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RESUMEN

Conocer el funcionamiento de las membranas bioldgicas o bicapas lipidicas es de gran
interés tanto para la biologia como para la fisico-quimica, debido a la complejidad de
estas estructuras, que pueden transicionar entre distintas fases como la denominada
cristal liquido, ondulada o la fase liquida ordenada.

Por la dificultad de poder obtener estas estructuras de una forma pura y gracias a los
avances en la tecnologia y los estudios de dinamica molecular, este trabajo ha tratado
de simular el comportamiento de una membrana monocomponente formada por una
bicapa de esfingomielina sometiéndola a temperaturas que varian entre los 0 y los
75°C , en un sistema formado por la bicapa de estudio en un entorno de solvente agua.

Las simulaciones se realizaron accediendo a los ordenadores pertenecientes a
Camaragibe de la Universidad Complutense de Madrid a distancia, utilizando el
paquete de software libore GROMACS vy utilizando los modelos de campo de fuerza
GROMOS54A7 y de agua SPC, todo ello facilitado por los doctores Pablo Llombart y
Luis G. MacDowell, supervisores de este trabajo.

De las simulaciones se obtuvo informacién relacionada con caracteristicas como los
perfiles de densidad, area por lipido, el desplazamiento cuadratico media o los
coeficientes de difusion de la membrana, gracias a la que podemos observar las
caracteristicas de las distintas fases por las que pasa la membrana.

La membrana pasa por estos estados conforme aumenta la temperatura, variando
también su densidad, ancho, area por lipido y difusividad, afectando los cambios de
temperatura al sistema y haciendo que al final la membrana pase a un estado mas
desordenado o fluido.

Estos resultados concuerdan con lo visto en estudios previos de lipidos en sistemas
parecidos.
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ABSTRACT

Understanding the behaviour of biological membranes or lipid bilayers is of major
interest for both biology and physico-chemistry, because of to the complexity of these
structures, which can transition between different phases such as liquid crystal, ripple
or ordered liquid phases.

Due to the difficulty of obtaining these structures in a pure form and thanks to advances
in technology and molecular dynamics studies, this work has tried to simulate the
behavior of a monocomponent membrane formed by a sphingomyelin bilayer by
subjecting it to temperatures ranging between 0 and 75°C, in a system formed by the
bilayer of study in a water solvent environment.

The simulations were performed by accessing the computers belonging to Camaragibe
of the Universidad Complutense de Madrid remotely, using the free software package
GROMACS and using the GROMOS54A7 force field and SPC water models, all
provided by Dr. Pablo Llombart and Dr. Luis G. MacDowell, supervisors of this work.

From the simulations we obtained information related to characteristics such as density
profiles, area per lipid, mean square displacement or diffusion coefficients of the
membrane, thanks to which we can observe the characteristics of the different phases
through which the membrane passes.

The membrane passes through these states as temperature increases, varying in
density, width, area per lipid and diffusivity, with temperature changes affecting the
system and ultimately causing the membrane to move to a more disordered or fluid
state.

These results are consistent with previous studies of lipids in similar systems.
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1. Introduccioén

1.1.Bicapas lipidicas: estructura, importancia y estudios

Puede afirmarse con rotundidad que uno de los componentes esenciales de toda
célula son las membranas, exactamente las membranas de fosfolipido, con funciones
variadas como delimitar la propia célula y los organulos que se encuentran dentro de
ella. Al mismo tiempo suponen el medio gracias al cual se transportan sustancias
como iones y otros metabolitos. Ademas, los organulos internos también se valen de
las membranas en la sintesis de moléculas organicas, por ejemplo, como las proteinas.

En una célula, la estructura general de las membranas, ya sea la plasmatica o la de
los organulos internos, es comun. Se trata de moléculas de lipidos ordenadas de forma
que las cabezas polares estan en contacto con el medio polar, mientras que las colas
apolares estan enfrentadas, formando una especie de barrera. Insertadas en esta
barrera se pueden encontrar proteinas que realizan diversas funciones, tales como
transporte de solutos o sefalizacion celular. Las uniones entre proteinas y los lipidos
de la membrana son no covalentes.

Los lipidos que encontramos en la membrana son principalmente tres: fosfoglicéridos,
esfingolipidos y el colesterol. Tanto fosfoglicéridos como esfingolipidos, estan
formados por acidos grasos, esto es, una cola hidrocarbonada a un extremo carboxilo
(-COOH), y que en su estructura puede tener dobles enlaces (insaturaciones). La
longitud de la cadena y la presencia de insaturaciones son factores determinantes en
la temperatura de fusion de estas moléculas, esto es, la temperatura a la cual se
rompen los enlaces: una mayor longitud de cadena aumenta la T2 de fusion, mientras
que la presencia de dobles enlaces la disminuye. La diferencia fundamental en estos
dos tipos de lipidos esta su estructura:

e Fosfoglicéridos: dos acidos grasos se unen por enlace tipo éster(CO-O) a una
molécula de glicerol

e Esfingolipidos: una unica cadena de acido graso se une por enlace amida (CO-
N) a una cadena de esfingosina, a la que se puede unir un grupo fosfato
(fosfoesfingolipidos) o moléculas de azucar(glucoesfingolipidos)

A pesar de las diferencias quimicas y estructurales, ambos presentan una zona polar
hidrofilica, la cabeza de grupo fosfato, y otra apolar hidrofébica, las cadenas
hidrocarbonadas. Ambos tipos de fosfolipido estan presentes en la membrana celular,
y por lo general los fosfoglicéridos estan en mayor proporciéon en mas tipos celulares,
pero la esfingomielina esta especialmente presente en las células nerviosas,
concretamente en las vainas de mielina que recubren el axon de estas.
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Figura 1 A. Representacion de Representacion 3D de una molécula de una esfingomielina donde se
pueden apreciar los atomos, sus enlaces y conformacion. Imagen adaptada de la original. Fuente:
Saeedimasine et al., 2019. B. Estructura quimica de algunos lipidos:1-palmitoyl-2-oleoyl-sn- glycero-
3-PC (POPC);1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-PE (POPE); N-palmitoylsphingomyelin (PSM). Fuente:
Bera & Klauda, 2017.

Las esfingomielinas basicamente estan formadas por una esfingosina con una
cadena de dieciocho carbonos, un acido graso unido por un enlace amino, y una
cabeza polar, por lo general un grupo fosfocolina (Figura 1) (Bera & Klauda, 2017;
Saeedimasine et al., 2019). Esta estructura, en un entorno adecuado hace que
agrupaciones de estas moléculas formen las bicapas de una membrana: en
presencia de agua, las cadenas hidrofébicas se esconden de ésta y el grupo
hidrofilico, la cabeza polar, se alinea a ambos lados de la bicapa dejando las colas
en el centro de la membrana. Dicha conformacion hara de la membrana una barrera
que, en principio, no podria ser atravesada por sustancias hidrofilicas.

Glycoprotein: protein with Glycolipid: lipid with
carbohydrate attached / carbohydrate
4 %®  attached

Phospholipid
bilayer

Integral membrane Cholesterol 2
protein \ Protein channel

Peripheral membrane
protein

Filaments of the cytoskeleton

Figura 2 Dibujo esquematico de una membrana celular. Una combinacién de fosfolipidos, colesterol,
colesterol, proteinas y carbohidratos. Fuente: La Membrana Celular - Conceptos de Biologia - OpenStax
CNX, n.d.
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Las bicapas lipidicas poseen una serie de caracteristicas que hacen que sea un
sistema muy eficiente para actuar como membranas biolégicas.

e Pueden crecer sin limitacion, gracias a lo cual alcanzan tamanos
celulares.

e Se auto ensamblan, creando compartimentos cerrados y consiguiendo
asi que las colas hidrofébicas queden totalmente escondidas del agua.

e Son estructuralmente estables, pero también fluidas: los enlaces entre
moléculas de la misma bicapa no impiden que estas se muevan con
cierta libertad, y hace que en conjunto su estructura se asemeje a un
liquido ordenado.

e Son barreras eficaces que sin embargo permiten el paso de solutos
polares, y asi se consigue que se mantengan diferencias de
concentracion y se generen gradientes entre los compartimentos que
separan las membranas.

Entender la dinamica de las bicapas lipidicas es objeto de interés, tanto desde un
punto de vista fisico como biolégico: desde el punto de vista fisico, porque presentan
caracteristicas similares a las de un cristal liquido, y las membranas han sido el centro
de estudio para explicar el orden y las transiciones de fase en este tipo de estructuras;
desde el punto de vista bioldgico, porque son la base de las membranas celulares, y
los estudios de sus interacciones con distintos tipos de moléculas puede ser de ayuda
a la hora de entender aspectos de las variadas funciones celulares.

En las investigaciones sobre membranas, uno de los mayores retos es el de
comprender compleja funcionalidad. Por su rica composiciéon de lipidos y la
consecuente baja temperatura de fusién, se piensa que estas existen por lo general
en un estado denominado fase fluida de cristal-liquido (“fluid, liquid crystalline(Ic)
phase”)(Brown & London, 1998).

Esa fase fluida es una de las fases en las que se pueden encontrar las bicapas
lipidicas dependiendo de la temperatura del sistema. En la fase gel o sélida las
cadenas hidrocarbonadas estan rigidas, mientras que en la fase de cristal-liquido
estas cadenas son moviles. La temperatura que marca el cambio de un estado a otro
de la membrana se le denomina temperatura de transicién (Tm), que es la necesaria
para que se produzca la fusion de los lipidos y depende de la naturaleza de la fraccidon
hidrofébica de estos.

En la fase gel o sélida las cadenas hidrocarbonadas estan en alargadas al maximo,
formando una estructura muy compacta por el alto grado de interaccion entre ellas,
con lo que la difusién lateral es reducida. Por otro lado, en la fase fluida las cadenas
se encuentran plegadas, por tanto, la compactacién es menor y la difusion aumenta.
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En membranas de ciertos tipos de lipidos, como fosfatidilcolinas, la transicion ocurre
en dos pasos a medida que se incrementa la temperatura, pasando por una fase de
pre-transicion a pocos grados por debajo de la Tm, que puede deberse a los cambios
en la proximidad del grupo polar, asi como una mayor interaccion entre el medio y la
cabeza de los lipidos(Eeman & Deleu, 2010). En dicha fase, las cadenas de los lipidos
de membrana se encuentran en un estado a medio camino entre el estado ordenado
y el fluido.

Pretransition/ I:hpr-)lePphase \
B

Gel, solid-ordered phase  Fluid, I|qU|d-d|sordered phase
S

o Ld
+ Cholesero\ / + Cholesterol
§
w

Fluid, I|qU|d ordered phase

Figura 3. Esquema que representa la estructura de las bicapas lipidicas en las distintas fases en que
estas transitan. Fuente: (Eeman & Deleu, 2010)

Las esfingomielinas son una parte importante del complejo entramado de las
membranas, pero dada su dificultad de obtencién en una forma pura para su estudio,
se han realizado estudios con esfingomielinas de huevo (ESM) y de palmitoil (PSM)
ya que, segun los mismos, son los extractos naturales que mas se acercaban a una
estructura uniforme de la esfingomielina pura. En estos estudios, y obviando las
diferencias que puedan encontrarse con otras formas de esfingomielina, se ha
observado mediante distintas técnicas como la difraccion de rayos X, el
comportamiento de las bicapas en un rango de temperaturas de 3° a 55°C.

ESM presenta una fase de ondulacién (“ripple phase”) en el rango de 3° a 38°C, que
se describe como muy estable en estas temperaturas. A partir de 38°C se observa la
transicion a fase fluida.

PSM se encuentra en fase gel por debajo de 24°C, en estado de transicién de fases
gel-ondulacion alrededor de 24°, y otra transicién a fase fluida a 41°C (Goni et al.,
2020; Goni & Alonso, 2006).

Estos cambios en su fluidez tienen una base termodinamica e implica una variacién
de la densidad y el coeficiente de difusion, lo cual tiene una gran importancia biolégica,
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ya que supondria una alteracion en el comportamiento de una membrana celular
respecto a su estado normal, y por tanto repercute en las funciones celulares.

Por todos estos motivos, es relevante llevar a cabo un estudio computacional que
permita conocer las caracteristicas fisico-quimicas de estas estructuras moleculares,
de las que podemos obtener informacion mediante técnicas de simulacién molecular.

1.2. Simulacién Molecular. Antecedentes y futuro.

Podria decirse que la simulacidon molecular es el término que engloba métodos
computacionales como Monte Carlo y la Dinamica Molecular, surge con la idea de dar
unos resultados lo mas exactos posibles a problemas cuyo origen esta en la mecanica
estadistica, y por tanto permite determinar propiedades macroscopicas mediante la
aplicacion de un modelo tedrico usando un programa de ordenador.

Esta claro que su historia va totalmente ligada al desarrollo de ordenadores y la
evolucion de la informatica en general, ya que su mejora continua ha permitido que se
realicen calculos cada vez mas complicados que consumen muchos mas recursos,
pudiendo resolver problemas que nacen y se aplican a muchos sistemas.

La DM se define como el conjunto de técnicas de computacion para estudiar las
propiedades de un sistema de multiples particulas que obedecen los principios
basicos de la mecanica clasica, y como dichas propiedades van evolucionando con el
tiempo (Frenkel, Daan, 2001).

Echando la vista atras en el tiempo, la primera simulacion de DM se llevé a cabo por
Alder y Wainwraight a finales de los afios cincuenta del pasado siglo, cuyo estudio
consistia en un modelo de esfera-dura. (Alder & Wainwright, 2004). El potencial del
método hizo que mas tarde se llevase a cabo para el estudio de liquidos y veinte afios
después se implementd la primera simulacién aplicando el método de Monte
Carlo(Metropolis, 1987)Desde entonces, el campo de la simulacién molecular ha
evolucionado hasta suponer un factor realmente importante en un gran espectro de
areas cientificas, ya que sus aplicaciones pueden ir desde el mero estudio de
propiedades termodinamicas al disefio de materiales, farmacos o la prediccion de
estructuras proteicas.

A dia de hoy, la dinamica molecular se aplica al estudio de casi cualquier tipo de
macromoléculas, como acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos... y estos sistemas
pueden llegar a ser realmente grandes, al tener millones de atomos, como ocurre con
las membranas, sobre todo para las proteinas embebidas en ellas, que representan
un reto demasiado grande para afrontarlo tan solo mediante métodos experimentales.
En muchos sentidos, las simulaciones de DM son muy similares a los experimentos
de laboratorio, ya que cuando llevamos uno de estos a cabo seguimos una serie de
pasos, como la preparacion de la muestra que deseamos estudiar. Acto seguido, la
sometemos a un instrumento de medida y obtenemos un valor numérico de la
propiedad de interés para un tiempo determinado.

1
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Para la DM los pasos son analogos, ya que primero preparamos la muestra
seleccionando un sistema de N particulas y, mediante la resolucién de las ecuaciones
de movimiento de Newton para el sistema, obtenemos unos datos. Estos datos iran
cambiando para un sistema que es dinamico, hasta que llega un momento que dejan
de hacerlo: hemos alcanzado el punto de equilibrio. Es entonces cuando se lleva a
cabo la medida deseada.

Parte de su importancia reside en que puede resultar una alternativa a un experimento
mas “real” o material, cuando las condiciones ideales de este no estan a nuestro
alcance en el mundo fisico. También supone un valioso ahorro de tiempo, y por tanto
también econdmico, ya que permite el estudio de multiples sistemas a la vez: lo que
en un laboratorio podria tardar dias o semanas, con métodos computacionales puede
llevarse a cabo en horas o dias.

Una de las aplicaciones mas prometedoras es el calculo de la energia de formacién
de complejos ligando-receptor para el descubrimiento de nuevos farmacos, como la
que probablemente fuese la primera simulacion de un sistema bioldgico, el estudio del
inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (BPTI) en vacio. Mas adelante, se llevo a
cabo otro estudio con una quinasa p38: se saturaba la molécula diana con posibles
ligandos que mas tarde se acababan eliminando por evaporacion, quedando solo los
ligandos que se uniesen mejor a la zona de acoplamiento, encontrando asi los mejores
ligandos que pudiesen actuar como inhibidores.(Morales-Navarrete, 2016)

Del correcto funcionamiento de las proteinas, dependen la mayor parte de funciones
vitales que permiten que se mantenga la actividad celular, de ahi que uno de los
principales objetivos de las simulaciones por ordenador en cuanto a sistemas
bioldgicos sea conseguir predecir la forma en que estas estructuras se pliegan, ya que
esto determina si la proteina podra llevar a cabo su funcién o no. A pesar de ser algo
tan importante y de las décadas de investigacién que ha implicado, sigue siendo un
problema por resolver el predecir con cierta exactitud como ocurre el proceso de
plegamiento. Pero esto podria estar a punto cambiar.
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Figura 4. El proceso de plegado. a. Esquema de los pasos del proceso. b. Una red neuronal predice el
plegado basandose en los datos que se recogen mediante alineamiento multiple de secuencias (MSA).
c. una iteracién por el método de steepest descent con 1200 pasos, con una puntuacién asignada y su
desplazamiento cuadratica media. Encima, algunas imagenes de la estructura predicha a cada paso.
d. primera estructura candidata superpuesta a la estructura nativa (en color gris). e. La puntuacioén
media de la estructura con el potencial mas bajo frente al nimero de iteraciones. Imagen tomada del
mismo articulo de (Senior et al., 2020).

Pensemos que hace unos 20 afos era realmente dificil usar la DM computacional para
si quiera llegar a plegar un péptido en su estructura correcta, y a dia de hoy ya se usa
la aproximacion mediante inteligencia artificial gracias al proyecto de Google
AlphaFold(Senior et al., 2020) para reproducir lo mas fielmente posible la estructura
terciaria de una proteina, con resultados realmente prometedores(Figura 4).

Es indudable que la potencia de computacion ha aumentado enormemente en los
ultimos treinta afos, hasta el punto en que la capacidad de ordenadores personales
pueda ser mayor que la de aquellos que se usaban en los estudios de 1987. Y este
crecimiento es exponencial, por tanto, si hacemos caso a la ley de Moore, no seria
raro imaginar que la potencia de calculo en una o dos décadas sea miles o millones
de veces mayor que ahora, con lo que se podran llevar a cabo simulaciones de
sistemas mucho mas grandes y complejos, quien sabe si a escala celular. Pero casi
con toda seguridad, podremos predecir o que ocurre en una parte concreta de estos
sistemas, ya sea que se encarga de sintetizar nuestras proteinas las proteinas, en una
escala de tiempo suficiente para transcribir un pequefio gen, o en una membrana
bioldgica en el tiempo que distintos tipos de molécula difunden a través de ella para
que la célula pueda realizar sus funciones.
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1.3.Motivacion.

Las razones que me han llevado a querer hacer este trabajo residen en mi formacién
de grado en Bioquimica, y mi aficion por las nuevas tecnologias y como su mejora a
implementacion permiten llevar a cabo grandes avances y encontrar soluciones a
problemas de los sistemas bioldgicos que aun son dificiles de resolver.

Durante mis afos en Bioquimica adquiri conocimientos acerca de como las
macromoléculas rigen nuestra vida, desde los genes en fracciones de ADN que dictan
la estructura del entramado celular, a las interacciones entre distintas ceélulas
mediadas por la formacion de complejos ligando-receptor, pasando por el
funcionamiento de la membrana y como esta supone un pilar fundamental para que la
célula pueda llevar a cabo el resto de funciones. Sin embargo, fue en los ultimos anos
cuando empeceé a conocer las posibilidades de las ciencias computacionales en el
estudio de todo lo aprendido hasta entonces. La asignatura de modelizacién molecular,
y los profesores que la impartieron, me abrieron el mundo de los algoritmos de analisis
de estructuras moleculares, y como tecnologias de fama reciente como el Machine
Learning o las redes neuronales estan trabajando para resolver problemas que llevan
décadas estudiandose en biologia.

Como trabajo de fin de grado, pude conocer como la modelizacion molecular puede
ayudar a mejorar los procesos en investigacion y avances en medicina, lo que abrid
mi curiosidad y me hizo querer saber mas.

En relacion con lo anterior, desde hace afios me apasiona conocer avances
tecnolégicos, ver como la mejora de los ordenadores y dispositivos moviles se hace
mayor de una forma exponencial, hasta el punto de que a dia de hoy usamos
dispositivos y sistemas que solo eran imaginables en peliculas de ciencia ficcion de
hace una década o que estaban reservados para instituciones de alto nivel.

Por ello he querido conocer de primera mano una de las tecnologias y mecanismos
que creo estaran muy presentes en nuestra futura vida cotidiana.

La motivacion cientifica surge de las propiedades de esta molécula y su importante
presencia en sistemas biolégicos, ya que la estructura de membrana de esfingomie-
lina de huevo presenta un gran grado de histéresis durante su transicion(Goni &
Alonso, 2006), y para intentar entender este fenémeno, hemos querido llevar a cabo
un estudio colaborativo.
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2. Objetivos

Objetivo General

Mediante métodos de simulacion molecular, estudiar el comportamiento y propiedades
de una bicapa lipidica correspondiente a un modelo de membrana de esfingomielina
en un rango de temperaturas que van desde los 0° a los 75°C (273-348 K) en intervalos
de 15°C, y asi ver las diferencias entre las distintas fases en que transita la membrana.

Objetivos especificos

Preparar entornos de simulacion para temperaturas deseadas
Realizar la simulacién de DM utilizando el software de cédigo abierto GROMACS

Analizar los resultados obtenidos calculando los valores de coeficiente de difusion,
area por lipido y densidad de la membrana.
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3. Materiales y métodos

3.1.Condiciones de contorno peridédicas

Antes de empezar cualquier simulacion, hay que definir las condiciones en que esta
va a ocurrir, y dadas las fuerzas de atraccion y repulsion que se dan en sistemas
fluidos, y los problemas que esto puede suponer para el calculo, lo mejor es
considerarlo un sistema ordenado, cristalino, consiguiendo asi minimizar estas
interacciones.

Cuando se llevan a cabo las simulaciones se usa un numero relativamente pequefo
de moléculas, una fraccion concreta de la muestra real, ya que una cantidad mas
realista seria mucho mas costosa computacionalmente. Esta fraccion esta contenida
en una caja de simulacion.

Determinar el tamano de la caja para nuestra fraccion de muestra puede implicar
cambios en propiedades como la densidad o las fuerzas que experimentan unas
particulas por su interaccion con el resto o las paredes de la caja, y que estos valores
se alejen de larealidad. Asi, si se quiere recrear fielmente lo que ocurriria en el sistema,
hay que establecer una serie de condiciones de forma que actue como si estuviese
rodeado por su entorno real, minimizando las desviaciones provocadas por efecto de
las paredes de una caja.

Para lograr esto, se establecen las condiciones de contorno periodicas: partimos de
una caja de simulacién con unas dimensiones fijas de acuerdo a las condiciones de
nuestro colectivo NVT o NPT, y la consideramos la celda unidad o central; alrededor
de esta se encuentran celdas iguales en todas las direcciones, de forma que al iniciar
la simulacién el sistema evoluciona hasta el estado deseado, pero durante el
movimiento de las particulas, cuando una abandona la caja por un lado, otra particula
igual entra por el lado opuesto (ver figura 5).
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Figura 5. Condiciones de contorno periddicas. Cuando una particula sale de la caja de simulacion,
una particula de la imagen se mueve para sustituirla. En el calculo de las interacciones de las particu-
las dentro del rango de corte, se incluyen tanto los vecinos reales como los de la imagen se incluyen
tanto los vecinos reales como los de la imagen. Allen, M. P. (2011). Introduction to Molecular Dynam-
ics Simulation. In Lecture Notes, Norbert Attig (Vol. 23, pp. 161-197)
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3.2.Energia potencial e interacciones entre particulas

Para una simulacion sea fiel a un sistema real, las funciones que describen la fuerza
de las particulas deben representar la naturaleza de las interacciones que ocurren.

Antes del desarrollo de los sistemas de simulacion se atendia tajantemente a las leyes
de la mecanica, y si habia algun fallo al predecir trayectorias, se suponia que el error
cometido se debia al desconocimiento o la inexactitud de las fuerzas que rigen un
sistema. En los estudios de DM, esto sigue siendo asi en parte, pero ahora se toman
otras medidas, como incorporar la mecanica cuantica a la hora de establecer el
sistema.

Dado que la fuerza gravitatoria no se consideraba suficientemente influyente en el
movimiento molecular y por tanto en la prediccién de sus trayectorias, se tomé en
cuenta la fuerza electromagnética, la cual viene principalmente descrita por las
ecuaciones de Maxwell. En simulaciones moleculares se consideran la fuerza
electrostatica como un conjunto limitado de fuerzas electromagnéticas, y las
interacciones de este tipo se van a evaluar gracias a la ecuacion de fuerza entre
cargas puntuales descrita por la ley de Coulomb:

qiq;
F(ry) =73

r
4meyr3

Siendo cada g cada carga interaccionando, r el vector de distancia de las cargas, €0

la permitividad en el vacio, y rel radio. El campo electrostatico alrededor de una de
las cargas a una cierta distancia queda definido por la ecuacion:

__ 4 __ag
E(Tij) B 0  4me,r? "

Aqui 7 es el vector unidad en direccién a la carga que interacttia con i. El potencial
electrostatico asociado a la carga es el trabajo que se necesita para llevarla hasta un
punto de posicion r con respecto a la misma carga:

qiq;
4meyr

¢(r) =

Y finalmente la energia potencial U entre dos particulas con carga es el trabajo que
Se necesita para separar dichas cargas a una distancia infinita, y queda definida por:

q,4

u(rij) = qj¢l-(7‘ij) = Fmeyr

Aunque la ley de Coulomb se desarrollé para describir las fuerzas entre objetos

cargados que interactuan a distancias macroscépicas, en la mecanica cuantica operia
a escala subatdomica. Se cambia la descripcidon mecanica de los sistemas, donde
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ahora tenemos que los electrones y nucleos ligeros se comportan como ondas, pero
sus interacciones pueden ser descritas por la ley de Coulomb.

Una vez que tenemos claro qué implican las energias potenciales en las interacciones
podemos hablar mas concretamente de las de tipo intra o intermolecular.

3.2.1. Potencial intermolecular

La energia intermolecular en un sistema de particulas que estan interactuando suelen
ser la suma de todos los potenciales de cada una, entre los que se encuentran los de
tipo electrostatico y de van der Waals, y desde el punto de vista de la mecanica
cuantica, ambos potenciales son de naturaleza electrostatica (Alavi, 2015). Se trata
de interacciones que pueden tener contribuciones tanto atractivas como repulsivas.
Las contribuciones repulsivas se dan a las distancias atdbmicas mas cortas, debido a
la repulsion electronica de las capas mas externas de la molécula, cuando existe
posibilidad de solapamiento. Gracias a esto se consigue un cierto orden en los
sistemas, lo que al final determina la estructura de los mismos.

Por el contrario, la contribucion atractiva se da a largo alcance y no es tan fuerte en
las particulas como en el conjunto, haciendo que se mantenga un cierto nivel de
cohesion.

Sin tener en cuenta la precisidon en la descripcion del sistema en cuanto a las
moléculas, si es importante brindar toda detalle posible a la hora de describir las
interacciones por pares de moléculas entre los nucleos y nubes electronicas, lo cual
suele ser una funcion bastante mas complicada. Para enfocar esto, se suele
considerar los centros de interaccidn en la posicion de los nucleos atdmicos de la
molécula, de forma que la interaccion total entre un par de moléculas poliatdmicas se
podria describir por la suma total de todos los posibles pares de contribuciones entre
los centros de una molécula 1 con la otra molécula 2:

ns ns

U(ri20,Q5) = Z Z Uyj(r)

i=1 j=1

Donde nses el numero de sitios de interacciones entre las moléculas 1y 2, Ujes el
potencial de interaccién esférico y r; es la distancia que separa a los sitios de
interaccion.

Al hablar de los sitios de interaccion, hay dos formas principales de definir estos sitios:
mediante los denominados modelo de todos los atomos o el modelo de atomos unidos.
El primero considera cada grupo quimico como un centro de interaccion, mientras que
el segundo considera a cada atomo de la molécula.

Como se mencionaba antes, el potencial de van der Waals es uno de los potenciales
intermoleculares que se dan, y una forma comun de describir este tipo de interaccion,
es mediante el potencial de Lennard-Jones, que se da entre pares de atomos
normalmente denominados /vy j:
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Donde ¢ se relaciona con la fuerza de la interaccién, mientras que o define la distancia

a la cual el potencial es cero, rmin €s la distancia minima a la que existe
potencial(Rapaport, 2004).

2 " Ar---Ar z
— 15 n ‘1 | ‘
- | 4 * Kr---Kr '
'5 1 I 1 [
E l; I\ w
© \ Beed
g 0.5 *.“ :j 0 o
Sj 0 4 "u ....n::::"omn'nm D

.‘..‘»ﬂ - _1
S .05 L‘ N
3 : -2 ‘
2 Bg5r, B 0 7 B 1 15 2 25 3

(a) r(A) (b) rlo

Figura 6. La imagen a) se corresponde a las energias de interaccion entre dos atomos de argon y de
Kriptén que varian con la distancia. La forma que se dibuja se corresponde con la forma tipica del

potencial de Lennard Jones, que se puede observar en la imagen b). Imagen tomada de la fuente (Alavi,
2015)

3.2.2. Potencial intramolecular

La energia potencial intramolecular es aquella por la que se mantienen las longitudes

de enlace, sus angulos y los diedros en la molécula pero que ademas dan a la misma
una cierta flexibilidad.

Se da entre atomos enlazados en una misma molécula, y de acuerdo a la mecanica
clasica esta definida de la siguiente forma

Uintra(R) = Z Ubond(lRi + le) + z Uangle (Hijk) + Z Utorsion(¢ijkl)
ij ijk ijkl

Siendo el primer término la representacion de la interaccion entre dos atomos
contiguos, como un enlace covalente. Se suele definir como

1
Upona(Rij) = EkR,ij(Rij - Rij,O)2

e kg;; es la constante de fuerza para en enlace entre los atomos iy j, R;j, es la

longitud de equilibrio de enlace con el minimo potencial. Es la descripcion de
un potencial harmadnico.

El segundo termino se corresponde con la energia del angulo de enlace. El potencial
analitico de flexion angular mas utilizado en las simulaciones moleculares para
representar estos datos es el potencial armoénico.
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1 2
Uangie(Bijr) = Eke,ijk(eijk — Bijk0)
e De nuevo, kg, representa la constante de fuerza, esta vez para el angulo de
equilibrio, ahora entre los atomos Jjjy jk

El ultimo término, es la energia asociada al angulo de torsién, que se debe la varia-
cion de los angulos diedros en cuatro atomos conectados de forma consecutiva. Es
la energia mas débil de las descritas, y se describe principalmente como

1
Utorsion(‘.'bijkl) = EA(l + COS(m¢ijkl - ¢ijkl,o))

e Donde A4 es la barrera limite del potencial, m es la periodicidad y des la fase
del potencial.

Cada uno de los tipos de enlace o interaccién se muestran en la Figura 7

(d)

Figura 7. (a)Una molécula de etano utilizada como ejemplo para representar las interacciones
intramoleculares (b)debida al enlace entre atomos, (c)al angulo de enlace y (d) al angulo diedro. Imagen
tomada y editada de (Alavi, 2015)

3.3.Coeficientes de difusién

Los sistemas macroscoépicos en el equilibrio tienen propiedades que se mantienen
uniformes e invariables en el tiempo y definen el estado del sistema, como son la
presion, temperatura y densidad. Al hacer simulaciones, podemos observar el
comportamiento del sistema cuando le imponemos otras condiciones que hacen que
salga del equilibrio. Pueden darse flujos de materia, energia y nuevas interacciones
en las distintas partes del sistema. Y si se relajan las imposiciones, los flujos cambian
a cierta velocidad hasta que las variables termodinamicas vuelvan al equilibrio. El
comportamiento de los sistemas fuera de equilibrio puede ser caracterizado mediante
propiedades como el coeficiente de difusion.(Alavi, 2015; Rapaport, 2004)

La difusion se define como un proceso de transporte pasivo en el que una sustancia
se mueve desde una zona de alta concentracion a otra con menor concentracion,
hasta que los niveles en ambas se igualan (Figura 8) Esto ocurre por ejemplo con los
metabolitos o sustancias que se mueven en el citosol celular y que atraviesan la
membrana. Se podria decir que el gradiente formado por la diferencia de
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concentracion es una especie de potencial que consigue que las sustancias atraviesen
la membrana, y la difusion es la forma en que ese potencial se disipa. Sin embargo,
€s un proceso que se da sin gasto de energia. (3.5 Passive Transport - Concepts of
Biology - OpenStax CNX, n.d.)

Extracellular fluid
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Figura 8. llustracién de una membrana permeable a una cierta sustancia y como esta difunde de
acuerdo al gradiente, desde una zona de alta a otra de baja concentraciones. Créditos: (3.5 Passive
Transport - Concepts of Biology - OpenStax CNX, n.d.)

En DM, para un sistema continuo el coeficiente de difusion D se obtiene por la Ley de
Fick, una ley que relaciona el flujo de masas con el gradiente de densidad.

j=—-DVc

Donde j es el flujo de materia y c(r, t) es la concentracion. Si consideramos la
variacion de j en el tiempo, combinando la ecuacién de la ley de Fick en una que
exprese la conservacion de materia, quedaria descrito mediante la ecuacion

sc(r,t)

. _ Sc(rt) 2 _
—; tVirt)=0 > —5. —Dvie(r,t) =0
Resolviendo mediante la condicidon de frontera
1 r2
c(r,0) =6(r) 2 c(rt) = Doz €XP (— E)

Atener en cuenta, d hace referencia a la dimensionalidad del sistema. Si de lo anterior
nos centramos en la dependencia temporal del sistema tenemos que

(r2(v)) Efdrc(r, t)r?

Obtendremos la ecuacion para la evolucién temporal de (r?(t)) multiplicando la
tercera ecuacion por r? e integrando:

6
gf drc(r,t)r? = Dfdr c(r, t)V?r?

Simplificando el lado izquierdo y aplicando la integracién al lado derecho resulta tal
que

8(r’ (1))

TR DJdrC(T, OV2r? = 0+2dedrc(r, t) = 2dD
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Relacionandose el coeficiente de difusion con el ancho del perfil de
concentracion.(Disalvo & Simon, n.d.; Frenkel, Daan, 2001)

El célculo del coeficiente de difusion guarda una fuerte relacién con el desplazamiento
cuadratico medio, ya que se trata del desplazamiento recorrido por una particula, que
en nuestra simulacion posee una serie de coordenadas, en un momento inicial, y que
va recorriendo el sistema (figura 9). Si se va calculando ese cambio de coordenadas
o desplazamiento, y se toman los cuadrados de las distancias recorridas, al hacer su
promedio se obtiene el desplazamiento cuadratico medio(MSD)(Alavi, 2015)(Leach,
2001). EI MSD para N moléculas en una simulacion viene definido por la ecuacion:

N
1
MSD (&) = (|r(t) — r(0)]2) = NZW) — r(0)|?
i=1

Figura 9.(a) Posicion de una particula de referencia i en ri a tiempo t=0 y después de varios pasos.
(b)Los vectores de desplazamiento de la particula

Para membranas, por lo general la movilidad de los lipidos presentes se expresa con
el coeficiente de difusion lateral, que se calcula a partir del MSD y mediante la
ecuacion de Einstein(Niemela et al., 2004).

Donde d seria la dimensionalidad, de forma que la difusién lateral que ocurre en el
plano de una membrana, n=2.

El coeficiente de difusién se obtiene mediante el calculo de MSD en el plano de la
membrana (xy), por ser el plano en que se observa comportamiento browniano de las
moléculas.

3.4.Densidad

En términos generales, la densidad da la informacion de la cantidad de sustancia que
hay en un volumen de terminado. Dicha cantidad de sustancia, puede expresarse en
términos de masa, moles o numero de particulas, ya sean atomos o moléculas.
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En el caso mas concreto de la simulacion molecular, mediante la densidad podemos
saber como se distribuye la materia a lo largo de las distintas dimensiones.

Cuando se encuentran distintas fases, como ocurre entre una fase liquida y otra
gaseosa, la densidad varia de forma continua entre la fase vapor de densidad pvy la
fase liquida de densidad pi.. Esto también ocurre en la simulacion que se estudia en
este trabajo, donde se encuentran dos fases formadas, una de agua y la otra que es
una bicapa de EM. El perfil de densidad probablemente es la forma mas directa de
medir la estructura de la interfase bicapa-agua.
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Figura 10. Perfiles de densidad de agua (linea continua), de glicerol 1-monooleato (los grupos en la
zona de la cabeza) (linea de puntos) y una cadena de &tomos alquil (linea de guiones y puntos) en
funcion de las coordenadas en el eje perpendicular a la interfase. Fuente(Wilson & Pohorille, 1994)

En nuestra simulacion se ha obtenido el perfil de densidad de masas (MDPs) para
cada grupo, esto es, la membrana por un lado asi como algunas de las especies
atémicas mas relevantes en la molécula de esfingomielina, y la fase de agua después.

3.5.GROMACS
GROMACS son las siglas de GROningen MAchine for Chemical Simulations. Se trata
de un paquete de software de codigo abierto y libre, un motor con el que realizar las
simulaciones de dinamica de distintos tipos de molécula.

Es un software desarrollado por Berendsen Herman en la Universidad de Groningen,
Holanda, en un principio debido a la propia necesidad de conseguir simulaciones mas
eficientes, pero que decidioé publicarse como software libre y de coédigo abierto, se ha
convertido en una infraestructura compartida, construida en colaboracion por varias
universidades y laboratorios de investigacion, gracias a lo cual ha ido mejorando y
dando nuevas versiones. Para este trabajo se utilizd la version de GROMACS 5.1
(Abraham et al. 2015), cuyo cdédigo, tutoriales, manuales y documentacion estan
completamente disponibles en http://www.gromacs.org
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Este programa soporta los distintos tipos de campos de fuerza existentes, pudiendo
implementarse aquel que sea necesario. En el caso de este estudio, se utilizo el
campo de fuerza GROMOS54A7(Huang, Lin, y Van Gunsteren 2011).

Para llevar a cabo las simulaciones son necesarios una serie de archivos de entrada,
los inputs, los cuales contienen la configuracion inicial del sistema, las caracteristicas
de las particulas que lo forman y la informacion del campo de fuerza utilizado; y los
archivos de salida, donde encontraremos los valores de la simulacion, como las
coordenadas finales, la velocidad, trayectorias e informacion necesaria para obtener
todas las propiedades termodinamicas del sistema.

Por otro lado, existen una serie de herramientas que nos perminten visualizar las
simulaciones y representar graficamente los analisis extraidos de las mismas, como
Grace y Visual Molecular Dynamics (VMD).

3.5.1. Modelos de la simulacion

Una de las limitaciones de la aplicacion de la DM a las simulaciones es la naturaleza
de los campos de fuerza que experimentan las particulas de nuestro objeto de estudio,
y como de aproximado puede ser el modelo de campos de fuerza empleado que
describe las interacciones entre las distintas particulas del sistema durante en las
simulaciones(Huang et al., 2011; Lin & Van Gunsteren, 2013). Este parametro debe
describirse con suficiente precision como para reproducir las propiedades y
mecanismos que se dan en el proceso a analizar, ya que la precision de los resultados
que obtengamos depende de ello(Schmid et al., n.d.).

3.5.1.1. Campo de fuerza GROMOS54A7

Se han desarrollado diversos modelos de campos de fuerza a lo largo de los afios,
como CHARMM, OPLS, AMBER o GROMOS (Christen et al. 2005; Jo et al. 2008;
Jorgensen, Maxwell, y Tirado-Rives 1996; Salomon-Ferrer, Case, y Walker 2013). De
este ultimo se han ido desarrollando diferentes tipos, variando sus parametros segun
los requerimientos de los usuarios y las simulaciones.

El uso del campo de fuerza GROMOS esta principalmente destinado a simulaciones
cuyo ambiente implica temperaturas y presiones de interés bioldgico(20-40°C ; 1 bar)
para liquidos, cristales y soluciones, condiciones que pueden darse en sistemas
biomoleculares como ocurre con las proteinas, acidos nucleicos o lipidos.

Las versiones mas usadas de GROMOS son la 43A1(1996), 45A3(2001), 53A6(2004)
y el que se usa en el presente trabajo, el GROMOS54A7 desarrollado en 2011(Huang
etal., 2011).

El campo de fuerza GROMOS 54A7 es una modificacion de la version 53A6 en la que
en rasgos generales cambian cuatro parametros(Lin & Van Gunsteren, 2013; Schmid
etal., n.d.):
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1. La energia de torsion de los angulos de enlace, a la que en el apartado 3.3.2 se
definia como energia de torsién o la energia provocada por los angulos diedros.
También se reajustaron algunos parametros en interacciones de van der Waals.
Con esto se consigue un incremento en los enlaces por puentes de hidrogenos
entre grupos N-H y C=0 presentes en las moléculas.

2. Se introduce un grupo -CH3 cargado con la idea de aumentar la repulsién entre
los grupos -CH3 y -OM en moléculas tipo dipalmitoilfosfaditilcolina

3. Parametrizacion de las interacciones de van der Waals para atomos de Na+ y CI-
aumentando la energia libre de hidratacion, con la idea de introducir propiedades
de solvatacion en el sistema.

4. Dos nuevos diedros impropios se afiaden para facilitar el calculo de la energia libre
implicada en los cambios de quiralidad de las moléculas.

Estos cambios mostraron mejoras significativas en diversos estudios, reproduciendo
mejor que 53A6 los equilibrios de plegado y mejorando la estabilidad de la estructura
secundaria de proteinas, y representando mejor el ordenamiento de motivos de
glicerol o colina en membranas(Lin & Van Gunsteren, 2013; Poger & Mark, 2012;
Schmid et al., n.d.)

3.5.1.2. Modelo de agua SPC

En las simulaciones de DM, el solvente es una de los tipos de molécula mas
necesarios, y el agua probablemente sea el mejor candidato para incluir en los
estudios y ver como afecta a las propiedades del modelo.

Figura 11. Modelo de agua SPC. Geometria y cargas. Fuente: Berendsen et al., 1981

En simulaciones de interfaces lipido-agua, uno de los modelos que mas se usan es el
de una unica carga o Simple Point Charge (SPC)(Berendsen et al., 1981). También
existe el denominado modelo de una unica carga extendido o Extended Simple Point
Charge (SPC/E), pero en este trabajo se ha preferido usar el primero por algunas
razones.(Fuhrmans et al., n.d.)
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MD run characteristics:

density p =1gcm-3
temperature T = 300 K
nr or mols N N = 216

time step At = 0.0005 ps
time span t = 12.5 ps
cut-off radius Rc = 0.85 nm

MD run results :

potential energy -E = 42 2kImoll (41 .8%)
pressure pV/NKT = -0,36(0.0)
difussion constant D = D= 3.6x10ms2

Figura 12. Propiedades del modelo SPC de agua. Los nimeros entre paréntesis representan resultados
experimentales. Imagen tomada y editada de Berendsen et al., 1981.

El modelo SPC/E se desarrollé para tener en cuenta la energia de la polarizacion en
las moléculas de agua, dando una mejor distribucion radial, densidad, constante de
difusion o constante dieléctrica. Sin embargo, estas mejoras no son faciles de aplicar
en mezclas sin afectar a la solubilidad. Dado que la solubilidad es un factor importante
en las interfases como la de agua-membrana como es este caso, es preferible usar el
modelo SPC. (Tieleman & Berendsen, 1996)

3.5.2. Infraestructura y configuracion

La simulacion se realizé accediendo de forma remota a los ordenadores Camaragibe
de la Universidad complutense de Madrid mediante credenciales otorgadas. En
dicha maquina, habia un directorio personal con una serie de archivos preparados
para realizar la simulacién.

Entre estos archivos se encontraban los relativos a la topologia del sistema, un
directorio con la informacién de los campos de fuerza, tanto el GROMOS54A7 como
el de agua SPC mencionados antes. El archivo grompp.mdp tenia la informacion
relativa a los parametros de simulacion.

La simulacion se realizé en el colectivo candnico generalizado isotérmico-isobarico,
controlado con el termostato de Berendsen. Para la “busqueda de vecinos” se
establecieron las condiciones de contorno periddicas y una distancia de las
interacciones de corto alcance “rlist” 1.20 nm. También se definidé 1.20 nm para el radio
de corte del potencial y un radio de 0.65 nm a partir del cual el potencial de L-J cambia.

En los parametros de control de la simulacion se utilizé un paso de tiempo dtf = 0.001
psS y un valor de pasos nsteps = 50000000 lo que establece una duracién de
simulaciones de 50ns.
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Figura 13. Captura de pantalla de VMD del estado inicial del sistema a 273K o 0°C

Para la realizacién de cada la simulacién fue necesario disponer de los archivos de
configuracion del sistema conf.gro, grompp.mdp,smp.itp, el directorio gromos54a7.ff
con los archivos de campos de fuerza, el archivo de topologia topol.top y el script para
correr la simulacion run_gromacs.sh.

Como cada simulacion se realizaba a una temperatura distinta manteniendo iguales
el resto de parametros, tan solo hizo falta modificar el valor de las temperaturas en
grompp.mdp a la deseada en cada caso. Se realizaron 6 simulaciones con
temperaturas entre 0 y 75°C/273 y 348K, con 15°C/K de diferencia en cada una, todas
a una presion de 1 bar en todos los ejes.

Las simulaciones tardan un largo periodo de tiempo en completarse, unos 5 dias,
debido a la gran cantidad de moléculas del sistema, 50800 de agua y 288 de
esfingomielina, 167952 atomos en total, por lo que se necesita mucha potencia de
computacion. Las dimensiones de la caja para este sistema son :

T (K) Lx (nm) Ly (nm) Lz(nm)
273 8,894 7,494 27,882
288 8,914 7,500 28,047
303 8,895 7,463 28,535
318 8,892 7,533 28,601
348 8,807 7,800 28,644
| Media 8,881 7,558 28,341 |

Tabla 1. Medidas de la caja de simulacion para cada temperatura y valor medio para
cada lado de la caja.
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4. Resultados

Al finalizar las simulaciones a distintas temperaturas, mediante el uso de comandos
gmx se pudieron obtener los archivos correspondientes a la densidad, tanto del agua
del medio como de la propia membrana, y al desplazamiento cuadratico medio(MSD).

También se calculd el parametro de areallipido para cada simulacion mediante el
tamano de los laterales de la caja y la cantidad de moléculas de PSM

Sin embargo, esto no fue un gran problema, ya que con los datos reportados las
demas simulaciones se siguen obteniendo resultados concluyentes.

4.1.Densidad de membrana en agua

En todas las simulaciones la grafica de densidad de agua frente a la de esfingomielina,
presentaba el mismo patron: en las zonas en que es menor la densidad de agua, es
mayor la de esfingomielina, dandose unos maximos de densidad en lo que podria ser
la zona de interfase lipido-agua(ver Figura 14).

Partial density

1500 T T L L T

SMP
1250 — — | — Water

1000

750

Density (kg m™)

500

250

Coordinate (nm)

Figura 14. Grafica de densidad de las fases de simulacion, membrana(SMP) y agua. La densidad del
agua disminuye a medida que aumenta la de la membrana.

Este comportamiento corresponde a lo esperado en un sistema de este tipo, teniendo
en cuenta los estudios previos (ver ejemplo de Figura 10): la densidad del agua
disminuye donde aumenta la de la membrana, hasta llegar a cero, por lo tanto, no hay
a penas moléculas de agua entre las de la membrana, tan solo en las zonas donde se
supone que estarian las cabezas polares de los lipidos, que si estan en contacto con
agua.

Ademas, aunque la densidad de moléculas de esfingomielina muestra unos maximos
en 11.3 y 15.2 nm (aproximadamente) también presentan un minimo relativo de
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densidad en la zona de 13 a 13.5 nm. Esto se deberia a la zona en que las colas hidro
carbonadas de la bicapa se enfrentan(ver Figura 15)

Figura 15. Zona de baja densidad de moléculas de esfingomielina, donde las colas apolares se
disponen enfrentadas.

4.1.1. Densidad de especies atobmicas en SMP

Para obtener mas datos estructurales de la membrana, se procedié a analizar perfiles
de densidad de las especies atdmicas o grupos funcionales mas representativos o
mas relevantes de la cabeza polar del lipido por ser las mas expuestas a las moléculas
de agua las cuales pueden observar en la imagen: oxigenos (O1, O2), nitrégenos (N1,
N2) y fosforo (P1).

Figura 16. Molécula de esfingomielina con atomos resaltados como esferas coloreadas. Las esferas
azules se corresponden con atomos de nitrégeno; las esferas rojas, atomos de oxigeno; la esfera
dorada es el atomo de fésforo.
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Partial density
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Figura 17. Perfiles de densidad de las especies de oxigeno (04, O5), nitrégeno (N1, N2) y fosforo
(P1) a una temperatura de 273K

Como se puede observar en la figura 17 y de acuerdo a lo que se aprecia en las figuras
15y 16, una de las especies mas presentes en el extremo o zona de la interfase de la
membrana es el fésforo, dado que es parte de la cabeza polar de la molécula, que se
expone al medio de agua. Cerca esta el N1, por estar en el extremo polar también, y
mas expuesta que el fésforo dado que el alcance de su perfil de densidad es mayor.

Partial density
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Coordinate (nm)
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Partial density
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Figura 18,19,20,21,22. Densidades parciales de las especies atomicas 05, N2, 03 y 06, 04, P1y N1,
presentes en la esfingomielina a las distintas temperaturas a las que se han realizado las simulaciones.
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De acuerdo a lo que se observa en las figuras 18-22 en general la densidad varia con
la temperatura, de forma que a bajas temperaturas los maximos son menores. Es decir,
hay una cierta tendencia de aumento de la densidad con la temperatura.

Ademas, con el aumento de la temperatura también se observa que las zonas de
menor densidad de cada especie se estrechan y las de mayor densidad se estrechan.
Esto se observa especialmente en N1y P1, siendo los atomos mas expuestos al agua
y que pasan por mayores cambios en su densidad conforme aumenta la temperatura
del sistema.

Al ser los que, aparentemente mas sufren este cambio estructural, podrian ser las
especies donde se da el inicio del desorden del resto de la molécula de SMP y su
cambio estructural. Estos cambios de densidad indican que la bicapa esta sufriendo
un proceso de descompresion cuando la temperatura aumenta.

4.1.2. Densidad de esfingomielina y agua

Los cambios de densidad tienen mas significado cuando se observa la densidad de
las moléculas de esfingomielina completas, la distribucion de moléculas se ensancha.

Partial density
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Figura 23 Densidades parciales de la molécula de esfingomielina a las distintas temperaturas de
simulacion.
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T (K) ancho de membrana (nm)

273 4,03
288 4,15
303 4,16
318 4,31
348 4,275

Tabla 2. Valores de ancho de membrana segun la temperatura de la simulacion
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|
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|
|
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41— —

" | | | | i
280 300 320 340
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Figura 24. Evolucioén del ancho de membrana frente a la temperatura. Aunque hay una tendencia de
aumento conforme aumenta la temperatura, hay zonas donde no se cumple, lo cual podria anunciar,
estados de pretransicion de fase.

También se ve una tendencia de aumento del ancho de membrana a temperaturas
mas altas, aunque hay zonas donde esto no se cumple, manteniéndose el ancho,
debido a que durante la transicion desaparecen los dominios de lipidos de una fase a
la otra de forma gradual con la temperatura. Entre 288-303K(15-30°C) el ancho de
membrana es relativamente estable, rango de temperaturas que coincide con el
estado de pretransicion mencionado en la introduccién, donde la membrana se
encuentra en un estado entre cristal ordenado y fluido.

Esta fluctuacion en el crecimiento del ancho de membrana se observa también a 348K
debido a la transicion a fase fluida.
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Asi mismo, se puede observar como el agua que rodea a la membrana varia su
densidad al aumentar la temperatura, siendo menor a temperaturas mayores(Fig. 26).
Esto entra dentro de lo esperado en el agua, y en principio podria parecer que no
aporta nada nuevo, pero tiene mas relevancia si se compara el perfil de densidad del
agua a distintas temperaturas frente al de la membrana a las mismas temperaturas.

Para no sobre cargar de lineas la grafica y poder observar mejor la relacion entre la
densidad del agua y la membrana, se observan los perfiles a temperaturas minima y
maxima(Fig. 27)

Partial density
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Figura 25. Variacion de densidad del agua alrededor de la membrana. Conforme se avanza en las
coordenadas de la caja, la densidad del agua disminuye, debido a que es el lugar que ocupa la
membrana.
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Figura 26. Perfiles de densidad de agua frente a los de membrana a minima y maxima temperaturas.

Como se observa en la figura 25, a 273K(0°C) la densidad del agua es la esperada
fuera de la membrana, y va decreciendo conforme aumenta la densidad de la
esfingomielina. De hecho, hay una regién a 2 nm del centro de la membrana (situado
en el 0) donde la SMP va alcanzando sus picos maximos pero la densidad del agua
aun no es cero, donde podria considerarse que se encuentra la interfase agua-lipido.

A 348K(75°C) la densidad del agua fuera de interfase es menor, como cabe esperar,
pero también es menor en las zonas de maxima densidad de membrana. Debido a las
fluctuaciones estructurales, la interfase agua-lipido tiene que disminuir la tensién
interfacial. Atemperaturas altas, El movimiento de stretching, debido a la tensién entre
las dos capas de lipidos intercaladas, es mayor que el bending, el movimiento que
corresponde a la curvatura en la interfase agua-lipido. Este balance de tensiones con
la temperatura parece jugar un papel importante a altas temperaturas y por ello las
monocapas se intercalan menos.

4.2.Area por lipido de la membrana

Se evaluo el valor de areallipido al tratarse de un parametro que puede reportar
informacion estructural y que acompafia a menudo a las simulaciones de DM a la
hora de evaluar su validez.

T (K) Areapor lipido (nm2/molécula) Error
273 0,231 6,893E-04
288 0,232 9,429E-04
303 0,230 1,768E-03
318 0,233 1,581E-03
348 0,239 1,880E-03

36

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



Tabla 3. Datos de area/lipido con el aumento de temperatura. Hay una relaciéon directa entre
ambas variables.

Se puede observar una clara relacion entre el aumento de la temperatura y el
crecimiento del area por lipido de la membrana. Del mismo modo que ocurria con la
densidad, hay una tendencia creciente del area conforme aumenta la temperatura,
probablemente debido a cambios relacionados con la desorganizacion de la cadena,
como la formacion de isémeros debidos al doble enlace que ocupen una mayor zona
del espacio, asi como por la menor atraccion por fuerzas de van der Waals, principales
responsables de una menor area por lipido, y que disminuirian con la temperatura.

En este caso también se observa una region de disminucién en la tendencia por lo
general creciente, a una temperatura de 303K(30°C), misma temperatura a la que la
densidad disminuia(ver Figura 29). Teniendo en cuenta el nivel de error, este hecho
respaldaria la idea de la existencia de una fase de pretransicion, en que la membrana
se encuentra en un estado intermedio entre gel ordenado y liquido desordenado,
donde la obtencién de datos estructurales es mas imprecisa y el nivel de error puede
ser mayor.

4.3.Desplazamiento cuadratico medio (MSD) y Coeficiente de difusion de
membrana

Al finalizar la simulacion se gener6 el archivo de trayectorias traj_comp.xtc
gracias al cual es posible obtener el desplazamiento cuadratico medio en el plano de
la membrana, el plano XY, en el cual ocurren el movimiento browniano de las
moléculas y a través del cual podrian observarse el comportamiento difusivo de los
lipidos.
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Mean Square Displacement
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Figura 27. Evolucién del MSD con el tiempo para cada temperatura. Al inicio de las simulaciones hay
una cierta linealidad, que se acaba perdiendo, dando variaciones extrafias hacia el final de la simulacion.
Esto se debe a un error estadistico asociado al propio proceso de la simulacion

Al principio se observa un tramo que no es difusivo si no balistico, en que la pendiente
del logaritmo de msd es 2 y esto es debido a las colisiones del entorno del lipido. A
tiempos mayores estas colisiones se vuelven aleatorias, y el sistema se vuelve
difusivo, de forma que no hay preferencia en la direccion de los desplazamientos. Se
conoce como random walk.

Al final de la simulacién se pierde linealidad, debido a un error estadistico asociado a
la propia simulacién, que aparece a partir de la mitad de la misma.

Para obtener el valor del coeficiente de difusion, se definié una region del grafico
donde la linealidad era buena, y se ajusté a la curva para la simulacion a 273K(Fig.24).
Repitiendo el proceso para el resto de simulaciones se obtuvieron los siguientes
resultados (tabla 2).

Temperatura (K) Cosif(,‘)ircll&r:le,\(;‘;;;fu Error (nm2/ps)
273 6,896E-05 6,80E-06
288 1,604E-04 5,25E-05
303 1,368E-04 2,32E-05
318 1,955E-04 2,32E-05
348 3,598E-04 3,73E-05
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Tabla 4. Valores de coeficiente de difusion de membrana para cada una de las temperaturas de
simulacioén llevadas a cabo.
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Figura 28. Ajuste a la curva de desplazamiento cuadratico medio en una regién determinada. De esta
forma sera posible obtener el coeficiente de difusion.

La membrana confinada esta sufriendo cambios de estructura. Si fuese un fluido
perfecto, el coeficiente de difusion aumentaria linealmente con la temperatura, sin
embargo, esto no ocurre, ya que hay un intervalo de temperatura en que pierde
difusividad (Figura 29). Esto es un indicativo de que hay transiciones de fase, ya que
la dinamica esta cambiando y el error de calculo es mayor, debido a que la complejidad
estructural. Se podria decir que la membrana fluctia entre dos estados de distinta
difusividad.
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Diffusion Coefficient - Area per lipid vs Temperature
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Figura 29. Comparativa de evolucién del coeficiente de difusion y el area por lipido con la temperatura.
Al no ser un fluido perfecto, no se observa una evolucién lineal con la temperatura, sino que hay un
intervalo donde se vuelve menos difusiva y el area se reduce respecto a una temperatura menor, para
luego volver a aumentar.

Estos datos son coherentes respecto a los estudios mencionados al principio del
trabajo, donde se habla de una fase de transicidon a aproximadamente 300K para PSM
y 311K para ESM. En esta fase de transicion se encontraria un estado intermedio entre
la fase gel y la fase fluida, donde habria zonas de menor fluidez, y por tanto menor
difusividad en la membrana, para luego realizar la transicion total a fase fluida a
temperaturas mayores en que el coeficiente de difusion es mayor

Esto tiene una gran importancia a nivel biomolecular, dado que la informacién
generada confirma que el aumento de la temperatura afectaria directamente a la
integridad y propiedades de membranas bioldgicas, formadas por este tipo de lipidos,
como ocurre en la mielina de las células nerviosas.

40

Universidad Internacional de Andalucia, 2022



5. Conclusiones

Se prepard un sistema formado por moléculas de esfingomielina en un medio de
solvente agua para observar la difusién y cambios estructurales de las moléculas del
lipido con diferentes valores de temperatura.

Los resultados indican que, en efecto, la membrana presenta cambios estructurales
con un aumento de temperatura, al haber un comportamiento no monétono del
coeficiente de difusion frente a incrementos de temperatura.

La difusion, densidad, area por molécula, y grosor de membrana aumentan con la
temperatura, lo que es una prueba del cambio de fase gradual de gel ordenado a
liquido, donde la difusion permanece constante cuando se esta produciendo la
transicion de fase.

Estos resultados son afines a estudios previos con ESM y PSM que indicaban
pretransiciones entre 300-310K.

La dinamica molecular es un método eficiente para observar y cuantificar cambios
estructurales en biomembranas, que suponen sistemas complejos y cuyos fendmenos
fisico-quimicos son dificiles de observar en laboratorio.

En futuros estudios se podrian realizar simulaciones en intervalos de temperatura
intermedios con la finalidad de estudiar con mas detalle las variaciones de las
propiedades fisico-quimicas.
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