antes

mencionadas.

Los resultados del US predicen que las moléculas de SF son altamente dinami-

cas en la interfase gas-lipido debido a que el minimo de potencial reportado es de
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un valor pequeno; sin embargo hace falta méas informacion para determinar si este
comportamiento pueda ser atribuido al decremento del médulo de compresibilidad de
las monocapas por el SF. No obstante, diferentes trabajos donde se estudian mono-
capas de diferentes composiciones interactuando con drogas (que tienen propiedades
anestésicas [103], anticancerigenas [104] o antimicrobianas [105]) han reportado que
la introducciéon de drogas a los sistemas lipidicos disminuyen el moédulo de compresi-

bilidad.



Capitulo 6

Conclusiones

En este trabajo, se realizaron una serie de diferentes aproximaciones atomisti-
cas de simulaciones de dindmica molecular para estudiar las interacciones entre una
monocapa de DPPC/DPPG en presencia de los dos componentes mas abundantes
presentes en la marihuana (THC y CBD), con dos farmacos anestésicos bien estu-
diados (morfina y lidocaina). En comparacion con las monocapas lipidicas libres de
farmacos, la disminucién de la tension superficial en los sistemas con presencia de
farmacos conduce a sitios que presentan inestabilidades estructurales que provocan
rupturas de membranas en menor area por molécula; trabajos anteriores reportaron
este mismo comportamiento. Ademas, el perfil de densidad y el RDF nos dan in-
formacion sobre el comportamiento de las moléculas del farmaco en la membrana,
siendo una de las principales caracteristicas que los farmacos permanecen en la region
de colas de hidrocarburos lipidicas. La morfina fue la que mostr6 mayor cercania a
la interfase lipidica en relacion a las demés drogas estudiadas, este suceso puede ser
asociado a una mayor actividad por parte de la morfina.

Hasta donde se tiene conocimiento en esta investigacion, esta es la primera vez que
se informan célculos de energfa libre para CBD y THC utilizando métodos de dinamica
molecular. Se obtuvieron valores de energia molar libre de 57 kJ/mol para CBD y 5
kJ /mol para THC. La resistencia que presentan los farmacos para atravesar la barrera
de potencial monocapa, observada en el PFM, muestra que el comportamiento del

CBD y el THC es similar al de la lidocaina debido a las barreras energéticas entre
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el minimo del potencial en las colas lipidicas; su valor en la fase acuosa da como
resultado un valor positivo de energia libre. Ademas, la barrera potencial creada entre
la energia minima y maxima, alcanzada en la fase acuosa, sugiere que una vez que
cualquiera de los farmacos CBD, THC o lidocaina interactian con la membrana, son
adsorbidos en la membrana incluso en el caso de una pequena area molecular media
(55 A%/molécula).

También se desarrollaron experimentos y simulaciones donde se estudia los efectos
que tiene el sevoflurano sobre una monocapa de DPPC. En los resultados reportados
en este trabajo se aprecia en la tension superficial que no es un parametro adecuado
para analizar este tipo de sistemas; debido a la poca variaciéon apreciable por la
introduccion del sevoflurano, incluso a concentraciones elevadas. No obstante, en el
modulo de compresiblidad se observan disminuciones considerables inducidas por la
droga, asi como un posible efecto subyacente en la interaccion SF alcohol etilico. Lo
que motiva a seguir estudiando este tipo de sistemas para obtener mayor informacion
y a la postre fundamentar el mecanismo de acciéon y la efectos en las membranas por
parte de las drogas con propiedades anestésicas, entendiendo la complejidad biolégica
en las interacciones entre organismos vivos y drogas que conlleva los sistemas en

cuestion.
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Apéndice A

Anexo

A.1. Anexo A: Discretizacion de las ecuaciones DM

En un dominio €2 donde se desarrollara la dindmica descrita por las ecuaciones de

Hamilton cléasicas:

N o2
H(x1,...,XN,P1s---,PN) = ZQI)" + V(x1,...,XN)
— 2m; (A1)

% = Vo H, b= Vi H, i =1, N,

dentro de un intervalo temporal [0,¢;| C T y considerando un potencial conservativo
f

(V = V(x1,X2,...)), podemos derivar directamente las ecuaciones de Newton, con

p; = mvy:

o equivalentemente:

donde F; depende tunicamente de las coordenadas de i, asi se obtiene la siguiente

ecuacion:

mlxz = —inv<X1, X9, ... ), (A4)
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por lo tanto, si son proporcionadas las posiciones y velocidades iniciales de las parti-
culas involucradas en cada sistema, la evoluciéon temporal del mismo sera tinicamente

dependiente del potencial de interaccion entre las particulas.

Considérese ahora la energia cinética del sistema como:

N p2 m;iv?
Epin = LN A5
F P 2m; — 2 (A.5)

entonces la energia total del sistema (E = Ej;, + V'), se conserva por completitud de
un sistema conservativo, por lo que la energia total del sistema es una constante de

movimiento.

Definase ahora 0t como una divisién del intervalo temporal [0,¢f¢] en [ partes
iguales, 0t := ty;, /!, asi mismo se propone t,, = n*dt, n =1,...,l. De acuerdo con la

definicién de la derivada

dv . x(t+0t) — x(t)
@& T A0

para una funcion x : & — R, el operador diferencial puede aproximarse para un punto

temporal discreto t,, como el operador:

[cjl_ﬂd _ x(tn+1)5t_ 2 (tn) (A7)

n
donde se omite el limite. Aqui el #,,; es el vecino en la malla temporal de t,, de
acuerdo a la expansion en Taylor tenemos que:

dx

z(t + 0t) := z(t) + ot =

(tn) + O(5t?) (A.8)

véase que el orden de error corresponde a O(dt?). Alternativamente, se puede aproxi-

mar el operador derivada en un punto t,, por el operador derivada central:

{Ccli_ﬂ © x(th)Q;:(tnl) (A.9)

n
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utilizando esta segunda definiciéon de la derivada obtenemos un orden cuadratico en

el error de la aproximacion de la derivada de primer orden.

Para calcular la derivada de segundo orden se utiliza el operador:

[%] ) = 6—12(x(tn + 6t) — 2x(t,) + x(t, — 0t)) (A.10)

desarrollando en serie de Taylor alrededor de t,, + 0t y t,, — 6t se obtiene:

1 2 1 3
ot + 08) = o(ty) + 5t T | Lgpdalt) Lgsdialt) | s
do(ta) | 1 ,d?x(t,) 1. gd’z(tn) 4 '
t, —ot) = — 0tl————= t — =0t t
x(t, — ot) = x(t,) — o I 25 a2 65 e + O(0t%)
sustituyendo la ec. A.11 en ec. A.10 resulta:
d*x d’x 9
— | =— A.12
{dﬁ} iz +O0r) (8-12)

con un orden cuadrético en el error.

De esta manera, se puede discretizar las ecuaciones de movimiento derivadas de
la segunda Ley de Newton como:

m;all = xPH o ox? 4 xI) = FY (A.13)

5252(

+1

despejando x;" se llega al célculo de la posicion en el paso n + 1 en relacién a sus

dos posiciones previas (n 'y n — 1) y a la fuerza neta actuando sobre una particula i:

at?
I = ox! — xt + —F7, (A.14)
m;

este método es conocido como integrador de Stoérmer-Verlet. Una ligera variacion de
este método deriva en el algoritmo conocido como leapfrog, para el cual tomese la

velocidad definida mediante el teorema de la derivada central como:

7‘1+1 o 1‘171

vi=2i X (A.15)
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Si se evalua la velocidad en lapsos de tiempo de dt/2, se puede calcular la velocidad
v"t1/2 respecto a las velocidades al tiempo ¢ — dt/2 mediante la ecuacion:
n n— ot
VIR 2 (A.16)

K 7 . (2
3

De esta manera, la evolucion temporal para la discretizacion de la posiciéon de una
particula ¢ es mediante la ecuacién:

X = x4 v (A.17)
donde la principal diferencia entre el modelo de Storm-Verlet y el de leapfrog es que en
este tltimo la velocidad esta involucrada directamente en la ecuacion que gobierna la
dindmica; por ello, la implementaciéon de los termostatos y barostatos es mas simple,

considerando que estos algoritmos dan una razén de cambio en la velocidad para

mantener la temperatura o presién constante.

A.2. Anexo B: Resultados numéricos de la mebrana

de DPPC

En este anexo se muestras los resultados del analisis de propiedades estructurales
para una membrana de DPPC pura que son ttiles como referencia para validar las
simulaciones comparandose con trabajos anteriores [31, 85, 89, 106]. Se muestran
los resultados de la funcién de distribucién radial para los d4tomos de nitrogeno y
fosforo en relacion con ellos mismos en las figuras A.1 y A.2, respectivamente; los
comportamientos de las RDF son consistentes con los reportados en las simulaciones
citadas.

La Fig. A.3 ilustra el comportamiento del parametro de orden para los carbonos
de la cola del DPPC a medida que se varia el area disponible por moléculas, este
comportamiento es caracteristico cuando hay distintas fases en estudio. Se tiene la

fase de liquido expandido para areas por molécula iguales o mayores a 70 A2 /molécula
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Figura A.1: Funcién de distribucion radial entre los &tomos de nitrogeno de DPPC respecto
a ellos mismos en una membrana pura de DPPC a diferentes areas por molécula.
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Figura A.2: Funcién de distribucién radial entre los dtomos de fosforo de DPPC respecto
a ellos mismos en una membrana pura de DPPC a diferentes areas por molécula.
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Figura A.3: Parametro de orden entre los atomos de carbonos en la colo del DPPC para

la membrana pura de DPPC a diferentes areas por molécula.

y liquido condensado para 60 A2 /molécula.
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