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Resumen

En el presente trabajo se realizaron simulaciones computacionales por dindmica mo-
lecular, simulando bicapas y liposomas formadas a partir de fosfolipidos de DPPC
(dipalmitoil fosfatidilcolina) y colesterol, para acarrear un monémero de insulina (pro-
tefna que consta de 51 aminodcidos) en un medio acuoso.

Tanto las vesiculas como las bicapas fueron realizadas variando la concentracién de
colesterol, con la finalidad de observar cambios en la estabilidad de la membrana, gra-
ficando perfiles de densidad de los grupos funcionales concernientes a la cabeza polar
(teniendo a los grupos fosfato y el grupo colina), el grupo glicerol éster y la cadena
de acilos de la cola hidrofébica. Las concentraciones de colesterol por sistema (bicapa
y liposoma) fueron los siguientes: 2, 3, 5, 6, 8, 14, 20, 30, 40, 50 % de colesterol por
membrana de DPPC.

Se analizaron los radios de giro y los momentos de excentricidad de las vesiculas en
las cuales se encontré que al aumentar la concentracién de colesterol, los liposomas
disminuian su excentricidad, encontrando sistemas ain mas esféricos con las mayores
concentraciones de colesterol, esto podria deberse al fenémeno de rigidez que el coles-
terol tiene sobre los fosfolipidos.

Uno de los fundamentos de la estabilidad de los sistemas coloidales consiste en la carga
superficial del sistema, experimentalmente se mide con el potencial zeta, pero a nivel
computacional fue propuesto el anélisis de los perfiles de densidad radial de cada dtomo
concerniente a las cabezas polares: los grupos colina y fosfato, ademas del glicerol éster,
quienes poseen carga; posteriormente se realizé el perfil de densidad radial eléctrica, los
cuales se integraron para obtener sus campos eléctricos y posteriormente el potencial
eléctrico. Se reporta en el presente trabajo la diferencia de potencial de la superficie de
cada vesicula asi como los potenciales electrostaticos superficiales de estos sistemas.
Las interacciones estudiadas en los sistemas simulados fueron con los residuos de aminoaci-
dos cargados positivamente con el grupo fosfato del fosfolipido: lisina (Lys — POy) ,
arginina (Arg — POy) vy los residuos de histidina (His — POy). De igual forma fue ana-
lizada la interaccién del residuo glutamato (Glu) de la insulina con el grupo colina del
fosfolipido (Glu — N(CH3s)3), también la interaccién de los demds aminodcidos polares
sin carga de la insulina, como glutamina (Gln), cisteina (Cys), treonina (Thr), serina
(Ser), asparagina (Asp) y prolina (Pro) con los grupos polares del fosfolipido, en las
cuales se observaron energias de interacccién de alta afinidad (esponténeas), algunas
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variaron con respecto a la concentracién de colesterol, pero no se observo una tendencia
lineal.
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Capitulo 1

Introducciéon

En 1965, en la Universidad de Cambridge utilizaron 1“1pidos en polvo que, al en-
trar en contacto con el agua, se reorganizaron espontdneamente formando estructuras
esféricas denominadas liposomas, en honor a su composicién de lipidos (lipos, grasa;
soma, cuerpo) [Bangham et al., 1965]. Los liposomas son sistemas coloidales de asocia~
cién cuya funcion y desarrollo son como acarreadores de firmacos, los cuales protegen
al principio activo, el cual, puede ser labil para diferentes condiciones fisiologicas. Su
estabilidad es crucial para asegurar el transporte y la llegada del farmaco al sitio de
accion farmacolégica. Los lipidos que componen los liposomas incluyen fosfolipidos y
colesterol.

Desde entonces, se han producido liposomas con una amplia variedad de tamanos y
composiciones. Estos se clasifican segin su tamano en cuatro categorias, vesiculas uni-
lamelares pequenias (SUV, con un tamafio en rango de 0.02-0.20pum), vesiculas media-
nas de una lamela (MUV, tamano en rango de 0.20-0.50 pm), vesiculas de una lamela
grandes (LUV, de 0.5-10 um) y vesiculas unilamelares gigantes (GUV, de 100 a 200 pm)
[Anandrao and Kandekar, 2022, Almgren et al., 2000, Bozzuto and Molinari, 2015]. Asi-
mismo, se distinguen por su lamelaridad en oligolamelares (OLV, con menos de 5 la-
melas), multilamelares (de 5 a 20 lamelas) y multivesiculares (MVV, con mas de 50
lamelas) [Lasic, 1992, Shah et al., 2020, Szoka and Papahadjopoulos, 1981].

La administracién de insulina mediante liposomas ha sido objeto de investigacién desde
hace varias décadas. En 1990, Spangler [Spangler, 1990] propuso el uso de liposomas
compuestos por colesterol, lecitina, digalactosil diglicérido y esfingosina, con el objetivo
de mejorar la absorcién oral de la insulina y prolongar su efecto. Estos liposomas, con
un didmetro promedio de 80 nm, fueron diseniados para dirigirse a los hepatocitos, lo
que podria mejorar su eficacia en la terapia de insulina.

Siguiendo esta linea de investigacién, en 1997, Iwanaga [Iwanaga et al., 1997] propuso
otro enfoque utilizando liposomas para la administraciéon oral de insulina en ratas wis-
tar. Estos liposomas, compuestos por DPPC, colesterol, DSPE-PEG e insulina bovina,
mostraron resultados prometedores a pesar de tener un rango de didmetros mas amplio,
de 300 nm a 1 um.

A lo largo de los afos, diferentes investigadores han explorado diversas vias de adminis-




tracién para mejorar la eficacia de la insulina. En 2006, Huang [Huang and Wang, 2006]
propuso la administracion pulmonar de insulina mediante liposomas, utilizando una
combinacién especifica de fosfolipidos y PEG para disenar particulas de tamano na-
nomeétrico.

Ademas, en 2007, Jain [Jain et al., 2007] investigd la administracién nasal y ocular de
insulina utilizando liposomas recubiertos con quitosano y carbopol 974. Estos estudios
demostraron un mayor efecto hipoglucémico por via nasal, destacando la importancia
de las estrategias de administracién alternativas.

A pesar de estos avances, la administracion oral de insulina sigue siendo un desafio de-
bido a las condiciones del tracto gastrointestinal. Sin embargo, en la ultima década, la
nanotecnologia ha surgido como una prometedora opcién para superar estas barreras.
En 2021, Zhang [Zhang et al., 2021] y sus colegas desarrollaron nanoliposomas para la
administracion oral de insulina, utilizando tecnologia ”layer by layer” para recubrir los
liposomas con capas de quitosano e insulina, lo que podria mejorar la estabilidad y la
eficacia del farmaco.

Aunque aun quedan desafios por superar, como el bajo encapsulamiento de insulina en
algunas formulaciones, el desarrollo de nanoliposomas como el HDV de Diasome Phar-
maceuticals Inc [Caster et al., 2017] ha llegado a ensayos clinicos de fase 111, mostrando
un progreso significativo en la bisqueda de alternativas a la administracion tradicional
de insulina mediante inyecciones subcutdneas.

El uso de simulaciones computacionales ha revolucionado el estudio de sistemas de
transporte de farmacos, brindando una perspectiva detallada a través de técnicas co-
mo la dindmica molecular. En los anos 90, Berger y colaboradores [Berger et al., 1997]
fueron pioneros en esta area, realizando mediciones del area por lipido del DPPC y
desarrollando campos de fuerza que se convirtieron en estandares en la investigacion.
Los primeros estudios se centraron en simular interacciones entre fosfolipidos para imi-
tar las membranas celulares. Por ejemplo, Koubi y su equipo [Koubi et al., 2000] inves-
tigaron la interaccién entre DPPC y halotano en una bicapa lipidica, observando cémo
el halotano se distribufa en la cadena de acilos lipidicos.

Investigaciones posteriores, como las llevadas a cabo por Risselada y sus colegas, se en-
focaron en desarrollar vesiculas utilizando tinicamente fosfolipidos en modelos de grano
grueso. Lograron formar estas vesiculas después de largos periodos de simulacién, em-
pleando campos de fuerza especificos para los fosfolipidos [Risselada and Marrink, 2009].
Aunque las simulaciones con modelos de grano grueso han sido ttiles para compren-
der la estructura y estabilidad de los liposomas, tienen limitaciones para reproducir
comportamientos a nivel atémico. Por ejemplo, estudios como el de Jambeck y sus co-
legas [Jambeck et al., 2014] han mostrado la formacién de agregados de farmacos que
no pueden ser totalmente modelados con estos enfoques.

Para abordar estos desafios, investigadores como Nejabat y su equipo [Nejabat et al., 2022]
han utilizado dindamica molecular para estudiar sistemas de transporte de firmacos mas
complejos. En su estudio, exploraron el comportamiento de nanoparticulas de quito-
sano y tripolifosfato para el transporte de insulina, combinando experimentos in vitro
con simulaciones in silico utilizando modelos de grano grueso.




1.1 Objetivos

Estos avances demuestran el papel crucial de las simulaciones computacionales en el
diseno y estudio de sistemas de transporte de firmacos, aunque también destacan la
necesidad de desarrollar enfoques mas sofisticados para capturar completamente la com-
plejidad de estos sistemas a nivel molecular.

En este trabajo se analizaron los fenémenos de encapsulamiento a nivel fisicoquimico
y evaluar las interacciones electrostaticas entre la insulina y las bicapas lipidicas. Se
propuso estudiar simulaciones por dinamica molecular de acarreadores de fArmacos cu-
yo propdsito sea el transporte de insulina, se utilizaron modelos atomisticos; haciendo
andlisis de bicapas y liposomas de dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC) junto con coles-
terol a diferentes concentraciones, como acarreadores de un monémero de insulina.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Estudiar mediante técnicas de dindmica molecular los procesos de ensamblaje que
existen en una membrana fosfolipidica con colesterol a través de sus interacciones hi-
drofébicas en un medio acuoso para formar un liposoma, con la finalidad de conocer
las interacciones fisicoquimicas de los fosfolipidos de acuerdo a sus porcentajes de co-
lesterol por membrana para emplear a los liposomas como un sistema acarreador de un
monoémero de insulina.

1.1.2. Objetivos particulares

Construir las bicapas y liposomas para analizar la variacién de los diferentes sistemas
con respecto a la concentracién de colesterol por membrana de fosfolipidos de DPPC
y la presencia de un mondémero de insulina, ubicando las propiedades de los grupos
funcionales que interactiian a nivel fisicoquimico en la membrana.

Estudiar la influencia del colesterol en la estabilidad de la membrana para encontrar
su concentracién éptima para acarrear un monoémero de insulina.

Observar la influencia del monémero de insulina en la bicapa, todo ello para sostener
los fundamentos en la construccién de estos sistemas acarreadores.

Analizar la energia e interacciones electrostédticas de la insulina sobre las paredes de la
bicapa de fosfolipidos.

1.2. Hipotesis

El colesterol, por su naturaleza hidrofébica influird en la estructura de una mem-
brana de fosfolipidos en una bicapa o en ves “iculas (llamadas liposomas) orientdndose
paralelamente a las colas hidrofébicas de los fosfolipidos, también se espera que exis-
tan interacciones entre los residuos de aminodcidos de la insulina, los fosfolipidos y el




1.3 Planteamiento del problema

colesterol por la variedad de los residuos de aminodcidos que posee (polares, no po-
lares, acidos, bésicos, neutros) para acarrear al mondémero de insulina para asegurar
la permanencia de la estructura de la membrana y de la proteina. Estableciendo las
condiciones moleculares éptimas para la construcciéon de liposomas con insulina como
una perspectiva a futuro que permita la construccion experimental de ellos para su uso
y aplicaciones en la terapia de la diabetes.

1.3. Planteamiento del problema

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que afecta a la poblacién mexicana,

de la cual, la diabetes mellitus tipo I es conocida como la insulino dependiente, es decir,
el cuerpo no produce suficiente insulina para que esta disminuya la concentracién de
glucosa en la sangre. La via de administracién tradicional de la insulina para este
padecimiento crénico es subcutanea a 5cm del ombligo, por lo cual, se administra cerca
de donde se necesita, el intestino.
Los sistemas acarreadores de farmacos son una propuesta para vias de administracién
menos invasivas, ademds de que buscan una buena biodisponibilidad, los liposomas,
al tener una estructura similar a las membranas biolégicas (fosfolipidos y colesterol),
son una via llamativa para el estudio in silico de su estabilidad como acarreador de
insulina.

1.4. Metodologia

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la interaccion entre los fos-
folipidos con la proteina, analizando la estabilidad de las membranas. Para llegar a
ello fueron llevadas a cabo diferentes simulaciones por dindmica molecular, lo cual se
ahonda los detalles en el capitulo 3 de la presente tesis, ”Diseno del experimento y
metodologia”.

1.5. Estructura de la tesis
Este trabajo se encuentra dividido en 5 capitulos, los cuales consisten en: introduc-

cién, marco tedrico, metodologia y simulacién , analisis de resultados, conclusiones, y
un apartado final de referencias bibliograficas.




Capitulo 2

Marco tedrico

2.1. Fuerzas intermoleculares

Las fuerzas intermoleculares son las fuerzas de atraccion entre las moléculas, respon-

sables de formar los diversos estados condensados de la materia y también, de todas
las propiedades macroscépicas de la materia (punto de fusién, ebullicién; en general
estas aumentan con respecto a la magnitud de fuerza intermolecular) [Chang, 1992,
Huheey et al., 1997].
Las fuerzas intermoleculares son mas débiles que las fuerzas intramoleculares (enlace
quimico). Como se ve en la figura 2.1, las fuerzas intramoleculares se ejemplifican como
un enlace covalente con una contribucion iénica, y las fuerzas intermoleculares como
puentes de hidrégeno, mismos que son abordados més adelante a profundidad.

Atraccién intramolecular Atraccién intermolecular
fuerte (enlace covalente)

débil
6+
L

Figura 2.1: Fuerza intermolecular e intramolecular
[Brown et al., 2014]

Dependiendo del estado fisico de una sustancia (gas, liquido o sélido) y la naturaleza
de las moléculas, més de un tipo de interaccién puede jugar un papel en la atraccién
total entre moléculas [Chang, 1992].




2.1 Fuerzas intermoleculares

2.1.1. Fuerzas dipolo-dipolo

Para explicar las fuerzas dipolo-dipolo, es necesario mencionar que los atomos tie-

nen una electronegatividad intrinseca, la cual indica la habilidad de un atomo para
atraer electrones de un enlace quimico [Chang, 1992, Huheey et al., 1997].
Al existir un enlace quimico entre dos d4tomos, uno mas electronegativo que el otro, ge-
nera una redistribucién en la densidad electréonica del atomo menos electronegativo al
mas electronegativo, generando una separacion de carga en la molécula, ejemplificado
en la figura 2.2 [Huheey et al., 1997, Chang, 1992].

74 & 6+
‘F—H F—H

Figura 2.2: Deslizamiento de densidad electrénica del H hacia el F

Para mantener la neutralidad eléctrica en una molécula diatémica eléctricamente
neutra, debe tener cargas en ambas terminales de la molécula iguales en magnitud
y de signo opuesto [Chang, 1992]. Las fuerzas dipolo-dipolo son fuerzas que actian
entre moléculas polares, esto es, entre moléculas que tienen momento dipolar (u), ver
ecuacion 2.1:

p=Q-r (2.1)

Q se refiere a la magnitud de la carga, siendo siempre positiva y r a la distancia de
separacién del enlace [Chang, 1992].

Las fuerzas dipolo-dipolo ocurren entre moléculas polares como resultado de interac-
ciones electrostaticas [McMurry and Drasar, 2011] entre el extremo parcialmente po-
sitivo de una molécula y el extremo parcialmente negativo de una molécula veci-
na (son efectivas las fuerzas dipolo-dipolo si las moléculas tienen mutua cercania)
[Huheey et al., 1997], como se aprecia en la figura 2.3.




2.1 Fuerzas intermoleculares

Fuerza dipolo — dipolo Fuerza dipolo — dipol
atractiva (rojo) repulsiva (azul)
)

a) Solido CH3CN b) Liquido CH3CN

Figura 2.3: Interacciones dipolo-dipolo.
a) interacciones dipolo dipolo atractivas (esto porque ambos extremos de las moléculas vecinas poseen
diferente carga parcial) y en b) interacciones dipolo dipolo repulsivas (las cargas parciales de las moléculas

vecinas son las mismas, entonces se repelen)[Brown et al., 2014]

2.1.2. Enlace de hidrégeno

La interaccién mas importante a nivel no covalente en moléculas biolégicas es el en-
lace de hidrégeno [McMurry and Drasar, 2011]. En escencia, un enlace de hidrégeno es
un interaccién dipolo-dipolo muy fuerte involucrando enlaces O-H o N-H. El atomo de
hidrégeno no tiene electrones internos, por lo que el lado positivo del dipolo de enlace
tiene la carga concentrada en el niicleo de hidrégeno. Esta carga positiva es atraida ha-
cia la carga negativa del atomo electronegativo de una molécula vecina. Otros ejemplos
de enlaces de hidrégeno intermoleculares se ven en la figura 2.4.

N—H O—H F—H

Figura 2.4: Enlace de hidrégeno N-H, O-H, F-H

El hidrégeno, siendo pequenio y deficiente de electrones, puede acercarse a un ato-
mo electronegativo e interactuar fuertemente con éste. La energia promedio del enlace
de hidrégeno es bastante mayor a la interaccién dipolo-dipolo (més de 40 kJ/mol)
[Chang, 1992]. Asi los enlaces de hidrégeno constituyen una poderosa fuerza en la
determinacién de la estructura y propiedades de muchos compuestos. La figura 2.5
ejemplifica enlaces de hidrégeno intermoleculares.




2.1 Fuerzas intermoleculares
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Figura 2.5: Enlaces de hidrégeno intermoleculares
[Brown et al., 2014]

2.1.3. Fuerzas de dispersién (dipolo inducido-dipolo inducido)

Las fuerzas de dispersiéon (o fuerzas de dispersién de London) ocurren entre to-
das las moléculas vecinas y surgen a causa de que la distribuciéon de electrones entre
moléculas estd en constante cambio [McMurry and Drasar, 2011}, ocurren como inter-
acciones electrostdticas entre dtomos y moléculas no polares, lo que significa que son
eléctricamente neutras [Chang, 1992].

Esquemas de particulas subatémicas

Atraccidn electrostatica

.e- i D - R ) ce-
[ J o [ [ [ ) o
ce- Sy - ce- ce- Ve e-

AtomoA  Atomo B AtomoA AtomoB AtomoA AtomoB

Esquemas de polarizacién

( J [ J Y
AtomoA Atomo B AtomoA Atomo B AtomoA Atomo B
a)Dos 4tomos de helio, sin b)Dipolo instantdneo sobre  c)Dipolo inducido sobre el
polarizacién el atomo B atomo A

Figura 2.6: Fuerzas de dispersién instantaneas y la distribucién de carga de un

par de atomos de helio en tres instantes
[Brown et al., 2014]

Al ser 4tomos no polares, significa que carecen de un momento dipolar permanente,




2.1 Fuerzas intermoleculares

pero, la distribucién instantdnea de los electrones puede ser diferente a la distribucién
promedio [Brown et al., 2014]. Los movimientos de los electrones de un dtomo influyen
en los movimientos de electrones de sus dtomos cercanos. Pueden existir tres momentos
diferentes que se ejemplifican en la figura 2.6.

El primer momento (incisos b y ¢ en la figura 2.6), es el momento dipolar instanténeo:
en este instante ambos electrones de un atomo de helio quedan en un lado del nicleo,
por lo cual, el dipolo instantaneo de un atomo puede inducir un dipolo temporal en un
atomo adyacente, ocasionando que los dtomos se atraigan.

La facilidad con la que la distribucion de carga se distorsiona se conoce como polariza-
bilidad. Las fuerzas de dispersién comtinmente aumentan con la masa molecular debido
a que las moléculas con una masa molar grande tienden a tener mas electrones, y las
masas molares grandes a menudo indican atomos grandes, cuya distribucién electrénica
es mas facil perturbar debido a que los electrones externos estan menos fuertemente
atados al nicleo [Chang, 1992].

2.1.4. Fuerzas de van der Waals

Las fuerzas dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido y de dispersion, constituyen las
fuerzas de van der Waals. Estas fuerzas son de atraccién y juegan un papel importante
en la determinacién de las propiedades fisicas de las sustancias [Chang, 1992]. El dia-
grama de la figura 2.7, ayuda a determinar las fuerzas intermoleculares.

NO o sl
l— (Existen iones presentes? ‘l

<&Hay moléculas polares implicadas? &Hay moléculas polares implicadas?

NO

NI
Sl

éExisten dtomos de hidrogeno sl

enlazados con dtomos de N, Oy F2
NOl

Fuerzas de Fuerzas Enlace de Fuerzas ion-dipolo Enlaces i6nicos
dispersion dipolo-dipolo hidrégeno Ej. NaCl disuelto en Ej. KBr, NHaNO3
Ej. CHa, Br2 Ej. CHsF, HBr Ej. NH3, CH3OH H20

L

i
Fuerzas de Van der Waals

Intensidad de la interaccién creciente

Figura 2.7: Diagrama de flujo para determinar fuerzas intermoleculares
[Brown et al., 2014]

La distancia entre moléculas en un sélido o un liquido estd determinada por el ba-
lance entre las fuerzas de van der Waals de atraccion y las fuerzas de repulsion entre
los electrones y sus ntcleos.

El radio de van der Waals es la mitad de la distancia entre 2 4tomos enlazados, equi-
valentes en su distribucién més estable, esto es cuando las fuerzas netas de atraccién
estdn al maximo [Chang, 1992].




2.2 Biomoléculas

2.1.5. Fuerzas de repulsion

Las moléculas también ejercen fuerzas de repulsién entre ellas. Asi, cuando dos
moléculas estan en contacto, entra en juego la repulsion entre los electrones y los nicleos
de las moléculas; la magnitud de las fuerzas de repulsién aumenta a medida que la
separacién entre las moléculas en el estado condensado disminuye [Chang, 1992].

2.2. Biomoléculas

2.2.1. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son los componentes principales de las membranas bioldgicas. La
caracteristica comun de ellos es que contienen un residuo de acido fosférico esterificado
con el grupo sn-C-3 del glicerol [Koolman and R6hm, 2004, como se observa en los
fosfatidatos en la figura 2.8. Debido a la presencia del residuo fosfatidato, a pH neutro
los fosfolipidos tienen por lo menos una carga negativa.
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Figura 2.8: Estructuras de los fosfolipidos
[Koolman and R6hm, 2004]

Los fosfatidatos son ésteres fosfato del diacilglicerol que constituyen productos inter-
mediarios en la biosintesis de las grasas y de los fosfolipidos [Koolman and Réhm, 2004,
Malinovsky, 2022]. En la figura 2.8 se explica la estructura general de los fosfolipidos
componentes principales de las membranas biol6gicas. La fosfatidilcolina (lecitina) es él
fosfolipido mas comtun de las membranas, su estructura también se aprecia en la figura
2.8.

Los fosfolipidos tienden a formar membranas dobles en medios acuosos, como se observa
en la figura 2.9, debido a la anfipatia que poseen al tener una cabeza polar y dos colas
hidrocarbonadas como estructura.
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Figura 2.9: Disposicién de los compuestos anfipaticos en el agua
[Koolman and R6hm, 2004]

2.2.2. Colesterol

Los tres grupos més importantes de esteroides son los esteroles, los acidos biliares y
las hormonas esteroides. Los esteroles son alcoholes esteroides que contienen un grupo
hidroxilo en posicién 8 en el C-3 y uno o més dobles enlaces en el anillo B (ver figura
2.11) y en la cadena lateral; carecen de otras funciones dcidas como los grupos carbonilo
y carboxilo [Koolman and Rohm, 2004].

Todos los esteroides contienen un ntucleo formado por cuatro anillos saturados que se
llama gonano. Por otro lado, el colestano es la estructura bésica de los esteroles (al-
coholes esteroides), como se observa en la figura 2.10.

Gonano Colestano

Figura 2.10: Estructura basica de los esteroides.

El esterol mas importante en los animales es el colesterol, estructura que se observa
en la figura 2.11, que se encuentra presente en todos los tejidos animales pero en especial
en el tejido nervioso [Cox and Lehninger, 2009, Malinovsky, 2022], es un componente
esencial de las membranas celulares, en las cuales regula la fluidez, lo que se ahondara
en la siguiente subseccién.
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2.2 Biomoléculas

Figura 2.11: Estructura del colesterol

2.2.3. Fosfolipidos y colesterol como membranas biolégicas

Los lipidos de la membrana son moléculas fuertemente anfipaticas con un grupo
polar hidréfilo en su cabeza y una cola apolar hidréfoba. Los componentes de las mem-
branas se mantienen unidos y pueden desplazarse de un lado a otro de su superficie en
primer lugar por el efecto hidréfobo y fuerzas débiles de van der Waals. Esto confiere
a la membrana un cardcter mas o menos liquido [Koolman and R6hm, 2004].

La fluidez de las membranas depende de la composicién de los lipidos y de la tem-
peratura circundante. A una temperatura de transiciéon determinada las membranas
pasan de una estructura semicristalina a un estado liquido [Pinkwart et al., 2019]. Los
dobles enlaces de residuos acilo insaturados en las cadenas alquilo causan una altera-
cién del estado semicristalino de la membrana. Por ende, la temperatura de transicién
serd mas baja cuanto mayor sea la proporcién de lipidos insaturados [Malinovsky, 2022,
Koolman and R6hm, 2004].

El contenido de colesterol también incide en la fluidez de la membrana. Mientras que
el colesterol aumenta la fluidez de las membranas semicristalinas (estrechamente em-
paquetadas), las membranas fluidas se solidifican con un alto contenido de lipidos no
saturados [Pinkwart et al., 2019, Koolman and Réhm, 2004].

2.2.4. Aminoacidos

Los aminoacidos son las unidades basicas de los péptidos y las proteinas. En el cédi-
go genético (a nivel de codones, s6lo estos aminoécidos pueden ser incorporados por
traduccién a las proteinas) se consideran los veinte aminodcidos proteicos, y son los que
se encuentran regularmente en las proteinas [Cox and Lehninger, 2009] y se observan
en la figura 2.12. Su clasificacién se basa por un lado en la estructura quimica de su
cadena lateral y por el otro en su polaridad.

En los lipidos también se encuentran aminodcidos o sus derivados como unidades
bésicas, como por ejemplo la serina en los fosfolipidos y la glicina en sales biliares
[Koolman and R6hm, 2004].

Todos los aminoacidos tienen al menos dos grupos ionizables y por ese motivo su carga
eléctrica depende del pH. Los grupos COOH se encuentran en el carbono «.
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Figura 2.12: Aminodcidos y su clasificacién

La carga eléctrica de los péptidos y las proteinas esta determinada fundamentalmen-

te por los aminoacidos acidos y bésicos que posea, es decir, su cadena lateral cargada
positiva o negativamente.
El aminoécido en estudio presenta un comportamiento particular en su punto isoeléctri-
co (pl), donde adopta una estructura dipolar neutra conocida como zwitterién. En la
referencia [Yveline and et al, 2007], se incluye una tabla con los valores de pKa de los
20 aminoacidos, los cuales pueden ser de gran utilidad en el ambito experimental.

2.2.5. Proteinas

La unién de dos o méas aminoacidos por uniones acido-amida entre los grupos a-
carboxilo y a-amino [Koolman and R6hm, 2004, Cox and Lehninger, 2009] mediante
un enlace peptidico, forma un péptido. El enlace peptidico es rigido y plano, como se
ve en la figura 2.13, por lo que las cadenas peptidicas tienen una direccién y por lo mismo
dos extremos, el amino terminal (terminal N) que contiene un grupo amonio libre, y el
terminal carboxilo (terminal C), formado por el carboxilato del tltimo aminoécido.

Carboxilo
terminal

terminal

—

Figura 2.13: Ejemplo de grupo peptidico plano
[Cox and Lehninger, 2009]

Para describir la secuencia de aminodacidos, basta con ordenar de manera consecu-
tiva las tres letras (o una sola) de la abreviatura del aminoédcido, comenzando por el N

terminal.
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Conformacién espacial de la cadena polipeptidica

Con excepcién de los residuos terminales de una cadena polipeptidica, cada uno de
los aminodacidos participa en la formacién de dos enlaces peptidicos. Debido a la rota-
bilidad limitada del enlace C-N sélo es posible la rotacién del nitrégeno en el carbono
alfa (N-C,)y en el C,-Cs [Koolman and Rohm, 2004]. Las rotaciones de los enlaces
peptidicos se describen mediante los angulos diedros ¢ y 3. El angulo ¢ define la rota-
cién alrededor del enlace N-C,, es decir, la posicion del enlace peptidico anterior. Por
otro lado, el angulo v indica la rotacién alrededor del enlace C,-Cs, 0 sea, la posicién
del enlace peptidico siguiente. Estas rotaciones estan restringidas por impedimentos
estéricos, como se puede observar en la figura 2.13.

2.2.6. Mobnomero de insulina

El monémero de la insulina consta de 51 aminodcidos y tiene un peso molecular
de 5,5 kDa, sin embargo posee todas las propiedades de una proteina globular, lo que
implica que tiene una forma mas o menos esférica y una estructura espacial bien de-
finida para su funcién bioldgica, la cual es su conformacién nativa. Ademads, en las
proteinas globulares casi todos sus residuos de aminoacidos hidrofobos estan dispuestos
en su conformacién nativa en el interior de la estructura, mientras que los aminoacidos
polares se encuentran predominantemente en la superficie, siendo proteinas solubles en
agua. Durante la biosintesis de la insulina en el pancreas se sintetiza en primer término
una cadena peptidica precursora de 84 residuos, la proinsulina. Luego del plegado de la
molécula se forman los tres enlaces disulfuro antes de que sean separados los residuos
31 a 63 (el péptido C) de forma proteolitica [Koolman and Réhm, 2004]. El resto de la
molécula consta de dos cadenas polipeptidicas: la cadena A (21 residuos) y la cadena
B (30 residuos); uno de los puentes de disulfuro se encuentra en el interior de la cadena
A y los otros dos unen ambas cadenas como se aprecia en la figura 2.14 que ejemplifica
la estructura primaria de la insulina (secuencia de aminoécidos).
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Figura 2.14: Estructura primaria de la insulina cadenas A y B, y un fragmento
de la proinsulina. La proinsulina consta de 84 aminoacidos; el péptido C, que se
une a las cadenas A y B en la proinsulina, se representa en gris, pero no se muestra

en su totalidad debido a limitaciones de espacio
[Koolman and Réhm, 2004]

En la insulina predominan las regiones con estructura de hélice a (cadena poli-
peptidica que esta enrollada en forma de tornillo, con unos 3.6 residuos de aminoécidos
por vuelta), presentes en el 57% de la molécula, en tanto el 6% corresponde a las
estructuras de hoja plegada 5 y el 10% a los bucles § (entre cadenas de hoja plegada
y hélices o ) [Malinovsky, 2022][Koolman and Réhm, 2004]. El resto (27 %) no tiene
estructura definida.

La conformacién plegada tridimensional de una proteina biolégicamente activa se
llama estructura terciaria. En la insulina es compacta y en forma de cuna. El vértice
de la cuna estd formado por la cadena B, en la figura 2.15a), que en este sitio cambia
de direccion. La gran estabilidad de la insulina tiene su origen debido a los tres enlaces
disulfuro que posee, los cuales se observan en la figura 2.15 b).

a)Cadena A de color azul, cadena B color rojo  b)Residuos de colores, con ditioles en formato de esferas y varillas.

Figura 2.15: Molecula del monémero de insulina.

La insulina puede adoptar una estructura cuaternaria pero en la sangre se encuentra
principalmente como dimero (complejo con simetria binaria). La insulina se almacena en
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el pancreas como hexdmeros estabilizados por iones Zinc (Zn?*) [Koolman and Réhm, 2004].
La insulina activa dos principales vias de transduccion: la via de la fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) y la via de las cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas). La via

de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el
metabolismo de la glucosa y de lipidos [Reyes and Plancarte, 2008].

2.3. Sistemas coloidales de asociacion como acarreadores

de farmacos

2.3.1. Sistema coloidal de asociacién

Los coloides son mezclas en la que una sustancia, llamada fase dispersa (también
llamada fase interna) se encuentra homogéneamente distribuida en otra, conocida co-
mo medio dispersante (también se le refiere como fase continua). El tamano de las
particulas de la fase dispersa es mayor que el de sus moléculas individuales, pero
aun demasiado pequenas para ser afectadas significativamente por la gravedad, por
lo que su movimiento principalmente es influenciado por el movimiento browniano
[Sinko and Singh, 2011, Florence and Attwood, 2015]. Estos sistemas coloidales pue-
den clasificarse de diversas maneras para comprender mejor sus propiedades y com-
portamientos. Por ejemplo, el cientifico Ostwald propuso una clasificacién basada en el
tamafio de las particulas de la fase dispersa, que generalmente oscila entre 100 nm y 1
nm de didmetro [Partington, 1964]. Ademas de esta clasificacién, los coloides también
pueden ser categorizados segiin su composicién, carga eléctrica o comportamiento en
disolventes especificos, lo que proporciona un marco conceptual amplio para su estudio.
Los coloides son sostenidos en dispersion por interacciones electrostaticas con moléculas
de agua. Ademds de que tienen un tamano entre Inm y 1 pm [Jirgensons et al., 2013].
Los coloides de asociacién son sustancias de bajo peso molecular que a una concen-
tracién dada se asocian en agregados coloidales, un ejemplo bastante usado son los
tensoactivos, que son moléculas que poseen anfipatia (significa un grupo polar hidrofili-
co y una cola hidrofébica) y a una concentracién micelar critica dada forman micelas.

2.3.2. Liposomas

Los liposomas son formados con moléculas de fosfolipidos, usualmente fosfatidil
colina derivada de huevo o de lecitina de soya|Chiari-Andréo et al., 2019] y colesterol
[Ganem-Rondero et al., 2019], puestas en un exceso de agua, forman espontdneamente
agregados lipidicos a través de las interacciones lipofilicas de las colas hidrofébicas de
los fosfolipidos. Para estabilizar estos enlaces, la membrana formada se va cerrando for-
mando una vesicula que contiene agua en el centro [Benson, 2005, Pautot et al., 2003].
Cuando uno desea que estas vesiculas de fosfolipidos sean més estables, se anade a la
composicién colesterol o fosfatidilcolina de soya hidrogenada, generando una vesicula
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rigida [Daudt et al., 2013, Pietzyk and Henschke, 2000].

Por la estructura que poseen los liposomas, al tener fosfolipidos formando una interfaz
y conteniendo agua, son sistemas que permiten acarrear sustancias solubles en agua y
también, sustancias liposolubles o anfifilicas [Chiari-Andréo et al., 2019).

Las sustancias liposolubles, debido a su afinidad por las cadenas hidrofébicas de los
fosfolipidos, son insertadas en la membrana, mientras que las hidrofilicas se encuentran
en el centro acuoso de la vesicula [Ganem-Rondero et al., 2019].

Las similitudes estructurales entre una membrana celular y los liposomas existen, por
lo cual las interacciones entre los liposomas y células del cuerpo ocurren, lo que permite
un mayor control en la liberacién de su contenido [Bizerra and Silva, 2016].

Los liposomas liberan su carga por erosién [Bozzuto and Molinari, 2015] y/o por difu-
sién de la vesicula [Dua et al., 2012], mientras que su distribucién es controlada por el
tamano [Bizerra and Silva, 2016] y composicién [Anandrao and Kandekar, 2022] de la
membrana.

Exiten diferentes métodos de preparacién para obtener liposomas cargados, un resumen
por carga pasiva es el siguiente diagrama:

METODOS DE PREPARACION
|

¥ v

Técnicas de carga pasivas Técnicas de carga activas
|
v ¥ ¥
_ Método de dispersion de solvente
" Lz . L s  —— s
—> Hidratacion de pelicula lipidica Inyeccién de etanol
. . : ———> Inyeccién de éter Colato, alquil glicosido, triton
Micro Emulsificacion %100 removidos de micelas por
—> Sonicacién > Doble emulsién o
” Dialisis
> French pressure cell evaporacion de fase

reversa de vesiculas Cromatografia de columna
Extrusion de membrana

. — vesiculas estables I
—> Vesiculas secas reconstituidas de pluri lamelas Dilucién

—— Freeze thawed liposomes reconstitucion de cépside de
virus

Figura 2.16: Diagrama resumen de diferentes métodos de preparacién de liposo-

mas

Los liposomas han sido utilizados en una larga lista de productos desde oftalmicos,
inyectables, y también en productos cosméticos, su produccién se puede resumir en tres
pasos. El primer paso es la hidratacién del lipido, el segundo es el disenio del liposoma
y el tercero es remover el principio activo que no fue encapsulado. A escala industrial,
los pasos 1 y 2 suelen llevarse a cabo de forma simultdanea[Kulkarni et al., 2011].
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Método general de preparacion y carga de farmaco

Colesterol Lecitina

F————— Férmaco no polar

Dilucién en disolvente orgénico

secado

pelicula delgada

Farmaco polar
‘ Dispersion (hidratacion de pelicula delgada)

|

Suspension de liposomas

Figura 2.17: Diagrama que ejemplifica el método general de preparacién de sus-

pensiones de liposomas

Después de la preparacion es necesario la caracterizacion fisica y quimica de los
liposomas, cuyas caracteristicas pueden influenciar en la liberacion del principio activo
[Kulkarni et al., 2011, Senior and Judith, 1987].

2.3.2.1. Caracterizacion de liposomas

Los principales pardametros analizados en la caracterizacién son el tamano, me-
dido normalmente con técnicas de microscopia electrénica, dispersién de luz, ultra-
centrifugaciéon y contador Coulter, fluidez de membrana medida con microscopia de
fluorescencia, nimero de lamelas con espectroscopia SAXS y NMR, ademé&s de mor-
fologia interna por microelectroforesis [Kulkarni et al., 2011, Senior and Judith, 1987,
Eisermann et al., 2023].

La carga de un liposoma en una
suspension acuosa es descrito por o
. Capa de Bulto de disolucion
el poten(jlal Zeta7 ver ﬁgura 2.18. Stern Doble capa difusa (electroneutral)
El potencial zeta ({) es la dife-
rencia de potencial entre la super-
ficie de la capa fuertemente uni-
da (en la figura es el plano de
corte) y la regién electroneutra de Superfcie
. ., . . . de la Plano
la disolucién.Cualquier liposoma tie- particula de
s 4 rt
ne esta caracteristica, y puede te- eore
ner carga negativa, neutra o po-
sitiva dependiendo su composicién
[Szoka and Papahadjopoulos, 1981]. — —

Distancia desde la
superficie de la particula

mv

Figura 2.18: Representacién del potencial zeta
[Sinko and Singh, 2011]
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La suspensién liposomal es estable
cuando las particulas se mantienen se-
paradas y no agregadas. Si son particu-
las cargadas, éstas se repelen unas a las otras en el medio por fuerzas repulsivas y
la suspension serd estable [Almgren et al., 2000]. Cuando estas suspensiones tienen
un potencial zeta mayor que 30mV o menos de -30mV son consideradas estables
[Esposito et al., 2016]. Las propiedades electrostéticas de los liposomas pueden ser me-
didas con diversos métodos experimentales.

La mayoria de estos métodos se basan en titulaciones dependientes de carga de los
liposomas, por ejemplo, la determinacién de la conformacién de los lipidos o la tempera-
tura de transicién [Singh and et. al, 2021]. La técnica usada para la rédpida determina-
cién de la carga superficial es con el velocimetro ldser Doppler (VLD). Con este método
se puede medir el potencial dependiente para su absorcién [Esposito et al., 2015].

Los métodos mas usados para la medicién del potencial zeta es mediante técnicas
de dispersion de luz, esto debido al calculo de la frecuencia de fluctuaciones de la luz
detectada por el movimiento de las particulas [Singh and et. al, 2021].

2.4. Simulaciones computacionales

Con los equipos de cémputo y software existentes se han realizado célculos con gran
precision, siendo posible la realizacién de simulaciones con propiedades inherentes de
sustancias reales para asemejar su comportamiento, siendo un drea emergente impor-
tante.

La definicién de simulacién depende la fuente de informacién : en una definicién se trata
de algoritmos que representan aproximaciones que son analizadas bajo ciertas condi-
ciones [Milner, 1971]. La primera simulacién cldsica de Monte Carlo por computadora
de un liquido fue realizada en el afio 1953 en los laboratorios Nacionales de los Alamos
en los Estados Unidos, hazana lograda con la computadora mas poderosa de su tiempo,
MANTIAC [Metropolis et al., 1953].

Las simulaciones pueden compararse con experimentos reales, probando el modelo utili-
zado por la simulacién. Al mismo tiempo, la simulacién es un puente entre predicciones
tedricas y los resultados experimentales [Allen and Tildesley, 2017], como se puede ob-
servar en la figura 2.19 .

19



2.5 Simulaciones de dindmica molecular

iquidos reales Hacer modelos Modelos de liquidos

|

‘ Realizar experimentos ‘ ‘ Realizar simulacién por computadora ‘ Construir teorias aproximadas

Resultados experimentales ‘ Resultados exactos para el modelo | ‘ Predicciones tedricas

[ Pruebade .
Figura 2.19: La conexién entre el experimento, teorfa y simulacién por computadora
[Allen and Tildesley, 2017]

2.5. Simulaciones de dinamica molecular

Los sistemas modelo de dindmica molecular se especifican en términos de posicién
y momento de un arreglo de particulas: de &tomos y moléculas.
Las simulaciones por dindmica molecular dependen de los campos de fuerza (poten-
ciales) que representan interacciones entre las particulas del sistema, siendo asi que la
calidad de los resultados depende de que estos potenciales representen interacciones
reales entre las particulas.

2.5.1. Dinamica

La dindmica es la relacién entre el movimiento de un objeto y las fuerzas que lo pro-
vocan [Young, 2013], introduciendo asf las leyes de movimiento de Newton, conociendo

que momento, p es igual a
p=muv (2.2)

donde m es masa y v es velocidad, la fuerza se define como la variacién del momento
lineal

_dp _ d(mv) dm dv

F= =— - =v— — 2.3
a ~ a Var T (23)
Al ser m constante, el término v(fi—’? es cero, quedando la ecuacion 2.3 de la siguiente
manera: J
v
F=m— 2.4
" (24)

Siendo F' la fuerza total (suma total de fuerzas); ¢ el tiempo; sabiendo que la velocidad

. 2 . .
es v = % y la aceleracién a = % = % donde r es la posicion, entonces se obtiene la

expresion mejor conocida para la segunda ley de Newton:

F = m-o s =ma (2.5)
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Donde r, v y a son vectores, cuyas componentes para cada particula se encuentran en
las dimensiones: x, y, z. En general, las simulaciones de dindmica molecular se resuelven
las ecuaciones de movimiento de Newton, donde para la particula ¢ se tiene

2

d .
Fi(ri) = mzﬁg’z =1,2,.,N (2.6)

F; es la fuerza que actia sobre la particula i, m es la masa de la particula ¢. Considerando

una particula p, como en la figura 2.20, esta particula experimenta una fuerza debida
a las particulas alrededor de ella. Estas fuerzas estan asociadas a un potencial.

Fz(rz) = —VZ‘U(T’Z‘, ...,T‘N),i = 1,2, ...,N (27)

Figura 2.20: Interaccién de 5 particulas con la particula de prueba p

2.5.2. Potenciales intramoleculares

El campo de fuerza describe la dependencia de la energia potencial (U) de un sistema
con respecto a las coordenadas de las particulas que lo conforman. Este campo de fuerza
contiene ecuaciones y parametros que describen las contribuciones intramoleculares e
intermoleculares que tiene la energia total del sistema [Allen and Tildesley, 2017],

Utotal = Uintramolecular + Uintermolecular (28)
Uintramolecular = Udistanciafenlace + Utingulofdefenlace + Udngulofdeftorsién (29)
Uintermolecular = ULennard—Jones + UC’oulomb (210)

Estos parametros se obtienen por calculos cuanticos, semi empiricos o de experimen-
tos. La obtencién de estos parametros se enfoca en la reproduccién de propiedades
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calculadas para reproducir propiedades experimentales.

2.5.2.1. Distancia de enlace

Suponiendo a dos particulas enlazadas en una molécula, se considera que poseen
potenciales que se puede modelar con un potencial armoénico, como se aprecia en la
figura 2.21.

AN - S @\f
fi «—

> fx

Figura 2.21: Esquema de restriccién aplicado a una molécula triatémica como el

H>O

Ulrij) = ﬁ( ij = 70)?

. (2.11)

Donde k; es la constante de fuerza de enlace, ry es la distancia de equilibrio, 7;; es la
distancia en los dtomos i y j.

2.5.2.2. Angulo de enlace

De igual manera, los dngulos de enlace # también se representan por medio de un
movimiento oscilatorio elastico, como se aprecia en la figura 2.22.
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Figura 2.22: Angulo de enlace (6)

AN

k
U(8) = 5 (6: — 0)” (2.12)
Donde kg es la constante de fuerza de dngulo de enlace, 6 es el angulo de enlace en la

distancia de equilibrio, 6;; es el dngulo de enlace entre los dtomos i,j y k.
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2.5 Simulaciones de dindmica molecular

2.5.2.3. Angulo de torsion

El d4ngulo de torsién (vfor$m(®)) mide la rotacién de los dtomos intermedios de

una molécula entre dos planos; mide sélo un grado de libertad interna de la molécula,
lo cual se aprecia en la figura 2.23 [Allen and Tildesley, 2017].
El angulo de torsiéon se puede poner como una expresiéon de potencias del coseno
que se conoce como el potencial de Ryckaert-Bellemans [Allen and Tildesley, 2017].
También se suele usar la expansién de términos del coseno de una serie de Fourier
[Allen and Tildesley, 2017].

Figura 2.23: Geometria del modelo de butano (CyHyg), definiendo los dngulos de

enlace 0, 07, y el angulo de torsién ¢

5

Uldim) = 3 Culcos(W))? (2.13)

n=0

Donde ¥ = ®;;,—180, ®;;1; es el angulo entre dos planos, y C), corresponde a constantes
a usar. La siguiente expresion es la funcién de Fourier:

U(%ijr) = %[01(1+608(¢))+Cz(1+COS(2¢))+03(1+008(3¢>))+C4(1+COS(4¢))] (2.14)

2.5.3. Potenciales intermoleculares

Los potenciales intermoleculares se definen como aquellos potenciales de interac-
cién entre dtomos de moléculas vecinas (mds no de la misma molécula), por lo cual,
en dindmica molecular se conocen como potenciales no enlazantes. Estos potenciales
tienen dos contribuciones: las de corto alcance y las de largo alcance, dadas por poten-
ciales de Lennard-Jones y de Coulomb respectivamente. Las contribuciones al potencial
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2.5 Simulaciones de dinamica molecular

intermolecular se consideran aditivas por pares [Abraham et al., 2015].

N-1 N

Uinter = Z Z Ul(rij) (2.15)

i §>i

Donde i, j son atomos que no estan enlazados.

2.5.3.1. Potencial de Lennard Jones

Al ser un potencial de corto alcance, tiende a cero con la distancia. Este potencial
modela la parte de las fuerzas de dispersion de London o de van der Waals.

Ul(rij) = 4eij [(Z;])l? - (Z:j)ﬁl (2.16)

Este potencial nos indica la distancia entre las particulas i y j, r4;; €;; es el minimo de
energia potencial (profundidad del potencial); o;; es el punto r;; en el cual la energia
potencial en funcién de la distancia entre las particulas es cero (U(r;;) = 0), y este se
relaciona con el didmetro de la particula.

Los pardmetros o;; y €;; dependen del par de dtomos a estudiar la interaccion.

Repulsion

Uy (i)

7ij

__.E*.__ g VA I

Atraccion

er
Tii > I'min

Figura 2.24: Representacion grafica de las interacciones del potencial de Lennard-

Jones

En la figura 2.24 se puede observar la representacién grafica de la interaccién de los
potenciales de Lennard-Jones en las interacciones de dos atomos. La curva verde repre-

. . . (. 12 o .
senta la repulsién a distancias cortas (es el término (%) en la ecuacion del potencial

2.16). En constraste, la curva azul representa el término (%)6, mismo que representa la
atraccion a distancias largas.

La figura 2.24 ilustra una barrera de potencial que opera dentro del rango de r < o,
generando una interaccién repulsiva que previene el traslape de particulas, mientras
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2.5 Simulaciones de dinamica molecular

que mas alld de este rango, r > o, se manifiesta una interaccién atractiva que gra-
dualmente disminuye hasta alcanzar cero. Estas caracteristicas de la curva potencial
sugieren que la energia de interacciéon puede considerarse despreciable més alla de una
distancia aproximada de r.. Esta distancia de corte, denotada como r., representa el
punto donde el potencial puede ser truncado. Se ha observado que un aumento en el
radio de corte conlleva a menores desviaciones ocasionadas por este truncamiento del
potencial [Satoh, 2010].

Para obtener la interaccién entre particulas distintas, i y j, se pueden construir uti-
lizando distintos tipos de reglas de combinacién, en esta tesis se usan las reglas de
Lorentz-Berthelot:

1
5(0'“‘ + oij) (2.17)

O =

o=

€ij = (€ii€j) (2.18)
El uso del modelo de Lennard-Jones tiene un uso bastante extendido debido a su con-
veniencia computacional.

2.5.3.2. Potencial de Coulomb

La ley de Coulomb describe la energia potencial electrostatica entre dos particulas
cargadas.
_ gy
 dmeo Tij

Ucoul(rij) (219)
Donde ¢ es la constante de permitividad en el vacio, ¢; y ¢; son las cargas puntuales y
r;; es la distancia entre los centros de masa de las particulas de estas dos cargas. En este
sentido se considera una interaccién de largo alcance cuando el potencial U(r) decae
més lentamente que 7%, siendo d la dimensionalidad del sistema (generalmente d=3).
El potencial de coulomb varia on la distancia de forma 1/r, tiene un efecto importante
a distancias grandes entre atomos, como se describe en la ecuacion 2.19.

El alcance de este potencial es mayor que la mitad de la arista de las cajas de simu-
lacién, por lo que no es posible truncar el potencial. Existe un método eficiente para
calcular las interacciones electrostaticas en un sistema periddico infinito conocido como
sumas de Ewald. Este método consiste en transformar una serie lenta y que converge
condicionalmente en la suma de dos series que converjan rapidamente mas un término
constante:

1 G 1-G
- = (r) + (r) + constante (2.20)
r r r

Siendo G(r) en la ecuacién 2.20 una distribucién gaussiana de cargas, % representa

el espacio real (r) y #(T) representa el espacio de Fourier (k). Esta ecuacién decae

rapidamente con k. La ecuacion 2.20 puede reescribirse segin el método de Ewald como:
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2.5 Simulaciones de dinamica molecular

Usp = Z Z Z dia Z querfc ’{'rza]b Z Z Z qwq]berf K,T‘w]b)

. . rw
27r2 Lo K ) s : (2.21)
=V hZﬂQ(h)S(h)S(—h) ~ 7= Z Z Gia

Donde erf(x) es la funcién error y erfec(x) es la funcién error complementaria, ~ es
un parametro de convergencia arbitrario y V' es el volimen. La eleccién adecuada del
parametro k permite utilizar un ndmero moderado de vectores k para modelar el es-
pacio reciproco.

Los dos primeros términos de la ecuacion 2.21 se deben al potencial del sistema de
cargas puntuales apantalladas que se calculan en el espacio real. El tercer término se
debe a la distribuciéon compensadora y se calcula en el espacio reciproco sumando sobre
los vectores h = 2rn/L?. El tltimo término es la autocorreccién de la energfa.

Una descripcién fisica de esta ecuacién es que cada punto con carga en el sistema se
apantalla por una distribuciéon de carga gaussiana de igual magnitud pero de signo
opuesto. Para contrarrestar esta distribucién de carga, se agrega una segunda distribu-
cién de carga gaussiana del mismo signo y magnitud que la distribucién original a cada
carga. Los términos en el espacio x estdn definidos de acuerdo a las ecuaciones 2.22.

= E E qmeih.ria
7 a

2 _ p? 2.22
Q(h) = eﬁﬂghg ( )

Tigjb = Yiag — Tjb

En la presente tesis se utiliz el método Smoothed Particle Mesh Ewald (PME en gro-
macs), el cual, es una modificacién de las sumas de Ewald, con un cuarto orden de
interpolacién (més preciso). En el metodo SPME, los términos en el espacio real son
calculados de la misma manera que en el método normal de las sumas de Ewald. No
obstante, la suma en el espacio reciproco se representa por una celda rectangular tridi-
mensional y requiere una transformada de Fourier répida en tres dimensiones (FFT),
la cual debe ser distribuida sobre los procesos de estudio.

2.5.4. Algoritmos de integracién

En simulaciones de dindmica molecular, las ecuaciones de movimiento se resuelven
usando diferentes métodos [Sharma et al., 2009] :

» Método de Verlet
s Metodo de velocidad de Verlet
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2.5 Simulaciones de dinamica molecular

s Metodo de salto de rana

El método de Verlet es un método en el que se descartan los términos de velocidad
para determinar la posicion molecular en el siguiente tiempo de integracion; para fines
de este trabajo, inicamente se menciona su existencia, ademas de que a partir de este
método se obtiene el de velocidad de Verlet. En la presente tesis fué utilizado el método
de salto de rana.

2.5.4.1. Algoritmo de salto de rana

El método de salto de rana evalua las posiciones, fuerzas y velocidades, usando
tiempos en manera de salto de rana. Requiere valores de la posicién (r) y fuerza (f) a
un tiempo (t) mientras que las velocidades (v) estan medio paso de tiempo atras, como
se observa en la figura 2.25. Este método es superior que el método de Verlet y el de
método de velocidades de Verlet dado a su estabilidad y exactitud [Sharma et al., 2009].

Figura 2.25: El algoritmo de salto de rana se llama asi, porque r y v saltan como

ranas

Este algoritmo usa las posiciones r al tiempo t y velocidades v al tiempo ¢ — %At
integrando la fuerzaf:

o(t + %At) —olt— %At) + Ar’;(nt) (2.23)

donde m es la masa de un sitio y A t es el intervalo de tiempo. Las posiciones avanzan
usando las nuevas velocidades:

r(t+ AL)  r(t) + Ato(t + %At) (2.24)

En el algoritmo de salto de rana, la velocidad al tiempo t se obtiene del promedio de
las velocidades a la mitad de un intervalo de tiempo t:

b= %[v(t _ %At) Folt+ %At)] (2.25)

En el presente trabajo utilizamos el algoritmo de salto de rana como integrador de
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2.5 Simulaciones de dindmica molecular

velocidad.

2.5.5. Condiciones periddicas de frontera

Para estudiar las propiedades de un sistema al usar dindmica molecular, podria
ser suficiente una gran caja de simulacién de tal manera que pocas moléculas estan
en la superficie de esta caja, para esto se necesitaria un tiempo de simulaciéon excesi-
vo [Wu et al., 2014]. En el caso de utilizar una caja de simulacién mas pequena, las
moléculas se encontrarian en el borde de la caja de simulacién.

Por ello se utilizan las condiciones periddicas de frontera que eliminan la existen-
cia de superficie y evitan una gran cantidad de moléculas o una caja de simula-
cién de gran tamano [deLeeuw et al., 1980] . Con estas condiciones se forma un sis-
tema infinito, repitiendo el cuadro de simulacién en todo el espacio [Wu et al., 2014],
[Allen and Tildesley, 2017], como se aprecia en la figura 2.26.

Cuando una molécula sale de la caja, una de sus imagenes entra por la cara opuesta en
el mismo camino y direcciéon. Las moléculas en la simulacién se conservan, y el sistema
se considera que no posee una superficie.
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Figura 2.26: Una celda de 2 dimensiones de la condicién periédica de frontera

2.5.6. Convencion de minima imagen

La convencién de minima imagen restringe el nimero de interacciones para anali-
zar, dado que con las condiciones periddicas de frontera se vuelve un sistema infinito
[Allen and Tildesley, 2017]. La convencién de imagen més cercana (o el de minima ima-
gen) calcula la interaccién entre el d&tomo original y la imagen més cercana de los otros
atomos en uno de los cuadros cercanos. Para el uso de esta convencion, es necesario
que el potencial sea menor que la mitad del largo de la caja (cuando la longitud de la
caja sea menos del doble del valor de radio de corte).

En esta convencién, el célculo de energia potencial debido a interacciones aditivas por
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2.5 Simulaciones de dindmica molecular

pareja involucra términos %N (N —1); este célculo es sustancial para sistemas grandes,
sistemas por ejemplo mayores a 1000 particulas [Allen and Tildesley, 2017].

Es importante que la convencién de minima imagen sea codificada de la misma manera
que las condiciones periddicas de frontera [Smith, 1989], [Kamali and Kharazmi, 2011].

| |
<o o ° o
® o ¢ ¢
_<|—0 o [ i

) [

- !
<0 0+0 0+0 o
° [ [

RS S

Figura 2.27: Convencién de minima imégen de un sistema en dos dimensiones. La
caja central contiene 4 moléculas, y la caja punteada fue construida con la molécula

negra en su centro. El circulo rojo punteado representa el corte

2.5.7. Radio de corte

Como fué mencionado en la seccién de parametros de Lennard Jones, en los poten-
ciales de interaccién de corto alcance se reduce la distancia a evaluar con el radio de

corte. El potencial de Lennard-Jones con radio de corte, define un potencial truncado
Ve(rij) [Haile, 1992, Frenkel et al., 1996]:

R (D) e

0, 7y > Tc} (2.27)
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2.5 Simulaciones de dindmica molecular

v

Figura 2.28: Esquema de esfera de corte del potencial intermolecular, de radio r,
y esfera de algoritmo de Verlet, de radio r1, para el 4&tomo en negro, en una caja

de simulacion de arista L
[Cruz-Valcdrcel, 2008]

Con el radio de corte (r.) el método mejora la eficiencia de las interacciones de
Lennard Jones. Es importante destacar que r. no debe exceder la mitad de la longitud
de la arista de la caja, en consonancia con la convenciéon de minima imagen. Con este
método, la correccion del potencial de Lennard Jones puede necesitarse para calcular la
energia y presién (propiedades termodindmicas). El radio de corte no puede ser utilizado
para calcular las interacciones Coulémbicas, dado que las interacciones Coulémbicas no

son convergentes para estas interacciones, ya se vié que se utiliza el método de suma
de Ewald[Takahashi et al., 2011].

2.5.8. Funcién de distribucion radial

La funcién de distribuciéon radial ¢g(r) también llamada funcién de correlacién por
pares, gap(r) entre particulas de tipo A y B es definida como:

{pB(r))

gap(r) = 2.28
( ) <pB>local ( )
Na NB 7’
oastr) = gk LSt ) o)
local 16A jeB

Con (pp(r)) siendo la densidad de la particula B a una distancia r alrededor de
las particulas A. Y, (pB)iocar la densidad de particulas del tipo B promediada so-
bre todas las esferas alrededor de las particulas A con radio r,,., [Levine et al., 2011],
[Levine, 2011]. Usualmente el valor de 7,4, es la mitad del largo de la caja [Abraham et al., 2015].
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2.6 Campo eléctrico

2.5.9. Radio de giro

El radio de giro (Ry) se define como la distancia cuadratica media ponderada de
una coleccién de dtomos desde su centro de masa comun [Hassan et al., 2014]:

=% m(T]\}R)Q (2.30)

i

Donde m; y r; denotan la masa y la posicion del dtomo i, respectivamente. R, y M
denotan la posicién del centro de masa del agregado y el total de la masa, respectiva-
mente.

Se puede determinar el radio de un agregado molecular R con el promedio de radio
de giro del agregado, asumiendo una distribucién de masa aproximadamente uniforme
[Tang et al., 2014].

2.5.10. Excentricidad de un agregado esférico

La esfericidad de un agregado molecular esférico puede ser analizada por medio de
la excentricidad [Ritter et al., 2016] , e, que es definida como:

Imin
e=1- (2.31)

Donde I,,,;, representa el momento principal de inercia con la magnitud més pequeiia,
y (I) es el promedio de los tres principales momentos de inercia [Lebecque et al., 2017].
Un agregado con una excentricidad cercana a cero es cercano a ser esférico, mientras que
los agregados planos o alargados tendrian mayores excentricidades [LeBard et al., 2012].

2.6. Campo eléctrico

Una colecciéon de un gran ntimero de cargas elementales puede considerarse como
una distribucién de carga continua [Young, 2013]. Cuando una carga se establece en
un punto, genera un campo eléctrico, y esta interaccién electromagnética influye en
la trayectoria y comportamiento de otra carga en el entorno. Este fenémeno puede
visualizarse como un intercambio entre las cargas y el campo eléctrico que las rodea
[Resnick et al., 2007], como se aprecia en la expresién 2.32.

carga = campo = carga (2.32)
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2.7 Potencial eléctrico

El campo eléctrico E estd definido como la fuerza experimentada por una carga de
prueba positiva gy en un punto dado, como se expresa en la ecuacién 2.33:

F
E=— (2.33)
q0

La direccién del vector E coincide con la direccién de la fuerza F , dado que gg es un
escalar positivo. Dimensionalmente, el campo eléctrico es la fuerza por unidad de car-
ga, y su unidad en el SI es el Newton/Coulomb (N/C), también es frecuente expresarla
como Volt/metro (V/m)[Resnick et al., 2007].

Al tratar con cargas puntuales, la magnitud de fuerza que actiia sobre qg estd determi-
nada por la ley de Coulomb, expresada en la ecuacién 2.34. Esta ley establece la fuerza
de interaccion entre dos cargas puntuales q y qg separadas por una distancia r

_ 1 gn
dey 12

F (2.34)

La magnitud del campo eléctrico en el lugar de la carga de prueba segun la ecuacién
2.33, obtenemos la siguiente expresion:

F 1
E=— -4
qo  4meg r?

(2.35)

Donde la direccion de E es la misma que la direccion de F, a lo largo de una linea radial

que parte de ¢, apuntando hacia afuera si es positiva y hacia adentro si q es negativa.
obteniendo asi, el campo eléctrico:

1 gq
F=—= 2.36
4dmeq 12 ( )

Dimensionalmente, el campo eléctrico es la fuerza por unidad de carga, y su unidad en
el SI es el Newton/Coulomb (N/C), también es frecuente expresarla como Volt/metro
(V/m)[Resnick et al., 2007].

2.7. Potencial eléctrico

La fuerza entre dos particulas cargadas depende de la magnitud y signo de cada
carga. Al potencial eléctrico se define como la energia potencial por unidad de carga
de prueba. El potencial eléctrico V' en un punto P debido a un conjunto de cargas se
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2.7 Potencial eléctrico

define como
Up

q0

V= (2.37)
El potencial debe ser un escalar, porque este se calcula a partir de los escalares U y
q, ademas de que el potencial es independiente de la magnitud de la carga de prueba.
En vez de hacer referencia a un punto en el infinito, a menudo deseamos determinar
la diferencia de potencial eléctrico entre dos puntos a y b en un campo eléctrico. Para
hacerlo, movemos una carga de prueba qg desde a hasta b, la diferencia de potencial
eléctrico se define como:

AV =V, —V, = Yo=Ua (2.38)

q0

En donde V} es el potencial eléctrico de la carga de prueba gy en un punto b, y V, es el
potencial eléctrico de la carga de prueba gg en un punto a.

|
1

Figura 2.29: Carga de prueba ¢g se mueve de un punto a a un punto b en un

b
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campo eléctrico E uniforme

Con un campo eléctrico £ podemos calcular el potencial V.

—

E(T) — V(7) (2.39)

En la figura 2.29 los puntos a y b estan en un campo eléctrico uniforme FE, y desde
el punto b hasta a hay una distancia L. Ademas de que supongamos que la carga de
prueba positiva ¢y se mueve desde a hasta b en la linea recta que se muestra en esa
figura. La fuerza eléctrica sobre la carga es ¢o E y apunta en direccién x negativa.
La carga se mueve en la direccién ds desde el punto a hasta el punto b, y el trabajo
realizado por el campo eléctrico (constante) esta expresado como:

Wap = FrAx = (—qoE)(L) = —qoEL (2.40)
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Utilizando la definicién de la diferencia en la energia potencial, A U = —W, podemos
combinar las ecuaciones 2.38 y 2.40 para obtener:

U, - U, —W,
AV =V, -V, = 22 - b _
q0 qo0

EL (2.41)

Para encontrar el trabajo total Wy, realizado por el campo eléctrico cuando la carga
de prueba se mueve desde a hasta b, se deben integrar las contribuciones del trabajo
para toda la trayectoria, esto se traduce a:

b
Wab = qo/ E-ds (2.42)
Con la ecuacién 2.41, la ecuacién 2.42 da:
b
AV =V, -V, = / E-ds (2.43)

La unidad del potencial en el SI es el Joule/Coulomb, el cual es el volt.

lvolt = 1joule/coulomb (2.44)
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Capitulo 3

Metodologia vy simulacion

Las simulaciones con dindmica molecular fueron realizadas con el software libre

Gromacs [Abraham et al., 2015], para estudiar la interaccién entre los fosfolipidos de
DPPC y colesterol como vesiculas con un monémero de insulina contenido en su centro
acuoso.
Simulaciones realizadas en el ensamble isotermico-isobarico NPT, cuyas siglas signifi-
can que tienen constantes el nimero de particulas, presién y temperatura, las cuales
fueron 1 bar y 298.15K respectivamente. Para controlar las condiciones de simulacién
se utilizaron los algoritmos de acoplamiento de temperatura de Nose-Hoover y el ba-
rostato de Parrinello-Rahman, con un acoplamiento isotrépico.

3.1. Modelos

Los modelos utilizados en este trabajo fueron los siguientes: un fosfolipido conocido
como dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), colesterol y un monémero de insulina.
Con estos modelos se investigaron las interacciones entre los residuos de aminodcidos
de la proteina, ademas de la estabilidad de la membrana y del sistema acarreador por
medio de sus perfiles de densidad. Todos estos sistemas fueron simulados en disolucién,
del cual se utiliz6 el modelo de agua SPC [Smith and Van Gunsteren, 1993].

3.1.1. Dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC)

En la figura 3.1 tenemos a la molécula de DPPC que consiste en una secciéon de
cabezas polares con un grupo colina y un grupo fosfato, recordando que un oxigeno
del fosfato es pertenenciente al esqueleto de glicerol como fue visto en la seccién 2.2.2,
ademds de las cadenas acilo hidrofébicas de 15 carbonos. En la seccién a) de la figura
3.1 vemos las etiquetas correspondientes de cada atomo de esta molécula.
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3.2 Elaboracién de los sistemas
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Figura 3.1: Molecula de DPPC con sus etiquetas correspondientes

El modelo utilizado del DPPC fué un modelo de todos los atomos, del cual se
utilizaron los campos de fuerzas validados reportados por Berger [Berger et al., 1997].

3.1.2. Colesterol

En cuanto al colesterol, se aprecia en la figura 3.2 tanto el esqueleto de gonano y
su cadena alifdtica. El campo de fuerzas y estructura utilizados fueron obtenidos de la
referencia [Malde et al., 2011].
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a)Esqueleto de gonano con sus etiquetas b)Etiquetas desde otra persepctiva

Figura 3.2: Molécula de colesterol con sus etiquetas correspondientes

3.1.3. Mondmero de insulina

El mondémero de insulina consta de 51 aminoacidos, ver figura 2.14. El mode-
lo de insulina utilizado en la simulacién fué la estructura reportada por Turkenburg
[Turkenburg et al., 2018](pdb: 1ZNI), estructura que se aprecia en las figuras 2.15.

3.2. Elaboracion de los sistemas

Las bicapas y los liposomas se construyeron variando la concentracion de colesterol
por membrana para el proceso de simulacion. Utilizamos el software gratuito Packmol
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3.2 Elaboracién de los sistemas

[Martinez et al., 2009] para generar las membranas. Este software ofrece herramien-
tas versatiles para la construccién de sistemas biomoleculares, permitiéndonos disenar

bicapas y liposomas.

3.2.1. Bicapas

Como referencia utilizamos el input
de ejemplo predeterminado de Packmol
[Martinez et al., 2009] para generar bi-
capas, las cuales fueron adaptadas pa-
ra ajustarse al tamano de la molécu-
la de DPPC (dipalmitoil fosfatidilcoli-
na). Cada fosfolipido tiene aproximada-
mente 27A de longitud, y empleamos
64 fosfolipidos por lado de la bicapa.
La variacién en la concentraciéon de co-
lesterol por bicapa fue propuesta sobre
la cantidad total de lipidos por mem-
brana. Ademads, incorporamos un total
de 16 264 moléculas de agua del mo-
delo SPC, las cuales fueron previamen-
te equilibradas a las mismas condicio-
nes de temperatura y presion de simu-
lacién. Las cajas de simulacién se es-
tablecieron con dimensiones de 6x6x20
nanémetros, como se puede apreciar en
la figura 3.3. Fueron propuestos los si-

Figura 3.3: Configuracion inicial de la bicapa
de 20 %CHO-DPPC. Realizada con el software libre
packmol [Martinez et al., 2009], formada por 16164
moléculas de agua, moléculas de dipalmitoil fosfati-

dilcolina y colesterol (naranja)

guientes porcentajes de colesterol por bicapa: 2, 3, 5, 6, 8, 14, 20, 30, 40 y 50%. Las
simulaciones se llevaron a cabo con y sin un monémero de insulina a 30 nanosegundos.

3.2.2. Liposomas

Una vez realizadas las bicapas, se propuso pasar a los liposomas, con el cual, se
tomé en consideraciéon el radio de giro de la proteina utilizada en un medio acuoso a
las mismas condiciones de simulacién, la cual tuvo un radio de esfera de 14.45A.
Considerando el 4rea de una esfera y el drea por lipido del DPPC, 63.34 /molécula, se
llegd a la conclusién del cédlculo de cantidad total de fosfolipidos por vesicula, mostrados

en la figura 3.4:
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3.3 Metodologia de las simulaciones

Area Por Lipido del DPPC = 63.3A* en una molécula de DPPC
©Area de una esfera = 4mtr?
63.3A% en una molécula de DPPC = 4mr?

Ntmero de moléculas de DPPC = 4mr?/63.3A

/ Radio insulina
N {
@ - Lt
ot "

F1 = Radio del monémero de insulina + 10A =~~~ Nlimero de moléculas = 4rr:/63.3A*
r2 o= Na de = 4nr2?/63.3A2

Figura 3.4: Propuesta de célculo para elaborar los inputs de liposomas respetando el drea por lipido
y el grosor de la membrana del DPPC, ademés de brindar 104 adicionales en el radio del liposoma para el

monoémero de insulina el cual esta representado en color rojo

Partiendo de la propuesta de cédlculo anterior, se elaboraron diferentes liposomas
con concentraciones de colesterol de 2, 3, 5, 6, 8, 20, 30, 40 y 50 % por membrana, con
248 798 moléculas de agua del modelo SPC [Smith and Van Gunsteren, 1993] en cajas
cubicas de simulacion de 20 nanémetros llevadas a cabo con y sin un mondémero de
insulina a 30 nanosegundos.

3.3. Metodologia de las simulaciones

Fué necesario minimizar la energia de los sistemas, y posteriormente se llevaron
a cabo las simulaciones de dindamica molecular en el ensamble NPT con un tiempo
de simulacién de 30 nanosegundos. Las simulaciones se llevaron a cabo con un radio
de corte que se establecié de aproximadamente la mitad del tamano de la caja de
simulacién en el eje x, esto con el fin de obtener la mayoria de interacciones en el
sistema para las interacciones de corto alcance. Para las interacciones de largo alcan-
ce (potenciales de Coulomb) se usaron las sumas de Ewald con la técnica de PME.
El tiempo de paso de integracién fué de 0.002. El algoritmo de integracion fué el de
salto de rana. Los parametros de simulacién para el campo de fuerzas fueron del fos-
folipido (DPPC) [Berger et al., 1997], para el colesterol [Malde et al., 2011] y la es-
tructura del mondémero de insulina [Turkenburg et al., 2018] con el campo de fuerzas
gromos53a7 (obtenido con pdb2gmx) para el modelo del agua, que fue el modelo SPC
[Smith and Van Gunsteren, 1993].
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Capitulo 4

Resultados y Analisis

4.1. Resultados de las bicapas

4.1.1. Perfiles de densidad parcial de bicapas

Los perfiles de densidad parcial se
obtuvieron calculando la densidad local
de atomos en una direccién determina-
da, a través de la caja de simulacién
en el eje z para los sistemas de bicapas,
se obtiene dividiendo al sistema en re-
banadas pequenas de tamafio A z, ver
figura 4.1. Una vez determinadas las re-
banadas en el sistema, se contabilizé el
numero de atomos del grupo a estudiar
y se divide entre el volumen de la re-
banada. Estos calculos se realizan por
un tiempo largo de simulacion y se pro-
median los valores obtenidos para cada
rebanada sobre el niimero de configura-
ciones, lo cual se representa en la figu-
ra 4.1. Los dtomos se agruparon depen-
diendo su clasificacién dentro del mis-
mo fosfolipido; teniendo por cabeza po-
lar a los atomos C1, C2, C3, N4, C5,

Figura 4.1: Representacién del célculo del perfil
de densidades en la direccién del eje Z. Se mues-
tra la configuracién final de la bicapa de 40 %CHO-
DPPC, formada por 16164 moléculas de agua,
moléculas de dipalmitoil fosfatidilcolina y coleste-

rol (naranja).

C6, O7, P8, 09, O10 y O11; en el grupo glicerol éster a los atomos: C12, C13, O14,
C15, 016, C32, 033, C34 y O35; finalmente, los a&tomos de carbono correspondientes
a los acilos son: C17, C18, C19, C20, C21, C22, C23, C24, C25, C26, C27, C28, C29,
C30, C31, C36, C37, C38, C39, C40, C41, C42, C43, C44, C45, C46, C47, C48, C49 y
C50, ver figura 3.1, en el capitulo 3. La ecuacion 4.1 representa el cdlculo del perfil de
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4.1 Resultados de las bicapas

densidad numérica p,(z) para cada rebanada del sistema (Az).

N
pn(2) = ﬁ > nitz) (4.1)

Donde N es el numero total de configuraciones, n;(z) representa el nimero de particulas
presentes en cada rebanada del sistema, L, y L, son las dimensiones de la celda de
simulacién en las direcciones X y Y respectivamente y Az es el espesor de la rebanada.
A continuacién, se presentan las configuraciones finales y los perfiles de densidad de los

ultimos 10 nanosegundos de simulacion de las bicapas de 8, 30, 40 y 50 % colesterol-
DPPC.

1000 Densidad parcial eje Z 8% CHO-DPPC 30ns 1000 Densidad parcial eje Z 8% CHO-DPPC 30ns
)
800 800
=5 600| — Cobera pla = 600{ = Cabera polar
> == Glicerol-éster e ——— Glicerol-éster
= —— Cola hidrofdbica = e e
~ T o = —— Cola hidrofghica
= A ] = Colesterol
= — Agw =
@ 4001/ —— Monémero de insulina. @ 4007 — Agua
3 3
A A
200 200
0 - - 0 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Coordenada (nm) Coordenada (nm)

Figura 4.2: Configuraciones finales y perfiles de densidad parcial de bicapas de 8 % CHO-DPPC

a) con y b) sin un mondémero de insulina.

En la figura 4.2 se aprecian los perfiles de densidad parcial de las bicapas de 8 %
colesterol-DPPC en presencia y ausencia de un monémero de insulina en la caja de
simulacion, en la ultima se observa que los picos de los perfiles de las cabezas polares
estan expuestas en la superficie vecina a las moléculas de agua, posteriormente se en-
cuentran los atomos del glicerol éster y finalmente, la cola hidrofébica de acilos de los
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4.1 Resultados de las bicapas

fosfolipidos se encuentra oculta, de igual manera el perfil de densidad del colesterol se
muestra en la misma posicion de las colas hidrofébicas. En el caso de la bicapa con un
mondémero de insulina, muestra que la insulina se coloca entre la interfase lipido-agua,
lo que modifica los perfiles de densidad dela cabeza polar y posteriormente el glicerol
éster.

b)

Densidad parcial eje Z 30% CHO-DPPC 30ns Densidad parcial eje Z 30% CHO-DPPC 30ns

1000 1000
800 800
% 6007 — (:ﬂ]w“ P,“I‘" % 6001 = Cabeza polar
> == Glicerol-éster e ——— Glicerol-éster
= —— Cola hidroféhica = . »
— . — = (ola hidrofébica
= = Colesterol =4 .
2 — A = —— Colesterol
= Agua =
Z 4001 — Monémero de insulina Z 4001 — Agua
o} 3
A A
200 200
0 /\ 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Coordenada (nm) Coordenada (nm)

Figura 4.3: Configuraciones finales y perfiles de densidad parcial de bicapas de 30 % CHO-

DPPC a) con y b) sin un monémero de insulina

En la figura 4.3 se presentan los perfiles de densidad parcial de las bicapas de 30 %
colesterol-DPPC, presencia y ausencia de un monémero de insulina, se muestra que los
picos no se deforman en el primer caso. El perfil del colesterol tiende al perfil de la cola
hidrofébica, con la diferencia que el sistema con mondémero de insulina presenta un pico
de densidad en su configuracién final apartado 3 nanometros de las cabezas polares
después de 30 nanosegundos. De igual forma se observa que los perfiles de densidad
de la interfase fosfolipido-agua se modifican debido a la presencia del monémero de
insulina, por lo que esta proteina se encuentra modificando la estructura en ciertas
areas de la membrana, lo que ocasona cambios locales en la distribuciéon general de
la densidad volumétrica, lo que podria estar generando la reduccién de los picos de
densidad, recordando que ambas cajas de simulacién tienen las mismas cantidades de
moléculas de agua, fosfolipido y colesterol, lo inico que varia es en la presencia de un
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4.1 Resultados de las bicapas

monoémero de insulina.

Qs
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1000

800

600 (:z\ln‘ld p'nl(u'
Glicerol-éster
Cola hidrofébica
Colesterol

Agua

400

Monémero de insulina

Densidad (Kg/m?)

200

=}
=)
N
'S

6 8 10 12 14 16 18
Coordenada (nm)

Densidad (Kg/m?)
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Figura 4.4: Configuraciones finales y perfiles de densidad parcial de bicapas de 40 % CHO-

DPPC a) con y b) sin un monémero de insulina

En la figura 4.4 se presentan de igual manera los perfiles de las configuraciones fina-
les de los sistemas de 40 % colesterol-DPPC en ausencia y en presencia de un monémero
de insulina. De igual forma se observa que los picos no cambian en ambos sistemas,
mostrando que la proteina podria tener mayor afinidad a las cabezas polares a menores
concentraciones de colesterol por membrana. En ambos sistemas, los perfiles de densi-

dad se encuentran bien definidos.

Conforme aumenta la concentracién de colesterol se refinan todos los perfiles, ademéds
de que también observamos en los perfiles de densidad del agua que entra a la bicapa
entre las cabezas polares y los grupos glicerol éster, pudiendo interaccionar con los gru-
pos carbonilos, lo cual en el articulo de [Egberts et al., 1994] también observaron esta

tendendencia.
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Figura 4.5: Configuraciones finales y perfiles de densidad parcial de bicapas de 50 % CHO-

DPPC a) con y b) sin un monémero de insulina

Finalizando esta seccién, la figura 4.5 muestra el perfil de densidad parcial de las
bicapas de 50 % colesterol-DPPC en ausencia y presencia de un monémero de insulina.
Vemos que los perfiles de densidad parcial de la cola hidrofébica y de la molécula de
colesterol tienden a la misma forma, lo que nos indica que el colesterol se coloca de
forma paralela a estas, lo que se puede corroborar con el calculo de orden, lo cual se
vera en la siguiente seccion. Al observar el sistemas con monémero de insulina aprecia-
mos que la proteina no modifica los perfiles de densidad de las cabezas polares, grupos
glicerol-éster ni colas hidrofébicas debido al aumento en la concentracién de colesterol.
De igual forma observamos que disminuye la densidad lipidica de la cola hidrofébica en
la mitad de la bicapa en presencia de un monémero de insulina, lo cual es congruente
con resultados experimentales de bicapas obtenidas hace décadas [Franks, 1976].
Considerando que el aumento de la concentracién de colesterol conduce a una dismi-
nucién de la interaccién con proteinas, se observa que el colesterol aumenta la rigidez
de la membrana al alinearse con las colas hidrofébicas de los fosfolipidos. Esto puede
corroborarse ain mas en la siguiente seccién mediante el andlisis del orden de las colas
hidrofébicas y el esqueleto del colesterol.

El colesterol podria influir potencialmente en la difusién de moléculas a través de la
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4.1 Resultados de las bicapas

membrana, lo que sugiere que el monémero de insulina podria estar interactuando a
un menor %CHO-DPPC con la cola hidrofébica del fosfolipido, el colesterol o la cabeza
polar debido a su diversa gama de residuos. Estos residuos incluyen hidrofébicos (Ile,
Val, Leu, Ala, Phe, Pro), polares (His, Lys, Arg cargados positivamente y Glu cargado
negativamente) y polares sin carga (Gly, Gln, Cys, Thr, Ser, Tyr, Asn), como se ilustra
en las Figuras 2.12 y 2.14.

4.1.2. Parametros de orden de las colas hidrofébicas

Una propiedad utilizada en dindmica y a nivel experimental es la determinacién
del orden de las colas hidrofébicas de los fosfolipidos, el pardmetro de orden se define
como un ensamble y una medida de alineacién para cada pseudoenlace entre particulas
promediada en el tiempo, siendo 6 el angulo entre el pseudoenlace y la normal de la
bicapa. las cuales se obtienen a partir de resonancia magnética nuclear (RMN) con
deuterios. El pardmetro de orden puede ser definido para cada grupo de C'Hs en las
cadenas hidrofébicas como se expresa en la ecuacién 4.2.

Sop = %(3@52901)) ~1) (4.2)

Donde Ocp es el angulo (dependiente del tiempo) entre el vector de enlace de un carbono
etiquetado con un deuterio (CD-cadena) y un eje de refencia [Vermeer et al., 2007,
HofsaB et al., 2003] y a nivel simulacional es del dngulo de un CH-cadena y la normal
de la membrana. Los paréntesis angulares indican que debe ser un promedio de los dos
enlaces de hidrégeno en cada grupo C'Hs, de todos los fosfolipidos y sobre el tiempo de
simulacion. Decidimos graficar los parametros de orden con respecto a la posicién en la
cadena de forma separada para ambas cadenas del DPPC, cadena sn-1 (carbonos C34,
C37-C50) y sn-2 (carbonos C15, C17-C31), ver figura 3.1. Para analizar a la molécula
de colesterol, se tomaron los carbonos de sus anillos C y D, analizando asi a los 4tomos
C2-C6 y C8-C10, ver figura 3.2. Antes de partir a la comparacion de todos los sistemas,
se adjuntan los pardmetros de orden de las dos cadenas de DPPC (sn-1 y sn-2) junto
al colesterol para el mismo sistema de 30 %CHO-DPPC, en ausencia y presencia de un
mondmero de insulina respectivamente, como se puede apreciar en la figura 4.6.
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4.1 Resultados de las bicapas

a) b)
Parametro de orden deuterio del fosfolipido de Pardmetro de orden deuterio del fosfolipido de
0.30 la bicapa de 30% CHO-DPPC 0.30 la bicapa de 30% CHO-DPPC con un monémero de insulina
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Figura 4.6: Parametros de orden correspondientes de carbonos hidrofébicos deu-
terados contra su posicién en la cadena de fosfolipido de las cadenas sn-1 y sn-2
y el parametro de orden de primeros 10 carbonos del colesterol de los ltimos 10
nanosegundos de las bicapas de 30 % CHO-DPPC, a) sin y b) con un mondémero

de insulina

Con la figura 4.6 apreciamos que el perfil del orden de la cadena sn-2 tiende a ser
mayor que el de la cadena sn-1 del fosfolipido DPPC, ademds de que el perfil del coles-
terol se mantiene en su mayoria en medio de ambos perfiles de las colas hidrofébicas del
fosfolipido. La tendencia curva, de acuerdo con [Schindler and Seelig, 1975] indica que
los elementos predominantes en la estrucura son segmentos trans orientados paralelos
a la normal de la bicapa, tendencia que se observa en ambos sistemas, ademas de las
figuras 4.7 y 4.8.

En la figura 4.7 el orden de las cadenas del fosfolipido sn-1 en los sistemas sin
mondémero de insulina observamos que tiende a tener un menor orden que la cadena
sn-2, ademas de que ambas cadenas tienden a formar un pico pronunciado a la mitad
de la cadena, comparando con el sistema de la bicapa de tnicamente fosfolipido (en
el grafico, es el 0 %CHO-DPPC), vemos que ese pico pronunciado puede deberse a la
influencia del colesterol en los sistemas, comportamiento que también fué reportado
por [HofsaB et al., 2003].

45



4.1 Resultados de las bicapas

a) b)
Parametro de orden deuterio de la cadena sn-1 del Pardmetro de orden deuterio de la cadena sn-2 del
0.30 fosfolipido DPPC, de bicapas de % CHO-DPPC 0.40 fosfolipido DPPC, de bicapas de % CHO-DPPC
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Figura 4.7: Pardmetros de orden correspondientes a NMR, deuterados contra su
posicién en la cadena de fosfolipido a diferentes concentraciones de colesterol de

las cadenas a) sn-1 y b) sn-2 de las bicapas sin monémero de insulina

La interpretacién de los parametros de orden de deuterio cualitativamente puede ca-
racterizarse como se describe a continuacion. Las moléculas anfifilicas se anclan por sus
grupos polares en la interfase lipido-agua. El empaquetamiento cercano de las cabezas
polares impone restricciones estéricas en las cadenas de carbono hidrogenadas reducien-
do la libertad conformacional de las moléculas individuales de la cadena [Seelig, 1977].
Esta es una justificacién para el parametro de orden constante en la parte inicial de la
cadena. En la parte central de la bicapa, la cual es una region de extremos libres, las
restricciones estéricas son liberadas y el valor de pardmetro de orden disminuye.

El origen molecular de la flexibilidad de la cadena es debido a la rapida isomerizacién
entre las conformaciones trans y gauche de los enlaces carbono-carbono. Para una dis-
cusién preliminar de los pardmetros de orden es importante considerar dos tipos de
cambios conformacionales, el primero y el de nuestro interés es el de formacién de una
sola conformacién gauche aislada. La formacién de un segmento aislado gauche implica
la reorientacién colectiva de todos los segmentos entre el segmento gauche y el terminal
metilo libre de la cadena. Es energéticamente improvable que un estado aislado gauche
se presente cerca de la interfase polar, dado que esto interrumpe el empacamiento pa-
ralelo de las cadenas hidrocarbonadas.

De igual manera, en la figura 4.8 podemos observar el orden de las colas hidrofébicas
sn-1 y sn-2 del DPPC para los sistemas de bicapas con un mondémero de insulina, tam-
bién observamos la formacién de un pico en la cadena sn-1 al aumentar la concentracién
de colesterol por membrana, pero otra caracteristica llamativa es que la cadena sn-2 en
presencia de un mondémero de insulina y mayores concentraciones de colesterol (de 30
hasta 50 %) también empieza a formar un pico al alejarse de los carbonos enlazados al
glicerol.
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a) b)
Pardmetro de orden deuterio de la cadena sn-1 del Pardametro de orden deuterio de la cadena sn-2 del
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Figura 4.8: Parametros de orden correspondientes a NMR, deuterados contra su
posicién en la cadena de fosfolipido a diferentes concentraciones de colesterol de

las cadenas a) sn-1 y b) sn-2 de las bicapas con un monémero de insulina

Comparando los parametros de orden del colesterol para todos los sistemas, se mues-
tran en la figura 4.9, graficando cada parametro de orden con respecto a su posicién en
la molécula para cada concentracion utilizada. De las cuales se observa que al aumen-
tar la concentracién de colesterol, el orden de los sistemas aumenta, ademés de que la
influencia del monémero de insulina hace que los ordenes del colesterol disminuyan.

a) b)
Pardmetro de orden deuterio del colesterol, Pardmetro de orden deuterio del colesterol,
0.40 de bicapas de % CHO-DPPC ‘ 0.40 de bicapas de % CHO-DPPC con un monémero de insulina ‘
& —— 2% 0.35 — 2%
0-35 —_ 3% —_ 3%
0.30 —_ 5% 0.30 — 5%
—— 6% ——— 6%
0.25 — 8% 0.25 — s
a —_— 4% 2 020 —_— 4%
w3 0.20 —— 20% s —_ 0%
| —_—30% | 0.15 —30%
0.15 10% 10%
—_—50% 0.10 — 0%
0.10 0.05
0.05 0.00
0.00 —0.05
0 3 6 8 10 ( 2 i % 8 10
Atomo Atomo

Figura 4.9: Parametros de orden correspondientes a NMR deuterados contra su
posicién en la cadena de colesterol,de sistemas de bicapas a diferentes concentra-

ciones de colesterol, a) en ausencia y b) en presencia de un monémero de insulina

Obteniendo el promedio del pardmetro de orden de las cadenas sn-1, sn-2 y del
colesterol y al agruparlas por concentracion de colesterol, se obtienen los perfiles que
apreciamos en la figura 4.10, de las cuales vemos que el orden promedio aumenta al
incrementar la concentracién de colesterol, ademés de que el perfil de la cadena sn-2
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es mayor que el perfil de la cadena sn-1, y que el colesterol se mantiene paralelo antre
ambas cadenas en la mayoria de los casos, relacionando esto con la posicién del colesterol
en las membranas, las cuales deben orientarse paralelamente a las colas hidrofébicas
sn-1 y sn-2.

a) b)
Promedio de parametro de orden en sistemas de bicapas Promedio de parametro de orden en sistemas de bicapas
sin monémero de insulina con respecto a su %CHO-DPPC con mondmero de insulina con respecto a su ACHO-DPPC
4= Cadena su-1 del DPPC
1-2 del DPPC 0.24
0.30] — Cotester
0.22
2
£ 0.25 £ 020
i 50.18
i I
v 0.20 V(.16
0.14
0.15
0.12 -1 del DPPC
12 del DPPC
0.10 _ 0.10 = =
0 10 20 30 10 50 0 10 20 30 10 50
% CHO % CHO

Figura 4.10: Promedio del parametro de orden contra la concentracién de coles-
terol de las cadenas sn-1, sn-2 y del colesterol de las bicapas a) en ausencia y b) en

presencia de un monémero de insulina

Lo que podemos observar al comparar graficamente el valor promedio del orden de
los carbonos correspondientes de la cadena sn-1, sn-2 y los carbonos correspondien-
tes al colesterol es que, la tendencia de la cadena sn-2 es aumentar con respecto a
la concentraciéon de colesterol. La cadena sn-1, por su parte presenta un pico en la
concentraciéon de 5 %CHO-DPPC, pico que podria corresponder a un valor promedio
obtenido de 14 %CHO-DPPC, fenémeno también reportado por [HofsaB et al., 2003].
También observamos que la tendencia del colesterol no es lineal, en los sistemas con un
mononero de insulina observamos que en las concentraciones de 20 y 40 %CHO-DPPC
sus valores promedio tienden a un menor orden, probablemente observamos un cambio
conformacional de la molécula al comparar también el perfil obtenido del gréfico 4.9.
El pardmetro de orden es importante calcularlo, dado que gracias a la ecuacion 4.3 se
pueden relacionar directamente con la divisién residual de cuadrupolos (Avg), lo cual
son resultados de resonancia magnética nuclear [Seelig and Waespe-Sarcevic, 1978].

62
Avg = (Z)( ZQ)SCD (4.3)

La constante estatica de acoplamiento del cuadrupolo de deuterén, representada como
(€2qQ/h), se ha medido en 170 kHz para enlaces alifaticos C-D, de acuerdo a una re-
ferencia histérica [Seelig and Waespe-Sarcevic, 1978]. Los valores de Avg, calculados a
partir de la ecuacion 4.3, con el valor de la constante antes mencionada, se detallan en
la tabla 4.1, y presenta los valores de Avg del primer carbono de las colas hidrofébicas
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4.1 Resultados de las bicapas

sn-1 y sn-2 del fosfolipido DPPC a diferentes concentraciones de colesterol, tanto en
ausencia como en presencia de un mondémero de insulina.

Al examinar los valores de division residual de cuadrupolos reportados, el articulo
[Akutsu, 2020] menciona valores de fosfatidilcolina que se asemejan a los valores ob-
tenidos en la tabla 4.1 a mayores concentraciones de colesterol (desde 20 hasta 50 %
CHO-DPPC).

Analizando la tabla 4.1, se observa que al aumentar la concentraciéon de coleste-
rol en los sistemas sin monémero de insulina, el valor calculado de Avg aumenta en
consonancia con el incremento del colesterol por bicapa para ambas colas sn-1 y sn-2.
Tambien se observa que en ambos casos la cola sn-2 tiende a tener mayores valores que
la cola sn-1.

Por otro lado, la presencia del monémero de insulina en la caja de simulacién afecta
significativamente a los valores calculados, especialmente en lo que respecta a la cola
hidrofébica sn-2. Se nota que la cola sn-1 tiende a aumentar su valor calculado de Avg
a medida que aumenta la concentracién de colesterol desde 0 hasta 14 % CHO-DPPC
debido a la influencia del mondémero de insulina. Ademads, se observa que la influencia
del monémero de insulina provoca una disminucién en el valor de Avg para la cola
sn-1, pero la cola sn-2 aumenta compensando esta disminucién en las concentraciones
de 20 hasta 50 % CHO-DPPC.

El hecho que los valores fluctuen con respecto a la concentracién de colesterol corrobora
que las moléculas no forman dominios aislados, mezclandose a nivel molecular.

4.1.3. Area por lipido de cada membrana

La determinacion del area por lipido es un parametro reportado para el DPPC, y
tiene un valor de 0.64 nm? (64A2 [Nagle, 1993]) el cual fue el criterio de utilizar 64
fosfolipidos por lado en la membrana (teniendo un total de 128 lipidos). Sin embargo,
al aumentar la concentracion de colesterol por bicapa, la influencia de esta propiedad
cobra una importancia significativa en la estructura y dinamica de la membrana. Por
lo tanto, se calcularon las areas por lipido de cada sistema utilizando la ecuacion 4.4
[Berger et al., 1997]. Este enfoque nos permite cuantificar cémo varia el drea por lipido
en presencia de diferentes concentraciones de colesterol, lo que nos ayuda a comprender
mejor cémo el colesterol afecta la organizacién y las propiedades de la membrana.

Bor — X « Box — Y
APL =2 61 or (4.4)

La ecuacion de drea por lipido utilizada fue la 4.4 [Berger et al., 1997], donde Box-X y
Box-Y son las dimensiones de la caja de simulacion en los eje X y Y, respectivamente.
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Area por lipido

Bicapa APL (nm?) | Bicapa con | APL (nm?)

mondmero de

insulina
0 %CHO-DPPC 0.6328 0 %CHO-DPPC 0.6375
2 %CHO-DPPC 0.6203 2 %CHO-DPPC 0.6249
3 %CHO-DPPC 0.6190 3 %CHO-DPPC 0.6243
5 %CHO-DPPC 0.6191 5%CHO-DPPC 0.6225
6 %CHO-DPPC 0.6191 6 %CHO-DPPC 0.6234
8 %CHO-DPPC 0.6177 8 %CHO-DPPC 0.6226
14 %CHO-DPPC | 0.6139 14 %CHO-DPPC | 0.6192
20 %CHO-DPPC | 0.6136 20 %CHO-DPPC | 0.6174
30 %CHO-DPPC | 0.6093 30 %CHO-DPPC | 0.6133
40 %CHO-DPPC | 0.6059 40 %CHO-DPPC | 0.6099
50 %CHO-DPPC | 0.6020 50 %CHO-DPPC | 0.6029

Tabla 4.2: Area por lipido de las bicapas de acuerdo a su concentraciéon de
colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC) y la presencia del monémero de insulina en

el area por lipido de la membrana calculadas de acuerdo a la ecuacién 4.4.

De acuerdo con la tabla 4.2 vemos que el drea por lipidos totales (se mantiene
constante el valor de lipido por lado en la ecuacién 4.4) disminuye al aumentar la
concentracién de colesterol por sistema, ademas de que la influencia del monémero de
insulina es aumentar el area por lipido, recalcamos el hecho de que la influencia de ambos
no disminuye tanto el valor del area por lipido, de acuerdo a [Vermeer et al., 2007,
Chapman et al., 1969], es una tendencia normal, debido a que aunque el colesterol se
encuentra en las colas hidrofébicas de forma paralela, el colesterol tiene poco efecto en
esta propiedad.

Al disminuir el drea por lipido, teniendo condiciones con mismas cantidades de agua, la
diferencia en el volumen de los sistemas también se vio afectada, por lo que anexamos
el volumen de las cajas de simulacién obtenidas de acuerdo a la ecuacién 4.5.

V:%'stema = Boxr — X xBox —Y x Box — Z (45)

De igual forma que en la ecuacion 4.4, Box-Z en la ecuacion 4.5 es la dimension de la
caja de simulacién en el eje Z.
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Volumen del sistema
Bicapa Vsistema Bicapa con | Vgistema
(nm?) mondmero de | (nm?)
insulina
0 %CHO-DPPC 644.699 0 %CHO-DPPC 651.647
2 %CHO-DPPC 640.575 2 %CHO-DPPC 649.036
3%CHO-DPPC 640.054 3%CHO-DPPC 647.834
5%CHO-DPPC 638.181 5% CHO-DPPC 644.487
6 %CHO-DPPC 638.298 6 %CHO-DPPC 646.193
8 %CHO-DPPC 635.787 8 %CHO-DPPC 644.692
14 %CHO-DPPC | 631.296 14 %CHO-DPPC | 638.427
20 %CHO-DPPC | 628.251 20 %CHO-DPPC | 635.182
30 %CHO-DPPC | 620.446 30 %CHO-DPPC | 627.563
40 %CHO-DPPC | 614.193 40 %CHO-DPPC | 621.568
50 %CHO-DPPC | 607.135 50 %CHO-DPPC | 613.826

Tabla 4.3: Volumen de los sistemas de bicapas de acuerdo a su concentracién de
colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC) y la presencia del monémero de insulina de la

membrana, calculadas de acuerdo a la ecuacién 4.5.

Conforme aumenta la concentraciéon de colesterol, disminuye el volimen total del
sistema, de acuerdo a lo que podemos apreciar en la tabla 4.3, lo cual se puede entender
desde el hecho de que la molécula de colesterol tiene un volumen menor que el de un
fosfolipido de DPPC.

4.1.4. Enmergia configuracional

Para calcular la energia de interaccion de cada sistema, incluyendo las moléculas
de agua, fosfolipido, colesterol y en su caso, insulina; fueron calculadas las energias de
Lennard-Jones (LJ) y las de Coulomb (Coul), energias de interaccién no enlazantes
[Abraham et al., 2015] de las cuales se llev6 a cabo la suma de ambas energias para
obtener la energia de interaccion total, lo cual se expresa con la ecuacién 4.6.

Etotal—sistema—interés = Etotal—sistema—LJ + Etotal—sistema—Coul (46)

A partir de la ecuacién 4.6, fué obtenida la relacién 4.7 para el célculo de la contribu-
cién energética, con la cual, se utilizé la energia del sistema de la bicapa de 0 %CHO-
DPPC (Eiptai—oncro—pppc) €l cual fué multiplicado su porcentaje de DPPC usado
(%prpc)-

E= Etotal—sistema—interés - %DPPC * Etotal—() %CHO—-DPPC (47)
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Contribucién de energia del colesterol en las bicapas de DPPC
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Figura 4.11: Contribuciéon de energia configuracional para las bicapas de %
colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC, calculado de acuerdo a la ecuacion 4.7 para

las bicapas en ausencia y presencia de un monémero de insulina

Con la figura 4.11 se observa que conforme aumenta la concentracion de colesterol,
la energia de los sistemas disminuye, a lo cual puede significar que la disposicién de
los componentes requiere menos energia para mantenerla, implicando que el sistema
tiende a mantener esta configuracion mas favorable desde el punto de vista energético.
Las excepciones pueden verse a menores concentraciones de colesterol, como el caso
de las bicapas sin mondémero de insulina en las concentracién de 8 %CHO-DPPC, con
la cual se observa que el sistema no esta tan favorecido a comparacién de ese mismo
sistema con un monoémero de insulina, observando que la influencia de esta proteina en
las bicapas también aporta estabilidad a nivel energético.

Con los diferentes andlisis de las bicapas como lo fueron sus perfiles de densidad,
parametros de orden de las colas hidrofébicas, el area por lipido de las bicapas y las
energias configuracionales de los sistemas, fué considerado que a estas condiciones de
simulacion seria necesario mas tiempo de simulacion, pero se desconoce con exactitud
el intervalo faltante para empezar a observar la formacién de vesiculas.

En el proceso experimental de preparacion de los liposomas, se utilizan disolventes
organicos para formar las bicapas. Luego, se elimina el disolvente para obtener pelicu-
las, y posteriormente se emplea un medio acuoso para cargar el firmaco polar en el
centro acuoso de la vesicula. Dado que la insulina es una proteina globular y, por lo
tanto, soluble en agua, este proceso se lleva a cabo mediante agitacion y cambios de tem-
peratura, lo que facilita la introducciéon mecénica del farmaco. Ademas, al iniciar este
proceso, nos enfrentamos a la necesidad de proponer una nueva cantidad de fosfolipi-
dos y colesterol que mantengan el area por lipido del DPPC. Con este fin, propusimos
la preparacién de liposomas con el monémero de insulina ya incorporado en su centro
acuoso. Se llevaron a cabo simulaciones tanto con liposomas cargados con un monémero
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de insulina en su centro acuoso, asi como liposomas sin insulina, utilizando la misma
metodologia empleada para la formacion de las bicapas.

4.2. Resultados de los liposomas

4.2.1. Excentricidad a partir de radio de giro para liposomas esféricos

Fueron analizadas los radios de giro y los momentos de excentricidad de las vesiculas,
se encontrd que al aumentar la concentracion de colesterol, los liposomas disminuian su
radio de giro, como se observa en la figura 4.12, encontrando sistemas atin mas esféricos
con las mayores concentraciones de colesterol, esto pudiendo deberse al fenémeno de
rigidez que el colesterol tiene sobre los fosfolipidos.

El célculo del radio de giro [Abraham et al., 2015] es mediante la ecuacién 4.8:

Rg(z) = \/ Zzgig;iw _ \/EIm (4.8)

Donde m; es la masa del 4tomo 7 y r es la posicién del &tomo i con respecto a centro de
masa de la molécula. A partir de esta relacién se puede obtener el momento de inercia
(I), la cual es de ayuda para el célculo de excentricidad (e), expresada en la ecuacién
4.9.

Iml'nimo
Zminimo (4.9)

-1 _
© <>

A partir del radio de giro también se puede calcular el radio de una esfera, de acuerdo

con la ecuacién 4.10.
/5
ry = §R9 (4.10)

Radio giro vs cantidad de colesterol de liposomas DPPC Excentricidad vs cantidad de colesterol de liposomas DPPC
- —e— Liposomas sin monémero de insulina —e— Liposomas sin monémero de insulina
o =e— Liposomas con monémero de insulina = Liposomas con monémero de insulina
0.014
50
248
16 0.008
L4 0.006
0 10 20 30 10 50 0 10 20 30 10 50
% de Colesterol % de Colesterol
Radios de giro de liposomas Excentricidades de liposomas

Figura 4.12: Radio de giro y excentricidades del fosfolipido.
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Al saber que una excentricidad cercana a cero implica que tenemos un sistema
esférico, lo que apreciamos en la figura 4.12 es que al aumentar la concentracién de
colesterol la excentricidad es mas cercana a cero, junto a los resultados de orden de las
bicapas atribuimos este fenémeno al empacamiento de los colesteroles compactando las
colas hidrofébicas del fosfolipido, ademas de justificar que la aproximacion del agregado
a una esfera es correcto, con lo cual se puede calcular los perfiles de densidad radial a
partir de esa aproximacién, como a continuacién se explica.

4.2.2. Perfiles de densidad radial de liposomas

Los perfiles de densidad radial fueron realizados con el objetivo de observar la estruc-
tura de los liposomas en las simulaciones. Para ello se calculé la densidad del niimero
de atomos concerniente a cada grupo presente en la molécula del fosfolipido: la cabeza
polar, el glicerol-éster y las cadenas hidrofébicas de acilos; ademas, de que se calculo el
perfil de densidad radial de las moléculas de colesterol y el mondémero de insulina con
la misma metodologia que con las bicapas (agrupando atomos de la molécula de DPPC
como se observa en la figura 3.1 del capitulo 3).

El célculo de los perfiles de densidad radiales fué realizado a diferentes distancias radia-
les desde el centro del liposoma. Partiendo de la definicién de un perfil de densidad ra-
dial, (pr), el cual es el nimero de 4tomos por unidad de volimen [Cedillo-Cruz et al., 2021].

numero de atomos dN

p(r) = 3 = (4.11)

Para obtener el nimero de atomos, uno debe calcular la integral definida por el perfil
de densidad radial con respecto al volimen desde el centro del liposoma al radio de
corte, lo cual se expresa:

nimero de atomos = / p(r)dv (4.12)
0

Un agregado con una excentricidad cercana a cero [LeBard et al., 2012] es cercano a
ser esférico. Con esta condicién, con la ecuacion del voliimen de una esfera, sustituimos
dV = 4nr?dr, y obtenemos:

Te
nimero de Gtomos = / p(r)dmr?dr (4.13)
0

A continuacién, se muestran las comparaciones del corte transversal de las cofnigura-
ciones finales y los perfiles de densidad radial obtenidos para los sistemas més repre-
sentativos: sistemas de 14 %, 20 %, 30 %, 40 % y 50 % de colesterol con y sin monémero
de insulina en su centro acuoso.
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Perfil de densidad radial del liposoma de Perfil de densidad radial del liposoma de
14% CHO-DPPC 20 14% CHO-DPPC
I
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Figura 4.13: Configuraciones finales y perfiles de densidad radial de liposomas de
14% CHO-DPPC a) con y b) sin un monémero de insulina en su centro acuoso,

configuraciones finales de 30ns

En la figura 4.13 comparando los perfiles de densidad de los liposomas de la misma
concentracién pero en ausencia o presencia del monémero de insulina, podemos observar
que su presencia afecta el orden de la membrana de la vesicula. Se observan picos mejor
definidos de la vesicula con la insulina para el caso de los grupos de la cabeza polar,
los glicerol ester y el colesterol. El liposoma mantiene al monémero de insulina en su
centro acuoso pasando los 30 nanosegundos de simulacién, y curiosamente la insulina
provoca que los picos de los perfiles se muestren més definidos, mostrando la estructura
de la membrana que posee.
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Perfil de densidad radial del liposoma de Perfil de densidad radial del liposoma de
0 20% CHO-DPPC 70 20% CHO-DPPC
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Figura 4.14: Configuraciones finales y perfiles de densidad radial de liposomas de
20% CHO-DPPC a) con y b) sin un mondémero de insulina en su centro acuoso,

configuraciones finales de 30ns

Del mismo modo vemos en la figura 4.14 los perfiles de densidad radial de los
liposomas cuya concentracién de colesterol-DPPC fué del 20 %, comparando las confi-
guraciones finales de una simulacién de 30 nanosegundos de los sistemas en ausencia y
en presencia de un mondémero de insulina en su centro acuoso.
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Perfil de densidad radial del liposoma de
30% CHO-DPPC

-
=

Cabeza polar
Glicerol-éster

=)
=)

Cola hidrofébica
Colesterol

Monémero de insulina

w P ot
S =) =)

densidad (4tomos/nm?)

S}
=]

10

[} w 'S o =) =1
S S S S S =]

densidad (dtomos/nm?)

=
o

Perfil de densidad radial del liposoma de
30% CHO-DPPC

= Cabeza polar
= Glicerol-éster
= Cola hidrofébica
= Colesterol

Figura 4.15: Configuraciones finales y perfiles de densidad radial de liposomas de

30 % CHO-DPPC a) con y b) sin un monémero de insulina en su centro acuoso,

configuraciones finales de 30ns

Comparando ambos sistemas de liposomas de 30 % colesterol-DPPC con la figura
4.15, uno con un mondémero de insulina y el otro en su ausencia, vemos de igual manera
que los perfiles de densidad de las secciones del fosofolipido se refinan, manteniendo en
su centro acuoso al mondémero de insulina.
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Perfil de densidad radial del liposoma de
40% CHO-DPPC
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Figura 4.16: Configuraciones finales y perfiles de densidad radial de liposomas de

40 % CHO-DPPC a) con y b) sin un monémero de insulina en su centro acuoso,

configuraciones finales de 30ns

En la figura 4.16 también hacemos la comparativa de las configuraciones finales de
un tiempo de simulacién de 30 nanosegundos, de igual forma vemos que los perfiles
de dnesidad radial de la bicapa compuesta por fosfolipido DPPC y colesterol muestra
picos més definidos que en ausencia del monémero de insulina.
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Perfil de densidad radial del liposoma de
50% CHO-DPPC
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Figura 4.17: Configuraciones finales y perfiles de densidad radial de liposomas de

50% CHO-DPPC a) con y b) sin un mondémero de insulina en su centro acuoso,

configuraciones finales de 30ns

Finalmente, comparando los perfiles de densidad radial de los liposomas cuya con-
centracién colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC) es de 50 % en la figura 4.17, vemos que
al ser la concentraciéon maés alta de colesterol propuesta en estas simulaciones, el perfil
de la molécula de colesterol se mantiene a una altura similar al de los perfiles de den-
sidad radial de la cola hidrofébica de los fosfolipidos. También podemos apreciar que
la membrana mantiene un grosor de membrana de 4.5nm en presencia y ausencia del

mondémero de insulina.

4.2.3.

Perfiles de densidad radial eléctricos

En esta seccién se calculan los perfiles de densidad eléctrica Sabiendo los perfiles de
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Figura 4.18: Etiquetas del
DPPC.

Sistema Atomo | Carga asociada

C1 0.4

C2 0.4

C3 0.4

N4 -0.5

Ch5 0.3

Cabeza polar C6 0.4
o7 -0.8

P8 1.7

09 -0.8

010 -0.8

o11 -0.7

C12 0.4

C13 0.3

014 -0.7

C15 0.7

Glicerol-éster | 016 -0.7
C32 0.5

033 -0.7

C34 0.8

035 -0.6

Tabla 4.4: Carga asociada a &ato-

mos del fosfolipido DPPC.
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densidad radial de cada atomo, se multiplica cada uno por su carga puntual asociada y
se suman todos para obtener el perfil de densidad radial total eléctrico. A continuacién
se presentan 4 perfiles de densidad radial de cada atomo cargado del fosfolipido, figuras
de los liposomas de 0 y 20 % colesterol-DPPC.

Pg)!rﬁl de densidad eléctrica del liposoma de 2%CHO l'l’(;’l'ﬁl de densidad eléctrica del liposoma de 20%CHO

1.0

0.0 0.0

—0.5 —0.5

densidad eléctrica (C/nm?)
densidad eléctrica ( C/nm?)

-1.0 -1.0

Figura 4.19: Perfiles de densidad radial eléctrica de liposomas de 2 %CHO y de
20 %CHO

Como se puede apreciar en la Figura 4.19, se muestra el perfil de densidad eléctrica
de los liposomas con 2% y 20% de colesterol, ambos sin la presencia del monémero
de insulina. Ambos perfiles muestran una distribucién de densidad que abarca los fos-
folipidos del interior de la membrana. Se observa una mayor cantidad de picos antes de
alcanzar el borde superficial. Esta caracteristica se debe a que los perfiles de densidad
eléctrica se obtuvieron mediante la suma de todos los perfiles de densidad radial de cada
atomo, multiplicados por sus cargas respectivas. Es probable que esta mayor cantidad
de picos refleje el grado de desorden en la membrana, el cual parece disminuir con el
incremento de la concentracién de colesterol. Al final de la distribucién de densidad,
se observan picos con un marcado contraste entre un pico negativo y otro positivo.
Estos picos podrian corresponder al fosfato y al grupo colina respectivamente, dados
los patrones de carga de estos grupos quimicos. A medida que la distancia supera los 7
nandémetros, la distribucién tiende a la neutralidad, lo que indica que hemos pasado el
borde superficial.
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4.2.3.1. Campo, potencial eléctrico y potencial zeta

Justificando que la interaccion es electrostatica y no de otra naturaleza, nos interesa
el campo eléctrico, el cual definimos con la ecuacién 2.36 del marco tedrico

d
E(r)= 1/0 p(r)dr (4.14)

Y el potencial eléctrico:

d d
V(r):—elo /0 /0 o(r)drdr (4.15)

Campo eléctrico de liposoma de 0%CHO-DPPC Potencial eléctrico de liposoma 0%cho dppe

0.0

—0.1

V/nm
|

—0.3

-0.4

—0.5
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0

7 (nm) r (nm)

Figura 4.20: Campo y potencial eléctrico graficado del liposoma de 0 %CHO-
DPPC

En la figura 4.20 observamos el campo y el potencial eléctrico del liposoma sin co-
lesterol (tinicamente fosfolipido), observamos que desde el origen del liposoma hasta
3.5nm tiene un valle negativo, lo cual podria atribuirse a los grupos fosfato, pasando
los 4 nanometros vemos una distribucion de carga que no es lo suficientemente intensa
para alterar significativamente el cmapo electrico que sigue siendo negativo, esta distri-
bucion de carga diferente puede representar el grupo colina y los carbonos ¢ positivos
intramoleculares. El potencial eléctrico no posee un maximo y un minimo definido, te-
niendo una pendiente negativa que decrece conforme avanza en la caja de simulacién.
Estos gréficos representan la carga de los liposomas.
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Campo eléctrico del liposoma de 2%CHO-DPPC Potencial eléctrico del liposoma de 2%CHO-DPPC

0.0 0
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Figura 4.21: Campo y potencial eléctrico graficado del liposoma de 2 %CHO-
DPPC

Se observa en la figura 4.21 el campo y el potencial eléctrico del liposoma de
2 %CHO-DPPC de concentracion, los cuales fueron calculados de acuerdo con la ecua-
cién 4.14 y 4.15, respectivamente. En el campo eléctrico se observa que llega a un pozo
de potencial entre 4 y 5 nanémetros del centro de la vesicula, en la superficie vemos que
aumenta el campo pero se mantiene constante en un valor de -0.4, lo cual implicaria
que el liposoma carga la caja de simulacién. De igual manera el potencial eléctrico tiene
una pendiente negativa, del cual no tiene bien marcado el minimo y maximo para el
calculo de la diferencia de potencial. La disminucion observada del potencial al aumen-
tar el radio es consistente con la ley de Coulomb, que establece que debido a una carga
puntual el potencial electrostatico disminuye inversamente con la distancia repecto a
la carga.

Campo eléctrico del liposoma de 6%CHO-DPPC Potencial eléctrico del liposoma de 6%CHO-DPPC
0.0 0

-0.2

—0.8

-10

00 25 50 75 100 125 150 175 20.0 00 25 50 75 100 125 150 175 20.0
r (nm) r (nm)

Figura 4.22: Campo y potencial eléctrico graficado del liposoma de 6 %CHO-
DPPC

La figura 4.22 muestra el campo eléctrico obtenido a partir de la integracion del
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perfil de densidad radial eléctrico q(r), y un aumento ligero para mantener constante el
campo en -0.4 V. La integracién de este campo eléctrico da un potencial eléctrico que no
tiene bien definido el maximo y el minimo, con una pendiente negativa. En los gréficos
del potencial eléctrico de las vesiculas de 2% y de 6 %CHO-DPPC vemos un cambio
en la pendiente entre 3 y 5 nanometros, lo cual podria corresponder a las distancias
intermoleculares o interparticulas donde ocurren cambios significativos, puede deberse
a interacciones en la propia membrana, recordando que estas vesiculas tienen una baja
concentracién de colesterol, por lo que puede implicar la formacién de una ondulacién.

Campo eléctrico del liposoma de 14%CHO-DPPC Potencial eléctrico del liposoma de 14%CHO-DPPC
0.0 0

—0.2

—0.4

/nm
‘/
&

=06

V

—0.8

-1.0

00 25 50 75 100 125 150 175 20.0 00 25 50 75 100 125 150 175 20.0
r (nm) r (nm)

Figura 4.23: Campo y potencial eléctrico graficado del liposoma de 14 %CHO-
DPPC

Con la comparativa del campo y potencial del liposoma de 14 % CHO-DPPC, ob-
servamos un campo eléctrico negativo que se mantiene en -0.8 V/m al alejarse de las
cargas que lo generan.

Lo que observamos al aumentar la concentracion de colesterol en las vesiculas, es
que el campo y el potencial eléctrico mantienen una carga negativa que no tiene una
tendencia lineal, pero tampoco difieren tanto unas de las otras, por lo que el colesterol
parece no afectar en la carga superficial, dado que este tnicamente separa las cabezas
unas de otras al orientarse en la cola hidrofébica del fosfolipido. Vemos graficos con
tendencias similares en presencia y ausencia del mondémero de insulina, por lo que
remarcamos la carga depende meramente de la concentracion de fosfolipido, el cual
puede interaccionar con las moléculas de agua, colesterol y el monémero de insulina.

4.2.3.2. Potencial electrostatico superficial

Una vez obtenido el potencial eléctrico de la superficie de cada sistema, se obtuvo
una diferencia de potencial AV, es cual fue considerado una aproximacion al potencial
zeta, pero en realidad es el potencial electrostatico superficial, dado que el sistema no
posee una capa difusa, ademdas de que, por la tendencia de los potenciales obtenidos,
estan entre el potencial de superficie y el potencial de Stern.
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El potencial zeta fué calculado como se expresa en la ecuacion 4.16:

AV = ‘/20nm - V7.5nm (416)

A potencial eléctrico liposomas

o1 —e— Liposoma
\ —e— Liposoma con monomero de insulina
—5.2
—5.4
=
<1
—5.6
-5.8
—6.0
0 10 20 30 40 50

% de Colesterol

Figura 4.24: Comparativa AV superficial de liposomas estudiados

La diferencia de potencial revela que la interaccién del monémero de insulina con el
liposoma modifica ligeramente la carga de este ltimo hacia valores menos negativos. A
pesar de las variaciones observadas, es importante destacar que dichos valores negativos
se mantuvieron en un rango cercano, oscilando entre -5 y -6 V/m. Estas mediciones
fueron obtenidas siguiendo el criterio establecido en la ecuacién mencionada 4.16, lo
cual proporciona una base sélida para la interpretacion de los resultados. Los resultados
experimentales de liposomas con DPPC y colesterol reportan mismas tendencias pero
valores que oscilan de -10 a -13 mV [Le-Deygen et al., 2022], por lo que los valores
obtenidos con esta aproximacion fueron 500 veces el valor experimental.

4.2.4. Interacciones de residuos de aminoacidos especificos con la ca-
beza polar

Sabemos que la energia es una propiedad extensiva de la materia, pero también
nos interesa conocer el tipo de interaccién entre los diferentes residuos de aminoéci-
dos con la cabeza polar del fosfolipido (la cual tiene un grupo colina positivo y un
grupo fosfato negativo). La energfa de interaccién entre los grupos fosfato (—PO; ) y
colina (—N1(CHj3)s3) con residuos de aminoacidos de interés para este trabajo: posi-
tivos (His, Arg, Lys), negativos (Glu), polar sin carga (Gln, Cys, Thr, Ser, Asn, Pro)
y aromadticos (Tyr).La energia de interaccién total (I Ejpteraccioniotal), definida como la

66



4.2 Resultados de los liposomas

combinacién de las energias de corto alcance de Lennard-Jones (LJ-SR) y Coulomb
(Coul-SR) [Trabalzini et al., 2022], se analizé en relacién a la interaccién de los resi-
duos de aminoacidos con la cabeza polar del fosfolipido a distintas concentraciones de
colesterol. Matemdaticamente, este valor se expresa como la suma de las contribuciones
de Coulomb y Lennard-Jones, ver ecuacién 4.6.

Este enfoque permite cuantificar y comprender mejor la influencia del colesterol en
las interacciones entre los residuos de aminoacidos y la cabeza polar de los fosfolipidos,
observando el comportamiento molecular en este sistema especifico. Las interacciones
estudiadas fueron las siguientes: Glu — N*(CHs)s, His — POy, Arg — POy, Lys —
PO, , Cys — PO, , Ser — PO, , Thr — PO, , Asn — PO, , Gln — PO, , Pro— PO,
Asn — Nt (CHs)s, Gin — Nt (CHs)s, Pro — Nt(CHs)s, Tyr — POy, Thr — POy,
Tyr — Nt (CHs)s y Thr — N*t(CHs)s se observan en los siguientes gréificos, las cuales
sugieren que hay interacciones espontdneas de alta afinidad.

Energia de interaccion aminodcidos positivos de monémero de insulina
con cabezas polares de DPPC de sistemas de liposomas

0 10 20 30 10 50
% de Colesterol

Figura 4.25: Comparativa de energias de interacciéon total de residuos de
aminoacidos cargados positivamente: histidina, arginina y lisina para todos los

liposomas estudiados

Al aumentar la concentracién de colesterol, se observa que las interacciones méas
favorecidas son las que involucran a los residuos de lisina con el grupo fosfato (Lys —
PO47), mostrando menores energias de interaccién en las concentraciones de 30 y 40 %
de colesterol. Luego, con los residuos de arginina y el grupo fosfato (Arg — PO47), se
aprecia en la figura 4.25 la menor energia de interaccion en la concentracién del 30 %
de colesterol (-181.3012 kJ/mol). Por tltimo, con los residuos de histidina, se observan
interacciones de menor fuerza intermolecular con el grupo fosfato del fosfolipido (His —
PO47). Esto podria atribuirse al hecho de que la histidina es un aminoacido positivo,
pero su interaccion se ve limitada debido a que contiene un grupo imidazol en su cadena,
el cual es un heterociclo formado por dos aminas.
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Energia de interaccién aminodcidos negativos de monémero de insulina
con cabezas polares de DPPC de sistemas de liposomas

—— glu-NCH;

0 10 20 30 40 50

% de Colesterol

Figura 4.26: Comparativa de energias de interaccién total de residuos de

aminoacido cargado negativamente: glutamato para todos los liposomas estudiados

De los aminodcidos presentes en la molécula de insulina, tinicamente el glutamato
se encuentra con carga negativa. Esto se debe a que el glutamato, en realidad, co-
rresponde al anién del dcido glutdmico. En el radical asociado a su carbono alfa, el
glutamato contiene un grupo acido carboxilico, lo cual le confiere una carga negativa.
Esta caracteristica se puede apreciar en la figura 4.26. En esta figura, se muestra que
la interaccion mas favorable del residuo de glutamato con el grupo de colina se observa
a una concentracién de 5% de colesterol, alcanzando un valor de -265.8636 kJ/mol.

Energfa de interacciéon aminoacidos polar sin carga de monémero de insulir
con cabezas polares de DPPC de sistemas de liposomas
0
3 -2
N
= 40
£ —60
£ -8
= —100
& —— cysPO,
ser-PO,
—120 —e— thr-PO, Y
0 10 20 30 40 50
% de Colesterol

Figura 4.27: Comparativa de energias de interaccién total de residuos de
aminoacidos polares sin carga: cisteina, serina y treonina con el fosfato del fos-

folipido para todos los liposomas estudiados

La energia de interaccién total de los residuos de serina con los grupos fosfato
(Ser — POy ) como se observa en la figura 4.27 se mantienen constantes a menores
concentraciones de colesterol, observando interacciones débiles, pero aumenta draméti-
camente la energia de interaccién en la concentracion de 50 %colesterol-DPPC, la cual
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llega hasta -120 kJ/mol. Las interacciones entre los residuos de treonina con el grupo
fosfato (T"hr — POy) en la figura 4.27 y los residuos de histidina con el grupo fosfato
(His — POy ) en la figura 4.25 oscilan en un rango de energias de 0 hasta -50 kJ/mol,
lo cual puede indicar una interaccién espontanea pero débil.

La interaccion mas destacada de los residuos de cisteina con el grupo fosfato del
fosfolipido se observa a una concentracién del 8 % de CHO-DPPC, llegando incluso a
-110 kJ/mol, lo que indica una alta afinidad. Es importante recordar que este valor

representa el promedio de interaccién de los 6 residuos de cisteina presentes en el
mondémero de insulina.

Energfa de interaccién aminodcidos polar sin carga de mondmero de insulit Energia de interaccién aminoacidos polar sin carga de mondmero de insulir
con cabezas polares de DPPC de sistemas de liposomas con cabezas polares de DPPC de sistemas de liposomas
0] : ~ 0 \/\//\\/
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Figura 4.28: Comparativa de energias de interaccién total de residuos de
aminodacidos polares sin carga: asparagina, glutamina, prolina con el grupo coli-

na y el fosfato del fosfolipido para todos los liposomas estudiados

Al aumentar la concentracién de colesterol, se observa una disminucién en la energia
de interaccién de los residuos de asparagina con el grupo fosfato (Asn — PO} ) y su
interaccién con el grupo colina (Asn — N*(CHjs)s), como se muestra en la figura 4.28.
Por otro lado, la energia de interacciéon de los residuos de glutamina con los grupos
fosfato (Gln — PO} ) se ve menos favorecida a mayores concentraciones de colesterol,
alcanzando su minimo en una concentraciéon del 8 % de CHO-DPPC con un valor de
-120 kJ/mol. A medida que aumenta la concentracién de colesterol, esta energia se
mantiene en un rango de valores entre -60 y -40 kJ/mol. Por tltimo, las interacciones
que parecen no modificarse con respecto al aumento en la concentracién de colesterol
son aquellas con los residuos de prolina y los grupos fosfato (Pro — POy ) y con el
grupo colina (Pro — Nt (CHj3)s), lo cual podria atribuirse al grupo radical impedido
que poseen, con la amina dentro del ciclo.

En el capitulo 2, ver 2.15 se mencioné que en el mondémero de insulina existen
dos vias de transduccién activadas por la insulina: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa
(PI3K). Es interesante analizar el tipo de interaccién que tienen los residuos de tirosina,
aunque estos no son ligandos especificos para el receptor ya que es el receptor quien se
autofosforila. En este andlisis, se examinaron las interacciones de los residuos de tirosina
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con los grupos colina y el grupo fosfato, Tyr— N1 (CHs)s y Tyr— POy respectivamente.

Energia de interaccion aminodacidos de sitios de interés monémero de insulit
con cabezas polares de DPPC de sistemas de liposomas

Energfa de interaccion (k.J/mol)

0 10 20 30 10 50
% de Colesterol

Figura 4.29: Comparativa de energias de interaccién total de residuos de
aminoacidos de sitio de interés propuestos: tirosina y fenilalanina para todos los

liposomas estudiados

Con la figura 4.29 se observan interacciones débiles entre los residuos de tirosina
con el grupo fosfato (T'yr — PO, ) e interacciones espontaneas con mayor afinidad de
los residuos de cisteina con el grupo fosfato (Cys — PO, ) con el cual se observa su
menor energia de interaccién con la concentracién de 5 % de colesterol con un valor de
-107.8407 kJ /mol, ademds de que con el grupo colina Cys — NT(C Hs)3 ) tiene energias
de interaccién débiles (oscilan los -15 a -60 kJ/mol). Los residuos de tirosina con el
grupo colina presentan mayores energias de interaccion en las concentraciones de 14 y

30 % CHO-DPPC con valores de -171.1096 y -177.25 kJ/mol respectivamente.

4.3. Parametros estructurales del monémero de insulina

para las bicapas y los liposomas

4.3.1. Desviacién cuadratica media (RMSD) del monémero de insu-

lina para las bicapas y los liposomas

Los gréficos de la raiz de la desviacién cuadrética media (RMSD) de ciertos dtomos
en una molécula con respecto a una estructura de referencia ajustada por minimos
cuadrados, en este caso el esqueleto (N,C,,C) del monémero de insulina, son fun-
damentales para evaluar la estabilidad de la proteina en el sistema. Inicialmente, la
estructura de referencia se establece como t2=0, y posteriormente se procede a calcular
el RMSD para monitorear cualquier variacién.

El célculo del RMSD con Gromacs [Abraham et al., 2015] se realiza mediante la si-
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guiente expresion:
1 N 1
RMSD(t:t2) = [7 z; m|ri(ty) — ri(t2)]%)2 (4.17)
1=

Donde M = "N m; y 7i(t) es la posicién del dtomo i en el tiempo t. En el caso de
los siguientes graficos, la estructura de refencia fué la configuracién final de la minimi-
zacién con el ensamble microcanénico (NVE) que se grafica de color naranja y tiene la
etiqueta de backbone. istal, dado que se utilizé la estructura cristalografica reportada
por [Turkenburg et al., 2018] en todas las simulaciones.

De acuerdo con Kufareva [Kufareva and Abagyan, 2011] las distribuciones RMSD no
reflejan la verdadera precision del modelo porque son en gran medida afectadas por
regiones flexibles y mal definidas, como C-terminales, bucles y « hélices, cuya prin-
cipal desventaja es el hecho de que estd dominada por las amplitudes de errores.
Aun asi, este método para el andlisis de estabilidad de proteinas mediante estudios
de dindmica molecular sigue siendo usado, retomando un articulo de la introduccién
[Nejabat et al., 2022], también analizaron la estabilidad de su insulina mediante estu-
dios de RMSD a diferentes pH con una sola nanoparticula de quitosano. A continuacién,
se muestran las comparativas de los graficos de RMSD de las bicapas y liposomas de
concentraciones de 6, 14 y 50 % colesterol (conentraciones para abarcar concentracién
baja, media y alta de colesterol con DPPC).

a) b)
RMSD de un monémero de insulina RMSD de un monémero de insulina
con una bicapa de 6%CHO-DPPC contenido en un liposoma de 6% CHO-DPPC
0.5 —— Backbonepyy,,,
WWWM “1 Backbonecistalyy;,

2.0 0.3

Backbonepyy,,..

Backbonecy sy,

MSD (nm)

R

<02

b;

0.1

0.0
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25
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Figura 4.30: Graficos de RMSD del mondémero de insulina respecto a su estruc-
tura inicial (cristalogréfica) con la estructura final despues de la simulacién de 30

nanosegundos, a) bicapa y b) liposoma a 6 % CHO-DPPC
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En la figura 4.30 muestra el grafico de RMSD para un monémero de insulina en una
bicapa y un liposoma de concentraciones de 6 %CHO-DPPC. Se muestra una diferencia

de 1.5 nanémetros en el caso de la bicapa con la estructura de refencia. Por otro lado,
el RMSD obtenido del monémero de insulina en un liposoma se observa una diferencia
de 0.25 nanémetros de la estructura de refencia con respecto a la configuracién final

de la simulacién de 30 nanosegundos, indicando mayor estabilidad de la proteina al

estar dentro de una vesicula de fosfolipidos con colesterol, de acuerdo con el articulo

[Aier et al., 2016], cuanto menores sean las desviaciones en relacién con la conformacién
de una proteina en el transcurso de una simulacion, serd mas estable la estructura de

misma.

a) b)
RMSD de un monémero de insulina RMSD de un monémero de insulina
con una bicapa de 14%CHO-DPPC contenido en un liposoma de 14%CHO-DPPC
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Figura 4.31: Graficos de RMSD del mondémero de insulina respecto a su estruc-
tura inicial (cristalogréfica) con la estructura final despues de la simulacién de 30

nanosegundos, a) bicapa y b) liposoma a 14 % CHO-DPPC

De forma analoga se observa en la figura 4.31 los RMSD del backbone del monémero
de insulina en una bicapa y un liposoma a concentraciones a 14 %CHO-DPPC. Ambas
graficas presentan una diferencia de 0.2 nandémetros con respecto a la estructura de

refencia.
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Figura 4.32: Graficos de RMSD del monémero de insulina respecto a su estruc-
tura inicial (cristalografica) con la estructura final despues de la simulacién de 30

nanosegundos, a) bicapa y b) liposoma a 50 % CHO-DPPC

Finalmente, en la figura 4.32 tenemos los graficos del RMSD del esqueleto del
monoémero de insulina en la bicapa y liposoma a 50 % CHO-DPPC. Del sistema de
la bicapa con el monémero se observa una diferencia de 0.3 nandémetros en los primeros
15 nanosegundos de la estructura minimizada con respecto a la estructura obtenida de
la simulaciéon de 30 nanosegundos, pero a partir de los 20 nanosegundos se observa una
diferencia de 0.15 nanometros. Para el liposoma en estas mismas concentraciones de
colesterol y DPPC, hay una diferencia de igualmente 0.15 nanémetros, lo cual indica
mayor estabilidad del monémero de insulina al estar contenido en un liposoma, o estar
en un sistema con una bicapa de a concentracion de 50 % CHO-DPPC.

4.3.2. Fluctuacién cuadratica media (RMSF)

La Fluctuacién Cuadratica Media (RMSF, por sus siglas en inglés) es una herra-
mienta fundamental para estudiar la variabilidad de los residuos en una proteina a lo
largo de una trayectoria de simulacién de dindmica molecular (MD). Proporciona una
descripcién de cémo fluctia cada residuo o dominio en la estructura proteica. La re-
presentacion gréfica del RMSF, expresado en nanémetros (nm), en funcién del niimero
de residuos, permite visualizar esta fluctuacion. El calculo del RMSF de una proteina
implica medir la desviacion entre la posicién de la particula i y su posicién de refe-
rencia en un instante dado, donde T representa el tiempo y r;ef denota la posicién de
referencia de la particula i, como se muestra en la ecuacion 4.18, que de igual manera
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fue analizado el esqueleto (N, Cy, C') del monémero de insulina como fue realizado con
los calculos del RMSD.

1
RMSF; = [ |ri(t; - rrel 1212 (4.18)

a) b)

Fluctuacion cuadratica media del esqueleto del mondmero Fluctuacion cuadrética media del esqueleto del monémero
' de insulina para los sistemas de bicapas de %CHO-DPPC de insulina para los sistemas de liposomas de %CHO-DPPC
i

0 100 200 300 100 500 0 100 200 300 100 500
A'tomo A'tomo

a) b)
Figura 4.33: Graficos de RMSF de los atomos C, calculados de los ultimos 10
nanosegundos. Las lineas representan al monémero de insulina en su sistema a)

bicapa y b) liposoma a 6 % CHO-DPPC

En la figura 4.33a), se presenta un grafico comparativo del RMSF para sistemas de
bicapas con diferentes concentraciones de colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC). Se ob-
serva una desviacion significativa en el mondmero de insulina en los sistemas con 5, 6, 3
y 0% de CHO-DPPC, lo que sugiere la presencia de curvas largas (bends), hélices com-
plejas (coils) y distancias alargadas entre carbonos «, lo que se conoce como ’breaks’
[Singh et al., 2020, Gorelov et al., 2023]. Se ha propuesto que estas caracteristicas es-
tructurales podrian estar relacionadas con una mayor flexibilidad y desestabilizacién
del mondémero de insulina en estos sistemas. Sin embargo, se requieren analisis adicio-
nales de estructura secundaria para confirmar esta hipdtesis.

Por otro lado, los sistemas con 2, 8, 14, 20, 30 y 40 % de CHO-DPPC mantuvieron
fluctuaciones similares pero con patrones distintos. El sistema con menos fluctuaciones
correspondié al de la bicapa con 50 % de CHO-DPPC. Todos los sistemas mostraron
un pico en el dtomo 200, que parece estar relacionado con el aminoacido asparagina
(ASN); estos resultados se obtuvieron con una simulacién de 30 ns utilizando el soft-
ware GROMACS y el método RMSF por atomo.

En la figura 4.33, se presentan también las fluctuaciones del esqueleto del monémero
de insulina en diferentes sistemas de liposomas con distintos porcentajes de colesterol-
fosfolipido (CHO-DPPC). Todos los sistemas, excepto el que contiene 5% de CHO-
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DPPC, mantuvieron fluctuaciones en un rango de 0.5 a 0.2 nm. El sistema con 5%
de CHO-DPPC presenté una desviacién significativa, con valores de fluctuaciéon que
alcanzaron los 0.3 nm.

Por otro lado, se observa que los sistemas de liposomas con 40 y 50 % de CHO-DPPC
presentan fluctuaciones sustancialmente més bajas que los demaés sistemas. Estos resul-
tados sugieren que estas concentraciones de CHO-DPPC podrian ayudar a reducir las
variaciones en la estructura del monémero de insulina. Sin embargo, se requieren estu-
dios adicionales para comprender en detalle los mecanismos moleculares subyacentes a
estas observaciones.

4.3.3. Coeficiente de difusion

Se puede determinar el desplazamiento cuadrético medio (MSD) de los dtomos uti-
lizando un conjunto de posiciones iniciales, lo que ofrece una forma directa de calcular
el coeficiente de difusién D (o de autodifusion [Bizzarri and Cannistraro, 2002]) utili-
zando la relacion de Einstein, expresada en la ecuaciéon 4.19.

1 () (0 1 (Ar?)
D= ﬁAltlgloo At - ﬁAltlgloo At

(4.19)

En donde r;(t) y r;(0) son los vectores de posicién de la molécula ¢ en el tiempo
t, y en el tiempo ¢ = 0 ,respectivamente [Bizzarri and Cannistraro, 2002]. Gromacs
[Abraham et al., 2015], calcula la constante de difusién mediante minimos cuadrados
ajustando una linea recta (D %t + ¢) a través del M. SD(t). Los valores obtenidos de
la constante de difusion para el monémero de insulina de los diferentes sistemas se
presenta en la tabla 4.5.
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Coeficiente de difusién (D) del monémero de insulina (em?/s)

%CHO-DPPC D (cm?/s) en bi- | D (em?/s) en li-
capa posoma

0 0.1625x10~° 0.09192107°

2 0.2351210~° 0.0055062:10~°

3 0.1150210~° 0.00658210~°

5 0.2539210° 0.02452107°

6 0.13342107° 0.01112107°

8 0.2048210° 0.06592107°

14 0.0526210° 0.0368210°

20 0.15862107° 0.00972107°

30 0.4887x10° 0.13872107°

40 0.2140210~° 0.0962107°

50 0.1018210~° 0.09342107°

Tabla 4.5: Coeficiente de difusién del monémero de insulina para los sistemas de
bicapa y liposoma de acuerdo a su concentracién de colesterol-fosfolipido (CHO-

DPPC)

Al comparar los valores de los coeficientes de difusién del mondémero de insulina
obtenidos en la simulacién con los valores reportados experimentalmente en la refe-
rencia [Patil et al., 2017], se observa que los valores simulados son comparables a los
experimentales. Esto indica que la velocidad de difusiéon del monémero de insulina en
el modelo de agua SPC es similar a la observada experimentalmente, lo que valida
los resultados de la simulacién y respalda la comprensién del proceso de difusién del
monoémero de insulina.

4.3.4. Radio de giro

El radio de giro (R,) es una propiedad fisica importante de las proteinas que

proporciona informacion sobre su grado de compactacién en su estructura plegada
[Singh et al., 2020]. Un R, idealmente bajo sugiere un estado de plegamiento globular
para proteinas de tamafo similar, lo que significa que la proteina se encuentra en una
conformacién compacta y bien definida. En contraste, un valor de R, relativamente alto
indica una conformacién mas expandida con mayor numero de bucles y vueltas, lo que
sugiere que la proteina puede estar menos plegada o tener una estructura mas abierta.
El calculo del Ry se realiza a partir de las coordenadas atémicas de la proteina, como
se muestra en la ecuacién 4.8.
En este estudio, se calcularon los valores promedio del R, para el monémero de insuli-
na en diferentes sistemas de bicapas con distintos porcentajes de colesterol-fosfolipido
(CHO-DPPC) mediante simulaciones de dindmica molecular (MD) de 30 nanosegun-
dos. Los valores promedio del 17, obtenidos de los 30 nanosegundos de simulacién se
presentan en la tabla 4.6, y unos dos graficos representativos en la figura 4.34.
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Radio de giro R, del monémero de insulina (nm)

%CHO-DPPC R, (nm) en bica- | Ry (nm) en lipo-
pa soma

0 2.11016 1.0499

2 1.0580 1.1415

3 2.4710 1.1572

5 2.305 1.0733

6 1.222 1.123

8 1.114 1.118

14 1.084 1.1662

20 1.055 1.0332

30 1.053 1.0683

40 1.0683 1.1888

50 1.095 1.2866

Tabla 4.6: Radio de giro del mondémero de insulina para los sistemas de bicapa

y liposoma de acuerdo a su concentracién de colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC)

calculadas de acuerdo a la ecuaciéon 4.8

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 4.6 y en dos gréaficos representativos
en la figura 4.34. En la tabla, se observan valores de R, que van desde 1.5 nm hasta
1.8 nm, lo que sugiere que el monémero de insulina adopta una conformacién globular
en todos los sistemas estudiados. Sin embargo, se observa una ligera tendencia a un
aumento del Ry con el aumento de la concentracién de CHO-DPPC en los sistemas de
liposomas, lo que podria indicar una mayor expansién de la estructura de la proteina

en presencia de colesterol.

Los graficos de la figura 4.34 muestran la evolucién del R, a lo largo de la simulacién
para dos sistemas representativos de liposomas: uno con 2% de CHO-DPPC y otro
con 40% de CHO-DPPC. Se observa que el R, alcanza un valor estable después de
un tiempo de simulacién relativamente corto, lo que indica que las proteinas alcanzan
rapidamente un estado de plegamiento estable en estas condiciones.
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a) b)

Radio de giro del monémero de insulina para Radio de giro del monémero de insulina para
el sistema del liposoma de 2/4CHO-DPPC el sistema del liposoma de 40%CHO-DPPC
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Figura 4.34: Gréficos de radio de giro del monémero de insulina en un sistema
de liposoma a diferentes concentraciones de %CHO-DPPC a) 2 %CHO-DPPC y b)
40 % CHO-DPPC

Las proteinas globulares de clase C, caracterizadas por una alta proporcién de héli-
ces a y cadenas [ plegadas (a-f3), suelen presentar valores de R, relativamente bajos.
De acuerdo con el estudio de Lobanov et al. [Lobanov et al., 2008], las proteinas glo-
bulares de clase C exhiben un R, promedio de 1.56 nm.

En este estudio, se observé que el R, del monémero de insulina en bicapas con dife-
rentes concentraciones de colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC) oscila entre 1.05 nm y
2 nm, lo que lo clasifica como una proteina globular de clase C. Sin embargo, se ob-
servo una tendencia a la disminucién del Rg a medida que aumenta la concentracién
de CHO-DPPC en los sistemas de bicapas, lo que sugiere un mayor empaquetamien-
to de la proteina en presencia de colesterol. Este efecto podria estar relacionado con
lo observado anteriormente que el colesterol ejerce que los sistemas tengan un menor
voltimen, esto debido a la interaccion con las colas hidrofébicas del fosfolipido, lo que
favorece una conformacion mas compacta.

Por otro lado, en el caso de los liposomas, el R, del monémero de insulina se encuentra
entre 1.03 y 1.18 nm, valores consistentes con los reportados para otras proteinas glo-
bulares de clase C. Esto sugiere que la presencia de colesterol en la membrana no afecta
significativamente la compactacién general del monémero de insulina en este tipo de
sistema.

En conjunto, los resultados de este estudio sugieren que el R, del monémero de insu-
lina es sensible a la composiciéon de la membrana, presentando una compactacién mas
marcada en bicapas con mayor concentracién de CHO-DPPC.
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4.3.5. Puentes de Hidrégeno

En 1936, cuando apenas se empezaba a comprender la estructura de las proteinas
globulares, Pauling y Mirsky concluyeron que los enlaces de hidrégeno eran esenciales
para mantener la forma tnica y definida de las cadenas de aminoacidos. Sugirieron
que cada enlace de hidrégeno contribuiria significativamente a la estabilidad de esta
estructura, con aproximadamente 5 kcal/mol de energia[Pace et al., 2014].

Quince anos después, el grupo de Pauling utilizé sus ideas sobre los enlaces de hidrégeno,
junto con restricciones derivadas de estudios de compuestos modelo, para descubrir dos
estructuras proteicas clave: la hélice a y la hoja [ plegada. Al describir la hélice a;, ob-
servaron que los enlaces de hidrégeno entre el nitrégeno del grupo amino y el oxigeno del
grupo carbonilo proporcionaban aproximadamente 8 kcal/mol de energia, asegurando
asi la estabilidad de esta estructura. Posteriormente, en el articulo que describia la hoja
B plegada, llegaron a entender mejor que, en un ambiente acuoso, la contribucion de
los enlaces de hidrégeno a la estabilidad de las proteinas era menor de lo que se habia
pensado inicialmente. Aproximadamente 2 kcal/mol era la diferencia en energia entre
los enlaces de hidrégeno formados entre los grupos amino y carbonilo de la proteina y
aquellos formados con moléculas de agua [Pace et al., 2014].

A pesar de estos avances, todavia persisten incertidumbres sobre el papel exacto que jue-
gan los enlaces de hidrégeno en la estabilidad de las proteinas incluso sesenta anos des-
pusés de estos descubrimientos[Pace et al., 2014]. Segtn las referencias [Kabsch and Sander, 1983,
Gorelov et al., 2023], se acepta generalmente que un enlace de hidrégeno existe entre
dos residuos de aminodcidos si la energia de este enlace no supera los -0.5 kcal/mol,
y que un enlace de hidrégeno éptimo tiene una energia de enlace de -3 kcal/mol. Un
donante de enlace es un grupo que posee una carga parcial negativa (J-) y un aceptor
de enlace es un grupo que tiene una deficiencia de electrones y una carga parcial posi-
tiva (6+), lo cual se ejemplifica en la figura 4.35 para dos aminodcidos. Los enlaces de
hidrégeno entre todos los posibles donadores (D) y aceptores (A) pueden ser calculados
para determinar su existencia. GROMACS [Abraham et al., 2015] emplea un criterio
geométrico, el cual se muestra en la ecuacion 4.20.

aceptor de enlace

5+

Figura 4.35: Representacién de la formacién de un puente de hidrégeno
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r<r = 0.35 nm
- (4.20)
a<agp =30

El valor de rgp = 0.35nm corresponde al primer minimo de la funcién de distribucién
radial (RDF) del modelo del agua SPC, mientras que el dngulo « refleja la distribucién
del angulo donante-aceptor de hidrégeno en todos los enlaces de hidrégeno.

En la figura 4.36 se presentan dos graficos que muestran los puentes de hidrégeno
intramoleculares del monémero de insulina en los sistemas de bicapa y liposoma con un
40 % de CHO-DPPC a lo largo del tiempo. Se observa un promedio de 26 puentes de
hidrégeno intramoleculares en la bicapa de 40 % CHO-DPPC y un promedio de 24 en el
liposoma de la misma concentracién, segtin se muestra en la tabla 4.7. Los valores més
altos se encuentran en la bicapa de 50 % y el liposoma de 0% CHO-DPPC, mientras
que los valores més bajos se registran en los liposomas con concentraciones de 14 % y
30 % de CHO-DPPC. Estas discrepancias sugieren posibles interferencias estructurales,
ya que la cantidad de enlaces intramoleculares es menor de lo esperado (se esperaba
un maximo de 5005), lo que podria justificar las diferencias observadas en los RMSD y
RMSF.

a) b)

Puentes de hidrégeno intramolecular del monémero de insulina Puentes de hidrégeno intramolecular del monémero de insulina
para cl sistema de la bicapa de 40%CHO-DPPC para el sistema del liposoma de 40%CHO-DPPC

35
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20

0 500 10000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500
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Figura 4.36: Gréficos de puentes de hidrégeno intramolecular del monémero de

insulina en su sistema a) bicapa y b) liposoma a 40 % CHO-DPPC

En la figura 4.36 se presentan dos graficos que muestran la evolucién del nimero
de puentes de hidrégeno intramoleculares del mondémero de insulina en los sistemas de
bicapa y liposoma con un 40 % de CHO-DPPC a lo largo de la simulacién de 30 nano-
segundos. Los datos de la tabla 4.7 indican un promedio de 26 puentes de hidrégeno
intramoleculares en la bicapa de 40 % CHO-DPPC y un promedio de 24 en el liposoma
de la misma concentracién.
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Puentes de Hidrégeno intramoleculares
%CHO- Bicapa Liposoma
DPPC
0 24 34
2 28 28
3 27 22
5 31 20
6 30 26
8 30 26
14 29 17
20 26 23
30 27 29
40 26 24
50 31 29

Tabla 4.7: Puentes de hidrégeno intramoleculares del monémero de insulina para
los sistemas de bicapa y liposoma de acuerdo a su concentracién de colesterol-
fosfolipido (CHO-DPPC) calculadas de acuerdo al criterio del software Gromacs y

la ecuacién 4.20

Es importante destacar que el nimero maximo de puentes de hidrégeno intramole-
culares que se podrian formar en la estructura del monémero de insulina es de 5005,
correspondientes a un enlace entre cada par de residuos de aminodacidos con capacidad
para formar puentes de hidrégeno (la cual posee 71 donadores y 141 aceptores). Sin
embargo, los valores promedio observados en este estudio son significativamente me-
nores, lo que sugiere que la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares esta
influenciada por factores estructurales.

En este sentido, se observa que los valores méas altos de puentes de hidrégeno intramole-
culares se encuentran en la bicapa de 50 % y el liposoma de 0 % CHO-DPPC, mientras
que los valores més bajos se registran en los liposomas con concentraciones de 14 % y
20 % de CHO-DPPC. Estas discrepancias sugieren que la presencia de colesterol en la
membrana podria afectar la formacién de puentes de hidrégeno intramoleculares del
monoémero de insulina.

Los mecanismos moleculares subyacentes a esta observacién podrian estar relacionados
con la interaccién del fosfolipido o del agua con las regiones hidrofilicas del monémero
de insulina (dado que el colesterol se encuentra orientado junto a las colas hidrofébicas
del fosfolipido); lo que podria alterar la conformacién de la proteina y limitar la dispo-
nibilidad de residuos para la formacion de puentes de hidrégeno.

Ademads, es importante considerar que las diferencias en la cantidad de puentes de
hidrégeno intramoleculares podrian estar relacionadas con las diferencias observadas
en los RMSD y RMSF. Un menor nimero de puentes de hidrégeno intramoleculares
podria indicar una menor estabilidad estructural y una mayor flexibilidad de la pro-
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teina, lo que se reflejaria en valores mas altos de RMSD y RMSF, ademéds del valor
obtenido en los radios de giro calculados.

4.3.6. Contactos

Los enlaces no covalentes son interacciones débiles pero criticas que mantienen uni-

das a las moléculas y desempenan un papel fundamental en la determinaciéon de la
estabilidad tanto de las proteinas como de sus ligandos. Entre los tipos de enlaces no
covalentes mas importantes en este contexto se encuentran los enlaces de hidrégeno, las
interacciones electrostéticas, las fuerzas de van der Waals y las interacciones hidrofébi-
cas.
Los enlaces de hidrégeno son particularmente importantes para el plegamiento de las
proteinas, ya que proporcionan una fuerza estabilizadora que dirige la formacién de la
estructura tridimensional correcta. Estos enlaces se forman entre un atomo de hidrégeno
unido a un atomo electronegativo (como oxigeno o nitrégeno) y otro dtomo electronega-
tivo. La atraccién electrostatica entre estos dtomos crea una red de enlaces de hidrégeno
que mantiene unida la estructura proteica.

Contactos del mondémero de insulina
Sistema Bicapa Liposoma
%CHO- Proteina- Proteina- Proteina- Proteina-
DPPC DPPC Agua DPPC Agua
0 36 20715 2239 7039
2 0 18587 5489 7795
3 0 17303 5980 8429
5 3531 9648 5398 7808
6 2952 12833 4887 8768
8 3273 10258 4532 9687
14 2225 13878 5759 9500
20 0 17823 19998 9764
30 0 18126 6325 8161
40 0 17234 4702 10422
50 0 18209 19998 12479

Tabla 4.8: Numero de contactos del fosfolipido (DPPC) y las moléculas de agua
con el mondémero de insulina para los sistemas de bicapa y liposoma, reportados de

acuerdo a su concentracién de colesterol-fosfolipido (% CHO-DPPC)

La tabla 4.8 muestra el nimero de contactos entre el monémero de insulina y el
DPPC en bicapas con diferentes concentraciones de CHO-DPPC. Se observa que en las
concentraciones de 2, 3, y de 20 a 50 % CHO-DPPC, el ntimero de contactos proteina-
DPPC es relativamente bajo y no presenta un patrén definido, lo que sugiere que la
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interaccion entre la proteina y el lipido es aleatoria en estas concentraciones.

Esta observacion concuerda con los resultados del analisis de deformaciones estructura-
les (analisis de RMSD, RMSF), que indican que a bajas concentraciones de CHO-DPPC
en bicapas, la interaccién entre la proteina y el lipido no es favorable desde el punto de
vista energético y provoca deformaciones estructurales en el péptido.

Por otro lado, en las concentraciones de 5, 6, 8, y 14 % CHO-DPPC, se observa un
mayor nimero de contactos proteina-DPPC, lo que sugiere que la interaccién entre la
proteina y el lipido es mas especifica y favorable en estas concentraciones.

Es importante destacar que el niimero de contactos proteina-DPPC esta inversamente
relacionado con el nimero de contactos proteina-agua. En los sistemas donde hay mas
contactos proteina-DPPC, hay menos contactos proteina-agua, lo que sugiere que la
presencia del lipido induce a la proteina a formar menos interacciones con las molécu-
las de agua circundantes en los sistemas de bicapas. Los resultados de este estudio
sugieren una posible relacion entre el nimero de contactos y la fluctuacion cuadratica
media (RMSF) observada en los sistemas de liposomas. El sistema de 50 % CHO-DPPC,
que exhibe el mayor ntimero de contactos tanto con el DPPC como con el agua del sis-
tema, podria estar experimentando una mayor estabilidad estructural en comparacién
con otros sistemas de liposomas. Esto se debe a que un mayor nimero de contactos
podria estabilizar la estructura proteica y reducir su flexibilidad, lo que se reflejaria en
un menor valor de RMSF.

Por otro lado, el sistema de liposoma de 40 % CHO-DPPC, que presenta un ntimero
considerablemente menor de contactos con el DPPC pero atin asi una cantidad significa-
tiva de contactos con el agua, podria estar experimentando una estabilidad estructural
intermedia. Es importante destacar que la hipdtesis planteada en este texto requiere de
mayor investigaciéon para ser confirmada. Se podrian realizar simulaciones computacio-
nales con diferentes sistemas de membrana y analizar la correlacién entre el nimero de
contactos y la RMSEF en todos los casos. Ademas, es importante considerar otros facto-
res que podrian influir en la RMSF, como la composicién de la membrana, la presencia
de otras biomoléculas y las condiciones de temperatura y presion.

4.3.7. Estructura secundaria

La estructura secundaria es un parametro esencial que proporciona informacién so-
bre la distribucién temporal de las caracteristicas estructurales en una proteina. Ayuda
a comprender la estabilidad de cada dominio y es fundamental en estudios relacio-
nados con mutaciones y desarrollo de proteinas. Su andlisis puede explicar cémo se
desarrolla un dominio especifico y cémo se mantiene estable a lo largo de una simula-
cién[Singh et al., 2020].

Como fue visto en el capitulo 2, en el apartado del mondémero de insulina, ver 2.14,
la estructura secundaria esta bien estudiada para ella. Gromacs tiene una funcién que
se llama DSSP [Abraham et al., 2015], la cual sirve para determinar la estructura se-
cundaria de una proteina; en su mayoria la estabilidad de las estructuras secundarias
depende de puentes de hidrégeno intramolecular, por lo cual podemos imaginar que la
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estabilidad de la proteina no fue tanta debido a la cantidad de puentes de hidrégeno
reportados en la tabla 4.7, ademas de correlacionar la estabilidad de la estructura con
su numero de contactos con el fosfolipido DPPC y las moleculas de agua de acuerdo
con la tabla 4.8. Atn asi, es necesario conocer la proporcién de estructuras secundarias
presentes para confirmar la estabilidad de la proteina. A continuacién, en la figura 4.37
observamos los resultados del nimero relativo de estructura secundaria del monémero
de insulina en sus sistemas de bicapa y liposoma de 6 %CHO-DPPC.

a) b)

Ntimero relativo de estructura secundaria para Niimero relativo de estructura secundaria para
el sistema de la bicapa de 6%CHO-DPPC el sistema del liposoma de 6%CHO-DPPC
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Figura 4.37: Graficos de DSSP de los atomos C,, calculados sobre los 30 nanose-
gundos de simulacion. Las lineas representan al monémero de insulina en su sistema

a) bicapa y b) liposoma a 6 % CHO-DPPC

En la figura 4.37, se presentan los resultados del andlisis DSSP (Dictionary of Pro-
tein Secondary Structure) para la estructura secundaria del monémero de insulina en
bicapas y liposomas con 6 % de colesterol-fosfolipido (CHO-DPPC). El andlisis DSSP
asigna a cada residuo de aminodacido en la proteina un nimero relativo que indica su
tipo de estructura secundaria predominante.

En la bicapa, se observa que los residuos con nimeros relativos entre 15 y 25 forman
un bucle estable durante toda la simulacién de 30 nanosegundos. Estos bucles son re-
giones flexibles de la proteina que no adoptan una estructura secundaria regular. Los
residuos con numeros relativos entre 5 y 12 adoptan inicialmente una estructura de
hélice «, pero se deforman hacia giros a lo largo de la simulacién. Las hélices « son
elementos estructurales rigidos formados por giros de la cadena polipeptidica, mientras
que los giros son regiones cortas de hélice que permiten cambios conformacionales en la
proteina. Los residuos con ntimeros relativos entre 3 y 5 tienden a formar inicialmente
hélices m, pero también se deforman hacia giros después de los 10 nanosegundos. Las
hélices 7 son un tipo menos comun de hélice que se encuentra en algunas proteinas.

Los residuos con ntimeros relativos entre 1 y 4 muestran patrones de enlace similares a
los de una ldmina beta plegada (representada en verde en la figura 4.37). Las laminas
[ son estructuras secundarias planas formadas por hebras antiparalelas de la cadena
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polipeptidica. Sin embargo, en este caso, las laminas 3 plegadas se deforman hacia héli-
ces de poliprolina y giros que forman hélices 31g. Las hélices de poliprolina son un tipo
especial de hélice a que se encuentra en algunas proteinas ricas en prolina, mientras
que las hélices 319 son otro tipo de hélice menos comun.

Estos resultados sugieren que el monémero de insulina no mantiene una estructura se-
cundaria completamente estable en bicapas con 6 % de CHO-DPPC. Las hélices «, las
laminas 3 plegadas y otros elementos estructurales se deforman y cambian a lo largo de
la simulacién, lo que indica que la proteina es flexible y adaptable en este entorno. En
los sistemas de liposomas a la misma concentracion de colesterol-fosfolipido, se observa
en la figura 4.37 que los residuos con nimeros relativos entre 7 y 18 forman inicialmente
hélices a, algunas de las cuales se deforman hacia bucles a lo largo de la simulacién. Los
bucles son regiones flexibles de la proteina que no adoptan una estructura secundaria
regular. Los residuos con nimeros relativos entre 3 y 8 adoptan inicialmente una estruc-
tura de giro, que son regiones cortas de hélice que permiten cambios conformacionales
en la proteina. Los residuos con niimeros relativos entre 0 y 2 muestran patrones de
enlace similares a los de una lamina § plegada. Sin embargo, en este caso, las laminas
plegadas se deforman hacia giros que forman hélices 7 después de los 15 nanosegundos.
Estos resultados sugieren que el monémero de insulina presenta una estructura secun-
daria més estable en liposomas con 6 % de CHO-DPPC en comparacién con bicapas
con la misma concentracién de colesterol. Las hélices o y las laminas 8 plegadas, que
son elementos estructurales rigidos, son méas prevalentes en el liposoma, lo que indica
una mayor estabilidad estructural de la proteina en este entorno.

a) b)
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Figura 4.38: Graficos de DSSP de los atomos C, calculados sobre los 30 nanose-
gundos de simulacién. Las lineas representan al monémero de insulina en su sistema

a) bicapa y b) liposoma a 14 % CHO-DPPC

En la figura 4.38, se presentan los resultados del analisis DSSP para la estructura
secundaria del monémero de insulina en una bicapa con 14 % de colesterol-fosfolipido
(CHO-DPPC). Los residuos con nimeros relativos entre 10 y 24 forman hélices « re-
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lativamente estables durante toda la simulacion. La estabilidad de las hélices alfa en
este caso sugiere que la proteina es menos flexible en la bicapa de 14 % CHO-DPPC en
comparacién con bicapas con menor concentracion de colesterol. Tambien se observa
una menor proporcién de bucles y giros en la regién de hélices «, lo que confirma la
menor flexibilidad de la proteina. Los bucles son regiones flexibles de la proteina que no
adoptan una estructura secundaria regular, mientras que los giros son regiones cortas de
hélice que permiten cambios conformacionales en la proteina. Los enlaces caracteristi-
cos de las laminas 8 plegadas en los residuos 1 y 2 mantienen una mayor estabilidad
a lo largo del tiempo de simulacién, con minima deformacién hacia giros que originan
hélices-31¢9. La estabilidad de las ldminas beta plegadas en este caso sugiere que estos
elementos estructurales también contribuyen a la rigidez de la proteina en la bicapa de
14 % CHO-DPPC. En la figura 4.38, se presentan los resultados del anélisis DSSP para
la estructura secundaria del mondémero de insulina en liposomas con 14 % de colesterol-
fosfolipido (CHO-DPPC). Los residuos con ntuimeros relativos entre 20 y 25 adoptan
una configuracién de hélice «. La presencia de hélices a en esta region sugiere que la
proteina mantiene cierta rigidez en el interior del liposoma. Los residuos con niimeros
relativos entre 14 y 19 forman bucles, lo que sugiere que la proteina también tiene cierta
flexibilidad en el interior del liposoma. Se identifican estructuras estables de giros en
los residuos de 4 a 12, lo que sugiere cambios en su estructura local en el interior del
liposoma. También se observa la formacion de un patréon de enlace caracteristico de
las laminas § plegadas, lo que proporciona bandas estables a lo largo de la simulacién.
Las diferencias en la estructura secundaria del monémero de insulina en el liposoma
de 14 % CHO-DPPC en comparacién con la bicapa de 14 % CHO-DPPC sugieren que
el entorno de la proteina puede influir en su estabilidad estructural y flexibilidad. La
curvatura del liposoma y las interacciones con el entorno lipidico circundante pueden
jugar un papel en estos cambios.
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Figura 4.39: Graficos de DSSP de los atomos C,, calculados sobre los 30 nanose-
gundos de simulacién. Las lineas representan al monémero de insulina en su sistema

a) bicapa y b) liposoma a 50 % CHO-DPPC

En la figura 4.39, se presentan los resultados del analisis DSSP para la estructura

secundaria del mondémero de insulina en bicapas y liposomas con 50 % de colesterol-
fosfolipido (CHO-DPPC). Los residuos con nimeros relativos entre 5 y 15 forman hélices
a, lo que sugiere que la proteina mantiene cierta rigidez en esos residuos. Entre los
residuos 15 y 25 se observan bucles, lo que sugiere que la proteina también tiene cierta
flexibilidad en la bicapa de 50 %CHO-DPPC. De igual forma, se identifican hebras
B estables en gris durante toda la simulacién, originadas a partir del residuo 5. Los
patrones de enlace caracteristicos de las laminas 8 en los dos primeros residuos, lo que
indica la presencia de puentes beta. El residuo 3 muestra una estructura de hélice 31,
mientras que el residuo 4 adopta una conformacién de mw-hélice.
Por otro lado, en el contexto de estar contenido en un liposoma, se observan hélices «
entre los residuos 14 y 22, que se transforman gradualmente en bucles a partir de los 10
nanosegundos. Los residuos de 5 a 11 exhiben giros estables durante la simulacion, y se
mantienen los patrones de enlace caracteristicos, llamados peuntes 8 desde los primeros
dos residuos. Ademas, entre los residuos 3 y 4 se identifican estructuras de hélice 31¢ y
poliprolina.
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Capitulo 5

Conclusiones

A lo largo de esta investigacion, hemos logrado obtener un entendimiento mas pro-
fundo de los procesos de autoensamblaje de los 1 “1pidos y la interaccién con el colesterol,
lo cual es fundamental para el diseno efectivo de liposomas.Las simulaciones compu-
tacionales detalladas revelaron cémo la concentracién de colesterol afecta la estructura
y estabilidad de los liposomas, asi como la encapsulacién de insulina. Observamos una
mayor estabilidad de la insulina dentro de los liposomas en comparacién con las bica-
pas de fosfolipidos y colesterol. Ademés, identificamos interacciones especificas entre los
residuos de aminoacidos de la insulina y los grupos polares del fosfolipido, destacando
la influencia del colesterol en estas interacciones. Estableciendo a los liposomas con un
40% y 50 % de colesterol mostraron perfiles de densidad y orden molecular 6ptimos,
junto con una menor variabilidad en la configuracién de la insulina, lo que sugiere su
prometedor potencial como sistemas de administracién de farmacos.

88



Bibliografia

[Abraham et al., 2015] Abraham, M., Murtola, T., Schulz, R., Pall, S., Smith, J., Hess,
B., and Lindahl, E. (2015). Gromacs: High performance molecular simulations th-
rough multi-level parallelism from laptops to supercomputers. SoftwareX, 1:19-25.
23, 30, 35, 52, 54, 71, 75, 79, 83

[Aier et al., 2016] Aier, I., Varadwaj, P., and Raj, U. (2016). Structural insights in-
to conformational stability of both wild-type and mutant ezh2 receptor. Scientific
reports, 6(1):34984. 72

[Akutsu, 2020] Akutsu, H. (2020). Structure and dynamics of phospholipids in mem-
branes elucidated by combined use of nmr and vibrational spectroscopies. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA )-Biomembranes, 1862(9):183352. 50

[Allen and Tildesley, 2017] Allen, M. and Tildesley, D. (2017). Computer simulation
of liquids. Oxford University Press. 19, 21, 22, 27, 28

[Almgren et al., 2000] Almgren, M., Edwards, K., and Karlsson, G. (2000). Cryo trans-
mission electron microscopy of liposomes and related structures. Colloids and Sur-
faces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 174(1-2):3-21. 1, 18

[Anandrao and Kandekar, 2022] Anandrao, T. and Kandekar, V. (2022). A comprehen-
sive review on liposomes: A novel drug delivery system. World Journal of Pharma-
ceutical Research, 11(7):933-946. 1, 16

[Bangham et al., 1965] Bangham, A., Standish, M., and Watkins, J. (1965). Diffusion
of univalent ions across the lamellae of swollen phospholipids. Journal of Molecular
Biology, 13(1):238-IN27. 1

[Benson, 2005] Benson, H. (2005). Transdermal drug delivery: penetration enhance-
ment techniques. Current drug delivery, 2(1):23-33. 16

[Berger et al., 1997] Berger, O., Edholm, O., and Jahnig, F. (1997). Molecular dyna-
mics simulations of a fluid bilayer of dipalmitoylphosphatidylcholine at full hydration,
constant pressure, and constant temperature. Biophysical journal, 72(5):2002—2013.
2, 36, 38, 50

89



BIBLIOGRAFIA

[Bizerra and Silva, 2016] Bizerra, A. and Silva, V. (2016). Sistemas de liberagao con-
trolada: Mecanismos e aplicacoes. Revista Satide e Meio Ambiente, 3(2):1-12. 16

[Bizzarri and Cannistraro, 2002] Bizzarri, A. R. and Cannistraro, S. (2002). Molecu-
lar dynamics of water at the protein- solvent interface. The Journal of Physical
Chemistry B, 106(26):6617-6633. 75

[Bozzuto and Molinari, 2015] Bozzuto, G. and Molinari, A. (2015). Liposomes as na-
nomedical devices. International journal of nanomedicine, 10:975. 1, 16

[Brown et al., 2014] Brown, T., LeMay, H., Bursten, B., and C., M. (2014). Chemistry
the central science 13th Edition. Prentice Hall. 5, 6, 7, 8, 9

[Caster et al., 2017] Caster, J., Patel, A., Zhang, T., and Wang, A. (2017). Investi-
gational nanomedicines in 2016: a review of nanotherapeutics currently undergoing

clinical trials. Wiley Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechno-
logy, 9(1):e1416. 2

[Cedillo-Cruz et al., 2021] Cedillo-Cruz, E., Garcia-Ramos, D., and Dominguez, H.
(2021). Lead and mercury removal from aqueous solution using sodium dodecyl

sulfate micelles: A molecular dynamics study. Chemical Physics Letters, 767:138340.
55

[Chang, 1992] Chang, R. (1992). Physical chemistry for the biosciences. University
Science Books. 5, 6, 7, 8,9

[Chapman et al., 1969] Chapman, D., Owens, N., Phillips, M., and Walker, D. (1969).
Mixed monolayers of phospholipids and cholesterol. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA )-Biomembranes, 183(3):458-465. 51

[Chiari-Andréo et al., 2019] Chiari-Andréo, B., de Almeida-Cincotto, M., Oshiro, J.,
Taniguchi, C., Chiavacci, L., and Isaac, V. (2019). Nanoparticles for cosmetic use
and its application. William Andrew Publishing. 16

[Cox and Lehninger, 2009] Cox, N. and Lehninger, D. (2009). Lehninger principios de
bioquimica. En Lehninger principios de bioquimica. alpha-omega. 11, 12, 13

[Cruz-Valcarcel, 2008] Cruz-Valcéarcel, C. (2008). Simulacion mediante métodos hibri-
dos clasico-cudnticos de la relajacion vibracional de moléculas en disolucion. Uni-
versidad de Murcia. 30

[Daudt et al., 2013] Daudt, R., Emanuelli, J., Kiilkamp-Guerreiro, I., Pohlmann, A.,
and Guterres, S. (2013). A nanotecnologia como estratégia para o desenvolvimento
de cosméticos. Ciéncia e Cultura, 65(3):28-31. 16

[deLeeuw et al., 1980] deLeeuw, S., Perram, J., and Smith, E. (1980). Simulation of
electrostatic systems in periodic boundary conditions. i. lattice sums and dielectric

constants. Proceedings of the Royal Society of London. A. Mathematical and Physical
Sciences, 373(1752):27-56. 27

90



BIBLIOGRAFIA

[Dua et al., 2012] Dua, J., Rana, A., and Bhandari, A. (2012). Liposome: methods of
preparation and applications. J Pharm Stud Res, 3(2):14-20. 16

[Egberts et al., 1994] Egberts, E., Marrink, S., and Berendsen, H. (1994). Molecu-
lar dynamics simulation of a phospholipid membrane. European biophysics journal,
22(1):423-436. 42

[Eisermann et al., 2023] Eisermann, J., Wright, J., Wilton-Ely, J., Hirst, J., and Roess-
ler, M. (2023). Using light scattering to assess how phospholipid—protein interactions
affect complex i functionality in liposomes. RSC Chemical Biology. 18

[Esposito et al., 2016] Esposito, E., Mariani, P., Drechsler, M., and Cortesi, R. (2016).
Structural studies of lipid-based nanosystems for drug delivery: X-ray diffraction
(xrd) and cryogenic transmission electron microscopy (cryo-tem). In Handbook of
nanoparticles, pages 861-889. 18

[Esposito et al., 2015] Esposito, E., Ravani, L., Drechsler, M., Mariani, P., Contado, C.,
Ruokolainen, J., and Cortesi, R. (2015). Cannabinoid antagonist in nanostructured
lipid carriers (nlcs): design, characterization and in vivo study. Materials Science
and Engineering: C, 48:328-336. 18

[Florence and Attwood, 2015] Florence, A. and Attwood, D. (2015). Physicochemical
principles of pharmacy: In manufacture, formulation and clinical use. Pharmaceuti-
cal press. 15

[Franks, 1976] Franks, N. (1976). Structural analysis of hydrated egg lecithin and
cholesterol bilayers i. x-ray diffraction. Journal of molecular biology, pages 345-358.
43

[Frenkel et al., 1996] Frenkel, D., Smit, B., and Ratner, M. (1996). Understanding
molecular simulation: from algorithms to applications (Vol. 2). San Diego: Academic
press. 29

[Ganem-Rondero et al., 2019] Ganem-Rondero, A., Nava-Arzaluz, M. G., and Pinén-
Segundo, E. (2019). Lipid nanocarriers as skin drug delivery systems. Nanoparticles
in Pharmacotherapy, pages 311-390. 16

[Gorelov et al., 2023] Gorelov, S., Titov, A., Tolicheva, O., Konevega, A., and Shvetsov,
A. (2023). Dssp in gromacs: tool for defining secondary structures of proteins in
trajectories. bioRxiv, pages 2023-08. 74, 79

[Haile, 1992] Haile, J. (1992). Molecular dynamics simulation: elementary methods.
John Wiley and Sons, Inc. 29

[Hassan et al., 2014] Hassan, B. M., Raja, S. D., Ponnusamy, K., Naidu, S., Gulshan,
W., Mohtashim, L., A, K. M. K., and U., K. A. (2014). Insight into the effect of
inhibitor resistant s130g mutant on physico-chemical properties of shv type beta-
lactamase: A molecular dynamics study. PLOS ONE, 9(12):1-19. 31

91



BIBLIOGRAFIA

[HofsaB et al., 2003] HofsaB, C., Lindahl, E., and Edholm, O. (2003). Molecular dy-
namics simulations of phospholipid bilayers with cholesterol. Biophysical journal,
84(4):2192-2206. 44, 45, 48

[Huang and Wang, 2006] Huang, Y. and Wang, C. (2006). Pulmonary delivery of in-
sulin by liposomal carriers. Journal of controlled release, 113(1):9-14. 1

[Huheey et al., 1997] Huheey, J., Keiter, E., and Keiter, R. (1997). Quimica inorgdnica.
Principios de estructura y reactividad. Alfaomega. 5, 6

[Iwanaga et al., 1997] Iwanaga, K., Ono, S., Narioka, K., Morimoto, K., Kakemi, M.,
Yamashita, S., and Oku, N. (1997). Oral delivery of insulin by using surface coating
liposomes: Improvement of stability of insulin in gi tract. International journal of
pharmaceutics, 157(1):73-80. 1

[Jain et al., 2007] Jain, A., Chalasani, K., Khar, R., Ahmed, F., and Diwan, P. (2007).
Muco-adhesive multivesicular liposomes as an effective carrier for transmucosal in-
sulin delivery. Journal of drug targeting, 15(6):417-427. 2

[Jambeck et al., 2014] Jambeck, J., Eriksson, E., Laaksonen, A., Lyubartsev, A., and
L.A., E. (2014). Molecular dynamics studies of liposomes as carriers for photosensi-
tizing drugs: development, validation, and simulations with a coarse-grained model.
Journal of Chemical Theory and Computation, 10(1):5-13. 2

[Jirgensons et al., 2013] Jirgensons, B., Straumanis, and E.A., M. (2013). A short text-
book of colloid chemistry. Elsevier. 15

[Kabsch and Sander, 1983] Kabsch, W. and Sander, C. (1983). Dictionary of protein
secondary structure: pattern recognition of hydrogen-bonded and geometrical featu-
res. Biopolymers: Original Research on Biomolecules, 22(12):2577-2637. 79

[Kamali and Kharazmi, 2011] Kamali, R. and Kharazmi, A. (2011). Molecular dyna-
mics simulation of surface roughness effects on nanoscale flows. International Journal
of Thermal Sciences, 50(3):226-232. 28

[Koolman and R6hm, 2004] Koolman, J. and Réhm, K. H. (2004). Biogquimica: texto
y atlas. Médica Panamericana. 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15

[Koubi et al., 2000] Koubi, L., Tarek, M., Klein, M. L., and D., S. (2000). Distribution
of halothane in a dipalmitoylphosphatidylcholine bilayer from molecular dynamics
calculations. Biophysical journal, 78(2):800-811. 2

[Kufareva and Abagyan, 2011] Kufareva, I. and Abagyan, R. (2011). Methods of pro-
tein structure comparison. In Homology modeling. Humana Press. 71

[Kulkarni et al., 2011] Kulkarni, P., Baron, P., and Willeke, K. (2011). Aerosol measu-
rement: principles, techniques, and applications. John Wiley and Sons. 17, 18

92



BIBLIOGRAFIA

[Lasic, 1992] Lasic, D. (1992). Liposomes. American Scientist, 80(1):20-31. 1

[Le-Deygen et al., 2022] Le-Deygen, 1., Safronova, A., Mamaeva, P., Skuredina, A., and
Kudryashova, E. (2022). Cholesterol significantly affects the interactions between
pirfenidone and dppc liposomes: Spectroscopic studies. Biophysica, 2(1):79-88. 66

[LeBard et al., 2012] LeBard, D., Levine, B., DeVane, R., Shinoda, W., and Klein, M.
(2012). Premicelles and monomer exchange in aqueous surfactant solutions above
and below the critical micelle concentration. Chemical Physics Letters, 522:38-42.
31, 55

[Lebecque et al., 2017] Lebecque, S., Crowet, J., Nasir, M., Deleu, M., and Lins, L.
(2017). Molecular dynamics study of micelles properties according to their size.
Journal of Molecular Graphics and Modelling, 72(6):15. 31

[Levine et al., 2011] Levine, B., Stone, J., and Kohlmeyer, A. (2011). Fast analysis of
molecular dynamics trajectories with graphics processing units—radial distribution
function histogramming. Journal of computational physics, 230(9):3556-3569. 30

[Levine, 2011] Levine, R. (2011). Quantum mechanics of molecular rate processes.
Courier Corporation. 30

obanov et al., obanov, . Y., Bogatyreva, N. 5., an alzitskaya, O. V.

Lob 1., 2008] Lob M. Y, B N. S d Galzitsk 0.V
(2008). Radius of gyration as an indicator of protein structure compactness. Mole-
cular Biology, 1(42):623-628. 78

[Malde et al., 2011] Malde, A. K., Zuo, L., Breeze, M., Stroet, M., Poger, D., Nair, P.,
and Mark, A. (2011). An automated force field topology builder (atb) and repository:
version 1.0. Journal of chemical theory and computation, 7(12):4026-4037. 36, 38

[Malinovsky, 2022] Malinovsky, A. V. (2022). Lehninger’s scheme and conclusions need
to be defined more exactly. Russian Journal of Bioorganic Chemistry, 48(1):76-84.
10, 11, 14

[Martinez et al., 2009] Martinez, L., Andrade, R., Birgin, E. G., and Martinez, J. M.
(2009). Packmol: A package for building initial configurations for molecular dynamics
simulations. Journal of Computational Chemistry, 30(13):2157-2164. x1v, 36, 37

[McMurry and Drasar, 2011] McMurry, J. and Drasar, P. (2011). Organic Chemistry.
Chemické listy. 6, 7, 8

[Metropolis et al., 1953] Metropolis, N., Rosenbluth, A., Rosenbluth, M., Teller, A.,
and Teller, E. (1953). Equation of state calculations by fast computing machines.
The journal of chemical physics, 21(6):1087-1092. 19

[Milner, 1971] Milner, R. (1971). An algebraic definition of simulation between pro-
grams. Stanford University. 19

93



BIBLIOGRAFIA

[Nagle, 1993] Nagle, J. (1993). Area/lipid of bilayers from nmr. Biophysical journal,
64(5):1476-1481. 50

[Nejabat et al., 2022] Nejabat, M., Kalani, M., Nejabat, M., and Hadizadeh, F. (2022).
Molecular dynamic and in vitro evaluation of chitosan/tripolyphosphate nanoparti-
cles as an insulin delivery system at two different ph values. Journal of Biomolecular
Structure and Dynamics, 40(20):10153-10161. 2, 71

[Pace et al., 2014] Pace, C. N., Fu, H., Lee Fryar, K., Landua, J., Trevino, S. R., Schell,
D., Thurlkill, R. L., Imura, S., Scholtz, J. M., Gajiwala, K., et al. (2014). Contribution
of hydrogen bonds to protein stability. Protein Science, 23(5):652—661. 79

[Partington, 1964] Partington, J. R. (1964). A history of Chemistry. Palgrave. 15

[Patil et al., 2017] Patil, S. M., Keire, D. A., and Chen, K. (2017). Comparison of
nmr and dynamic light scattering for measuring diffusion coefficients of formulated
insulin: implications for particle size distribution measurements in drug products.

The AAPS journal, 19:1760-1766. 76

[Pautot et al., 2003] Pautot, S., Frisken, B., Cheng, J., Xie, X., and Weitz, D. (2003).
Spontaneous formation of lipid structures at oil/water/lipid interfaces. Langmuir,
19(24):10281-10287. 16

[Pietzyk and Henschke, 2000] Pietzyk, B. and Henschke, K. (2000). Degradation of
phosphatidylcholine in liposomes containing carboplatin in dependence on composi-

tion and storage conditions. International journal of pharmaceutics, 196(2):215-218.
16

[Pinkwart et al., 2019] Pinkwart, K., Schneider, F., Lukoseviciute, M., Sauka-Spengler,
T., Lyman, E., Eggeling, C., and Sezgin, E. (2019). Nanoscale dynamics of cholesterol
in the cell membrane. Journal of Biological Chemistry, 294(34):12599-12609. 11

[Resnick et al., 2007] Resnick, R., Halliday, D., and Krane, K. (2007). Fisica Vol. 2.
Grupo Editorial Patria. 31, 32

[Reyes and Plancarte, 2008] Reyes, J. A. and Plancarte, A. A. (2008). Bases mole-
culares de las acciones de la insulina. Revista de educacion biogquimica, 27(1):9-18.
15

[Risselada and Marrink, 2009] Risselada, H. and Marrink, S. (2009). Curvature effects
on lipid packing and dynamics in liposomes revealed by coarse grained molecular
dynamics simulations. Physical Chemistry Chemical Physics, 11(12):2056-2067. 2

[Ritter et al., 2016] Ritter, E., Yordanova, D., Gerlach, T., Smirnova, I., and Jakob-
torweihen, S. (2016). Molecular dynamics simulations of various micelles to predict

micelle water partition equilibria with cosmomic: influence of micelle size and struc-
ture. Fluid Phase Equilibria, 422:43-55. 31

94



BIBLIOGRAFIA

[Satoh, 2010] Satoh, A. (2010). Introduction to practice of molecular simulation: mole-
cular dynamics, Monte Carlo, Brownian dynamics, Lattice Boltzmann and dissipative
particle dynamics. Elsevier. 24

[Schindler and Seelig, 1975] Schindler, H. and Seelig, J. (1975). Deuterium order para-
meters in relation to thermodynamic properties of a phospholipid bilayer. statistical
mechanical interpretation. Biochemistry, 14(11):2283-2287. 45

[Seelig, 1977] Seelig, J. (1977). Deuterium magnetic resonance: theory and application
to lipid membranes. Quarterly reviews of biophysics, 10(3):353-418. 46

[Seelig and Waespe-Sarcevic, 1978] Seelig, J. and Waespe-Sarcevic, N. (1978). Mo-
lecular order in cis and trans unsaturated phospholipid bilayers. Biochemistry,
17(16):3310-3315. 48

[Senior and Judith, 1987] Senior and Judith, H. (1987). Fate and behavior of liposomes
in vivo: a review of controlling factors. Critical reviews in therapeutic drug carrier
systems, 3(2):123-193. 17, 18

[Shah et al., 2020] Shah, S., Dhawan, V., Holm, R., Nagarsenker, M. S., and Perrie,
Y. (2020). Liposomes: Advancements and innovation in the manufacturing process.
Advanced Drug Delivery Reviews, 154-155:102-122. 1

[Sharma et al., 2009] Sharma, V., Shukla, R., Saxena, N., Parmar, D., Das, M., and
Dhawan, A. (2009). Dna damaging potential of zinc oxide nanoparticles in human
epidermal cells. Towicology letters, 185(3):211-218. 26

[Singh et al., 2020] Singh, D. B. et al. (2020). Computer-aided drug design. Springer.
74, 76, 83

[Singh and et. al, 2021] Singh, H. S. and et. al (2021). Challenges in the physical cha-
racterization of lipid nanoparticles. Pharmaceutics, 13(4):549. 18

[Sinko and Singh, 2011] Sinko, P. and Singh, Y. (2011). Martin’s Physical Pharmacy
and Pharmaceutical Sciences: Physical Chemical and Biopharmaceutical Principles
in the Pharmaceutical Sciences (6th ed). Lippincott Williams and Wilkins. 15, 18

[Smith and Van Gunsteren, 1993] Smith, P. and Van Gunsteren, W. (1993). The visco-
sity of spc and spc/e water at 277 and 300 k. Chemical physics letters, 215(4):315-318.
35, 38

[Smith, 1989] Smith, W. (1989). The minimum image convention in non-cubic md
cells. CCP5 Information Quarterly for Computer Simulation of Condensed Phases,
30(35). 28

[Spangler, 1990] Spangler, R. (1990). Insulin administration via liposomes. Diabetes
care, 13(9):911-922. 1

95



BIBLIOGRAFIA

[Szoka and Papahadjopoulos, 1981] Szoka, F. and Papahadjopoulos, D. (1981). Lipo-
somes: preparation and characterization. liposomes: From physical structure to the-
rapeutic applications. Elsevier/North-Holland Biomedical Press, page 51-82. 1, 18

[Takahashi et al., 2011] Takahashi, K., Narumi, T., and Yasuoka, K. (2011). A combi-
nation of the tree-code and ips method to simulate large scale systems by molecular
dynamics. The Journal of chemical physics, 135(17):174108. 30

[Tang et al., 2014] Tang, X., Koenig, P., and Larson, R. (2014). Molecular dynamics
simulations of sodium dodecyl sulfate micelles in water the effect of the force field.
The Journal of Physical Chemistry B, 118(14):3864-3880. 31

[Trabalzini et al., 2022] Trabalzini, L., Ercoli, J., Trezza, A., Schiavo, I., Macri, G.,
Moglia, A., and Finetti, F. (2022). Pharmacological and in silico analysis of oat
avenanthramides as egfr inhibitors: Effects on egf-induced lung cancer cell growth
and migration. International Journal of Molecular Sciences, 23(15):8534. 67

[Turkenburg et al., 2018] Turkenburg, M., Whittingham, J., Dodson, G., Dodson, E.,
Xiao, B., and Bentley, G. (2018). Insulin 1zni. NCBI. 36, 38, 71

[Vermeer et al., 2007] Vermeer, L. S., De Groot, B. L., Réat, V., Milon, A., and Cza-
plicki, J. (2007). Acyl chain order parameter profiles in phospholipid bilayers: compu-
tation from molecular dynamics simulations and comparison with 2 h nmr experi-
ments. European Biophysics Journal, 36(1):919-931. 44, 51

[Wu et al., 2014] Wu, W., Owino, J., Al-Ostaz, A., and Cai, L. (2014). Applying pe-
riodic boundary conditions in finite element analysis. In SIMULIA community con-
ference, Providence, pages 707-719. 27

[Young, 2013] Young, H. D. (2013). Sears y Zemansky Fisica universitaria. Pearson.
19, 31

[Yveline and et al, 2007] Yveline, H. and et al (2007). Rapid determination of p k a
values of 20 amino acids by cze with uv and capacitively coupled contactless conduc-
tivity detections. Analytical and bioanalytical chemistry, 389:1869-1878. 12

[Zhang et al., 2021] Zhang, Y., Xiong, G., Ali, Y., Boehm, B., Huang, Y., and Venka-
traman, S. (2021). Layer-by-layer coated nanoliposomes for oral delivery of insulin.
Nanoscale, 13(2):776-789. 2

96



	Índice de figuras
	Índice de tablas
	1 Introducción
	1.1 Objetivos
	1.1.1 Objetivo general
	1.1.2 Objetivos particulares

	1.2 Hipótesis
	1.3 Planteamiento del problema
	1.4 Metodología
	1.5 Estructura de la tesis

	2 Marco teórico
	2.1 Fuerzas intermoleculares
	2.1.1 Fuerzas dipolo-dipolo
	2.1.2 Enlace de hidrógeno
	2.1.3 Fuerzas de dispersión (dipolo inducido-dipolo inducido)
	2.1.4 Fuerzas de van der Waals 
	2.1.5 Fuerzas de repulsión

	2.2 Biomoléculas
	2.2.1 Fosfolípidos
	2.2.2 Colesterol
	2.2.3 Fosfolípidos y colesterol como membranas biológicas
	2.2.4 Aminoácidos
	2.2.5 Proteínas
	2.2.6 Mónomero de insulina

	2.3 Sistemas coloidales de asociación como acarreadores de fármacos
	2.3.1 Sistema coloidal de asociación
	2.3.2 Liposomas
	2.3.2.1 Caracterización de liposomas


	2.4 Simulaciones computacionales
	2.5 Simulaciones de dinámica molecular
	2.5.1 Dinámica
	2.5.2 Potenciales intramoleculares
	2.5.2.1 Distancia de enlace
	2.5.2.2 Ángulo de enlace
	2.5.2.3 Ángulo de torsión

	2.5.3 Potenciales intermoleculares
	2.5.3.1 Potencial de Lennard Jones
	2.5.3.2 Potencial de Coulomb

	2.5.4 Algoritmos de integración
	2.5.4.1 Algoritmo de salto de rana

	2.5.5 Condiciones periódicas de frontera
	2.5.6 Convención de mínima imagen
	2.5.7 Radio de corte
	2.5.8 Función de distribucion radial
	2.5.9 Radio de giro
	2.5.10 Excentricidad de un agregado esférico

	2.6 Campo eléctrico
	2.7 Potencial eléctrico

	3 Metodología y simulación
	3.1 Modelos
	3.1.1 Dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC)
	3.1.2 Colesterol
	3.1.3 Monómero de insulina

	3.2 Elaboración de los sistemas
	3.2.1 Bicapas
	3.2.2 Liposomas

	3.3 Metodología de las simulaciones

	4 Resultados y Análisis 
	4.1 Resultados de las bicapas
	4.1.1 Perfiles de densidad parcial de bicapas
	4.1.2 Parámetros de orden de las colas hidrofóbicas
	4.1.3 Área por lípido de cada membrana
	4.1.4 Energía configuracional

	4.2 Resultados de los liposomas
	4.2.1 Excentricidad a partir de radio de giro para liposomas esféricos
	4.2.2 Perfiles de densidad radial de liposomas
	4.2.3 Perfiles de densidad radial eléctricos
	4.2.3.1 Campo, potencial eléctrico y potencial zeta
	4.2.3.2 Potencial electrostático superficial

	4.2.4 Interacciones de residuos de aminoácidos específicos con la cabeza polar

	4.3 Parámetros estructurales del monómero de insulina para las bicapas y los liposomas
	4.3.1 Desviación cuadrática media (RMSD) del monómero de insulina para las bicapas y los liposomas
	4.3.2 Fluctuación cuadrática media (RMSF)
	4.3.3 Coeficiente de difusión
	4.3.4 Radio de giro
	4.3.5 Puentes de Hidrógeno
	4.3.6 Contactos
	4.3.7 Estructura secundaria


	5 Conclusiones
	Bibliografía

