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RESUMEN

En este trabajo de tesis estudiamos mediante simulaciones de dinámica molecular, la

interacción de ciertos efectores de interés sobre membranas liṕıdicas modelo, concentrándonos

principalmente en propiedades dinámicas y estructurales. Luego ampliamos nuestra perspectiva

para aprender también sobre el agua de hidratación de dichas membranas.

En una primera instancia, prestamos interés particularmente al efecto de los ácidos grasos

Omega-3, motivados principalmente por la enorme cantidad de evidencia sobre los efectos que

estas pequeñas moléculas tienen en la prevención del desarrollo temprano de enfermedades como

el Alzheimer. Nuestros resultados muestran que la membrana liṕıdica se torna más fluida en

presencia de dichos efectores. Luego extendimos nuestro estudio hacia membranas modelo más

“reales”, ya que incluimos el colesterol (una molécula de crucial importancia en las membranas

biológicas). En tal contexto determinamos que los efectos producidos por el colesterol pueden

ser revertidos por la presencia de ciertos ácidos grasos Omega-3, restaurando la dinámica y

la estructura de la membrana liṕıdica pura. Adicionalmente, analizamos el efecto de ciertas

moléculas de gran interés por su potencial terapéutico, como las xantonas, constituidas por una

estructura privilegiada de heterociclos trićıclicos fusionados. Nuestros resultados muestran que

las xantonas alteran el orden estructural en la membrana induciendo efectos que no muestran

una correlación trivial entre la compresibilidad y fluidez de la membrana.

Por su parte, en la búsqueda de profundizar nuestro entendimiento sobre las interacciones

ligando-membrana resulta de vital importancia incluir el agua de hidratación, ya que el

nuevo paradigma que describe a las membranas biológicas incluye al agua como un elemento

constitutivo fundamental de las mismas y no meramente como el medio natural para su

autoensamble y para llevar a cabo su función biológica. En tal sentido, estudiamos el modo en que

diferentes ĺıpidos en presencia y ausencia de colesterol organizan al agua de hidratación. Podemos

decir que la presencia de colesterol en membranas de ĺıpidos (con y sin grupos carbonilos)



modifica la distribución de las moléculas de agua disminuyendo la relajación dipolar de los ĺıpidos

de la interfase y generando un aumento en la población no relajable. Asimismo, analizamos los

efectos que la incorporación de colesterol produce sobre las membranas modelo, determinando

que el mismo produce un aumento en la hidrofobicidad local y, por ende, en la propensión a la

deshidratación local. En este contexto, encontramos que el agregado de ácidos grasos Omega-3

también permite revertir parcialmente dicho efecto.

Finalmente, en pos de sentar las bases de una descripción molecular del agua de hidratación

de membranas liṕıdicas, aprovechamos nuestros conocimientos previos en sistemas de agua

sobreenfriada y agua v́ıtrea, dado que el agua nanoconfinada (como es el caso del agua de

hidratación de membranas) exhibe ciertas reminiscencias v́ıtreas. Sin embargo, para poder

estudiar el agua de hidratación, particularmente su estructura, es necesario contar con un

ı́ndice de estructura que resulte apropiado en dicho contexto ya que los ı́ndices actuales no

resultan aplicables. Por lo tanto, en una primera instancia mostramos algunas de las limitaciones

de los ı́ndices desarrollados hasta la fecha, de modo de evidenciar los ingredientes esenciales

a tener en cuenta. Ello nos llevó al desarrollo de un nuevo ı́ndice de estructura, libre de

preconceptos estructurales y basado en consideraciones energéticas, que no sólo corrige los

errores en que incurŕıan los indicadores previos sino que es factible de adecuar a contextos

de nanoconfinamiento. A pesar de que recorrimos un largo camino para llegar a este ı́ndice, en

esta tesis lo aplicamos sólo de manera preliminar en el contexto de la hidratación de membranas

liṕıdicas, ya que su adaptación espećıfica a este campo constituye una tarea más ambiciosa que

requerirá y propiciará estudios futuros.



ABSTRACT

In this thesis work we study, by means of molecular dynamics simulations, the interaction

of certain effectors of interest with model lipid membranes, making focus mainly on dynamic

and structural properties. Then we extend our perspective to also learn on the behavior of the

hydration water of such membranes.

At first, we were particularly interested in the study of Omega-3 fatty acids, mostly motivated

by the enormous amount of evidence on the effect of these small molecules preventing the early

development of disorders such as Alzheimer’s disease. Our results make evident the fact that

these effectors enhance membrane fluidity. We then extended our study to more “real” model

membranes by including cholesterol (a crucially important molecule in biological membranes).

In this context, we determine that the effects produced by cholesterol can be reversed by the

presence of certain Omega-3 fatty acids, restoring the dynamics and structure of the pure lipid

membrane. Additionally, we analyze the effect of certain molecules of great interest due to their

therapeutic potential, such as xanthones, constituted by a privileged structure of fused tricyclic

heterocycles. Our results show that xanthones alter membrane structural order inducing effects

that do not follow a trivial correlation between membrane compressibility and fluidity.

In turn, in order to deepen our understanding of ligand-membrane interactions, it is

vitally important to include hydration water, since the new paradigm that describes biological

membranes includes water as a fundamental constituent element instead of merely considering

it as the natural environment for its self-assembly and for carrying out its biological function. In

this sense, we study the way in which different lipids, in the presence and absence of cholesterol,

organize hydration water. Our results reveal the fact that the presence of cholesterol in lipid

membranes (with and without carbonyl groups) modifies the distribution of hydration water,

decreasing the dipolar relaxation of the lipid interface and generating an increase in the non-

relaxable population. Likewise, we analyze the effects that the incorporation of cholesterol



produces on model membranes, determining the occurrence of an increase in local hydrophobicity

and, therefore, in the propensity for local dehydration. However, we find that the addition of

Omega-3 fatty acids also allows to partially reverse such effect.

Finally, in order to lay the foundations for a molecular description of lipid membrane

hydration water, we take advantage of our previous knowledge in supercooled and glassy water,

since nanoconfined water (as is the case of membrane hydration water) exhibits certain vitreous

reminiscences. However, in order to study lipid hydration water, particularly its structure, it

is necessary to have a structure index appropriate for this context, since the current indexes

are not applicable. Therefore, as a first step we evidence some of the limitations of the indexes

developed to date, in order to highlight the essential ingredients to take into account. This leads

us to the development of a new structure index, free from structural preconceptions and based

on energy considerations, that not only corrects the errors in which previous indicators incurred,

but which is also feasible to adapt to nanoconfinement contexts. Although we came a long way to

arrive at this index, in this thesis we apply it only preliminarily in the context of lipid membrane

hydration, since its specific adaptation to this field constitutes a more ambitious task that will

require and favor future studies.
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Caṕıtulo 1

Introducción, objetivos y

metodoloǵıa

1.1. La membrana liṕıdica y su interacción con efectores

1.1.1. La bicapa liṕıdica

En la vida de todo organismo vivo las membranas celulares son un componente fundamental,

no sólo por su función estructural sino también por su rol en la interacción entre células,

el intercambio de información y los procesos de transporte [1, 2]. Estas membranas están

constituidas en su mayor parte por ĺıpidos y más espećıficamente hablando por fosfoĺıpidos,

los cuales forman una bicapa compuesta por dos regiones hidrof́ılicas y una región central

hidrofóbica. En 1972 Singer y Nicholson [3] propusieron el modelo de mosaico fluido Figura 1.1,

el cual establece que los fosfoĺıpidos se encuentran ordenados en forma de bicapa y sobre ella

se encuentran insertadas los demás componentes de la membrana como los glucoĺıpidos, los

esteroles y protéınas entre otros.
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Figura 1.1: Modelo del mosaico fluido propuesto en 1972 por Singer y Nicholson.

Los ĺıpidos que conforman las bicapas ĺıpidicas son tensoactivos con una o varias cadenas

hidrocarbonadas que presentan uno o varios grupos polares iónicos en un extremo de la molécula.

Los ĺıpidos no sólo cumplen una función estructural sino que actúan, entre otras cosas, como

moléculas de señalización y almacenamiento de enerǵıa [4]. Al ser moléculas anfif́ılicas, los ĺıpidos

pueden clasificarse según su cabeza polar como aniónicos (cabeza polar negativa) o catiónicos

(cabeza polar positiva), zwitterionicos (del alemán Zwitter, que significa h́ıbrido) y no iónicos

(cabeza polar sin carga). La cabeza polar del fosfoĺıpido le otorga el valor de carga al agregado

formado [5]. En la Figura 1.2 podemos observar dos de los fosfoĺıpidos que utilizaremos en este

trabajo de tesis: el dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y el dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC).

Ambos comparten la misma cabeza polar, la fosfatidilcolina (PC) pero tienen diferentes colas

hidrocarbonadas las cuales difieren en su longitud.

Figura 1.2: Moléculas de DPPC y DMPC

La flexibilidad de la membrana está marcada por la longitud y el grado de insaturación

de la cadena hidrocarbonada del fosfoĺıpido [6, 7], por lo que cadenas más largas dan como
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resultado una mayor rigidez la cual disminuye al aumentar el número de insaturaciones [8, 9].

Los ĺıpidos presentan diferentes fases liṕıdicas [10] dependiendo de la estructura del ĺıpido, el tipo

de disolvente y la temperatura de trabajo [11, 12, 13, 14], de forma tal que a baja temperatura los

ĺıpidos se encuentran, en el agua, en la fase sólido cristalina (o fase gel) y a altas temperaturas en

la fase ĺıquido cristalina (o fase ĺıquida). La temperatura de transición (Tm) es la temperatura a la

cual el sistema pasa de una fase a otra y es caracteŕıstica de cada ĺıpido ya que depende de varios

factores como el tamaño de la/s cadena/s, el número de insaturación y de las caracteŕısticas de

la cabeza polar. Cuanto mayor es la longitud de la cadena, mayor es la enerǵıa necesaria para

realizar el cambio de fase y la temperatura de transición es mayor [15]. A su vez, la presencia de

dobles enlaces dificulta el empaquetamiento de la bicapa por lo que la temperatura de transición

disminuye como podemos observar de manera ilustrativa en la Figura 1.3.

Figura 1.3: Transición de una bicapa liṕıdica desde una fase sólido cristalina (izquierda) a una

fase ĺıquido cristalina (derecha).

Como indicamos anteriormente, las membranas biológicas son sistemas de una gran

complejidad que se forman en base a bicapas liṕıdicas de constitución mixta y diversas

macromoléculas que se insertan en la misma. El primer paso para modelarlas y comprender

algunos de sus comportamientos consiste en estudiar bicapas modelo de fosfoĺıpidos simples, ya

que modelos de mayor complejidad (y algo más cercanos al sistema real) implican el empleo de

bicapas compuestas por mezclas de distintos fosfoĺıpidos y el agregado de otros constituyentes

naturales como el colesterol. La ventaja del uso de sistemas modelo, más allá de cuestiones

técnicas vinculadas a las simulaciones, es que el manejo de una limitada cantidad de parámetros
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permite un mayor control sobre el efecto que cada uno ejerce sobre las propiedades de la

membrana. Al trabajar con sistemas modelo (menos realistas) es importante disponer también

de experimentos sobre sistemas modelo equivalentes, tal como será el caso de esta tesis.

1.1.2. Efectores de interés para esta tesis

Además de los componentes principales presentes en las membranas liṕıdicas, algunas

membranas celulares, principalmente en las células cerebrales, contienen ácidos grasos Omega-3

que juegan un rol muy importante en la fluidez, estructura, tipo de fase liṕıdica y permeabilidad

de la membrana [16, 17, 18]. El ácido docosahexanoenoico (DHA) es uno de los ácidos grasos de

tipo Omega-3 más comunes con 22 átomos de carbono y 6 dobles enlaces, siendo el primero en el

carbono 3 lo que le da su nomenclatura 22:6, n-3. La principal fuente exógena de DHA se obtiene

a través de los aceites de pescado comercialmente disponibles, aunque en general contienen

mayores cantidades de ácido eicosapentaenoico (EPA) que de DHA [19]. Se ha sintetizado a

través de procesos de fermentación controlada usando dos microalgas, Crypthecodiniumcohnii

y otra especie del género Schizochytrium, lo que ha permitido agregarlo en formulas lácteas,

aśı como otros alimentos de consumo habitual [20]. El DHA que no es consumido en la dieta

se sintetiza a través de la conversión de EPA a ácido docosapentaenoico (DPA) y a su vez

convertido a DHA. También puede obtenerse cantidades significativas de ácido α-linoleico a

través de alimentos de origen vegetal (como nueces, semillas ch́ıa y porotos de soja, entre otros),

el cual posee la nomenclatura 18:3, n-3 y a partir de él los seres humanos podemos sintetizar

DHA y EPA [21]. El DHA constituye alrededor de 40% de los ácidos grasos poliinsaturados

contenidos en el cerebro y 60% en la retina. Los ácidos grasos funcionan tanto como sustratos

de enerǵıa como componentes integrales de la membrana celular. La incorporación de ácidos

grasos poliinsaturados disminuye la fracción de colesterol total, lo que lleva a un incremento

en la afinidad de receptores y la mejoŕıa de los procesos de las distintas funciones cerebrales

superiores. La concentración de DHA cerebral parece ser más dependiente del obtenido por v́ıa

plasmática respecto de la capacidad celular para sintetizarlo [19].
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Los ácidos grasos Omega-3 como el DHA (Figura 1.4) se han popularizado debido a su

importante papel en la salud humana y en el desarrollo [22]. Hay evidencia de la utilización

de DHA en la prevención de cáncer de colon [23] y enfermedad de Alzheimer [24]. Los ácidos

grasos libres tienen efectos marcados tanto en las membranas modelos [25, 26, 27, 28, 29] como

en las membranas biológicas [30, 31, 32] y también aparecen como un constituyente menor en

la membrana plasmática [33]. El DHA en las células cerebrales se encuentra principalmente

esterificado [34], siendo transportado desde el h́ıgado a través de la sangre por medio de

lipoprotéınas, pero también se encuentra como ácido graso libre [35, 36]. Como el DHA libre

no necesita la presencia de una protéına transportadora que penetre las membranas celulares

cerebrales, este modo representa una v́ıa muy apropiada para su incorporación [35, 37, 38, 39, 40].

Muchas investigaciones han encontrado que individuos con enfermedad de Alzheimer (EA) y

Parkinson conteńıan menores concentraciones de DHA [41, 42]. La falta de DHA durante el

desarrollo infantil lleva a una disminución de las funciones mentales y agudeza visual [43, 44].

Además, los niveles alterados de ácidos grasos libres han sido asociados con enfermedades

como la obesidad, hipertensión, diabetes, enfermedades coronarias, alcoholismo, esquizofrenia,

enfermedad de Alzheimer, ateroesclerosis y cáncer [45].

Figura 1.4: Molécula de DHA.

Los ácidos grasos ejercen efectos estructurales en las membranas liṕıdicas, tanto cuando

se encuentran libres como cuando se encuentran enlazados a moléculas como fosfoĺıpidos y

trigliceridos. La rápida inserción de los ácidos grasos libres en las membranas y su incorporación

en moléculas más complejas da como resultado cambios estructurales en las bicapas liṕıdicas.

Desde los años 70, los efectos de los ácidos grasos sobre las membranas modelos han sido

estudiados utilizando una amplia variedad de técnicas, incluidas calorimetŕıa diferencial de
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barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC) [46, 47, 48, 49], espectroscoṕıa de fluorescencia

[50, 51, 52], resonancia de esṕın electrónico [53, 54], dispersión de luz [55], electroforesis [56],

resonancia magnética nuclear (RMN) [57], densitometŕıa [58] y análisis térmico diferencial [59].

Estos estudios han demostrado que los ácidos grasos saturados de cadena larga aumentan la

Tm de la fase gel a fase fluida de los fosfoĺıpidos de la membrana, mientras que los ácidos

grasos de cadena corta o cis-insaturados disminuyen la Tm. Por lo tanto, queda a la vista que

tanto el largo como el grado de insaturación de los ácidos grasos libres tiene un impacto en

la estructura de la membrana [60]. Estas perturbaciones inducidas por los ácidos grasos sobre

la estructura de las membranas liṕıdicas involucran cambios en la fluidez de la membrana, en

el cambio de fase, permeabilidad, fusión de membranas, presión lateral y en la dinámica flip-

flop. El agregado de ácidos grasos insaturados a liposomas formados a partir de DPPC también

ha sido estudiado, particularmente el DHA y el EPA quienes producen un ensanchamiento y

un cambio en los valores de Tm a bajas temperaturas [61]. Esta información sugiere que el

empaquetamiento de la bicapa de DPPC se vuelve más desordenada y fluida cuando contiene

DHA y EPA [62], siendo la fluidez una pieza fundamental en las funciones celulares ya que

la actividad de las protéınas de membrana es modulada por su entorno liṕıdico. Ademas, los

ĺıpidos influencian la configuración para la actividad cataĺıtica de las protéınas ya que modifican

las propiedades biof́ısicas de la membrana [63]. Simulaciones de dinámica molecular confirman

el efecto del ácido 2-hidroxioleico (2-OHOA) en los parámetros estructurales de membranas

de dielaidoilfosfatidiletanolamina (DEPE) [64]. Trabajos realizados por Ehringer et al [65] y

Onuki et al [62] reportaron un aumento en la fluidez de membrana luego de la incorporación de

DHA. De la misma forma, Mason et al [66] usaron difracción de rayos X de bajo ángulo para

evaluar los efectos de los ácidos grasos DHA y EPA en la estructura de membranas liṕıdicas de

palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC) con colesterol. Fodor et al. [58] mostraron con estudios

de fluorescencia con pireno como molécula de prueba, aśı como con DSC, que los ácidos grasos

inducen una variedad de cambios en las propiedades de las membranas fosfoliṕıdicas dependiendo

de la naturaleza qúımica del ácido graso [50].
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En base a todo lo anterior surge como primer objetivo de este trabajo de tesis estudiar el

efecto de la presencia de DHA sobre membranas modelos de DPPC a través de experimentos

realizados por la sub-ĺınea experimental de nuestro grupo de investigación. Posteriormente,

expondremos las simulaciones computacionales correspondientes que llevamos a cabo, cuyos

resultados serán contrastados con dichos experimentos y nos permitirán dilucidar los aspectos

microscópicos de los efectos observados. Dado que las membranas biológicas son estructuras

sumamente complejas, resulta interesante estudiar los efectos de los ácidos grasos sobre modelos

simplificados de biomembranas a un nivel molecular. Por este motivo utilizamos liposomas de

DPPC, uno de los fosfoĺıpidos utilizado en modelos de membranas liṕıdicas.

En la Figura 1.5 podemos observar la molécula de colesterol (Chol) que si bien muchas veces

es considerada como un efector de membrana, lo consideraremos un componente mayoritario

(no sólo por el alto contenido en las membranas celulares cerebrales) ya que juega un papel muy

importante en las membranas biológicas como ya se ha reportado en los últimas décadas tanto

en estudios experimentales como computacionales [67, 68, 69, 70, 71, 72]. Además, el ensamblado

de dominios de colesterol y su composición dependen del tipo de célula y puede verse afectado

por la presencia de ácidos grasos involucrados en la dieta [67, 68]. Ciertos estudios muestran

que el colesterol, cuando esta presente en concentraciones elevadas, puede autoensamblarse y

formar dominios inmiscibles en las membranas plasmáticas, un fenómeno que participa tanto

de los procesos celulares patológicos como fisiológicos [69] como en la enfermedad de Alzheimer

[70, 71, 72].

Figura 1.5: Molécula de colesterol.
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Tanto el colesterol como el DHA tienen efectos claramente diferentes sobre las propiedades

mecánicas y dinámicas de las membranas liṕıdicas. Un claro ejemplo lo podemos observar en

la fluidez de la membrana, una propiedad importante [73], cuyo valor es significativamente

reducido al agregar colesterol, mientras que el DHA produce el efecto contrario (como veremos

más adelante). Por lo tanto, el siguiente objetivo de este trabajo tesis es dar un paso hacia

adelante en lo que a complejidad respecta, estudiando ahora un modelo ternario de membrana

con DPPC-Chol-DHA para observar los efectos de estos dos efectores juntos en membranas

liṕıdicas y buscar si en alguna proporción el DHA podŕıa revertir los efectos estructurales y

dinámicos causados por el colesterol.

Otro efector de gran interés en esta tesis debido a su gran potencial terapéutico son las

familias de las xantonas, moléculas disponibles en la naturaleza como producto natural, por

ejemplo, en el pericarpio de la fruta tropical mangostán o diseñadas por śıntesis orgánica

[74, 75, 76, 77, 78, 79, 80]. Estas moléculas poseen una estructura plana privilegiada con

tres heterociclos fusionados [81] que han atráıdo a la comunidad cient́ıfica por sus propiedades

antifúngicas, antibacterianas, antimalarias, antiaterogénicas, anticanceŕıgenas y por su rol como

neuroprotector en la enfermedad de Alzheimer [74, 75, 76, 77, 78, 79, 80]. Dicho esqueleto puede

ser funcionalizado de diferente manera para adquirir diversas propiedades.

Figura 1.6: Estructuras de xantonas hidroxiladas. 1-Hidroxixantona (XA1) a la izquiera y 1,3,6-

Trihidroxixantona (XA1,3,6) a la derecha.

Dado que las xantonas son altamente seguras y farmacológicamente relevantes, y que además

tienen propiedades similares a otras drogas en cuanto a la penetración de la membrana celular

o la interacción con la misma, han sido señaladas como agentes terapéuticos prometedores

[74, 75, 76, 77, 78, 79, 80], por lo que resulta relevante estudiar la interacción de los componentes
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derivados del mangostán, en particular las hidroxixantonas (Figura 1.6), con membranas modelo

de DPPC. En un trabajo previo de nuestro grupo [82] estudiamos la interacción de xantonas con

DPPC utilizando técnicas experimentales (particularmente medidas de conductividad, potencial

zeta y DSC) y simulaciones de dinámica molecular. Las xantonas estudiadas aumentaron la

fluidez de la membrana, por lo que es esperable que las hidroxixantonas puedan también alterar

tanto las propiedades dinámicas como mecánicas de la membrana. Rybar et al. [83] indicaron

que la velocimetŕıa de ultrasonido y la densiometŕıa aportan más información f́ısica detallada

sobre las veśıculas en comparación con métodos tradicionales como DSC, mientras que también

aportan evidencia sobre la compresibilidad de la membrana. Otro beneficio de la velocimetŕıa

de ultrasonido (comparado con los llamados métodos microscópicos como ESR, RMN o

espectroscoṕıa de fluorescencia) consiste en el hecho de que la comprensibilidad representa una

variable macroscópica derivada de propiedades f́ısicas de la membrana considerada como un todo,

por lo que propiedades mecánicas permiten una apreciación en los cambios de las propiedades

f́ısicas en regiones grandes de la membrana siendo ésta menos afectada por perturbaciones locales

[84].

Motivados por el contexto arriba señalado, más adelante estudiaremos propiedades

termodinámicas y mecánicas de membranas de DPPC y DMPC con hidroxixantonas evaluadas

tanto de forma experimental como computacional. Aqúı el objetivo es contrastar las medidas

de compresibilidad y de fluidez para poder responder a la siguiente pregunta: ¿Los cambios en

el orden estructural, se correlacionan de una manera directa con la compresibilidad y fluidez?

Usualmente el concepto que se tiene de los efectores sobre la membrana es que al intercalarse

entre las cadenas liṕıdicas producen un desorden estructural que disminuye la fluidez y baja la

temperatura de transición. Esto se debe a que debilita las interacciones laterales entre las colas

hidrocarbonadas de los ĺıpidos y a su vez este desorden incrementa la compresibilidad. En el caso

de efectores con una geometŕıa e hidrofobicidad peculiar como las xantonas estudiadas en este

trabajo, presumimos que el comportamiento puede ser superior al esperado en dicho escenario.
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1.2. Agua de hidratación de membranas

1.2.1. Agua pura o bulk

El agua (quizás el ĺıquido más familiar para la especie humana) no sólo es un sistema de

enorme relevancia intŕınseca, sino que resulta indispensable para la estructuración, dinámica y

función de sistemas biológicos (como las membranas liṕıdicas, las protéınas, etc.) y de varios

sistemas de ciencia de materiales. Como muestra de la relevancia del problema podemos ver el

siguiente par de reviews sobre agua nanoconfinada [85] y agua sobreenfriada [86]. En particular,

los paradigmas modernos establecen que el agua de hidratación resulta una parte constitutiva

de las membranas biológicas, de modo que una plena comprensión de la estructura y función de

las mismas requiere de un entendimiento del comportamiento del agua biológica. Es por ello,

que una parte de esta tesis se centra en esta cuestión.

A pesar de la aparente simpleza de su fórmula qúımica, el agua presenta una enorme

cantidad de anomaĺıas termodinámicas y dinámicas: por ejemplo, presencia de un máximo en la

densidad en función de la temperatura, comportamiento no-monótono de los órdenes traslacional

y rotacional, incremento de la capacidad caloŕıfica isobárica, incremento de la compresibilidad

isotérmica y disminución del coeficiente de dilatación térmica a baja temperatura, máximo en el

coeficiente de difusión traslacional, crossover dinámico a bajas temperaturas, etc. Por lo tanto el

modelado teórico del agua reviste la dif́ıcil tarea de reproducir estas anomaĺıas. Hasta la fecha,

no existe un modelo tan complejo que reproduzca todas las particularidades del agua (o por lo

menos no es viable computacionalmente). Por esta razón surgen distintos modelos de agua, cada

uno de ellos con algunos aciertos y algunas falencias en intentar reproducir las propiedades de

esta sustancia tan particular ([87], pag. 54). A lo largo de este trabajo de tesis utilizaremos los

modelos clásicos de agua expĺıcita SPC/E [88], TIP3P [89] y TIP5P [89]. Los tres modelos son

ŕıgidos, es decir que cada molécula de agua es tratada como un set ŕıgido de masas puntuales. Los

modelos SPC/E y TIP3P poseen tres puntos de interacción correspondientes a los tres átomos

de cada molécula de agua, por lo que se conocen como modelos de tres sitios (Figura 1.7). Cada

sitio posee una carga puntual, y el sitio correspondiente al átomo de ox́ıgeno posee también los
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correspondientes parámetros de Lennard-Jones. Dado que los modelos de tres sitios logran una

gran eficiencia computacional, son usados ampliamente en simulaciones de dinámica molecular.

Por otro lado el modelo TIP5P posee cinco puntos de interacción (Figura 1.8). Los dos puntos de

interacción adicionales corresponden a los dos pares de electrones libres del átomo de ox́ıgeno, los

cuales se modelan como dos átomos ficticios con carga negativa enlazados al átomo de ox́ıgeno

con una geometŕıa tetraédrica. El modelo TIP5P posee mejoras en la geometŕıa de d́ımeros

de agua, una estructura más tetraédrica que reproduce mejor las funciones de distribución

radial, experimentales, de difracción de neutrones, como aśı también logra reproducir mejor

la temperatura de máxima densidad del agua.

Figura 1.7: Diagrama de la geometŕıa de los modelos de tres sitios SPC/E y TIP3P, los valores

de los parámetros q1, q2, θ, l1 y σ están detallados para cada modelo en la Tabla 1.1. Adaptado

de [90].

Figura 1.8: Diagrama de la geometŕıa del modelo de cinco sitios TIP5P, los valores de los

parámetros q1, q2, θ, l1,l2, σ y ϕ están detallados para cada modelo en la Tabla 1.2. Adaptado

de [90].
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Tabla 1.1: Parámetros de los modelos de tres sitios SPC/E y TIP3P, el detalle de la geometŕıa

del modelo y de los parámetros enumerados en esta tabla los podemos observar en la Figura 1.7.

Los parámetros σ y ϵ son los correspondientes al potencial de Lennard-Jones para la interacción

entre los átomos de ox́ıgeno de las moléculas de agua. La cargas eléctricas parciales, q1 y q2,

coinciden con los centros de los átomos correspondientes (Figura 1.7). La magnitud de estas

cargas es q1 veces la carga elemental (la carga eléctrica del electrón) para cada uno de los

átomos de hidrógeno, mientras que para cada uno de los átomos de ox́ıgeno la carga es −2 veces

la carga parcial de un hidrógeno, q2 = −2q1. Adaptado de [90].

Modelo σ [Å] ϵ [Å] l1 [Å] q1 q2 θ

SPC/E 3.166 0.650 1.000 0.4238 −0,8476 109.47 ◦

TIP3P 3.15061 0.6364 0.9572 0.4170 −0,8340 104.52 ◦

Tabla 1.2: Parámetros del modelo de cinco sitios TIP5P, el detalle de la geometŕıa del modelo y de

los parámetros enumerados en esta tabla los podemos observar en la Figura 1.8. Los parámetros

σ y ϵ son los correspondientes al potencial de Lennard-Jones para la interacción entre los átomos

de ox́ıgeno de las moléculas de agua. La cargas eléctricas parciales, q1 y q2 , coinciden con los

centros de los átomos correspondientes (Figura 1.8). La magnitud de estas cargas es q1 veces

la carga elemental (la carga eléctrica del electrón) para cada uno de los átomos de hidrógeno.

En este caso la carga parcial negativa no se encuentra sobre el átomo de ox́ıgeno sino que se

encuentra equitativamente distribuida en los dos átomos ficticios enlazados al átomo de ox́ıgeno

central. Estos últimos poseen la carga parcial q2 = −q1 . Adaptado de [90].

Modelo σ [Å] ϵ [Å] l1 [Å] l2 [Å] q1 q2 θ ϕ

TIP5P 3.12 0.6694 0.9572 0.7 0.241 −0,241 104.52 ◦ 109.47 ◦
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En contextos biológicos (donde se la considera como la “matriz de la vida”), el agua resulta

esencial e irremplazable por otros ĺıquidos “normales” precisamente por presentar caracteŕısticas

distintivas o anómalas. Estas anomaĺıas resultan más evidentes a medida que baja la temperatura

y, en particular, al adentrarse en el régimen sobreenfriado (es decir, cuando al agua ĺıquida

se la enfŕıa por debajo de su temperatura de fusión evitando su cristalización). Es por ello

que, más allá de la relevancia propia del estado metaestable, resulta muy importante estudiar

el agua en dicho régimen por este motivo. Ello se debe a que las fluctuaciones moleculares

en la densidad y en las distintas magnitudes termodinámicas (que determinan, por ejemplo,

la capacidad caloŕıfica, dada por las fluctuaciones < ∆S2 > o < ∆H2 >, el coeficiente de

dilatación térmica, < ∆V.∆S >, o la compresibilidad, < ∆V 2 >) crecen con el sobreenfriamiento

y divergen a medida que nos aproximamos al segundo punto cŕıtico ĺıquido-ĺıquido que presenta

el agua en dicha región. Dicha hipótesis de un segundo punto cŕıtico, es decir, de la existencia

de dos formas ĺıquidas del agua, fue propuesta hace casi 30 años por un colaborador de nuestro

grupo en la Universidad de Roma, el Prof. Francesco Sciortino (con el Prof. Gene Stanley

de Boston University) en un trabajo fundacional [91]. Dado que el agua en el estado v́ıtreo

(sólido amorfo) presenta dos fases que coexisten [92, 93] (hielo amorfo de alta densidad, HDA,

y hielo amorfo de baja densidad, LDA), esta descripción plantea que la ĺınea de coexistencia

se extiende a la región ĺıquida (ĺınea de Widom) culminando en un punto cŕıtico. De tal modo,

existe una competencia entre dos formas de agua ĺıquida o estructuras locales preferenciales,

de alta y baja densidad local (HDL y LDL) de modo que se habla de manera genérica de

tipos de arreglos estructurales preferenciales locales o dos “clases”de moléculas de agua. El

principal inconveniente en este contexto ha sido la imposibilidad de acceder experimentalmente

a la región del punto cŕıtico, pues si bien los experimentos llegan a vislumbrar la inminencia de la

presencia de una transición de fase (con enormes fluctuaciones en la densidad a nivel molecular

reflejo de la competencia entre dos estados ĺıquidos), no ha resultado posible alcanzar el grado de

sobreenfriamiento necesario debido a la inevitable interferencia de la cristalización por nucleación

homogénea. Por lo tanto, esta “tierra de nadie” (no man’s land) sólo ha admitido el escrutinio por
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medio de simulaciones computacionales. En tal sentido, y más allá de que el trabajo de diversos

grupos ha permitido acumular una gran cantidad de evidencias a su favor a lo largo del tiempo,

sólo muy recientemente (en 2020) el Prof. Francesco Sciortino ha logrado finalmente obtener la

comprobación definitiva de su teoŕıa [94] a partir de simulaciones computacionales de gran escala

y largo aliento, trabajando en conjunto con el Prof. Pablo Debenedetti de Princeton University,

con quien también colaboramos en nuestro grupo. Por lo tanto, dichas simulaciones muestran que

(tanto por encima de la temperatura de fusión como en el régimen sobreenfriado) efectivamente

existe una mezcla de dos tipos de “clases” de moléculas de agua: moléculas de baja densidad

local (LDL, bien estructuradas y menos móviles) y moléculas de alta densidad local (HDL o

desestructuradas y de mayor movilidad). Los defectos de estructuración locales determinados

por la presencia de moléculas HDL resultan además fundamentales en la reestructuración de la

red de puentes de hidrógeno (Hydrogen Bonds, HBs) del agua y, por ende, de su dinámica.
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Figura 1.9: Diagrama de fases de agua no cristalina (tomado de [95]). La “tierra de nadie” (no

man’s land) indica la región en la cual solo el hielo cristalino ha sido observado. Se encuentra

encerrado por las ĺıneas de cristalización homogénea TH por arriba y por la ĺınea de cristalización

TX por debajo. Los dos dominios de ĺıquido ultraviscoso, baja y alta densidad (LDL y HDL), se

encuentran justo por debajo de TX . Las dos temperaturas de transición v́ıtrea Tg,1 y Tg,2 que

separan los sólidos LDA y HDA de los ĺıquidos ultraviscosos LDL y HDL son adaptados de [96] y

[97] respectivamente. Es importante notar la extension metaestable de Tg,1 en la región estable

de HDA y de Tg,2 en la región estable de LDA/LDL. La primera ĺınea de transición de fase

ĺıquido-ĺıquido (liquid-liquid phase transition, LLPT) termina en el punto cŕıtico ĺıquido-ĺıquido

(liquid-liquid critical point, LLCP).

En virtud de la descripción anterior, a lo largo del tiempo se han desarrollado varios

ı́ndices para identificar las dos “clases” de moléculas de agua. Uno de dichos indicadores es

el ı́ndice de estructura local (Local Structure Index, LSI) [98, 99] combinado con minimizaciones

de enerǵıa potencial o estructuras inherentes (IS) ([100, 101]), estrategia propuesta hace un

tiempo por nuestro grupo de investigación en colaboración con el Prof. Francesco Sciortino
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y que ha sido utilizada por varios grupos internacionales. Finalmente, como veremos más

adelante, dentro del marco de este trabajo de tesis hemos desarrollado un nuevo ı́ndice que,

al partir de consideraciones energéticas y evitar preconceptos estructurales, corrige la tendencia

a sobreestimar la población del estado desestructurado que han mostrado todos los ı́ndices

anteriores. Por lo tanto, este indicador es el primero que permite no sólo una apropiada

cuantificación de la fracción de ambos arreglos moleculares locales o “clases” de moléculas

corrigiendo a los ı́ndices anteriores, sino que habilita una adecuada clasificación de las mismas,

algo hasta ahora inaccesible. En otras palabras, sólo ahora es posible caracterizar de modo no

ambiguo la fracción de ambas “clases” de moléculas (como veremos luego: moléculas de baja

densidad local, tetraédricas, que llamamos moléculas T, y moléculas de alta densidad local, con

su coordinación de HB distorsionada, que llamamos D) y, más aun, clasificarlas apropiadamente

[102, 103]. Otra cuestión importante en este sentido es el hecho de que (tal como hemos

mostrado recientemente [102, 103]) los estados de alta y baja densidad deben caracterizarse

al nivel de los arreglos multi-moleculares y no al nivel de molécula simple (tal como se ha hecho

usualmente). Ello es debido a que, a bajas temperaturas, las moléculas desestructuradas o de

alta densidad local (defectos) resultan muy minoritarias (su población hab́ıa sido sobreestimada

por los métodos anteriores) además de mostrar cierta tendencia a clusterizarse, y el sistema

se debe particionar entre moléculas estructuradas, T, rodeadas por otras de su misma clase

y por regiones localmente desestructuradas, defectos, en que moléculas desestructuradas, D, se

encuentran rodeados mayormente de moléculas estructuradas, T. Esta capacidad de caracterizar

apropiadamente a los defectos estructurales del agua y de disponer de un ı́ndice de estructura

capaz de ser reformulado para contextos de superficies y nanoconfinamiento (tal como es posible

ahora, dado que los ı́ndices anteriores no lo eran [102, 103]) podŕıa resultar de gran relevancia

en diversos campos, como en la comprensión de la estructura y de la dinámica de la hidratación

y del comportamiento del agua de hidratación de membranas. Por ejemplo, ello nos permitiŕıa

caracterizar en simulaciones moleculares las distintas “clases” de moléculas de agua que se

observan por espectroscoṕıa infrarroja (IR) como ya indicado (con una distribución mucho



CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN, OBJETIVOS Y METODOLOGÍA 35

más rica que la del agua pura o bulk), y permitiŕıa mapear distintas regiones de la membrana

(incluso en regiones con presencia de efectores como colesterol y otros) de acuerdo al valor del

ı́ndice y detectar regiones reactivas, es decir, con agua desestructurada, defectuosa y, por ende,

fácilmente removible. Por supuesto que todo esto es algo muy ambicioso y de largo aliento. Por

lo tanto, el objetivo de este trabajo de tesis es mostrar el camino transitado para llegar al nuevo

ı́ndice de estructura indicado. Pero más allá de mostrar que el ı́ndice tal cual desarrollado ya

permite, por ejemplo, determinar la extensión espacial en que el agua de hidratación muestra su

comportamiento anómalo hasta recuperar el comportamiento bulk, la extensión y aplicación al

contexto espećıfico de la hidratación de membranas liṕıdicas del ı́ndice quedará como un trabajo

futuro.

1.2.2. Agua de hidratación de membranas liṕıdicas modelo

Como dicho, el paradigma moderno que describe a las membranas biológicas considera que

el agua de hidratación es una parte insustituible y constitutiva de la membrana. En tal sentido,

el agua de hidratación se encuentra tanto hidratando a los grupos polares de la membrana (en

general vinculándose por puente de hidrógeno con los carbonilos y fosfatos de los fosfoĺıpidos),

como aśı también es capaz de penetrar o atravesar la región apolar constituida por las cadenas

alqúılicas, por lo que resulta fundamental para modular las interacciones entre la membrana y

sus diversos efectores. En este trabajo de tesis nos interesará abordar, en una primera instancia,

una de las varias cuestiones vinculadas a la descripción anterior mostrando como variaciones en

la qúımica de los ĺıpidos de las membranas con y sin colesterol, produce respuestas diferentes

en el agua de hidratación. En la Subsección 1.1.2 ya comentamos la importancia del colesterol

en las membranas liṕıdicas. Adicionalmente, los ĺıpidos con grupos éter (sin carbonilo) están

involucrados como plasmalógenos en el tráfico de colesterol [104, 105], por lo que estudios de

la interacción del Chol y los ĺıpidos con éter PC son requeridos. A diferencia del DMPC, el

14:0 Dieter PC posee igual número de átomos de carbono en sus cadenas hidrocarbonadas pero

carece de lps grupos carbonilos y posee dos grupos éter. Como veremos más adelante, el Chol
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afecta las propiedades de las membranas liṕıdicas tanto en la fase ĺıquido cristalina como en

la fase sólido cristalina. En la fase ĺıquido cristalina ocurre una compresión de la membrana y

una disminución de la cooperatividad en la temperatura de transición, la cual no se modifica

[106, 107] y expande la fase sólido cristalina. A concentraciones altas de colesterol, la transición

de fase tiende a desaparecer, lo cual afecta el grado de libertad de los isómeros rotaciones de las

cadenas alqúılicas [108, 109, 110].

La acción del Chol también ha sido vinculada con el estado de hidratación de las membranas

liṕıdicas. En este sentido, se han reportado cambios en las propiedades del agua en su vecindad

inmediata utilizando Laurdan como sonda fluorescente. Por encima de la Tm el Chol produce

un aumento del GP (Generalized Polarization, GP) de la membrana, un parámetro relacionado

indirectamente con la disminución de agua en la membrana [110, 111]. Esta disminución del

contenido de agua ha sido considerada una consecuencia del aumento del empaquetamiento del

Chol por encima de Tm. Sin embargo, un estudio reciente ha mostrado que el mismo cambio en

GP puede obtenerse cuando el octanol es privado del agua, indicando que no es necesario un

cambio estructural en la fase para producir una disminución de GP [112], por lo que el Chol

modula el contenido de agua en las membranas independientemente del empaquetamiento y

el Laurdan es la sonda apropiada para medirlo. Los niveles de hidratación en las membranas

liṕıdicas se pueden definir en tres regiones: alrededor de los grupos fosfatos, los grupos carbonilos

y las cadenas alqúılicas.

En estudios de dinámica molecular y de espectroscoṕıa de generación de sumas de frecuencias

vibracionales (Vibrational Sum Frequency Generation, VSFG) también se ha detectado población

alrededor de los grupos colina [113], de hecho la hidratación de cada región esta correlacionada.

La interacción agua-fosfato se ve mejorada cuando los grupos carbonilos están ausentes [114, 115].

Utilizando combinaciones de espectroscoṕıa de fluorescencia, análisis FTIR-ATR e isotermas de

presión/área en la superficie de monocapas, se ha observado que la población de agua relajable

aumenta en sistemas con éter PC en comparación con ester PC [116]. Esto ha sido explicado con

la formación de los puentes de agua entre los grupos fosfatos (POs) y carbonilos (COs) de las
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PCs que dificulta los grados de libertad rotacional que se ganan cuando las moléculas de agua

están unidas solo a los POs de los ĺıpidos con éter [116, 117, 118].

Como ya ha sido reportado, la ausencia de grupos COs fortalece los enlaces de puente de

hidrógeno con los grupos POs [115, 119, 120] formando una primera esfera de hidratación más

compactada y una segunda esfera de hidratación menos compacta. Esta situación particular que

se genera en ausencia de grupos COs podŕıa ser modificada por el Chol dado que podŕıa cambiar

la propensión a desplazar agua en procesos donde hay involucradas interfases (penetración de

péptidos, fusión, etc.), por lo que seŕıa relevante determinar si el Chol modula a las membranas

de éter PC y, ademas si él mismo constituye un centro de hidratación. En este sentido, en un

trabajo en colaboración con el grupo del Prof. Ańıbal Disalvo, que realiza estudios utilizando

las propiedades fluorescentes del Laurdan, llevamos a cabo simulaciones de dinámica molecular

para modelar la distribución de las poblaciones de moléculas de agua y de los HBs para cada

sistema.

Por otra parte, se ha encontrado que el colesterol labiliza localmente el agua de hidratación

[121, 122], lo cual podŕıa ser relevante en términos de la reactividad de la membrana a la luz

de una descripción actual en el contexto de la unión de ligandos a macromoléculas que nuestro

grupo de trabajo ha contribuido a establecer [123, 124, 125, 126, 127, 128]. Una fuerza impulsora

para el proceso de unión lo constituye el reemplazo por el ligando de agua lábil (comparada con

la significativamente más lenta agua de hidratación global) o fácilmente removible (es decir,

implicaŕıa un bajo trabajo termodinámico de remoción). Por ejemplo, dado que el colesterol

parece estar involucrado en la agregación cataĺıtica mediada por la membrana de péptidos beta

amiloides que producen la enfermedad de Alzheimer [129], la modulación del agua de hidratación

puede ser una cuestión sumamente relevante en este contexto.

Finalmente, desde una perspectiva más general existen varias cuestiones que aún no han

sido dilucidadas en el contexto del agua de hidratación de membranas. Por un lado, el agua de

hidratación suele presentar, incluso a temperatura ambiente, una dinámica lenta caracteŕıstica

del agua sobreenfriada (o comportamiento v́ıtreo). Dicho comportamiento se extiende a una
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distancia importante de la membrana, de alrededor de 1 nm o más (incluso existen resultados

recientes que hablan de una longitud de escala sumamente anómala, más para la estructura que

para la dinámica [130]). Por otro lado, los experimentos del grupo del Prof. Ańıbal Disalvo (como

ser, por ejemplo, por medio de espectroscoṕıa infrarroja, IR, [131]) han detectado la existencia

de una gran riqueza estructural, con diversos “tipos de aguas”. Por lo tanto, poder disponer de

un ı́ndice de estructura que caracterice microscópicamente al agua de hidratación de membranas

seŕıa sumamente relevante y permitiŕıa “mapear” regiones con distinta reactividad local.

A partir de todo lo anterior, queda de manifiesto la importancia de considerar el efecto del

agua de hidratación, a diferencia de viejos paradigmas en que el agua era un mero medio en

el que se encontraba la membrana (más allá de inducir su autoensamble). Es por ello que el

estudio del agua resulta fundamental para entender no sólo la estructuración y dinámica de la

membrana sino su reactividad y función.

1.3. Metodoloǵıa

En esta sección seguiremos uno de los textos clásicos de técnicas de simulación computacional

[132]. La dinámica molecular (DM) es una técnica que permite calcular propiedades de transporte

y de equilibrio de sistemas clásicos de muchos cuerpos. El término “clásicos” significa que el

movimiento de los núcleos de las part́ıculas que componen el sistema obedecen las leyes de la

mecánica clásica. Esta es una muy buena aproximación para una gran cantidad de materiales,

donde los efectos cuánticos pueden no ser tenidos en cuenta para su estudio. Básicamente, se

trata de “ver” como evoluciona un sistema en el tiempo dadas ciertas condiciones iniciales y

cambios impuestos durante la simulación.

Para preparar la muestra, elegimos un sistema modelo que consiste en un cierto número

de part́ıculas que interaccionan según un campo de fuerzas apropiado, y luego resolvemos las

ecuaciones de movimiento de Newton hasta que las propiedades del sistema ya no vaŕıen con el

tiempo, en este estado decimos que el sistema ha alcanzado el equilibrio. Luego de equilibrado,

realizamos la medida en śı, siguiendo esta estructura básica de un programa de DM:
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1. Leemos los parámetros que especifican las condiciones de la simulación, por ejemplo:

temperatura inicial, número de part́ıculas, densidad, paso de tiempo (time step).

2. Iniciamos el sistema, es decir, asignamos posiciones (sin que las mismas se superpongan)

y velocidades iniciales a cada una de las part́ıculas que lo forman según alguna distribución

(uniforme, Boltzmann, entre otras), teniendo en cuenta la temperatura promedio del sistema o

de manera equivalente, su enerǵıa cinética media.

3. Luego calculamos las fuerzas que actúan sobre todas las part́ıculas. En la mayoŕıa de los

casos, la cantidad de part́ıculas que forman el sistema es grande lo cual implica un gran costo

computacional si para cada part́ıcula la fuerza fuera a calcularse respecto de todas las demás

part́ıculas del sistema (un cálculo innecesario dado que la interacción disminuye rápidamente

con la distancia), por lo que las calculamos de manera aproximada según algunos criterios.

4. Luego integramos las ecuaciones de movimiento de Newton. Este paso y el anterior son el

núcleo de la simulación y se repiten hasta que calculamos la evolución temporal del sistema para

el intervalo deseado. El algoritmo más utilizado para realizar este paso es el de Verlet [133], que

realiza una expansión de Taylor de las posiciones (r⃗) de las part́ıculas a tiempos t entre t+∆t

y t−∆t:

r⃗(t+∆t) = r⃗(t) + v⃗(t)∆t+
f⃗(t)

2m
∆t2 +

∆t3

m

...
r +O(∆t4) · · ·

r⃗(t−∆t) = r⃗(t)− v⃗(t)∆t+
f⃗(t)

2m
∆t2 − ∆t3

m

...
r +O(∆t4) · · ·

(1.1)

donde la primera derivada de r⃗ es la velocidad y la segunda está determinada por la fuerza

(f⃗). Combinando las ecuaciones anteriores y despreciando los términos de orden superior a 3

obtenemos:

r⃗(t+∆t) ≈ 2r⃗(t)− v⃗(t−∆t) +
f⃗(t)

m
∆t2 (1.2)

El estimado de la nueva posición contiene un error de orden ∆t4, donde ∆t es el paso de

tiempo elegido para la DM. Es importante notar que el algoritmo de Verlet no utiliza la velocidad

para calcular las nuevas posiciones y se logra una precisión de orden ∆t3 considerando términos
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∆t2. Reemplazamos las posiciones anteriores por las nuevas y se repite el paso 3.

5. Luego de completado el loop anterior, calculamos y almacenamos los promedio de las

cantidades medidas (temperaturas, enerǵıa potencial, enerǵıa total, etcétera), y termina la

simulación.

En este trabajo de tesis utilizamos el programa de Amber que realiza simulaciones de

dinámica que permite simular los sistemas de membranas modelo de interés. Para el estudio

de membranas de DPPC con DHA (Sección 2.1) utilizamos el paquete de simulación Amber14

[134] para simular membranas con un total de 128 moléculas, donde cada monocapa presenta 64

moléculas de ĺıpido en un arreglo de 8 x 8. En las membranas mixtas de DPPC y DHA removimos

18 moléculas de DPPC y colocamos moléculas de DHA en su lugar. Trabajamos también con

menores concentraciones de DHA pero dado que los resultados son cualitativamente similares

solo mostramos los resultados para la concentración más alta. Las membranas las estabilizamos

a 323 K, una temperatura a la cual la membrana de DPPC se encuentra en su estado fluido ya

que la temperatura de transición de fase es 314 K para este ĺıpido.

Para estudiar los efectos del DHA en membranas de DPPC y colesterol (Sección 2.2 y

Subsección 3.1.2) utilizamos CHARMM-GUI Membrane Builder [135] para armar 5 membranas

diferentes. Aqúı utilizamos el paquete actualizado Amber16 [136] y los campos de fuerza Lipid17

[137] y GAFF [138]. Todos los parámetros de los campos de fuerza de Amber y Lipid17 se pueden

obtener a partir del paquete AmberTools20 [139]. Las membranas puras de DPPC (utilizadas

también en la Subsección 3.2.4) consisten en un arreglo de ĺıpidos de 8 x 8 a cada lado de la

bicapa. La membrana de DPPC-Chol la preparamos con 45 moléculas de DPPC y 19 moléculas

de colesterol por monocapa, dando como resultado una concentración de colesterol del 30%.

Luego agregamos moléculas de DHA hasta llegar a una concentración del 30% manteniendo

fija la proporción ĺıpido/colesterol (70:30). Al igual que en la sección Sección 2.1, realizamos

simulaciones con menores concentraciones de DHA (que tampoco mostramos) y la temperatura

fue de 323 K.

Para el estudios de xantonas en membranas de DPPC y DMPC (Sección 2.3) tanto el
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paquete de simulación, el campo de fuerza y los parámetros de enlace, ángulos, torsiones y

Lennard-Jones son los mismos que los utilizados en los sistemas de DPPC-Chol y DPPC-

Chol-DHA y se construyeron con 64 ĺıpidos por monocapa en un arreglo de 8 x 8. Luego

removimos 9 ĺıpidos en cada monocapa y en su lugar introdujimos moléculas de hidroxixantona

orientadas de forma aleatoria, pero cercana a la posición de equilibrio para acortar los tiempos

de simulación (colocamos 18 xantonas por monocapa). Realizamos otras simulaciones con las

xantonas posicionadas en el medio acuoso y luego de un largo peŕıodo de simulación llegaron a

la posición de equilibrio dentro de la membrana. Las membranas las estabilizamos a 293 K y a

323 K para los sistemas con DPPC y a 283 K y 303 K para DMPC respectivamente, para las

fases gel y fluida respectivamente. La temperatura de transición de fase para el DMPC es de

297 K.

Todas las membranas simuladas durante la tesis las solvatamos con suficientes moléculas

de agua TIP3P de forma tal de garantizar la hidratación completa del sistema, asegurándonos

que en cada sistema la relación agua-ĺıpido sea como mı́nimo 50:1. La solvatación la realizamos

a lo largo del eje Z y en las direcciones (X,Y) del plano aplicamos condiciones periódicas de

contorno. Realizamos 2 pasos de minimización a volumen constante. Primero se minimizó el

solvente manteniendo la membrana y el sistema entero fijos. Luego de que la temperatura haya

estabilizado utilizando el termostato de Langevin [140], las dimensiones y la densidad del sistema

se equilibraron hasta establecer las distancias de equilibrio entre ĺıpidos. En todos los casos

realizamos más dinámicas de equilibrización de al menos 600 ns para asegurarnos de obtener

membranas equilibradas, según el tipo de membrana y la cantidad de componentes de la misma.

Las dinámicas de equilibrio y las dinámicas finales las realizamos con el ensamble NPT, con

SHAKE activado para los enlaces de hidrógeno. De todos los sistemas generamos varias réplicas

para tener estad́ıstica suficiente.

Los experimentos de potencial zeta, densitometŕıa, conductividad y la preparación de los

liposomas correspondientes al Caṕıtulo 2 fueron realizados por la sub-ĺınea experimental de

nuestro grupo de investigación formado por las Dras. Marcela Ana Morini, Viviana Isabel
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Pedroni, Maria Belén Sierra y la Lic. Pamela Mendioroz.

Las membranas de DMPC y de 14:0 Dieter PC puras y con un 30% de Chol estudiadas en

la Subsección 3.1.1, las preparamos de la misma forma que las membranas en la Sección 2.2 y en

la Sección 2.3 descriptas anteriormente, utilizando el CHARMM-GUI Membrane Builder [135],

con un arreglo de 8x8 moléculas de ĺıpido y para los sistemas mixtos con 45 moléculas de ĺıpido

y 19 moléculas de Chol en cada monocapa. El paquete de simulación, los parámetros de enlace,

ángulo, torsión y Lennard-Jones y los campos de fuerza son los mismos que los utilizados en

el Caṕıtulo 2, al igual que los procedimientos de hidratación, equilibración y simulación de las

membranas.

Los experimentos de espectroscoṕıa de fluorescencia con la sonda Laurdan y VSFM fueron

realizados por el grupo colaborador de los licenciados H. A. Perez y R. E. Giménez a cargo de

la Dra. M. A. Fŕıas y el Dr. E. A. Disalvo. en el Centro de Investigaciones en Biofisica Aplicada

y Alimentos, CIBAAL, Universidad Nacional de Santiago del Estero y CONICET (RN 9 - Km

1125, 4206 Santiago del Estero, Argentina).

En el Caṕıtulo 3 realizamos simulaciones de DM para los modelos de agua SPC/E y

TIP5P utilizando el programa de simulación GROningen Machine for Chemical Simulations

(GROMACS) version 5.0.2 [141]. Todos los enlaces fueron constreñidos utilizando el algoritmo

LINear Constraint Solver (LINCS) y las interacciones electrostáticas de largo alcance fueron

evaluadas utilizando el método de malla de part́ıculas de Ewald (particle mesh Ewald, PME ).

El paso de simulación que utilizamos fue de 2 fs. Usamos un termostato de Berendsen modificado

y el barostato de Parrinello-Rahman a 1 bar como presión de referencia. Todas las simulaciones

las realizamos en cajas cubicas con un tamaño apropiado con condiciones periódicas de contorno

y con un cutoff de 1 nm para las fuerzas de corto alcance. En todos los casos los sistemas

fueron equilibrados por tiempos mucho mayores al tiempo de relajación estructural del sistema

o relajación α, realizamos las dinámicas de producción de datos por al menos 30 ns en cada caso.

En la Subsección 3.2.1 el sistema de SPC/E lo preparamos con 216 moléculas de agua y el sistema

de TIP5P con 512 moléculas. En la Subsección 3.2.2 y en la Subsección 3.2.3 el sistema de SPC/E
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lo preparamos con 1050 moléculas de agua, mientras que los sistemas de TIP4P/2005 y TIP5P

con 1010 y 1087 moléculas de agua respectivamente. Estos tamaños son apropiados para el

enfoque sobre las propensiones dinámicas donde se demanda un número grande de realizaciones

diferentes dentro del ensamble isoconfiguracional (utilizamos 1000 dinámicas isoconfiguraciones

para cada temperatura).





Caṕıtulo 2

Interacción de membranas liṕıdicas

con efectores de interés como ácidos

grasos Omega-3 y xantonas

El objetivo de este caṕıtulo consiste en llevar a cabo simulaciones computacionales de modo

de aportar una visión molecular de la estructura y la dinámica de bicapas liṕıdicas modelo

interactuando con diversos efectores, como el colesterol, los ácidos grasos Omega-3, presentes

principalmente en las membranas de las células neuronales (en particular, el DHA) y heterociclos

trićıclicos fusionados (xantonas). Pretendemos determinar las diversas modificaciones que

dichos efectores producen en distintos parámetros de membrana, como por ejemplo su fluidez.

Espećıficamente, en el caso de los ácidos grasos Omega-3, cuya relevancia crece d́ıa a d́ıa tanto

desde una perspectiva nutriceútica como terapéutica, suponemos que los mismos pueden afectar

la fluidez de la membrana liṕıdica, revirtiendo los efectos que el colesterol produce sobre la

misma al rigidizar las cadenas alifáticas. Por su parte, suponemos que las xantonas, pequeñas

moléculas de origen natural que constituyen estructuras moleculares privilegiadas, con un gran

espectro de actividades biológicas y terapéuticas, pueden interactuar con la membrana liṕıdica

debido a su conformación planar y a su esqueleto apolar que a su vez puede acomodar diversos

sustituyentes que le otorguen caracteŕısticas anfif́ılicas. El objetivo de nuestras simulaciones
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computacionales consiste en determinar los aspectos moleculares responsables de respuestas

macroscópicas significativas en la estructura y dinámica de la membrana.

2.1. Ácidos grasos Omega-3

En esta sección mostraremos un trabajo experimental desarrollado por la sub-ĺınea

experimental de nuestro grupo, en el cual utilizamos potencial zeta, densitometŕıa y simulaciones

de dinámica molecular para investigar las interacciones del DHA libre con membranas liṕıdicas

de DPPC [142] con la finalidad de estudiar los cambios en la fluidez de membrana y en la

estructura luego de la incorporación de DHA.

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigación [143] mostramos que la carga

superficial del liposoma depende del tipo de ĺıpido y de condiciones como la temperatura o el

estado de fase del liposoma, por lo que mediciones de potencial zeta en función de la temperatura

pueden ser utilizadas para detectar la temperatura de transición de fase y de pre-transición de

los ĺıpidos [144]. Esta técnica nos permite la apreciación de los cambios de fase en los sistemas

liṕıdicos estudiados, aśı como su carga superficial y, junto con otros estudios, el análisis del

cambio del potencial zeta en función de la temperatura otorga información sobre el arreglo

estructural de los ĺıpidos en estudio. El DPPC muestra valores negativos de potencial zeta para

DPPC en la fase ĺıquido cristalino y positivos en la fase sólido cristalino. Este comportamiento lo

explicamos en nuestro trabajo [143] en términos de la conformación molecular adquirida por el

DPPC, ya sea exponiendo el grupo fosfato en la fase fluida o exponiendo el grupo colina en la fase

gel. La reorientación de la dirección de los grupos de las cabezas polares en PC por la transición

de fase es conocida en la literatura, especialmente en el campo de resonancia magnética nuclear

(RMN) con 31P y difracción de rayos X [145, 146, 147].

En la Figura 2.1 mostramos los valores obtenidos de potencial zeta con enfriamiento continuo

para DPPC y DPPC-DHA donde las diferentes mezclas de DPPC-DHA con agua como solvente

muestran una carga superficial. Este resultado es similar al obtenido en nuestro trabajo previo

recién mencionados para el DPPC (valores negativos de potencial zeta en la fase ĺıquido cristalina
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y valores positivos en la fase sólido cristalina) y observamos el mismo escenario en el sistema

de DPPC con 10% de DHA Figura 2.1. En contrapartida, la mezcla con 30% de DHA arroja

valores negativos de potencial zeta en todo el rango de temperaturas, pasando por las fases

sólido cristalina y ĺıquido cristalina, como podemos ver en la Figura 2.1.

Figura 2.1: Potencial Zeta en función de la temperatura para los sistemas de DPPC (cuadrados

azules) y DPPC con 10 y 30% de DHA (rombos rojos y ćırculos verdes respectivamente)

preparados y dispersados en agua. En todos los casos la desviación fue menor al 10%, no

introducida en el gráfico para una mejor visualización. Los datos reportados son el promedio de

tres grupos de liposomas diferentes.

Para los liposomas de DPPC el gráfico de potencial zeta dependiente de la temperatura

nos muestra que la transición de fase ocurre con un cambio abrupto en los valores de potencial

zeta Figura 2.1, siendo la transición menos brusca para las mezclas de DPPC-DHA Figura 2.1.

Podemos observar también que la temperatura de transición de los sistemas de DPPC-DHA al

10% está más cercana a la del DPPC puro que la del sistema DPPC-DHA al 30% que se mueve

hacia valores más bajos. Si consideramos el signo y la magnitud del potencial zeta en la fase

fluida para las mezclas de DPPC-DHA, encontramos que para las membranas con un contenido

de 10% de DHA la carga superficial es un poco menos negativa que para el caso de DPPC

puro. Estas modificaciones pueden deberse a cambios en la localización u orientación de las
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grupos polares de las cadenas de DPPC por la presencia vecina de las moléculas de DHA. Estas

últimas ubican su zona polar en la región de las cabezas de los ĺıpidos mientras que sus cadenas

hidrofóbicas, usualmente no extendidas en su totalidad, se ubican junto a las colas no polares.

Este arreglo resulta en una menor exposición de los grupos fosfato de los ĺıpidos en comparación

con las membranas de DPPC puro. Para el caso de membranas con un contenido de DHA del

30%, los valores de potencial zeta se vuelven significativamente más negativos que aquellos para

las membranas de puras de DPPC. Esto además nos indica que no sólo la contribución del

fosfato esta presente en la carga de la superficie si no también la contribución de la disociación

de las moléculas de DHA, una hipótesis apoyada en los grandes aumentos de conductividad que

observamos en los sistemas de DPPC-30%DHA (datos no mostrados).

Las propiedades termodinámicas de los liposomas de DPPC las derivamos en su mayoŕıa del

estudio del volumen espećıfico, que lo podemos calcular luego de realizar medidas de densidad

utilizando la siguiente ecuación:

φv = [1− ρ− ρ0
c

]
1

ρ0
(2.1)

donde φv es el volumen espećıfico, ρ es la densidad de la solución, ρ0 es la densidad del

solvente puro y c es concentración de soluto (el ĺıpido) en mg/mL. El φv en función de la

temperatura lo podemos observar en la Figura 2.2, donde los valores de φv aumentan a medida

que la temperatura se incrementa, como era de esperar. El incremento más notorio se da en la

región de temperaturas cercanas a Tm, indicando un aumento del volumen de los fosfoĺıpidos

mientras se da la transición de la fase sólido cristalina a la fase ĺıquido cristalina. Si bien la

forma de las curvas del gráfico son similares, las veśıculas que conteńıan DHA dan valores más

bajos con respecto a las de membranas de DPPC puras en todas las temperaturas lo que podŕıa

significar que las membranas con DHA son más compactas en comparación con las membranas

sin modificar. Además, a medida que la concentración de DHA aumenta la Tm se desplaza hacia

valores más bajos Tabla 2.1. Estos resultados poseen errores experimentales que coinciden muy

bien con los errores obtenidos por potencial zeta y densidad mostrados en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1: Temperaturas de transición obtenidas por Potencial Zeta y medidas de densidad para

DPPC y mezclas de DPPC-DHA en agua. La información contiene la media ± SD.

Sistema Potencial Zeta Densidad

DPPC 41.4 ± 0.8 41.25 ± 1.00

DPPC-DHA10% 40.5 ± 1.2 40.00 ± 1.20

DPPC-DHA30% 37.9 ± 0.9 37.50 ± 0.80

Figura 2.2: Volumen espećıfico, φv en función de la temperatura para membranas de DPPC

(cuadrados azules) y DPPC con 10 y 30% de DHA (rombos rojos y ćırculos verdes

respectivamente). En todos los casos la desviación fue menor al 10%, no introducida en el

gráfico para una mejor visualización. Los datos reportados son el promedio de tres grupos de

liposomas diferentes.

La dependencia de φv versus temperatura nos permite derivar el parámetro de transición

de medio pico (half-width transition), ∆ Tm, el cambio de volumen a esta temperatura, ∆φv,
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y la expansibilidad térmica, αm, (αm = (δV/δT )) a la temperatura de transición [144]. Estos

valores los podemos apreciar en la Tabla 2.2 para los sistemas de DPPC y de los sistemas mixtos

DPPC-DHA, donde los valores de αm para los sistemas mixtos concuerdan muy bien con los

reportados anteriormente [148].

Tabla 2.2: Valores de Temperaturas de transición principal, Tm, transición de medio pico, ∆Tm,

cambios de volumen, ∆φv, y la expansibilidad térmica, αm, a la temperatura de transición

principal para DPPC y mezclas de DPPC-DHA en agua.

Sistema Tm/◦C ∆Tm/◦C ∆φv 105/mL.g−1 αm 105/mL.g−1

DPPC 41.25 0.35 3100 8857

DPPC-DHA10% 40.00 0.90 4050 4500

DPPC-DHA30% 37.50 1.10 4500 4090

A continuación mostramos los cálculos realizados a partir de las simulaciones de dinámica

molecular comenzando por la Figura 2.3 donde mostramos el desplazamiento cuadrático medio

en dos dimensiones, 2D-MSD (el MSD dentro del plano de la membrana), para las membranas de

DPPC puro y de DPPC-DHA. El MSD es una medida de la diferencia promedio en la posición

de las part́ıculas respecto a su posición de referencia (desplazamiento) en el tiempo. El MSD se

define como:

MSD =
1

N

N∑
n=1

(xn(t)− xn(0))
2 (2.2)

donde N es el número de átomos del ĺıpido (consideramos todos los átomos pesados del ĺıpido),

xn(0) = x0 es la referencia o posición de cada átomo y xn(t) es la posición de cada átomo a un

tiempo t determinado (mostramos los resultados para un peŕıodo de 100 ns). El desplazamiento

luego lo promediamos sobre todos los fosfoĺıpidos de la membrana. De la Figura 2.3 podemos

aprender que, en mezclas de DPPC-DHA, las moléculas de DHA muestran valores más grandes
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de MSD comparado con las cadenas de DPPC a T = 323 K, mientras que a T = 293 K observamos

la misma tendencia (datos no mostrados), pero las desviaciones del comportamiento respecto

a la membrana de DPPC puro son menores. Al mismo tiempo, la presencia de DHA también

fluidifica la membrana ya que las cadenas de los ĺıpidos de DPPC en las membranas mixtas

muestran una movilidad mayor comparado con el comportamiento de las membranas de DPPC

puro (también mostrado en la Figura 2.3).

Figura 2.3: MSD en dos dimensiones en función del tiempo para DPPC puro (negro), DPPC

vecinos a DHA (rojo) y DHA (azul) en una membrana mixta de DPPC-30%DHA para T = 323

K. En el recuadro se muestra la misma información pero en escala log-log.

A su vez, la Figura 2.4 muestra los perfiles de densidad para los diferentes grupos de

membrana y los grupos carbonilos del DHA a T = 323 K. En dicho gráfico podemos observar

que los grupos carboxilos de las moléculas de DHA se ubican a la altura de las cabezas polares de

los ĺıpidos, cerca de los grupos carbonilo, fosfato y colina, mientras que la parte hidrocarbonada

del DHA se encuentra enterrada en las cadenas no polares de los ĺıpidos.
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Figura 2.4: Perfil de densidad a lo largo del eje Z para agua (rojo), grupos carbonilo del DPPC

(negro), grupos fosfato del DPPC (azul), y el grupo hidrof́ılico del DHA (verde) para T = 323

K. En el recuadro mostramos el perfil de densidad de la membrana de DPPC puro a la misma

temperatura.

De la figura podemos observar que la presencia de DHA ensancha significativamente los

picos en la región correspondiente a las cabezas de los ĺıpidos, al comparar con el caso de las

membranas de DPPC puro mostrada en el recuadro de la figura. En particular el DHA arrastra

las posiciones de los carbonilos más cerca de los grupos fosfatos y colinas. Esta incorporación del

DHA en la región de los grupos carbonilos de los ĺıpidos puede ser la responsable de los valores

negativos encontrados en las medidas de potencial zeta. Los resultados a T = 293 K (datos no

mostrados) son similares pero los picos son un poco más estrechos comparados con el caso a

T = 323 K. Adicionalmente en la figura Figura 2.5 mostramos el perfil de densidad electrónica

para membrana mixta de DPPC-DHA y para las membranas de DPPC pura a T = 323 K.
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Figura 2.5: Perfil de densidad electrónica total de la membrana mixta de DPPC-DHA. En el

recuadro mostramos el perfil de densidad electrónica total para la membrana de DPPC pura.

El ordenamiento de las cadenas alqúılicas de los ĺıpidos lo determinamos calculando el

parámetro de orden Scd. Este parámetro de orden es una medida relativa de la orientación

de los enlaces C–D con respecto a la normal de la membrana, calculado como:

Scd =
1

2

〈
3 cos2 θ − 1

〉
(2.3)

donde θ es el ángulo entre un enlace C–H de una cadena en particular y la normal a la

membrana donde la reorientación de la membrana es axialmente simétrica y los paréntesis

angulares representan el promedio en el ensamble. En la Figura 2.6 mostramos el perfil del

parámetro de orden obtenido de simulaciones a lo largo de las cadenas hidrofóbicas del DPPC

en la membrana mixta de DPPC-DHA y de la membrana pura de DPPC (siendo el valor de Scd

el promedio de las cadenas alqúılicas sn-1 y sn-2). La mitad superior de las cadenas muestran un

valor de Scd más elevado, mientras que esta cantidad disminuye progresivamente en la segunda

mitad hacia los grupos alqúılicos terminales, cerca del centro de la membrana. Esto se debe a

las mayores restricciones al empaquetamiento en la región superior a medida que las cadenas

se anclan en la interfaz hidrof́ılica, mientras que la porción inferior esta sujeta a una menor

restricción a la movilidad. Cabe destacar que el parámetro de orden lo calculamos con respecto

a la normal a la superficie (eje Z) mientra que el MSD en dos dimensiones lo calculamos en

el plano a la superficie (coordenadas XY). La membrana de DPPC en presencia de DHA nos
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muestra valores más altos de Scd que la membrana pura, siendo este incremento cualitativamente

similar al compararlo con la membrana de DPPC con DHA esterificado [149]. Esta similitud en

el comportamiento estructural entre el DHA libre y el esterificado en membranas con DHA es

consistente a su vez con la situación para las propiedades dinámicas como el MSD lateral (XY),

donde observamos un aumento en las membranas de DPPC con DHA esterificado, de la misma

manera que nuestros resultados lo muestran en la Figura 2.3.

Figura 2.6: Parámetro de orden Scd para las cadenas alqúılicas de DPPC en la membrana de

DPPC puro (triángulos rojo), en la membrana mixta DPPC-DHA (ćırculos azul) a T = 323 K.

Los valores de Scd corresponden al promedio de las cadenas alqúılicas sn-1 y sn-2.

Recapitulando, podemos decir que la presencia de DHA suaviza la transición de fase tanto

para la concentración de 10% como para el 30% mostrando gráficos de potencial zeta con

formas muy diferentes a las del DPPC puro, siendo la forma de las curvas de DPPC-DHA

muy similar una con la otra solo que la concentración más alta de DHA presenta valores más

negativos mostrando aśı la contribución de las cargas negativas del DHA a la superficie. Los

resultados de las medidas de potencial zeta nos indican que las moléculas de DHA ubican sus

grupos carbox́ılicos junto a las cabezas polares de los ĺıpidos, situación que podemos corroborar

observando los perfiles de densidad obtenidos por simulaciones de dinámica molecular. Además

son consistentes con los resultados publicados de rayos X en membranas de POPC-DHA,

mientras que para sistemas de POPC-EPA se encontró que el EPA adopta una posición diferente
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al ubicarse más profundo en la membrana, siendo este hecho la explicación a sus diferencias en

su actividad biológica [66]. La ubicación del DHA en la membrana de DPPC es la que produce

cambios estructurales en la organización de las cabezas polares de los ĺıpidos, como observamos en

los perfiles de densidad que mostramos en nuestras simulaciones donde los picos de los carbonilos

y fosfatos son considerablemente más anchos en comparación con la membrana pura de DPPC.

El aumento en la fluidez producido por el DHA (medido experimentalmente y confirmado por

cálculos de MSD) arrastra a los grupos liṕıdicos, especialmente a los carbonilos.

En cuanto a las propiedades termodinámicas de las veśıculas de DPPC, las derivamos

en su mayoŕıa del estudio del volumen espećıfico, el cual fue similar al que obtuvimos por

medidas de potencial zeta en función de la temperatura [82]. En dicho estudio observamos una

disminución de la temperatura de transición y un aumento en el ancho de la transición de fase, los

cuales atribuimos al efecto indirecto de la incorporación de efectores en la membranas liṕıdica

actuando como impurezas [150]. Observamos que a mayor concentración de DHA, disminuye

la temperatura de transición y, por lo tanto, la membrana se torna más fluida. Además de la

disminución del valor de Tm, el ancho de la transición de fase aumenta cuando incrementamos

la proporción de DHA. Este aumento de la fluidez de la membrana se da aun cuando el DHA

produce un mayor ordenamiento de la misma. De todos modos, como veremos en una sección

posterior, a veces no existe una relación trivial entre orden y fluidez. En cuanto a la expansión

térmica observamos lo opuesto en la transición principal, lo cual deja en evidencia la disminución

de la cooperatividad de la transición de fase en presencia de DHA. La temperatura de transición

principal de los liposomas de DPPC en presencia de DHA disminuye. La disminución de la

cooperatividad en los cambios estructurales de las bicapas liṕıdicas durante la transición de fase

principal de los ĺıpidos en presencia de DHA se ve reflejada también en los altos valores de ∆φv

y αm para el sistema puro de DPPC. Este efecto en los valores de la temperatura de transición

y en la fluidez de la membrana los pudimos corroborar con los resultados de las simulaciones de

dinámica molecular, donde podemos observar un aumento en el MSD para los sistemas mixtos

de DPPC-DHA con respecto a el sistema puro de DPPC. En este sentido, las moléculas de DHA
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no sólo son más móviles que las cadenas liṕıdicas del DPPC sino que su presencia mejora la

movilidad de las cadenas de los ĺıpidos, como podemos observar en el aumento de las curvas de

MSD de dichas cadenas.

Dado que estos experimentos fueron realizados utilizando membranas modelo, es necesario

profundizar el análisis para dilucidar como influencian los cambios liṕıdicos en la membrana de

los diferentes tejidos a la actividad biológica. Por lo que a continuación (como ya descripto en el

Caṕıtulo 1) se extiende al estudio del mismo sistema en presencia de colesterol, para acercarnos

más al comportamiento real de las membranas biológicas. La interacción de los ácidos grasos

como el DHA con el colesterol es de fundamental importancia ya que la presencia de este último

tiene efectos muy significativos en la estructura y en la función de las membranas celulares.

En particular, el colesterol promueve un aumento de la rigidez de las cadenas alifáticas de los

ĺıpidos y, en vista de los resultados arriba expuestos, es posible que el DHA actúe revirtiendo o

morigerando dicho efecto.

2.2. Ácidos grasos Omega-3 y colesterol

En esta sección de la tesis profundizaremos en el estudio de como el DHA modifica los

efectos que produce el colesterol en la estructura y en la dinámica de las membranas de DPPC.

Nuestros estudios revelan que el agregado de un 30% de DHA al sistema de DPPC-Chol tiende

a revertir la acción del Chol en las membranas liṕıdicas modelo. Los resultados del trabajo que

realizamos en esta sección dan señales del efecto de los ácidos grasos, particularmente del DHA,

sobre las membranas liṕıdicas, con un potencial preventivo en enfermedades neuronales como la

enfermedad de Alzheimer.

Comenzamos realizando medidas de potencial zeta con enfriamiento constante para los

sistemas de DPPC, DPPC-Chol, DPPC-Chol-DHA con 10%, 20%, y 30% de DHA que podemos

observar en la Figura 2.7. Para el DPPC puro el gráfico de potencial zeta en función de la

temperatura nos muestra que la transición de fase tiene un salto abrupto en los valores de

potencial zeta (tal como en la obtuvimos anteriormente) y podemos apreciar la temperatura de
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transición de 41 ◦C.

Figura 2.7: Potencial Zeta en función de la temperatura para los sistemas de DPPC (ćırculos

azules), DPPC-Chol (cuadrados negros), DPPC-DHA 30% (triángulos rojos) y DPPC-Chol-

DHA 30% (estrellas verdes) preparados y dispersos en agua. En todos los casos la desviación

fue menor al 10%, no introducida en el gráfico para una mejor visualización. Los datos reportados

son el promedio de tres grupos de liposomas diferentes.

El agregado de colesterol al DPPC hace que la transición de fase desaparezca. Es sabido

que la presencia de colesterol en las membranas liṕıdicas fluidifica la fase gel y rigidiza la fase

ĺıquido cristalina, dando lugar a una nueva fase denominada fase ĺıquido ordenada (Lo) [151].

Tanto al agregar un 10% como un 20% de DHA al sistema DPPC-Chol, la transición de fase no

aparece. Sin embargo, al agregar una concentración del 30% de DHA la curva de potencial zeta

muestra el t́ıpico cambio abrupto en la zona de la transición de fase principal y la temperatura

de transición se mueve hacia valores más bajos Tabla 2.3.
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Tabla 2.3: Temperaturas de transición obtenidas por Potencial Zeta para DPPC y para mezclas

de DPPC-DHA 30% y de DPPC-Chol-DHA 30% en agua. La información contiene la media ±

SD.

Sistema Tm/◦C

DPPC 42.1 ± 0.9

DPPC-DHA30% 37.9 ± 0.7

DPPC-Chol-DHA30% 35.5 ± 1.1

Si comparamos el comportamiento del sistema ternario con el sistema binario de DPPC-DHA

30% estudiado en la sección anterior podemos observar de la Figura 2.7 que el comportamiento

de las curvas de potencial zeta en función de la temperatura tiene la misma tendencia aunque

muestra dos diferencias. En primer lugar la carga superficial del sistema sin colesterol es

más negativa y en segundo lugar que la temperatura de transición del sistema ternario es

más baja comparada con el sistema sin colesterol, siendo estas temperaturas 35.5 y 37.9 ◦C

respectivamente, como podemos ver en la Tabla 2.3.

La técnica de potencial zeta utilizada para realizar medidas en función de la temperatura,

ha sido hasta la fecha escasamente explotada. En la sección anterior mostramos como esta

técnica probó ser útil y un método simple para la obtención de la temperatura de transición

de una muestra ĺıpida. Ahora demostramos también que puede aportar información adicional

sobre el sistema en estudio al combinarla con medidas de la carga superficial y fluidez. Los

resultados de potencial zeta para el sistema de DPPC-Chol nos muestran que los valores decrecen

en comparación con el sistema de DPPC puro, lo cual indica una carga superficial negativa.

Considerando la estructura plana del colesterol que permite que el mismo se intercale en la región

de las cadenas alqúılicas de los fosfoĺıpidos, Pandit et al. [152] propusieron que la formación de

complejos entre el DPPC y el colesterol no era solamente la resultante entre la t́ıpica interacción
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de puente de hidrógeno (donde el colesterol actúa como dador y el fosfoĺıpido como aceptor) si

no también entre los hidrógenos de los metilos en los grupos colinas y los átomos de ox́ıgeno

en los grupos hidroxilo del colesterol (siendo ahora el colesterol un aceptor y los fosfoĺıpidos

dadores). Estas interacciones exponen a los grupos fosfato de la superficie de forma tal que el

potencial zeta del sistema DPPC-Chol se vuelva más negativo que en el sistema puro de DPPC.

El signo del potencial zeta del DPPC en función de la disposición de los grupos de las cabezas de

los ĺıpidos en la superficie (y no por adsorción de iones del medio en la superficie) fue propuesta

por nuestro grupo en [143]. Por lo que tanto para el sistema DPPC-Chol como para el sistema

DPPC-Chol-DHA el signo del potencial zeta es considerado un resultado del reordenamiento de

la superficie, incluyendo dominios, resultantes de las diferentes interacciones y afinidades entre

los componentes de las membranas.

El efecto del colesterol sobre el estado de la fase liṕıdica lo podemos verificar en los registros

del potencial zeta al ver la ausencia del cambio de pendiente en la zona de la temperatura

de transición. Estudios de espectroscoṕıa de emisión fluorescencia han reportado resultados

similares [153]. La falta de pendiente es esperable ya que el esterol desordena la fase sólido

cristalina permitiendo la movilidad de las moléculas de DPPC en la membrana [154, 112],

mientras que a altas temperaturas los esteroles ordenan la membrana [154]. En general, los

grupos hidrox́ılicos del colesterol dan lugar a restricciones en el movimiento de las cadenas

alqúılicas y también retienen a los grupos amonio de las colinas [154]. Otra explicación es que el

colesterol puede romper las interacción entre los fosfoĺıpidos por lo que la diferencia en fluidez

entre las diferentes fases seŕıa menos marcada [155].

La adición de DHA al sistema de DPPC-Chol modifica el potencial zeta de la membrana

a medida que se modifica la concentración de DHA, ya que el potencial zeta cambia de

positivo a negativo de acuerdo con la concentración. Esto es relevante ya que la superficie de

la membrana tiene papel muy importante en muchos procesos biológicos, como la interacción

de una biomembrana con protéınas de membrana o liposomas transportadores de drogas con el

sistema inmune [156]. Podemos observar que la adición de un 30% de DHA al sistema de DPPC-
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Chol promueve la aparición de la transición de fase. A estas concentraciones de DHA el sistema

ternario tiene un comportamiento que se encuentra entre el DPPC-DHA 30% y el DPPC puro

y también fluidifica la membrana como podemos ver por la disminución de la temperatura de

transición.

La baja barrera energética de rotación sobre los enlaces C–C en la unidad repetitiva

–C=C–C–C= de las cadenas de los ácidos grasos poliinsaturados produce una multitud de

rápidos cambios conformacionales [157, 158] que empujan al colesterol hacia una posición más

superficial en la membrana. A su vez, las moléculas de DHA inducen un incremento en los

movimientos isotrópicos en las regiones donde el DHA participa junto con el colesterol y se

revierte el efecto de rigidez de la membrana producido por este, dando como resultado una

mayor fluidez de membrana y restableciendo la transición de fase. Una propuesta similar sobre

la formación de dominios utilizando membranas liṕıdicas modelo de POPC y a través de

Rayos X y fluorescencia fue publicado en [159]. Dada esta distribución en la membrana y con

nuestras medidas de conductividad en mente, es posible que una cierta parte del DHA no se

haya podido ionizar y promovió la disrupción de los dominios de colesterol, como propusieron

Williams et al. [160] usando espectroscoṕıa de RMN 2H de estado sólido para explorar la

organización moléculas de 1-[2H31] palmitoil-2-eicosapentaenoilfosfatidilcolina (PEPC-d31) y

1-[2H31] palmitoil-2-docosahexaenoilfosfatidilcolina (PDPC-d31) en mezclas con esfingomielina

y colesterol.

En este trabajo [161], también estudiamos algunas propiedades estructurales de los sistemas

DPPC-Chol y DPPC-Chol-DHA en función de la temperatura usando dilatometŕıa y velocidad

de ultrasonido. La disminución del volumen aparente de los sistemas mixtos comparado con

los sistemas de DPPC puro indica la existencia de una contracción adicional a la fluctuación

de volumen que las capas de fosfoĺıpidos sufren por la presencia del colesterol, la cual se vuelve

menos intensa al incorporar el DHA. Con un 30% de DHA el sistema ternario alcanza un volumen

similar al de la membrana pura de DPPC. El efecto ordenador del colesterol en las cadenas

alqúılicas de DPPC se puede apreciar en técnicas como RMN, resonancia de spin electrónico y
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espectroscoṕıa de fluorescencia. Uno de sus efectos estudiados es la condensación que se origina

como resultado del incremento de las interacciones de van der Waals entre las cadenas alqúılicas

debido al efecto ordenador [162]. También evaluamos la compresibilidad adiabática espećıfica

φK/β0, una propiedad mecánica de la membrana liṕıdica. Estos parámetros macroscópicos

permiten evaluar la influencia del colesterol y del DHA en sus ĺıpidos vecinos, cambiando

aśı propiedades f́ısicas de la membrana. De la Figura 2.8 podemos observar que la respuesta

mecánica de los sistemas mixtos es diferente a la del sistema de DPPC. La disminución de la

compresibilidad espećıfica revela la existencia de una disminución del desorden en los liposomas,

principalmente en la parte hidrofóbica de la bicapa liṕıdica [163]. La adición de DHA de hasta

30% a los liposomas de DPPC-Chol hace a la membrana más compresible. Al igual que para

el volumen aparente, la adición de 30% de DHA al sistema DPPC-Chol hace que tienda a

comportarse como la membrana pura de DPPC.
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Figura 2.8: Compresibilidad adiabática espećıfica, φK/β0, versus la temperatura para una

suspensión de liposomas de DPPC (ćırculos azules), DPPC-Chol (cuadrados negros), DPPC-

Chol-DHA 10% (rombos rosas), DPPC-Chol-DHA 20% (triángulos violetas) y DPPC-Chol-

DHA 30% (estrellas verdes) en la fase ĺıquido cristalina. En todos los casos la desviación fue

menor al 10%, no introducida en el gráfico para una mejor visualización. Los datos reportados

son el promedio de tres grupos de liposomas diferentes.

Luego de realizadas las simulaciones de dinámica molecular y los cálculos correspondientes,

en la Figura 2.9 mostramos el MSD en dos dimensiones para las membranas de DPPC, DPPC-

DHA, DPPC-Chol y DPPC-Chol-DHA. Al comparar el DPPC (azul) con DPPC-Chol (negro)

en estado fluido, es evidente que la presencia de Chol reduce el MSD de los ĺıpidos tal como

se ha observado anteriormente [164]. Por otro lado, el comparar la membrana pura de DPPC

con DPPC-DHA (rojo) es similar al presentado en el trabajo anterior [142]. Al contrario que el

Chol, el DHA aumenta la flexibilidad de la membrana significativamente. Es interesante que al

incorporar DHA en la membrana de DPPC-Chol, el MSD es más grande que en la membrana

pura de DPPC y se acerca al comportamiento de DPPC-DHA.
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Figura 2.9: MSD en dos dimensiones en funciones del tiempo para DPPC en el sistema puro

(ćırculos azules), DPPC en el sistema con Chol (cuadrados negros), DPPC en el sistema con

DHA (triángulos rojos) y DPPC para el sistema con DHA y Chol (estrellas verdes).

En la Figura 2.10 mostramos el perfil de densidad para la membrana de DPPC aśı como

también para el DHA y el Chol a T = 323 K. Los efectos de la presencia del DHA y el Chol

en la membrana de DPPC en el estado ĺıquido cristalino ya son conocidos: El colesterol rigidiza

la membrana liṕıdica (alargando las cadenas hidrocarbonadas) y el perfil de densidad se mueve

hacia afuera del centro de la membrana, es decir, hacia valores más altos [165]. Por otro lado, la

incorporación de DHA en la bicapa de DPPC pura torna el perfil de densidad considerablemente

más ancho, lo cual interpretamos como una señal de mayor fluidez [142]. En cambio, ahora

encontramos que al incorporar DHA a una mezcla de DPPC-Chol, el efecto del colesterol es

nuevamente de alguna forma contrarrestado, ya que los picos de densidad se posicionan en un

punto intermedio entre los dos casos.
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Figura 2.10: Perfil de densidad a lo largo del eje Z para agua (ćırculos azul), grupos carbonilo

del DPPC (triángulos rojos), grupos fosfato del DPPC (cuadrados negros), el grupo hidrof́ılico

del DHA (estrellas verdes) y el grupo hidroxilo del Chol (diamantes violetas) para T = 323 K.

El valor cero corresponde al centro de la bicapa.

El parámetro de orden Scd lo calculamos de la misma forma que en la sección anterior

Sección 2.1 y lo observamos en la Figura 2.11, donde se compara el valor de Scd para cinco

membranas diferentes. Tanto las cadenas sn-1 como sn-2 mostraron la misma tendencia pero

solo mostramos los valores de las cadenas sn-1. Los efectos del DHA sobre la bicapa de DPPC

también los analizamos en el trabajo anterior [142], y los efectos de colesterol ya han sido

previamente reportados [165]. En la figura podemos observar la respuesta de la membrana de

DPPC-Chol ante la presencia de DHA, apreciando como los valores de Scd del sistema ternario

se desplazan hacia los valores de la membrana de DPPC-DHA. Otra vez, podemos ver como el

DHA revierte los efectos de rigidez del colesterol.
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Figura 2.11: Parámetro de orden Scd para las cadenas alqúılicas de DPPC puro (ćırculos azules),

DPPC-Chol (cuadrados negros), DPPC-DHA 30% (triángulos rojos) y DPPC-Chol-DHA 30%

(estrellas verdes) a T = 323 K. Los valores de Scd corresponden a las cadenas alqúılicas sn-1 de

DPPC.

Los conceptos de orden y fluidez pueden parecer opuestos ya que el término fluidez no

representa una propiedad f́ısica con una definición clara para representar a estos sistemas. Sin

embargo, como recientemente hemos encontrado en otros sistemas [166], la adición de colesterol a

la membrana de DPPC genera un efecto dual dado que por un lado incrementa la rigidez al mismo

tiempo que conserva la fluidez requerida para su funcionamiento. En este sentido, el término

fluidez da una idea del aspecto dinámico de la membrana liṕıdica en la fase ĺıquido cristalina.

El problema con este concepto de fluidez es que la membrana liṕıdica puede ser “fluida” en

más de un sentido. La descripción del estado material de un ĺıpido en una membrana requiere

de al menos dos grados de libertad: el grado de libertad de posición (translacional) y el grado

de libertad interno (conformacional). Las bicapas liṕıdicas pueden mostrar fluidez en ambos

grados de libertad, por lo que si entendemos a la fluidez como la difusión rápida de moléculas

en el plano lateral de la bicapa liṕıdica, entonces la fluidez describe el desorden dinámico de

las variables translacionales. Si por el contrario, la fluidez hace mención a una alteración o la

falta de uniformidad en la distribución conformacional de las cadenas hidrocarbonadas, entonces
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estamos ante un término que hace referencia a la presencia de desorden en los grados de libertad

internos de las moléculas del ĺıpido. En otras palabras, la bicapa liṕıdica puede mostrar fluidez

en sendos grados de libertad como en el caso de la fase ĺıquido desordenada, o solo en uno como

ocurre en la fase ĺıquido ordenada inducida por la presencia de colesterol [167].

A modo de resumen, podemos decir que los resultados de las simulaciones para el

sistema ternario (DPPC-Chol-DHA) en el estado fluido son consistentes con los resultados

experimentales mostrando que el DHA contrarresta los efectos del colesterol en la membrana

liṕıdica. Particularmente este efecto lo podemos observar en los valores de movilidad mostrados

en el MSD Figura 2.9, donde el DHA parcialmente revierte el efecto de ensanchamiento de

las cadenas hidrocarbonadas Figura 2.10, fluidificando a la membrana, y también restablece en

cierta medida el parámetro de orden Figura 2.11, contrarrestando también el efecto ordenador

del colesterol.

A pesar de su vital importancia, todav́ıa quedan muchos aspectos fisicoqúımicos sin resolver

sobre la presencia de colesterol en las membranas fosfoliṕıdicas a pesar de la enorme cantidad

de trabajos realizados al respecto. En este sentido, se han publicado estudios sobre la formación

de dominios ricos en colesterol dependiendo del tipo de ĺıpido de membrana [168]. También hay

numerosos estudios sobre la participación del DHA en la formación de dichos dominios [17, 169,

159, 66, 170]. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis son particularmente válidos para

el sistema estudiado en las proporciones utilizadas. Dado que la membrana plasmática es una

estructura muy compleja, elegimos un modelo de membrana al igual que hicieron otros autores

[62, 171]. Sin lugar a duda los sistemas humanos son mucho más complejos que nuestro simple

modelo de representación. Aśı todo, confiamos en que los resultados de este trabajo pueden

ayudar a esclarecer los efectos del DHA sobre la membrana liṕıdica en presencia de colesterol.
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2.3. Estructuras moleculares privilegiadas: heterociclos

trićıclicos fusionados (xantonas)

En esta sección estudiaremos los efectos de hidroxixantonas (XAs) en membranas de DPPC

y DMPC. Como veremos más adelante, tanto los resultados obtenidos por la parte experimental

como por la parte computacional indican que la presencia de XAs en los sistemas estudiados

aumenta la fluidez de la membrana y simultáneamente disminuye la comprensibilidad de las

mismas. Esta aparente contradicción deja de existir cuando consideramos la geometŕıa plana

de los anillos aromáticos fusionados que le permitiŕıan empaquetarse de manera eficiente entre

las cadenas hidrocarbonadas de los ĺıpidos. Esto disminuiŕıa la compresibilidad mientras que

su presencia debilitaŕıa las interacciones metileno-metileno entre cadenas, incrementando aśı su

fluidez y disminuyendo su temperatura de fusión.

Para este fin utilizamos técnicas experimentales como velocidad de ultrasonido y

densitometŕıa que aportan información sobre la mecánica (volumen de compresibilidad) y sobre

la termodinámica (temperatura de transición de fase) de membranas biológicas y de membranas

modelo [83]. En la literatura observamos que, en la mayoŕıa de los casos, la compresibilidad de

la membrana incrementa con respecto a la membrana pura en presencia de efectores [83, 172],

mientras que en otros sistemas las membranas se vuelven menos compresibles [163]. En algunos

casos la compresibilidad depende del estado de fase en que se encuentran los ĺıpidos [173, 174, 175]

y/o las proporciones ĺıpido/efector [83].

El comportamiento termodinámico de la membrana en presencia de un efector lleva,

generalmente, a la temperatura de transición de los ĺıpidos hacia temperaturas más bajas,

haciendo a la membrana más fluida (como observamos en las secciones anteriores con el DHA). El

estudio de la respuesta de la membrana cuando diversos efectores son incorporados a la misma es

de gran relevancia no sólo debido al hecho en śı mismo, sino también por la posibilidad que brinda

para cambiar las propiedades de membrana y hacer posible su utilización en biotecnoloǵıa para

el diseño de membranas con funciones espećıficas como liposomas transportadores de drogas.
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Los estudios de velocidad de ultrasonido y densidad de xantonas libres e hidroxiladas los

realizamos en función de la temperatura, tanto para veśıculas de DPPC como de DMPC

dentro de la sub-ĺınea experimental de nuestro grupo. Calculamos el volumen espećıfico y la

compresibilidad adiabática espećıfica para las bicapas. Las medidas de densidad son necesarias

para evaluar el volumen espećıfico de la membrana y luego determinar la compresibilidad

adiabática espećıfica con la ecuación:

φK

β0
= −2[u]− 1

ρ0
+ 2φv (2.4)

donde β0 representa el coeficiente adiabático de compresibilidad y ρ0 es la densidad del

solvente [176]. El valor φK/β0 representa los cambios en la compresibilidad de volumen de las

veśıculas con respecto al solvente, [u] es la variación de la concentración y φυ es el volumen

parcial aparente. Los resultados están representados en las Figura 2.12 y Figura 2.13 en función

de la temperatura para veśıculas con DPPC y xantonas libres e hidroxixantonas. Al observar el

gráfico de [u] versus temperatura observamos una caracteŕıstica t́ıpica de este tipo de gráficos

que es un mı́nimo en la temperatura de transición de fase principal (Figura 2.12 curva azul).

El valor de velocidad del sonido nos muestra una pendiente a la altura de la transición de fase

[177, 178, 179]. Para temperaturas menores a la temperatura de transición (41°C para DPPC),

el valor de [u] cae lentamente a medida que la temperatura aumenta, por otra parte un aumento

en [u] es t́ıpico en la región por arriba de Tm. Esta tendencia puede deberse a la disminución

del ordenamiento de los ĺıpidos en la bicapa. Esto puede estar relacionado a una mejora en las

libertades conformacionales de las cadenas hidrocarbonadas de los ĺıpidos con el aumento de la

temperatura [163]. Tanto la forma del gráfico [u] versus T y el mı́nimo en [u] han sido reportados

en trabajos previos de velocidad de ultrasonido en función de la temperatura induciendo el

cambio de transición de fase en veśıculas suspendidas de PC saturadas [83, 175, 177, 180].
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Figura 2.12: Incremento de la concentración de la velocidad del sonido, [u], en (a) y volumen

espećıfico, φV , en (b) versus la temperatura, para suspensiones acuosas de liposomas de DPPC

sin hidroxixantonas (rombos azules), y con una proporción de 0.3 de DPPC-XA1 (ćırculos rojos)

y DPPC-XA1,3,6 (triángulos verdes). En todos los casos la desviación fue menor al 10%, no

introducida en el gráfico para una mejor visualización. Los datos reportados son el promedio de

tres grupos de liposomas diferentes.
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Figura 2.13: Compresibilidad espećıfica adiabática, φK/β0, versus temperatura para

suspensiones acuosas de liposomas de DMPC sin hidroxixantonas (rombos azules), y con una

proporción de 0.3 de DPPC-XA1 (ćırculos rojos) y DPPC-XA1,3,6 (triángulos verdes). En

todos los casos la desviación fue menor al 10%, no introducida en el gráfico para una mejor

visualización. Los datos reportados son el promedio de tres grupos de liposomas diferentes.

La presencia de hidroxixantonas influencia el valor de membrana [u]. En la Figura 2.12(a)

podemos apreciar que la pendiente del gráfico [u] versus temperatura desaparece en las

membranas de DPPC con hidroxixantonas, a medida que la concentración aumenta, se vuelve

más pronunciada en comparación con las bicapas puras de DPPC. Al igual que como ya se ha

reportado en membranas de PC con otros efectores [163], la capa de hidratación que rodea a los

ĺıpidos y a las xantonas se torna más compresible a medida que la temperatura aumenta. Dado

que los cambios en [u] implican cambios en sendas bicapas y en la esfera de hidratación, el análisis

de las propiedades mecánicas requiere evaluar cambios en el volumen espećıfico de los liposomas,

lo cual se puede lograr a través de la densidad de los liposomas suspendidos [163]. Utilizando

los valores de densidad y la Ecuación 2.1 determinamos el volumen espećıfico de las veśıculas de

DPPC y lo graficamos en función de la temperatura Figura 2.12(b). Podemos observar que en

general el volumen espećıfico crece en los intervalos de temperatura cercanos a Tm, indicando un

incremento en el volumen de las moléculas de fosfoĺıpidos al pasar de la fase gel a la fase ĺıquido
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INTERÉS COMO ÁCIDOS GRASOS OMEGA-3 Y XANTONAS 71

cristalina. El volumen espećıfico de las veśıculas con hidroxixantonas resultó ser menor que el de

las que conteńıan solo DPPC a pesar de que todas tienen aproximadamente la misma forma. Esto

podŕıa indicarnos que la membrana liṕıdica es más compacta en las proporciones efector/ĺıpido

aqúı estudiadas. También observamos que a medida que aumenta el número de grupos hidroxilo

en las xantonas, los valores de Tm se vuelven más bajos Tabla 2.4. Estos resultados tienen errores

experimentales acordes a estudios previos de nuestro grupo de investigación [82] de potencial

zeta con enfriamiento continuo y estudios de DSC.

Tabla 2.4: Temperaturas de transición obtenidas por Potencial Zeta y medidas de densidad

mezclas de DPPC-XAs y DMPC-XAs en agua. La información contiene la media ± SD.

Sistema Tm/◦C (Densitometŕıa) Tm/◦C (Potencial Zeta)

DPPC 41.51 ± 1.20 42.1 ± 0.9

DPPC-XA1 38.60 ± 1.10 39.3 ± 0.8

DPPC-XA1,3,6 37.14 ± 1.00 36.5 ± 1.1

DMPC 23.55 ± 0.70 23.7 ± 0.6

DMPC-XA1 20.91 ± 0.60 21.6 ± 0.5

DMPC-XA1,3,6 18.03 ± 0.40 17.9 ± 0.5

De los valores de [u] y de φv calculamos la compresibilidad adiabática espećıfica (φK/β0) en

la Ecuación 2.4 en función de la temperatura para veśıculas puras y con hidroxixantonas. Para

DPPC puro por debajo de Tm, encontramos que a medida que la temperatura aumenta el valor

de φK/β0 se incrementa hasta llegar a un máximo en Tm y luego disminuye para temperaturas

menores a T = 41 °C. Un incremento de la compresibilidad espećıfica con la temperatura para

todos los sistemas estudiados es también evidente. El aumento en la compresibilidad espećıfica

refleja un mayor desorden en los liposomas debido principalmente al comportamiento de la parte

hidrofóbica de la membrana y un aumento en la compresibilidad de las esferas de hidratación a
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medida que la temperatura aumenta [163].

En la fase sólido cristalina, las curvas φK/β0 para las membranas de DPPC puras y con

hidroxixantonas son diferentes en forma y tamaño. En la fase ĺıquido cristalina los valores

de φK/β0 para las veśıculas con hidroxixantonas aumenta lentamente. En esta fase, podemos

apreciar que si bien las curvas de membranas de DPPC-XAs no difieren de las membranas

puras de DPPC, śı presentan diferencias entre si, mientras que en la fase gel el sistema DPPC-

XA1 tiene una compresibilidad menor que el sistema DPPC-XA1,3,6. Esto nos muestra que

las hidroxixantonas modifican la estructura de la membrana, espećıficamente, ambos efectores

inducen orden tanto en la fase gel como en la fase fluida. En estudios previos de nuestro grupo

[82] se puede apreciar que la fluidez aumenta al pasar de la fase sólido cristalina a la fase ĺıquido

cristalina. Sin embargo estos resultados no se contradicen ya que el grado de desorden refleja la

anisotroṕıa en el movimiento molecular mientras que la fluidez esta relacionada con el grado de

movimiento, por lo que cambios en el orden estructural no significa estrictamente un cambio en

la fluidez [65]. En śıntesis, los resultados obtenidos revelan que un incremento en la concentración

de hidroxixantonas en las veśıculas, implican incrementos en la velocidad de ultrasonido [u] y

una disminución tanto del volumen espećıfico como de la compresibilidad espećıfica aparente.

El comportamiento del DMPC lo podemos observar en la Figura 2.14(a) donde el gráfico

de [u] versus temperatura nos muestra un gráfico t́ıpico mientras que el mı́nimo ubicado en la

temperatura de transición desaparece. A diferencia del comportamiento del DPPC, los valores

de [u] son similares en las membranas de DMPC con y sin hidroxixantonas. Los gráficos de

volumen espećıfico φV versus temperatura para los liposomas de DMPC los podemos apreciar

en la Figura 2.14 (b), los cuales nos muestran las diferencias en el volumen espećıfico para las

veśıculas con y sin hidroxixantonas tanto para la fase sólido cristalina como para la fase ĺıquido

cristalina. Si bien las formas de estos gráficos son similares, para ambas fases los sistemas que

conteńıan hidroxixantonas dan valores más bajos que los sistemas puros de DPPC.
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Figura 2.14: Incremento de la concentración de la velocidad del sonido, [u], en a) y volumen

espećıfico, φV , en b) versus temperatura para las suspensiones acuosas de liposomas de DMPC

sin hidroxixantonas (cuadrados violeta), y con una proporción de 0.3 de DMPC-XA1 (ćırculos

rojos) y DMPC-XA1,3,6 (triángulos verdes). En todos los casos la desviación fue menor al 10%,

no introducida en el gráfico para una mejor visualización. Los datos reportados son el promedio

de tres grupos de liposomas diferentes.

Calculamos también los valores de compresibilidad adiabática espećıfica, φK/β0, de las

veśıculas con y sin hidroxixantonas a partir de los valores de φV y [u] utilizando la Ecuación 2.4.

Estos resultados graficados en función de la temperatura los podemos observar en la Figura 2.15.
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En la fase ĺıquido cristalina es evidente que las curvas de DMPC-XAs difieren de las curvas de

DPPC pero no muestran diferencias entre si, mientras que en fase sólido cristalina el sistema

DMPC-XA1,3,6 presenta menos compresibilidad que el sistema DMPC-XA1. El gráfico de φV

versus temperatura nos permite obtener el valor de Tm para todos los sistemas estudiados, los

cuales confirmamos con medidas de potencial zeta con enfriamiento continuo [144]. Los valores

de Tm concuerdan muy bien como podemos apreciar en la Tabla 2.4. Otros parámetros que

se derivan del mismo gráfico son: la transición de medio pico, ∆Tm; el cambio de volumen en

dicha temperatura, ∆φV ; y la expansibilidad térmica, αm de la ecuación αm = (δV /δT ), a Tm

[148]. Estos parámetros los podemos observar en la Tabla 2.5 para DPPC y DMPC con y sin

diferentes tipos de hidroxixantonas. Tanto para los sistemas con DPPC como para los sistemas

con xantonas, la disminución de la Tm y el ancho de la transición de fase aumenta con la

presencia de más grupos hidroxilos en las xantonas. En cambio, observamos el comportamiento

opuesto para la expansión térmica lo cual indica una disminución de la cooperatividad en la

transición principal en presencia de hidroxixantonas. La temperatura principal de transición

disminuye tanto para los liposomas de DPPC como para los de DMPC. Para DMPC las

xantonas polihidroxiladas tienen un efecto más pronunciado en la temperatura de transición.

La disminución de la cooperatividad en los cambios estructurales en la membrana liṕıdica

durante la temperatura de transición principal de los fosfoĺıpidos en la membrana en presencia

de hidroxixantonas también la vemos reflejada en valores más altos de δφV y αm en comparación

con los liposomas puros. El valor de αm para los sistemas puros de DMPC y DPPC coinciden

muy bien con los resultados citados anteriormente [148].
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Tabla 2.5: Valores de Temperaturas de transición principal, Tm, transition half-width, ∆Tm,

cambios de volumen, ∆φv, y la expansibilidad térmica, αm, a la temperatura de transición

principal para mezclas de DPPC-XAs y DMPC-XAs en agua.

Sistema Tm/◦C ∆Tm/◦C ∆φv 105/mL.g−1 αm 105/mL.g−1

DMPC 23.55 0.45 3400 7500

DMPC-XA1 20.91 1.61 3070 1900

DMPC-XA1, 3, 6 18.03 2.26 3000 1300

DPPC 41.51 0.51 4320 8500

DPPC-XA1 38.60 1.11 3750 3400

DPPC-XA1, 3, 6 37.14 1.42 3700 2600

Figura 2.15: Compresibilidad espećıfica adiabática, φK/β0, versus temperatura para

suspensiones acuosas de liposomas de DMPC sin hidroxixantonas (cuadrados violeta), y con

una proporción de 0.3 de DMPC-XA1 (ćırculos rojos) y DMPC-XA1,3,6 (triángulos verdes). En

todos los casos la desviación fue menor al 10%, no introducida en el gráfico para una mejor

visualización. Los datos reportados son el promedio de tres grupos de liposomas diferentes.
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El modulo de compresibilidad isotérmica KA lo obtuvimos por simulaciones de dinámica

molecular a través de la siguiente ecuación [137]:

KA =
2KBT < AL >

nlipidσ
2
A

(2.5)

donde KB es la constante de Boltzmann, T es la temperatura de simulación, < AL > el

área por ĺıpido media, σ2
A es la varianza del área por ĺıpido y nlipid es el número de ĺıpidos en la

membrana. El área por ĺıpido se calcula como una propiedad de la membrana en su conjunto.

Representa el área promedio que un solo fosfoĺıpido ocupa en la interfase (sin considerar la

presencia o ausencia de un efector) calculada como: Área por ĺıpido = (dimensión de la caja en

X) * (dimensión de la caja en Y) / (número de ĺıpidos por monocapa). Para poder estudiar la

fluidez de los ĺıpidos de la membrana y su respuesta frente a la presencia de las xantonas en la

bicapa, calculamos el MSD de la misma forma que en las secciones anteriores con la Ecuación 2.2.

Para correlacionar los resultados experimentales sobre compresibilidad y fluidez en

los sistemas estudiados, realizamos simulaciones de dinámica molecular. El modulo de

compresibilidad no presenta variaciones significativas al comparar el sistema puro de DMPC

con los sistemas mixtos. En el caso de DPPC, encontramos que ambas xantonas produjeron

un aumento significativo de KA, lo que implica que las membranas conteniendo xantonas son

menos compresibles que la membrana pura. Es aśı, que la XA1,3,6 en la fase ĺıquido cristalina

incrementa el modulo de compresibilidad en un 27% en el caso de DPPC mientras que en el

DMPC aumenta un 4%. Estos resultados están en concordancia con los experimentales sólo de

forma cualitativa. Esto se debe a que el cálculo del modulo de compresibilidad es dependiente del

tamaño de la membrana y sólo se puede incluir un número finito de ĺıpidos en la simulación [181],

por lo que este método no pretende reproducir los valores experimentales en términos absolutos,

pero es útil para poder visualizar tendencias cualitativas y comportamientos relativos.

Para calcular el modulo de compresibilidad, obtuvimos el área por ĺıpido de las membranas

puras y membranas mixtas. El valor del área por ĺıpido constituye un indicador de como la

presencia de las xantanas afectan parcialmente el volumen espećıfico de las membranas puras
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INTERÉS COMO ÁCIDOS GRASOS OMEGA-3 Y XANTONAS 77

sobre Tm. Como mostramos en la Tabla 2.6, tanto las membranas de DPPC y DMPC en

la presencia de xantonas reducen el área por ĺıpido un 10 y un 15%, respectivamente, en

comparación con la membrana pura. Esto significa que la presencia de xantonas hace a las

membranas más compactas comparadas con su membrana pura. Estos resultados muestran una

tendencia similar a los cambios de volumen obtenidos experimentalmente en la temperatura de

transición en la Tabla 2.5.

Tabla 2.6: Área por ĺıpido para mezclas de DPPC-XAs y DMPC-XAs en agua.

Sistema Área por ĺıpido / Å2

DPPC (T = 323 K) 61.5

DPPC-XA1 (T = 323 K) 52.3

DPPC-XA1,3,6 (T = 323 K) 53.1

DMPC (T = 303 K) 60.4

DMPC-XA1 (T = 303 K) 52.6

DMPC-XA1,3,6 (T = 303 K) 50.9

Para estudiar la fluidez de la membrana liṕıdica y su respuesta a la presencia de xantonas,

calculamos el desplazamiento cuadrático medio en dos dimensiones (2D-MSD). En la Figura 2.16

mostramos que las membranas que conteńıan xantonas (tanto la XA1 como XA1,3,6) registraron

un aumento en el valor del MSD al compararlo con las membranas puras de DPPC a T=323

K. Este comportamiento nos indica que la presencia de este tipo de efectores tiende a fluidificar

la membrana, especialmente XA1,3,6, el cual induce un incremento en el MSD con respecto

a la membrana pura de DPPC, más grande que la que produce la XA1. Para ilustrar, se

muestra solamente las curvas de DPPC ya que los sistemas con DMPC muestran el mismo

comportamiento.
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Figura 2.16: Desplazamiento cuadrático medio en dos dimensiones en función del tiempo para

las membranas puras de DPPC (azul), DPPC con xantonas XA1 (rojo) y DPPC con xantonas

XA1,3,6 (verde) a T = 323 K.

Para determinar la posible ubicación de ambas xantonas en las bicapas de DMPC y DPPC,

en la Figura 2.17 mostramos los perfiles de densidad para átomos representativos de ciertos

grupos funcionales. Esta figura nos muestra los perfiles de densidad para los grupos fosfato y

carbonilo de DPPC, el agua y el centro de masa de las xantonas, para cada temperatura. En

la Figura 2.18 mostramos la misma situación pero para el caso de DMPC, donde las xantonas

XA1 y XA1,3,6 se posicionan por debajo de los grupos carbonilos en ambas temperaturas. En el

caso del DPPC los resultados son similares para XA1, mientras que para XA1,3,6 se ubica en la

región entre carbonilos y fosfatos para ambas fases donde son capaces de interaccionar con los

grupos polares de DPPC (fosfatos y carbonilos) por medio de grupos hidroxilos. Esta situación

difiere con el caso de las membranas de DMPC. La posición de XA1 en la membrana de DPPC

es un poco diferente a la reportada en el trabajo anterior de nuestro grupo [182] ya que ahora

las xantonas alcanzan un lugar más profundo en las cadenas liṕıdicas (cerca de los carbonilos).

Esto podŕıa deberse a que la concentración de xantonas en este trabajo llega a 18 xantonas en

cada capa de la membrana, lo cual duplica la concentración del trabajo anterior, por lo que en

este trabajo las xantonas están mucho más cerca unas con otras pudiendo aśı inducir un efecto
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más fuerte sobre el entorno de las cadenas liṕıdicas. A su vez, en las simulaciones empleamos

paquetes de Amber y campos de fuerza diferentes. En la publicación anterior utilizamos la

version del paquete de simulación fue el Amber12 y el campo de fuerza fue el Lipid11, mientras

que ahora utilizamos el paquete de simulación Amber16 y el campo de fuerza Lipid17. Esta

diferencia podŕıa llevar a cambios pequeños en las posiciones de equilibrio de las xantonas en

las membranas liṕıdicas. En la Figura 2.19 ilustramos la situación recién mencionada mientras

que en la Figura 2.20 podemos observar la membrana de DPPC completa (sin las moléculas de

agua para una mejor visualización) con las xantonas XA1,3,6 (a) y XA1 (b).

Figura 2.17: Perfil de densidad a lo largo del eje Z para agua (ĺınea azul), grupos carbonilo del

DPPC (ĺınea verde), grupos fosfato del DPPC (ĺınea negra) y xantonas (ĺınea roja). En (a) para

DPPC-XA1 para T = 293 K (izquierda) y DPPC-XA1 a T = 323 K (derecha), y en (b) para

DPPC-XA1,3,6 a T = 293 K (izquierda) y DPPC-XA1,3,6 a T = 323 K (derecha).
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INTERÉS COMO ÁCIDOS GRASOS OMEGA-3 Y XANTONAS 80

Figura 2.18: Perfil de densidad a lo largo del eje Z para agua (ĺınea azul), grupos carbonilo del

DMPC (ĺınea verde), grupos fosfato del DMPC (ĺınea negra) y xantonas (ĺınea roja). En (a)

para DMPC-XA1 a T = 293 K (izquierda) y DMPC-XA1 a T = 323 K (derecha), y en (b) para

DMPC-XA1,3,6 a T = 293 K (izquierda) y DMPC-XA1,3,6 a T = 323 K (derecha).

Figura 2.19: Ejemplos t́ıpicos de posicionamiento de las xantonas con respecto a los ĺıpidos en

diferentes sistemas. En (a) DPPC-XA1, en (b) DPPC-XA1,3,6, y en (c) DMPC-XA1,3,6.
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Figura 2.20: Membrana de DPPC-XA1,3,6 en (a) y DPPC-XA1 en (b) en la fase ĺıquido cristalina

15 ns de simulación después de haber llegado al equilibrio. Las moléculas de agua no figuran

para lograr una mejor visualización.

Recapitulando todo lo anterior, el objetivo principal de este caṕıtulo es estudiar las

propiedades estructurales de los sistemas DPPC-XAs y DMPC-XAs en función de la temperatura

y poder determinar la relación entre compresibilidad y fluidez a través del análisis de la

respuesta termodinámica y mecánica de estos sistemas. Las membranas se diferencian entre

śı en su espesor y en presencia de xantonas que difieren en el número de grupos hidroxilos. Las

propiedades termodinámicas de las veśıculas de DPPC y DMPC con hidroxixantonas obtenidas

por estudios de volumen espećıfico, son similares a las obtenidas por estudios de potencial

zeta dependientes de la temperatura. Con estas técnicas observamos una disminución en la

temperatura de transición y un aumento en el espesor de la fase de transición. La disminución

de la temperatura de transición, aśı como la disminución de la cooperatividad de la fase de

transición gel a ĺıquido cristalino se han considerado como un resultado de la presencia de

efectores en la membrana liṕıdica, que actúa como ciertas impurezas [150]. XA1,3,6 es la xantona

que más disminuye la temperatura de transición de cada ĺıpido, siendo este efecto un poco

mayor para el caso del DMPC. Estas consideraciones sobre fluidez fueron corroboradas por los

resultados de MSD obtenidos por dinámica molecular. Las diferencias entre los efectores en la

fluidez de membrana pueden ser atribuidos no sólo al volumen del efector sino también a su

localización en la membrana, como se observa en los resultados en silicio. Estos últimos también

muestran que el sistema de DPPC-XA1,3,6 el efector tiene la posibilidad de distribuirse entre
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las zonas hidrof́ılicas e hidrofóbicas, por lo que su presencia es menos disruptiva para la zona

hidrofóbica en relación con el sistema DMPC-XA1,3,6.

Tanto el DPPC como el DMPC nos muestran un comportamiento similar en el volumen

aparente en presencia y en ausencia de efectores. Esto significa que los sistemas con

hidroxixantonas tienen valores más bajos con respectos a los sistemas de ĺıpidos puros debido

a la existencia de restricciones adicionales que estas imponen a la fluctuaciones de volumen

de los fosfoĺıpidos. Los números de velocidad del sonido dieron más alto para los sistemas de

DPPC con hidroxixantonas con respecto a los sistemas de DPPC solamente. Esta diferencia es

menos pronunciada al comparar los sistemas con DMPC con hidroxantonas con respecto a los

sistemas puros de DMPC. A partir del incremento en la velocidad del sonido [u] y el volumen

espećıfico de los fosfoĺıpidos, φV , calculamos la compresibilidad adiabática espećıfica, φK/β0,

un factor que constituye una propiedad mecánica de las membranas. Este factor macroscópico

es de vital importancia a la hora de evaluar las magnitudes de la influencia de las xantonas en

las membranas liṕıdicas ya que modifica las propiedades f́ısicas de las mismas. De Figura 2.13 y

Figura 2.15 podemos observar que la respuesta de las membranas mixtas es diferente con respecto

a las membranas puras. Las diferencias en compresibilidad entre las membranas puras y mixtas

son levemente más evidentes para el caso de DPPC, sobre todo en fase fluida. Además, las curvas

de DPPC poseen la misma forma para las membranas mixtas como para las membranas puras,

mientras que para el DMPC la forma de las membranas mixtas es más suave que para el sistema

puro de DMPC. La disminución de la compresibilidad espećıfica nos muestra una reducción del

desorden en los liposomas, principalmente en la parte hidrofóbica de las bicapas liṕıdicas [163].

El comportamiento de la compresibilidad de la membrana para los sistemas mixtos con

ambos efectores es similar en la fase ĺıquido cristalina, pero no en la fase sólido cristalina. Para

el sistema de DPPC-XA, la xantona que más compacta la membrana es la XA1, mientras que

para los sistemas DMPC-XA es la XA1,3,6. Estos resultados coinciden muy bien con los obtenidos

para el volumen espećıfico y con el modulo de compresibilidad obtenido en dinámica molecular.

Las diferencias entre ambos ĺıpidos en términos de empaquetamiento de la membrana pueden
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explicarse a través de los resultados de posición de las xantonas en las bicapas simuladas por

dinámica molecular. Estos resultados nos indican que para las xantonas monohidroxiladas su

ubicación no depende del tipo de membrana, ya que tanto para DPPC como para DMPC la

xantona siempre se encuentra ubicada debajo de la ĺınea de los carbonilos. Esto quiere decir

que se encuentran, básicamente, entre la parte polar y la parte no polar de los ĺıpidos, tanto

en la fase ĺıquido cristalina como en la fase sólido cristalina. Las xantonas polihidroxiladas

presentan un comportamiento diferente ya que su ubicación vaŕıa dependiendo el tipo de ĺıpido.

Para DMPC la ubicación de preferencia es debajo de los carbonilos para ambas fases, un efecto

similar al observado para la xantona monohidroxilada con DMPC. Para el sistema DPPC-

XA1,3,6 el efector tiene una localización más heterogénea, oscilando entre la zona hidrofóbica

debajo de los carbonilos y la región superficial de los grupos polares. Esta diferencia en la

ubicación de la xantona polihidroxilada en la membrana de DPPC con respecto a la de DMPC

puede estar atribuida a la diferente ubicación de los grupos polares en las membranas liṕıdicas

[143]. Sin embargo, en cuanto a compresibilidad, es notable que ambas xantonas (mono y

poliinsaturadas) presentan un comportamiento similar tanto en la membrana de DPPC como en

la de DMPC incluso cuando se posicionan en diferentes regiones en cada membrana. Esto nos

permite concluir que la ubicación de la xantona en la membrana no es un factor determinante

para los comportamientos mecánicos observados en sendas membranas liṕıdicas.

Dado que la xantona tiene una geometŕıa estructural plana es posible que su incorporación

en la membrana produzca un empaquetamiento eficiente incrementando la compactación y

disminuyendo la compresibilidad. De todas formas, la intercalación de las xantonas entre

las cadenas liṕıdicas alteran las interacciones laterales entre cadenas (interfiriendo o incluso

rompiendo las interacciones metileno-metileno entre las colas de cadenas hidrocarbonadas

vecinas) mejorando aśı la fluidez de membrana. Este “desorden” está más relacionado a nivel

de interacciones que a nivel estructural. Resultados similares en torno a la fluidez y a la

compresibilidad fueron encontrados en [150] donde trabajaron con otros derivados de xantonas.

En ese trabajo los autores dicen que el Mangostan (1,3,6-trihidroxi-7- metoxi-2,8-bis-(3-metil-
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2-butenil)-9-xantenona) se solubiliza en bicapas de DPPC y disminuye la fluidez de los grupos

acilos e incrementa la microviscosidad, debida al alto empaquetamiento de los ĺıpidos. A esta

altura, es importante resaltar como hizo [65], que el grado de orden es una medida de la

anisotroṕıa en la movilidad molecular mientras que, estrictamente hablando, la fluidez esta

relacionada con la razón de movimiento. Por lo que un aumento o disminución en el ordenamiento

estructural no significa a priori una correlación con el aumento o disminución de la fluidez como

generalmente esperamos, siendo estos resultados similares obtuvimos en el estudio del DHA

como describimos en la Sección 2.2.



Caṕıtulo 3

Agua de hidratación de membranas

liṕıdicas modelo

En lo que concierne al agua de hidratación de membranas en este caṕıtulo abordaremos,

en una primera instancia, un caso especifico sobre el estudio de ĺıpidos de distinta naturaleza

qúımica con y sin colesterol, el mismo resulta de interés dado que contamos con excelente

información experimental de un nuestro grupo colaborador dirigido por el Prof. Ańıbal Disalvo

en la Universidad Nacional de Santiago del Estero (Sección 1.3). Luego, en una segunda instancia,

estudiaremos los efectos del DHA sobre la hidratación en membranas de DPPC-Chol. Para tal

fin partimos de una base teórica sólida, ya que hay evidencia de la influencia del Chol en el agua

de hidratación de membranas de DPPC [122]. Por su parte pensamos que la labilización del agua

de hidratación de membranas inducida por el colesterol podŕıa tener implicaciones importantes

en términos de la reactividad local de la membrana, por ejemplo en la unión de péptidos beta

amiloides, una cuestión de mucho interés en el contexto de la EA [121]. Por último, daremos

los primeros pasos hacia una caracterización más general del agua de hidratación. Dado que

para ello veremos que los ı́ndices de estructura de agua existentes no resultan aplicables en

este contexto, será necesario desarrollar un nuevo ı́ndice que caracterice la estructura del agua.

Esta tarea, tan demandante, será el mayor objetivo de esta parte del trabajo de tesis. El ı́ndice

que desarrollaremos será aplicado de manera preliminar en la determinación de la extensión
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espacial de la capa de hidratación de membranas, pero su adaptación a contextos espećıficos

y a la caracterización de los distintos “tipos de agua” correspondientes a los diferentes ĺıpidos,

cuestión que también resulta sumamente demandante, quedará como una tarea ulterior.

3.1. Estudios de casos espećıficos de hidratación de membranas

3.1.1. Estudio del efecto de la naturaleza de los ĺıpidos sobre el agua de

hidratación de membranas que contienen colesterol

En esta sección mostraremos por medio de espectroscoṕıa de fluorescencia y simulaciones

de dinámica molecular que el colesterol reduce el agua en las cadenas liṕıdicas de los ĺıpidos

con grupos éter. Esto lo podemos apreciar si observamos las diferencias en los patrones de

distribución entre las moléculas de agua fuerte y débilmente unidas. Estas distribuciones fueron

realizadas por espectroscoṕıa de emisión y polarización generalizada de la sonda 6-lauroil-2-

dimetilamino naftaleno (Laurdan) insertada en membranas liṕıdicas de DMPC y de 1,2-di-O-

tetradecil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (14:0 Dieter PC) por el grupo del Prof. Ańıbal Disalvo en

la Universidad Nacional de Santiago del Estero. Las simulaciones de dinámica molecular indican

que la acción del colesterol podŕıa ser diferentes en éter PC en comparación con ester PC. Como

veremos luego, el colesterol pareciera actuar per se como un centro de hidratación adicional en

las membranas compuestas por ĺıpidos éter PC. Tanto para la fase ĺıquido cristalina como para

la fase sólido cristalina en veśıculas de DMPC y de 14: 0 Dieter PC, cambian las distribuciones

de las moléculas de agua disminuyendo la relajación dipolar de la interface liṕıdica generando

un aumento en la población no relajable. Concentraciones de 10% en las membranas de 14:0

Dieter PC poseen un entorno alrededor de las moléculas de Laurdan similar a las que poseen los

sistemas liṕıdicos con ester PC.

En la Figura 3.1 podemos observar los cambios en el ancho total a medio máximo (Full

Width at Half-Maximum, FWHM, el cual resulta sensible a la presencia de distintas poblaciones

de moléculas de agua en cuanto a su relajación) obtenidos por los espectros de emisión de

Laurdan normalizados para DMPC y 14:0 Dieter PC. En la parte A mostramos el FWHM para
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concentraciones crecientes de Chol a temperaturas por debajo de la Tm y en la parte B por arriba

de la Tm. En el caso de 14:0 Dieter PC por debajo de Tm, los valores de FWHM disminuyen

significativamente a una concentración de 10% de Chol y aumenta de la misma forma para

temperaturas por encima de Tm. Estas discontinuidades no están presentes en los sistemas de

DMPC/Chol en ninguno de los 2 estados.

Figura 3.1: FWHM versus% Chol para temperaturas por debajo de Tm (A) y por encima Tm

(B), para 14:0 Dieter PC (ćırculos rojos) y DMPC (ćırculos negros).

Los estudios de la función GPex nos permiten analizar los efectos del Chol en la relajación

dipolar de los ester y éter PC. Esta función la calculamos como:
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GPex =
I440 − I480
I440 + I480

(3.1)

adaptada de Parasassi et al. [118, 183, 184, 185], donde I440 y I480 corresponden al máximo

de emisión del Laurdan por debajo y por encima de Tm respectivamente. La gran diferencia que

observamos en FWHM entre el DMPC y el 14:0 Dieter PC por debajo de Tm es notable también

al ver el comportamiento de GPex en la Figura 3.2.

Figura 3.2: GPex versus concentración de Chol para temperaturas por debajo de Tm (A) y por

encima Tm (B), para 14:0 Dieter PC (ćırculos rojos) y DMPC (ćırculos negros).

La parte A nos muestra que los valores de GPex para DMPC son mucho más altos que

para 14:0 Dieter PC por debajo de Tm y 10% de Chol. A esta concentración observamos un

cambio abrupto que no esta presente en DMPC. Para temperaturas por encima de Tm estos
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cambios no los observamos en DMPC ni en 14:0 Dieter PC, como observamos en la parte B de

la Figura 3.2. Como ya ha sido reportado, el espectro de emisión de Laurdan es la superposición

de los estados de emisión relajados y no relajados. Estos estados de emisión se pueden obtener

por la descomposición de la emisión fluorescente del Laurdan a través de Log-Normal (LN)

[186, 187]. Estos estados de emisión son una medida indirecta de la población de moléculas de

agua con diferentes grados de libertad rotacional rodeando al Laurdan [116, 186]. La contribución

de esta población fueron analizadas en función de la concentración de Chol en sistemas de DMPC

y de 14:0 Dieter PC por encima y por debajo de la Tm utilizando el procedimiento reportado

por Bacalum et al. [186] y graficadas en la Figura 3.3 y en la Figura 3.4.

La Figura 3.3 muestra los cambios en la población de las distribución relajables y no relajables

para DMPC por debajo de la Tm sin Chol (A) y con 20% Chol (B). En el primer caso, hay un

pequeña contribución de la población relajable pero que tiende a desaparecer al incorporar Chol

(B). Para el DMPC la población no relajable representa el 78% de la emisión total mientras

que la población relajable representa el 22%. En presencia de un 20% de Chol la población no

relajable aumenta hasta el 100% y la población relajable disminuye al 0%. En la Figura 3.4

están representadas las poblaciones relajables y no relajables para el 14:0 Dieter PC por debajo

de Tm. Para el 14:0 Dieter PC (A) la relación relajable/no relajable es superior en los ĺıpidos

con éter PC y disminuye muy notoriamente en presencia de Chol (B). Esta relación es mucho

mayor en el sistema 14:0 Dieter PC/Chol comparado con DMPC/Chol Figura 3.3. Para 14:0

Dieter PC la contribución de la población no relajable disminuye un 15% siendo correspondido

por un aumento en la población relajante. En presencia de un 20% de Chol, el 14:0 Dieter PC

reestablece la contribución a los niveles similares al DMPC, 79% no relajable y 21% relajable.

En la Figura 3.5 mostramos los cambios en las poblaciones relajables y no relajables para

los sistemas de DMPC y de 14:0 Dieter PC para temperaturas por debajo (A) y por arriba (B)

de Tm para concentraciones crecientes de Chol. Por debajo de Tm (A) la población no relajable

de moléculas de agua en DMPC se incrementa de manera continua a medida que aumenta la

concentración de Chol hasta que se satura al llegar al 10%. Para el 14:0 Dieter PC observamos
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Figura 3.3: Deconvolución del espectro del

Laurdan por debajo de Tm para DMPC (A)

y para DMPC/20% Chol (B).

Figura 3.4: Deconvolución del espectro del

Laurdan por debajo de Tm para 14:0 Dieter

PC (A) y para 14:0 Dieter PC/20% Chol

(B).
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un leve aumento en la población no relajable a una concentración de 5% de Chol. Luego se

produce un aumento más intenso entre un 10 y un 20% de Chol. Este último aumento ocurre

a una concentración donde también observamos discontinuidades en las figuras de FWHM y

GPex, por lo que queda de manifiesto que para temperaturas por debajo de la Tm las diferencias

entre los 2 sistemas de ĺıpidos son evidentes. Para temperaturas por encima de Tm (B) el Chol

produce la misma disminución de la población de agua relajable tanto para DMPC como para

14:0 Dieter PC.

Figura 3.5: Contribución porcentual (%) de las poblaciones relajables y no relajables en función

de la concentración de Chol para DMPC y 14:0 Dieter PC por debajo (A) y por encima (B)

de Tm. Los ćırculos llenos corresponden a las poblaciones no relajables de DMPC (en negro) y

de 14:0 Dieter PC (en rojo). Los śımbolos vaćıos corresponden a las poblaciones relajables de

DMPC (en negro) y de 14:0 Dieter PC (en rojo).
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El aumento de la población de agua no relajable en presencia del Chol junto con la

disminución de la población de agua relajable nos indica que el Chol afecta los grados de

libertad de las moléculas de agua de diferente manera en membranas de DMPC y 14:0 Dieter

PC. Para profundizar en el estudio de las diferentes distribuciones de las “clases” de agua según

el número de puentes de hidrógeno que forman con su entorno, realizamos simulaciones de

dinámica molecular.

En la Figura 3.6 mostramos el ı́ndice que clasifica las moléculas de agua según si forman

enlaces por puente de hidrógeno agua-agua, agua-PO (agua-fosfato) y agua-CO (agua-carbonilo)

por encima y por debajo de Tm. En los paneles A, B y C para los sistemas de DMPC y 14:0

Dieter PC sin Chol y en los paneles D, E y F en presencia de Chol. Este análisis fue restringido

de forma tal de resaltar en el análisis los cambios en la zona por debajo de los grupos fosfatos;

mostrando en los paneles A y D la zona entre los grupos POs y COs, en los paneles B y E la

zona de los COs propiamente dicha y en los paneles C y F las cadenas alqúılicas debajo de los

COs.

El ı́ndice WPC representa el número de enlaces de puente hidrógeno (HBs) que las moléculas

de agua forman con otras moléculas de agua (W), con los grupos POs (P) y con los grupos COs

(C) [188]. Aśı pues, por ejemplo 201 significa que en una molécula de agua hay presentes 2 HBs

con otras moléculas de agua, ningún HB con los POs y un HB con los COs. Este ı́ndice fue

realizado considerando todas las moléculas de agua a una distancie menor a 4.5 Å de los átomos

pesados de los ĺıpidos y calculando el número de HBs con otras moléculas de agua y con los

grupos POs y COs, donde debemos considerar que dos moléculas de agua forman un HB cuando

la distancia O–O es menor a 3.5 Å y el ángulo O–H · · · O es mayor a 140 ◦.

Tanto para el sistema de DMPC como para el de 14:0 Dieter PC no hay cambios significativos

en el ı́ndice WPC para las regiones entre COs y POs, ni para los COs propiamente dichos, ya

sea por debajo o por encima de la Tm (paneles A y B). El panorama es muy diferente para

ambos ĺıpidos, ya sea por debajo o por encima de Tm, en la zona que se encuentra entre los

COs y las cadenas alqúılicas. Aqúı observamos un aumento en el WPC = 000 correspondiente a
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ningún enlace HB formado, coincidiendo con un aumento de los isómeros rotacionales formando

bolsillos de agua que aparecen en la transición de fase [108]. Esto mismo observamos para la

población WPC = 100 (panel C).

Al comparar el sistema de DMPC con el de 14:0 Dieter PC en la misma fase observamos

que la ausencia de grupos COs aumenta la población de WPC = 000. Esto coincide muy bien

con la interpretación que el reemplazo de un grupo ester por un éter es equivalente a un leve

incremento en el largo de la cadena alqúılica produciendo el mismo aumento en los isómeros

rotaciones como en la transición de fase [115]. También podemos apreciar que para el sistema

de 14:0 Dieter PC, en la tres regiones, hay más moléculas de agua sin HBs (000) y con un solo

HB (100). En el sistema de DMPC las moléculas de agua forman más HBs con otras moléculas

de agua o con COs. El incremento en la población de 200 y 300 en estas membranas nos señala

que las asociaciones agua-agua en estos ĺıpidos aumenta en comparación con los éter PC. Esto

mismo ocurre para temperaturas por encima de Tm.

La presencia de Chol en ambas membranas modifica la distribución de los puentes de

hidrógeno de las moléculas de agua en comparación con las membranas puras. Esto lo podemos

ver en la disminución de las poblaciones de agua en los valores de ı́ndice WPC 000 y 100, y en el

aumento de las moléculas de agua con dos o más puentes de hidrógeno tanto para membranas

de DMPC/Chol como de 14:0 Dieter PC/Chol. Esto lo podemos observar en la Figura 3.6 para

los sistemas puros de 14:0 Dieter PC y para sistemas mixtos de 14:0 Dieter PC/Chol, donde se

exhibe el mismo perfil tanto por encima como por debajo de la temperatura de transición aunque

de una forma más atenuada. Las membranas de DMPC pierden población de estas “clases” de

moléculas ya que hay un aumento en la cantidad de moléculas que forman HB con los grupos

carbonilos de los ĺıpidos (001, 101, 201 y 301). Estas clases de moléculas suman hasta un 40%

del total de moléculas en la región y son menos propensas a la relajación dado que están unidas

a las cadenas de los ĺıpidos.
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Figura 3.6: Índice WPC para ĺıpidos en las membranas por debajo y por encima de Tm. Los

paneles A, B y C corresponden a membranas de DMPC (gris y negro, respectivamente) y 14:0

Dieter PC (rojo claro y rojo). Los paneles D, E y F corresponden a membranas de DMPC/Chol

(azul claro y azul) y 14:0 Dieter PC/Chol (naranja claro y naranja). Los paneles superiores

representan la región entre los grupos POs y COs, la del medio representa la región de los COs

y la inferior representa la región de las cadenas alquilicas por debajo de los grupos COs.

La primera esfera de hidratación de las biomoléculas implica agua espećıficamente hidratada

(agua enlazada incluso con los ĺıpidos) y agua de hidratación general (agua interaccionando a

través de interacciones más débiles como las de van der Walls), por lo que el tiempo de residencia

del agua de hidratación en la primera esfera es el resultado de estos 2 tipos de hidratación con

un tiempo diferente de relajación, siendo este mucho mayor para las moléculas formando HB

con los ĺıpidos. Calculamos el tiempo medio de residencia de las moléculas de agua unidas por
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HBs a los COs en DMPC y de las moléculas de agua en la región de los ĺıpidos PC carentes de

grupo COs con el objetivo de incluir información sobre la dinámica, para lo que consideramos el

tiempo medio para abandonar la primera esfera de hidratación (moléculas de agua siendo primera

vecina de los ĺıpidos) en un radio de 4.1 Å desde el ox́ıgeno del carbonilo en DMPC y del carbono

correspondiente en la región para el 14:0 Dieter PC. Este umbral para definir la primera esfera

de hidratación fue determinado por nuestro grupo en diferentes sistemas desde superficies de

grafeno a protéınas, considerando tanto la distribución de agua normal a la superficie del soluto

(primer pico) como la distribución de las distancias mı́nimas de agua-soluto [189, 190, 191].

A través de los resultados de los cálculos ahora podemos saber que las moléculas de agua

unidas por HBs a los grupos carbonilos del DMPC en la primera esfera de hidratación residen

en promedio un tiempo de 31.2 ps. Mientras que para 14:0 Dieter PC (no hay HB agua-ĺıpido)

la escala de tiempo es casi un orden de magnitud menor, siendo el valor de 2.6 ps, por lo que

las moléculas de agua en la región de la sonda para 14:0 Dieter PC son mucho más lábiles o

relajantes que las de DMPC, lo cual concuerda con los resultados experimentales.

Resumiendo todo lo anterior, es evidente que el espectro de emisión del Laurdan es sensible

al empaquetamiento de las moléculas de los ĺıpidos en las veśıculas liṕıdicas y por lo tanto a

su estado de fase. Otro aspecto que modifica la fluorescencia del Laurdan es la dinámica de las

moléculas de agua próximas a la sonda, como por ejemplo la reorientación de los dipolos de las

moléculas de agua alrededor del estado excitado del dipolo del Laurdan [112, 192]. Al comparar

la Figura 3.2 y la Figura 3.3 observamos que tanto el valor de GPex y de la población no relajable

son mayores en DMPC que para 14:0 Dieter PC en ambas fases. Esto se debe a que algunas

moléculas de agua forman HB con los grupos carbonilos como confirmamos por simulaciones de

dinámica molecular a través del ı́ndice WPC en la Figura 3.6. El agua se organiza alrededor

de los grupos polares de la cabeza de los ĺıpidos formando una solución bidimensional en una

región que denominamos “interfaz” [193, 194]. Dentro de los alcances de este trabajo este término

“interfaz” se refiere a un plano matemático que divide a la región polar de la no polar [195]. La

mayor organización de la interfaz de DMPC, puede deberse a la posibilidad de que las moléculas
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de agua puedan formar un puente intramolecular enlazando simultáneamente los grupos POs

y COs por HB del mismo ĺıpido [116]. Las simulaciones de DM nos indican que el Chol en

membranas de DMPC no rompe estos puentes de agua sino que el agua forma puentes entre los

COs de los ĺıpidos y los grupos hidroxilo (-OH) del Chol, dando lugar a una región de interfaz

más ordenada.

El ı́ndice WPC refleja que la presencia de las moléculas de agua sin enlaces HB (000) o solo

un HB (100) es mayor que para 14:0 Dieter PC comparado con DMPC en concordancia con

el aumento de la población relajable observada en el análisis de fluorescencia ( Figuras 3.4 y

3.6). La adición de Chol a la membrana de 14:0 Dieter PC disminuye esta población indicando

un menor número de moléculas de agua libres. Los puentes intramoleculares de agua no se

forman en membranas de 14:0 Dieter PC dado que carecen del grupo CO [120], por lo que las

moléculas de agua enlazadas al grupo POs pueden rotar alrededor del HB dando como resultado

una reorientación de los dipolos de las moléculas de agua, aumentando la población de agua

relajable. Este efecto es menos notable en presencia de Chol, indicando que hay moléculas de

agua haciendo puentes entre el grupo PO de los ĺıpidos y del -OH del Chol [120]. Estos puentes

previenen la rotación de las moléculas de agua alrededor de los enlaces con los POs, por lo que

disminuye la relajación dipolar y por ende, aumenta el valor de GP y la población no relajante

de moléculas de agua.

Cuando la concentración de Chol llega a un 10% los valores de GPex y de la población

de agua no relajable en 14:0 Dieter PC son similares a las obtenidas para sistemas puros de

DMPC (Figura 3.5 A y B), por lo que inferimos que el Laurdan se encuentra en un entorno

de polaridades similares. En los perfiles de densidad que están representados en la Figura 3.7

podemos observar que el agua cubre las regiones de los POs y COs en DMPC, mientras que

para 14:0 Dieter PC la región de POs y la región donde debeŕıan estar los COs se desplazan

a distancias menores con respecto al centro de la membrana. Además se puede observar en la

figura que los grupos -OH del Chol en 14:0 Dieter PC se ubican en la región de los carbonilos de

los ĺıpidos, en la misma posición que en DMPC permitiendo que el agua penetre más profundo
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en las membranas mixtas. Esto es una fuerte evidencia de que en ausencia de grupos COs el Chol

aporta al sistema la posibilidad de que el agua puede unirse a las moléculas de Chol presentes.

Figura 3.7: Perfiles de densidad a lo largo del eje Z para agua (azul), grupos carbonilos (rojo),

grupos fosfatos (negro) y Chol (verde) para DMPC (a), DMPC/Chol (b), 14:0 Dieter PC (c) y

14:0 Dieter PC/Chol (d). Las ĺıneas punteadas rojas en los paneles (c) y (d) indican la región

donde los grupos carbonilos debeŕıan estar.

Para poder mostrar la interacción de las moléculas de agua con las de Chol, realizamos una

modificación al ı́ndice de clasificación. El último d́ıgito del ı́ndice WPCC, considera los enlaces

por HB de las moléculas de agua con el grupo -OH de las moléculas de Chol. Por ejemplo, 2101

significa que una molécula de agua posee dos HBs con otras moléculas de agua, un HB con el

grupo PO de las moléculas de los ĺıpidos, ningún HB con los grupos COs de los ĺıpidos y un HB

con una moléculas de Chol. En la Figura 3.8 observamos que prevalecen las uniones con otras

moléculas de agua y con Chol (1001 y 2001) en ambas mezclas liṕıdicas. La ausencia de grupos

carbonilos conlleva a un aumento del número de moléculas de agua unidas a grupos POs y con

Chol (0101 y 1101).
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Figura 3.8: Índice WPCC para moléculas de agua en membranas de 14:0 Dieter PC/Chol (azul)

y DMPC/Chol (naranja).

En un trabajo previo se ha mostrado que los grupos -OH de los Chol en éter PC pueden

unirse a los grupos POs [120]. Esta organización impuesta por el Chol la podemos correlacionar

observando la Figura 3.6, la cual indica que las distribuciones del ı́ndice WPC en membranas

de DMPC puras a temperaturas por debajo de Tm (000, 100, 200, 300, 400) coinciden muy bien

con las encontradas para membranas de 14:0 Dieter PC con Chol en las regiones de los grupos

COs y los POs. Esto explica la coincidencia en los valores de GPex para estas dos membranas

en 0.4 como se mostró en la Figura 3.2, ratificando aśı la presencia de la sonda en esta región.

Esta asociación requerida para lograr esta propiedad interfacial ocurre a una proporción de 14:0

Dieter PC/Chol del 10%, la cual se observa en la Figura 3.1 y en la Figura 3.2 en donde aparecen

una transiciones marcadas.

A modo de conclusión de esta parte del trabajo de tesis, podemos decir que la presencia de

Chol en membranas de DMPC y 14:0 Dieter PC, en ambas fases liṕıdicas, modifica la distribución

de las moléculas de agua disminuyendo la relajación dipolar de los ĺıpidos de la interfaz generando

un aumento en la población no relajable. Estos resultados los podemos corroborar en los ı́ndices

de WPC obtenidos por análisis de DM. Las simulaciones mostraron que el Chol en las membranas

de DMPC reducen la labilidad (moléculas de hidratación fácilmente relajables) a expensas de un
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aumento en la cantidad de moléculas de agua formando HB con los carbonilos de los ĺıpidos. Estas

moléculas de agua, son detectadas por el GP del Laurdan mostrando un tiempo de residencia

local casi un orden de magnitud mayor al correspondiente para el sistema de 14:0 Dieter PC. Al

comparar los efectos del Chol en membranas modelo de DMPC y 14:0 Dieter PC observamos

que a un nivel molecular, el Chol genera anomaĺıas en las propiedades de la región interfacial de

la membrana por los diferentes arreglos de agua. Por un lado interacciona de diferente manera

con los grupos POs si los grupos COs están presentes o no, ya que se pueden formar puentes de

agua. Además el Chol puede pasar a formar un nuevo centro de hidratación para las moléculas

de agua en membranas carentes de grupos COs. Los ĺıpidos con grupos éteres y sus mezclas con

Chol contribuyen a la estabilidad de los microdominios liṕıdicos involucrados en la señalización

celular. Particularmente, la distribución de moléculas de agua en la región interfacial puede

aportar un caracteŕısticas estructurales modificando la fusión y la dinámica de la membrana.

Estos estudios en DMPC/14:0 Dieter PC/Chol indican en principio que la incorporación del

éter en las cadenas alqúılicas en fosfoĺıpidos afecta la respuesta de la membrana modificando los

HBs intermoleculares entre los grupos de las cabezas de los ĺıpidos [119].

3.1.2. Estudio de la influencia del colesterol y del DHA en el agua de

hidratación de membranas liṕıdicas modelo

En la Sección 1.3 presentamos la importancia del colesterol en la membrana liṕıdica en

su estructura, dinámica y función biológica. En particular, como componente de la membrana

liṕıdica, el colesterol puede alterar significativamente las propiedades mecánicas disminuyendo

la fluidez de la membrana volviéndola más ŕıgida. Este efecto, como ya mencionamos, promueve

funciones celulares fisiológicas pero también puede llevar a procesos celulares patológicos como,

por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer. Ademas, como comentamos en Sección 2.2, en ciertas

instancias el colesterol puede presentarse en arreglos liṕıdicos ordenados en dominios cristalinos,

un comportamiento que también ha sido indicado como promotor de la enfermedad de Alzheimer.

Los beneficios de los ácidos grasos para el desarrollo cerebral y la prevención de enfermedades
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también los comentamos anteriormente en la Subsección 1.1.2.

En la Sección 2.2 mostramos como el DHA libre no sólo tiene la capacidad de modificar

la fluidez de las membranas de DPPC, pero que también contrarresta la rigidez que produce

el Chol. Esta rigidez es debida a un efecto global dado por el peso dominante de las largas

cadenas hidrofóbicas que se estiran y se ordenan por la presencia de este efector [121, 122]. En

este sentido, estudios experimentales [121] y computacionales [122] de bicapas de DPPC-Chol

mostraron que la movilidad de las cabezas hidrof́ılicas de los ĺıpidos aumenta en presencia de

Chol aśı como también la dinámica del agua de hidratación. Este hecho es de suma importancia

teniendo en cuenta el nuevo paradigma (mencionado también en la Subsección 1.2.2) donde el

agua es un componente fundamental de la membrana y es esencial para su estructura, dinámica

y función. Por lo que seŕıa de gran interés estudiar si la capacidad del DHA de revertir el efecto

del Chol en las propiedades mecánicas de membranas de DPPC-Chol también se verifica en la

dinámica del agua de hidratación restaurando la modificación que en ella produce el Chol. Este

es nuestro objetivo en esta sección del trabajo de tesis. Particularmente, ello seŕıa de interés

en la posibilidad de remoción de agua lábil y su consecuente reemplazo por un ligando, lo cual

se considera una fuerza impulsora de los procesos de unión macromolecular. En tal sentido,

obtendŕıamos información que podŕıa ser relevante a la reactividad de la membrana [121], lo

cual podŕıa ser de particular interés en el contexto de la EA donde los ĺıpidos jugaŕıan un papel

fundamental en la unión y posterior agregación de los péptidos amiloides.

El agua hidrata tanto a superficies polares como no polares, resultando en perfiles de densidad

con las t́ıpicas capas de hidratación. Sin embargo, a pesar de que los valores medios no aporten

información relevante, se ha encontrado que las fluctuaciones de densidad aumentan en una

superficie hidrofóbica lo cual implica una probabilidad mayor de vaciado de dicha región,

indicando una menor enerǵıa libre de creación de cavidad local [196, 197]. Es por esto que

podemos calcular la probabilidad de observar N moléculas de agua dentro un pequeño volumen

en un cierta región, como por ejemplo dentro de una esfera de radio 4.5 Å (P(N=0)), como

un estimativo de la hidrofobicidad local. Cuanto mayor es el valor de P(N=O), más lábil o
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fácilmente removible son las moléculas de agua de hidratación, más hidrofóbica es la naturaleza

de la región observada. De forma contraria, una probabilidad baja nos indica un comportamiento

hidrof́ılico, dado que las moléculas de agua de hidratación están fuertemente unidas a la región en

estudio. En estudios previos de nuestro grupo de investigación hemos utilizado la probabilidad de

vaciado de agua como una medida de la hidrofobicidad local en sistemas modelo como superficies

de grafeno, protéınas, membranas, etc. [188, 198, 199, 200].

En la Figura 2.10 de la Sección 2.2 observamos los perfiles de densidad para las membranas

pura de DPPC (a), para el sistemas binario, DPPC-Chol (b), DPPC-DHA (c) y para el sistema

ternario DPPC-Chol-DHA (d), los cuales son de gran ayuda en este contexto. Recordamos que

la figura (b) deja en evidencia el efecto ya conocido (y mostrado también en la Sección 2.2) que

tiene el Chol sobre la membrana liṕıdica, volviéndola más ŕıgida y estirándola de forma tal que

las cabezas hidrof́ılicas se alejan más del centro de la membrana. La distribución de Chol es

estrecha y esta localizada al comienzo de la distribución de los carbonilos. El efecto del DHA,

evidente de la figura (d), es estrechar las regiones globales para los grupos polares pero dispersa

la distribución del Chol en una región más grande, cubriendo toda la región ocupada por los

carbonilos. Esto expone a las moléculas de Chol hacia la superficie de la membrana, haciéndolas

posiblemente más accesible por las moléculas de agua.

Para acceder a las propiedades de hidratación de los grupos liṕıdicos de interés o, más

espećıficamente, para estimar su hidrofobicidad, podemos calcular la probabilidad de vaciado de

las moléculas de agua, P(N=0)), de sus primeras capas de hidratación. Dado que las regiones

por encima y por debajo de los carbonilos es donde la hidratación se ve más afectada por la

presencia de colesterol [122] y, como es evidente de los perfiles de densidad en la figura, esta es

precisamente la región donde se ubican tanto el Chol como el DHA, analizamos precisamente la

probabilidad de vaciado de moléculas de agua en regiones esféricas de radio r = 3.5, 4.5 y 5.5

Å centradas en los átomos de carbono de los grupos carbonilos. En la Figura 3.9 mostramos los

resultados para los tres radios para las membranas de DPPC, para el sistema binario (DPPC-

Chol) y para el sistema ternario (DPPC-Chol-DHA). Recalcamos que valores grandes de P(N=0)
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implican que las moléculas de agua que hidratan el grupo en estudio son lábiles o fácilmente

removibles y, por lo tanto, ese grupo es hidrofóbico. Por el contrario, un valor bajo de P(N=0)

implica que las moléculas de agua están fuertemente unidas, por lo que ese grupo muestra un

comportamiento hidrof́ılico (esto ocurre, por ejemplo, cuando se forman los puentes de hidrógeno

agua-superficie). En la Figura 3.9 es inmediatamente evidente que la presencia de colesterol tiene

un efecto pequeño, pero que no pasa desapercibido, en la hidrofobicidad local de la membrana

haciendo a los grupos carbonilos un poco más hidrofóbicos (valores más grandes de P(N=0)

que para el caso de la membrana de DPPC pura). La presencia de DHA en el sistema ternario

reduce la hidrofobicidad de los carbonilos restaurando parcialmente los valores correspondientes

al sistema de DPPC puro. Este efecto es evidente en esferas de radio r = 3.5 y 4.5 Å mientras

que es menos significativo para el caso de r = 5.5 Å, posiblemente por el hecho de son incluidas

las moléculas de agua externas e hidratando los fosfatos, las cuales tienen un comportamiento

intŕınsecamente más hidrof́ılico.

Figura 3.9: Probabilidad de vaciado (P(N=0)) de moléculas de agua en regiones esféricas de

radio r = 3.5, 4.5 y 5.5 Å centradas en los átomos de carbono de los grupos carbonilos en

membranas de DPPC (azul), DPPC-Chol (negro) y DPPC-Chol-DHA (verde).

Recordamos que en la región de los carbonilos también se encuentran las moléculas de

colesterol y de DHA (como podemos observar en la Figura 2.10) y que simulaciones previas

de DM han mostrado un cierta labilización del agua de hidratación inducida por el colesterol

[122], un hecho que podŕıa llevar a un aumento de la reactividad local de la membrana dado por
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la propensión del agua a ser reemplazada por un ligando [121]. Esta disminución de la propensión

del agua de hidratación removible inducida por el Chol (junto con un aumento de la exposición

de agua con el colesterol mostradas en la Figura 3.1) suponemos que podŕıa ser relevante para

la reactividad de las membranas con colesterol, particularmente por la posibilidad de unión de

los péptidos beta amiloides [69, 70, 71, 72, 201] y su posterior agregación [129] implicados en la

enfermedad de Alzheimer. Dado que el proceso de unión ocurre por la remoción y el reemplazo del

agua de hidratación por los ligandos, la restauración de un contexto más hidrof́ılico promovido

por la presencia de DHA puede volver este proceso menos espontáneo. Ademas, ciertos ácidos

grasos como el EPA pueden romper los dominios cristalinos del colesterol en la membrana liṕıdica

([159, 66]), por lo que esto seŕıa de gran importancia para un estudio futuro considerando el

rol que tienen estos dominios como centros cataĺıticos para la agregación de los péptidos beta

amiloides [129].

Por último, mostramos la Figura 3.10, donde podemos observar el ı́ndice WPC que cuenta

el número de puentes de hidrógeno de las moléculas de agua con otras moléculas de agua y con

los grupos fosfato y carbonilo (explicado en la Subsección 3.1.1). Calculamos el ı́ndice para las

moléculas de agua en una esfera de radio r = 4.5 Å de los carbonilos ya que esta es la región de

interés derivada de nuestras figuras previas. En la Figura 3.10 es evidente que la presencia del

colesterol aumenta el porcentaje de moléculas de agua con dos o menos HBs totales (HBs agua-

agua y agua-ĺıpido) a expensas de las moléculas con un número de coordinación mayor por HB.

Nuevamente aclaramos que las moléculas menos coordinadas esperamos que sean más lábiles y

fácilmente removibles, por lo que concuerda muy bien con los resultados expuestos anteriormente.

El agregado de DHA, por lo contrario, revierte este efecto prácticamente restableciendo la

coordinación de los HBs totales t́ıpicos de la membrana pura de DPPC, por lo que nuevamente

encontramos que el DHA restablece la fuerte capa de hidratación alrededor de los carbonilos

de los ĺıpidos (t́ıpico también de la membrana pura de DPPC). Este hecho podŕıa restaurar el

escenario en el que la membrana es menos accesible por los ligandos, una situación que podŕıa

ser de interés, como ya mencionado, para contextos como el de la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 3.10: Índice WPC para ĺıpidos en membranas de DPPC (azul), DPPC-Chol (negro) y

DPPC-Chol-DHA (verde).

Para concluir con este apartado de la tesis podemos decir que, luego de utilizar simulaciones

de dinámica molecular para determinar el efecto del DHA en el agua de hidratación de las

membranas liṕıdicas de DPPC-Chol, encontramos que mientras que el colesterol induce un

estado más desordenado de las moléculas de agua alrededor de los grupos polares de los ĺıpidos,

la presencia de DHA en el sistema ternario DPPC-Chol-DHA puede revertir parcialmente dicho

efecto restableciendo el orden estructural del agua. Adicionalmente, el DHA causa que las cabezas

polares de los ĺıpidos se estrechen, como es evidente en los perfiles de densidad de la Figura 2.10,

mientras que ensancha la distribución espacial de las moléculas de Chol exponiéndolas hacia

la superficie y volviéndolas más accesibles por el agua de hidratación. Finalmente, estudiamos

también los efectos locales principales inducidos por el Chol y por el DHA sobre la hidrofobicidad

de la membrana. Primero encontramos que la presencia de Chol vuelve a los carbonilos un poco

más hidrofóbicos. Este hecho podŕıa afectar la reactividad de la membrana [121] aumentando la

propensión a la deshidratación local y por lo tanto favoreciendo la interacción con otros efectores

o ligandos que podŕıan desplazar al agua lábil en el proceso de unión. Por otro lado, cuando

el DHA se incorpora en la membrana de DPPC-Chol su presencia parcialmente contrarresta la

influencia del Chol. Esto es consistente con nuestro estudio del ı́ndice de WPC que cuantifica la

coordinación de los puentes de hidrógeno de las moléculas de agua en dicha región, mostrando

que mientras el Chol promueve la presencia de moléculas con menos HBs coordinados alrededor
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de los carbonilos de los ĺıpidos, la adición de DHA restablece la hidratación fuerte de las capas

de hidratación t́ıpica de las membranas puras de DPPC.

3.2. Hacia una caracterización más completa del agua de

hidratación de membranas

Como se deja entrever a partir de los estudios espećıficos de los puntos anteriores, en esta

sección nos concentramos en aspectos más bien globales del agua de hidratación. Sin embargo,

ya el agua pura o bulk presenta una gran riqueza estructural tal como se concibe dentro del

escenario de dos ĺıquidos (como explicado en la Subsección 1.1.2), de modo que es esperable que

el agua de hidratación presente un comportamiento de una riqueza aún mayor. Para estudiar

dicho comportamiento es necesario, como dicho, recurrir al empleo de ı́ndices de estructura que

resulten aplicables en este contexto espećıfico. Esta es la cuestión en la que nos concentraremos

en la próxima sección, de modo de sentar las bases de una descripción más precisa del agua de

hidratación de membranas.

3.2.1. Aspectos estructurales de moléculas de agua de alta densidad local

Para poder llegar a una descripción detallada del agua en membranas es necesario primero

contar un parámetro de estructura que sea capaz de clasificar apropiadamente las moléculas de

agua. Por lo tanto, en esta primera instancia nos concentraremos en la descripción y desarrollo de

ı́ndices de estructura para clasificar moléculas de agua pura y luego extenderemos los resultados

al contexto de interés. De disponerse de un ı́ndice de estructura para el agua aplicable en interfase

en condiciones de nanoconfinamiento, como es el caso de agua de hidratación de membranas,

seŕıa una tarea más directa. Sin embargo, los ı́ndices existentes fallan en estos contextos tal

como indicaremos en las secciones siguientes, de modo que la primer y demandante etapa que

abordaremos a continuación consiste en el desarrollo de un parámetro de estructura apropiado.

Para desarrollar un nuevo indicador estructural para el agua, estudiamos primero dos

ı́ndices basados en consideraciones estructurales (orden traslacional hasta la segunda capa
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molecular). Por un lado, el LSI cuyo uso propuso nuestro grupo integrar a minimizaciones

de enerǵıa potencial, es decir, cuando se utilizan las llamadas estructuras inherentes o IS

(Inherent Structures), cuencas de atracción local de la configuración real en la superficie de

enerǵıa potencial que se acceden por medio de métodos de minimización energética como

steepest descent o gradiente conjugado. Por otro lado, el ı́ndice ζ [202, 203] que incorpora en

cierto modo el papel de los puentes de hidrógeno, HBs, (sin embargo, para una dada molécula

central, ello sólo se considera en virtud de la distancia entre la última molécula que forma

HB y la primera vecina sin HB). Para calcular el ı́ndice LSI, que denominamos I(i, t), para

una molécula central i a un tiempo t, uno ordena al resto de las moléculas dependiendo

de la distancia radial rj entre el ox́ıgeno de la molécula i y el ox́ıgeno de la molécula j:

r1 < r2 < rj < rj+1 < ... < rn(i,t) < rn(i,t)+1, donde n(i, t) es elegido de forma

tal que rn(i,t) < 3,7 Å < rn(i,t)+1 (eso es, consideramos hasta la molécula de agua n hasta 3.7

Å de la molécula central). Luego I(i, t) se calcula como :

I(i,t) =
1

n(i, t)

n(i,t)∑
j=1

[∆(j; i, t)−∆(i, t)]2 (3.2)

donde ∆(j; i, t) = rj+1−rj y ∆(i, t) es el promedio sobre todas las moléculas de ∆(j; i, t) (un

promedio sobre todas las n moléculas de agua más próximas que 3.7 Å a la molécula central), por

lo que I(i, t) expresa la inhomogeneidad en la distribución radial dentro de una esfera de radio

3.7 Å. Un valor más grande de I(i, t) implica que una molécula i a un tiempo t se caracteriza

por un ordenamiento local tetraédrico y una baja densidad local, con un hueco definido entre

la primera y la segunda esfera de coordinación, mientras que, por otro lado, valores de I(i, t)

cercanos a cero indican que una molécula presenta un ordenamiento local tetraédrico defectuoso

y una alta densidad local, dado que alguna molécula de la segunda esfera de coordinación ha

colapsado parcialmente sobre la primer esfera (transformándose en una molécula intersticial),

perturbando aśı el orden tetraédrico local. Como ya indicamos, a diferencia de las referencias

[98, 99], calculamos el ı́ndice en la IS minimizando la enerǵıa potencial de la correspondiente

estructura instantánea para poder deshacerse del efecto aleatorio de las vibraciones térmicas,
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removiendo aśı las fluctuaciones que impiden una identificación correcta de la estructura local

en la trayectoria real. Por otro lado el ı́ndice ζ en [202, 203] se calcula midiendo la diferencia

entre la distancia dj′i de la molécula vecina más cercana j′ no unida por puente de hidrógeno

a la molécula central i (para simplificar a partir de ahora llamaremos a esta primera molécula

no unida por puente de hidrógeno 1NHB), y la distancia dj”i de la molécula j” más lejana

que forma puente de hidrógeno con la molécula i (que designaremos como la última molécula

unida por puente de hidrógeno o LHB): ζ(i) = dj′i − dj”i. Este ı́ndice tiene una ventaja desde

un punto de vista conceptual al tomar expĺıcitamente en cuenta la coordinación de puente

hidrógeno, la cual contribuye de forma mayoritaria a la estructura del agua. Para el modelo de

agua TIP5P el ı́ndice produce distribuciones claramente bimodales en la dinámica real, es decir,

en la configuración instantánea (sin necesidad de recurrir al esquema IS) [203]. Para el modelo

TIP4P/2005, en cambio, la distribución no dió bimodalidades claras pero se puede descomponer

en dos funciones Gaussianas [202]. Esta medida produce valores levemente mayores a 1 Å para

moléculas de baja densidad o estructuradas (para las cuales la molécula 1NHB esta localizada

dentro de la segunda capa de coordinación, la cual esta separada de la primera por una clara

brecha), pero significativamente más baja para las moléculas de alta densidad o desestructuradas

donde la molécula 1NHB se encuentra en la región entre la primera y la segunda capa (el ı́ndice

puede llegar incluso a valores cero o negativos, cuando la molécula 1NHB se introduce en la

región de la primera capa).

En la Figura 3.11 mostramos la distribución para el ı́ndice ζ en un rango de temperatura

para los 2 modelos de agua estudiados, TIP5P y SPC/E (cuyas temperaturas de fusión o

melting, Tm, son 272 y 214 K respectivamente [204]) en la configuración real (instantánea)

y en la configuración inherente (IS), en la cual el ı́ndice no hab́ıa sido calculado hasta la fecha.

Para el modelo TIP5P en la dinámica real observamos una buena bimodalidad con un pico a

la derecha (cuya población aumenta a medida que la T disminuye) incluyendo a las moléculas

estructuradas y un pico a la izquierda (cuya amplitud decrece a medida que la temperatura, T,

disminuye) que contiene a las moléculas desestructuradas. Sin embargo, y en contrapartida con
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la situación observada para el LSI (cuya distribución en la IS la incluimos para comparar), luego

del proceso de minimización (es decir, el cálculo del ı́ndice ζ en la IS) la bimodalidad se pierde

significativamente, principalmente porque el pico a la izquierda se vuelve más ancho y sufre un

desplazamiento hacia el exterior. Cuando evaluamos el modelo SPC/E (para el cual el ı́ndice ζ

no ha sido calculado antes ni siquiera en la dinámica real) encontramos que no hay bimodalidad

en la dinámica real ni tampoco en el nivel IS, y presenta un pico simple que se mueve a valores

más altos a medida que la T disminuye. Es notable que los picos para las diferentes temperaturas

están mucho más cerca unas de otras en la dinámica inherente ya que los picos para temperaturas

altas experimentan un claro desplazamiento hacia valores más grandes del ı́ndice. Esto nos habla

de los cambios significativos que se generan durante el proceso de minimización y podŕıa estar

afectando de manera considerable el ordenamiento local de las moléculas desestructuras y no aśı

a las moléculas estructuras. En la Figura 3.11 también observamos el ı́ndice LSI en el esquema

IS para los dos modelos de agua. Es evidente que en ambos casos el ı́ndice muestra una clara

bimodalidad. Es de esperar que el modelo TIP5P favorezca la estructuración al mejorar la

coordinación tetraédriaca local de los puentes de hidrógeno mientras que el modelo SPC/E

representa un modelo desestructurado. Es interesante considerar que en (b) y en (d) observamos

la distribución del ı́ndice ζ para TIP5P y para SPC/E respectivamente en el esquema IS, y

en (e) y (f) los casos para el ı́ndice LSI. Si comparamos los picos a bajas temperaturas en (b)

y en (d), donde podemos aprender que el ı́ndice ζ para TIP5P implica moléculas muy bien

estructuradas con valores del ı́ndice mayores a 1 Å , mientras que en el caso de SPC/E este pico

esta por debajo de dicho valor. Además, el pico para moléculas estructuradas es también más

alto para el caso de TIP5P. Finalmente, cuando comparamos la estructura del pico en (e) y en

(f) podemos aprender que la fracción de moléculas estructuradas (área debajo de cada pico) es

mucho más grande para TIP5P comparado con SPC/E para las temperaturas más bajas. Sin

embargo, también podemos apreciar que el modelo TIP5P sobreestima levemente la fracción de

moléculas estructuras a altas T.
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Figura 3.11: (a) Índice ζ para el modelo de agua TIP5P calculado en la dinámica real (rango

de temperaturas: 200 K a 340 K); (b) Idéntico a (a) pero el ı́ndice calculado en la dinámica

inherente (luego de la minimización); (c) Índice ζ para el modelo de agua SPC/E en la dinámica

real (rango de temperaturas: 180 K a 300 K); (d) Idéntico a (c) pero el ı́ndice calculado en la

dinámica inherente; (e) Índice de estructura local para TIP5P en la dinámica inherente (T =

200-340 K); (f) Índice de estructura local para SPC/E en la dinámica inherente (T = 180-250

K). Las flechas muestran la dirección creciente de la temperatura.

Para profundizar sobre las bases moleculares de los arreglos locales responsables de

los cambios producidos por el proceso de minimización en la distribución de densidad de

probabilidad de la Figura 3.11 y poder aśı esclarecer la naturaleza del estado de alta densidad

(desestructurado), en la Figura 3.12 mostramos la ubicación (distancia desde la molécula central)

de las dos moléculas involucrados en el cálculo del ı́ndice ζ: la última molécula unida por puente

de hidrógeno (last hydrogen bonded, LHB) y la primera no unida por puente de hidrógeno (first

non-hydrogen bonded, 1NHB). En la Figura 3.12 podemos observar en (a) dichas distancias

cuando las moléculas son clasificadas como 1NHB y LHB en la dinámica real (y la distancia
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también es calculada en la dinámica real), en (b) las moléculas son clasificadas en la configuración

dinámica inherente (y la distancia también es calculada en dicho nivel IS). Sin embargo, durante

el proceso de minimización las moléculas pertenecientes a ambas clases pueden cambiar su

molécula central. En (c) mostramos los resultados cuando las moléculas son clasificadas como

1NHB y LHB en la dinámica real y sus distancias a la molécula central son medidas en la

configuración IS correspondiente, es decir, luego de la minimización (dejando de lado el hecho

que sigan o no siendo las moléculas 1NHB y LHB en la configuración IS).

En la dinámica real, en Figura 3.12(a) podemos notar que la molécula LHB presenta un pico

consistente con un arreglo tetraédrico coordinado con la molécula central (ubicada dentro de la

primera capa de coordinación y formando puentes de hidrógeno de buena calidad con la molécula

central). Sin embargo, la distribución también muestra una cola a la derecha, presentando una

población apreciable a distancias mayores a 3 Å de la molécula central. En contrapartida, la

distribución de las moléculas 1NHB muestran un pico cerca de los 3.4 Å pero también se ensancha

hacia la izquierda, mostrando una población significativa a distancias menores a los 2 Å. Sin

embargo, observando la figura 2b, podemos aprender que en ambos casos esa región pierde la

mayoŕıa de su población cuando el ı́ndice es calculado en la configuración IS: La distribución de

las moléculas LHB han decáıdo en su mayoŕıa a distancia mayores a 3.1-3.2 Å mientras que las

moléculas 1NHB no muestran una población apreciable a valores menores que esos. La primera

lección que podemos aprenden es que no hay muchas ubicaciones favorecidas para estas moléculas

en la dinámica inherente pero solo hay dos distancias separadas de la molécula central: una que

corresponde al primer mı́nimo en la función de distribución radial (posición de la primera capa)

y una segunda ubicación cerca de los 3.5 Å (caracterizada por un pico con una forma claramente

Gaussiana en la Figura 3.12(b)). Las fluctuaciones térmicas desv́ıan la posición de las moléculas

de estas ubicaciones en la dinámica real.

La diferencia significativa entre los gráficos de la Figura 3.12 en la dinámica real e inherente,

por un lado, es que las moléculas LHB se mueven hacia adentro en la minimización mejorando

aśı sus puente de hidrógeno con la molécula central, como es de esperar. También, puede darse
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el caso en el que el proceso de minimización expulse una cierta molécula 1NHB (la molécula

intersticial) de su posición distorsionada (cercana a la primera capa) hacia una distancia de

3.5 Å. Mientras esto sucede en muchos casos, no siempre es aśı como podemos observar en el

destino de las moléculas clasificadas como 1NHB en la dinámica real (no en la IS) y analizada

en la configuración IS (Figura 3.12(c)). De tal gráfico podemos ver que la distribución de las

moléculas 1NHB se separan en dos picos claramente definidos, ya que ciertas moléculas 1NHB

se mueven hacia el centro a una posición t́ıpica de las primeras vecinas (formando un puente

de hidrógeno de buena calidad con la molécula central). Esto significa que cuando calculamos

el ı́ndice ζ en la dinámica inherente para este caso (cuando clasificamos las moléculas como

1NHB y LHB directamente en la IS, Figura 3.12(b)), la molécula que hab́ıa sido una molécula

1NHB (en la dinámica real) ha perdido su naturaleza en la minimización transformándose en una

vecina tetraédrica unida por puente de hidrógeno. Esto también significa que otras moléculas se

han convertido en 1NHB en la minimización. Cuando analizamos la coordinación de HB de la

molécula central para esta situación, podemos aprender que hay un claro predominio de 3 HBs

en la dinámica real, por lo que la 1NHB en la dinámica real no es estrictamente hablando una

molécula intersticial pero representa la cuarta vecina que ha perdido su HB como consecuencia

de una distorsión del tetraedro causada por la que es realmente intersticial. Es notable que el

ı́ndice ζ en la dinámica real (dando valores pequeños o incluso negativos) implica para este caso

que el cálculo de la diferencia entre la distancia de la cuarta y la tercera vecina, y no entre la

quinta y la cuarta, como es de esperar en la propuesta original [202, 203]. En contrapartida, la

Figura 3.12(c) nos muestra que otra molécula 1NHB se mueve hacia los 3.5 Å o más (segundo

pico), ya que en la minimización estas moléculas ubicadas como quintas vecinas (t́ıpicamente

intersticiales) disminuyen o cesan su efecto distorsionador sobre la primera capa de la molécula

central, que por lo tanto mejora su estructura tetraédrica local. Para estos casos la molécula

central muestra un predominio de los 4 HBs en la dinámica real y la estructura tetraédrica local

mejora por el proceso de minimización. El cálculo del ı́ndice ζ involucra en este caso la cuarta

y la quinta vecina. Estos resultados son similares cuando utilizamos TIP5P (Figura 3.12(d)) en
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lugar de SPC/e Figura 3.12(c). Si bien la distribución de las moléculas 1NHB nos muestra una

cierta bimodalidad en la dinámica real para TIP5P en la región cercana a los 3 Å, es también

notablemente vaciada por el proceso de minimización. Tal región es también despoblada en la

Figura 3.12(d) para las moléculas LHB. Este hecho revela la reluctancia de las moléculas de agua

a permanecer en dicha región, ya que la minimización las distribuye entre una posición t́ıpica de

una primera capa y un pico externo (que para SPC/E esta centrado a los 3.5 Å mientras que para

TIP5P son desplazadas un poco más lejos). El vaciado de dicha región en la minimización explica

también por que el ı́ndice LSI produce distribuciones bimodales en el esquema IS. Mientras que

en la primera capa se ve favorecida, la quinta vecina se ve desplazada hacia el exterior, por lo

que si el proceso de minimización ubica a dicha molécula a una distancia mayor a los 3.5 Å (una

distancia conmensurable con la segunda capa y utilizada como cutoff en la definición del ı́ndice),

entonces la quinta vecina es la última vecina incorporada en el cálculo del ı́ndice. Y dado que

su distancia a la cuarta vecina es grande, contribuye significativamente al cálculo del ı́ndice en

Ecuación 3.2, por lo que produce valores elevados caracteŕısticos de una buena estructura de la

molécula central. Pero si la quinta vecina cae por debajo de los 3.7 Å, reteniendo su naturaleza

intersticial (el proceso de minimización no es capaz de arrojarla a la segunda capa), el cálculo del

ı́ndice también incluye a una sexta vecina. De esta forma se estaŕıa incorporando un par extra en

el cálculo de la Ecuación 3.2. Ademas, dado que no hay grandes distancias entre ninguna de las

moléculas consecutivas consideradas, el ı́ndice da como resultado valores bajos representativos

de una molécula central desestructurada. De esta manera, mientras el LSI hace un buen trabajo

determinando ineqúıvocamente las moléculas estructuradas y desestructuradas en el esquema IS

en todos los modelos de agua utilizados en este trabajo, esta clasificación depende evidentemente

del cutoff utilizado [101]. Ademas, dado que en el modelo TIP5P la quinta vecina es expulsada

a distancias mayores durante el proceso de minimización, el ı́ndice LSI sobreestima la fracción

de moléculas estructuradas en comparación con la situación para el modelo SPC/E [205].
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Figura 3.12: Distancia desde la molécula central a las moléculas 1NHB y LHB para SPC/E a T

= 240 K cuando las moléculas son clasificadas en: (a) la dinámica real (1NHB: curva azul con

ćırculos; LHB: curva roja con cuadrados); (b) en la dinámica inherente (1NHB: curva azul con

estrellas; LHB: curva roja con triángulos); (c) en la dinámica real pero su distancia a la molécula

central no es calculada en la dinámica real como en los casos (a) y (b) sino en la correspondiente

dinámica inherente, es decir, luego del proceso de minimización de la configuración real [1NHB:

curva azul con estrellas; LHB: curva roja con triángulos; también incluimos las curvas del caso

(a) para comparar]; (d) Idéntico a (c) pero para el modelo de agua TIP5P a T = 250 K. Notamos

que las temperaturas elegidas implican que para SPC/E el sistema se encuentra levemente por

encima de su Tm, mientras que para TIP5P el sistema esta levemente por debajo de la misma.

Las temperaturas las elegimos con el propósito de mostrar como diferentes situaciones para

diferentes modelos de agua dan como resultado comportamientos cualitativamente similiares.

Obtenemos resultados similares para otras temperaturas cerca o por debajo de Tm en ambos

casos. En particular, para TIP5P hemos elegido un temperatura por debajo de Tm, ya que el

ı́ndice ζ muestra una buena bimodalidad para el régimen sobreenfriado en la dinámica real

(mientras que a temperaturas por encima de la Tm esa bimodalidad casi desaparece).

Observando todo lo anterior, podemos decir que encontramos que ambos ı́ndices sobreestiman
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a las moléculas desestructuradas, tipo HDL, ya que algunas moléculas que parecen ser

desestructuradas restituyen el HB al minimizar, en realidad son estructuradas. Esto nos

muestra que encontrar un ı́ndice capaz de estimar de forma más acertada las fracciones de

moléculas estructuras y desestructuras nos ayudaŕıa a profundizar en nuestro conocimiento de

las propiedades estructurales del agua en los contextos de agua nanoconfinada y sobreenfriada.

3.2.2. Indices de estructura para diferentes modelos de agua y conexión entre

estructura-dinámica

Para el agua, resulta importante relacionar estructura con dinámica, pues se espera que

moléculas de agua más desestructuradas presenten una mayor difusividad local. Esto es aśı

dado que estamos estudiando agua pura pero, además, en el caso del agua de hidratación,

las moléculas más desestructuradas podŕıan presentar una mayor labilidad local, siendo más

fácilmente reemplazables por un ligando. Por lo tanto, en un estudio posterior [206] comparamos

el desempeño del ı́ndice LSI, y también del ı́ndice ζ (datos no mostrados), basándonos en el

grado de orden traslacional hasta la segunda capa de coordinación en tres modelos de agua

SPC/E, TIP4P/2005 y TIP5P. Correlacionamos las distribuciones de los ı́ndices con una medida

indirecta de la restricción estructural: la propensión dinámica (DP) [207], que luego nos permite

buscar conexiones con medidas pertenecientes a la configuración del sistema (medidas estáticas

como caracteŕısticas estructurales o enerǵıa potencial local [208, 209]). Esta medida indirecta

(calculada a partir de la movilidad promediada sobre el denominado ensamble isoconfiguracional,

IC, un grupo de muchas dinámicas diferentes con la misma configuración inicial) representa la

tendencia de la dinámica de las moléculas de agua, es decir, la probabilidad de dichas moléculas

a realizar desplazamientos sustanciales determinados por las restricciones impuestas por la

configuración inicial. La propensión dinámica para una determinada molécula en la configuración

inicial (en un determinado intervalo de tiempo t cercano al tiempo de relajación estructural, es

decir, cuando la función scattering autointermedio decayó a 1/e) esta dado por la ecuación:DP =〈
∆r2i

〉
IC

[donde ⟨· · · ⟩IC implica el promedio sobre la IC y ∆r2i = (ri(t = t) − ri(t = 0))2 es el
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desplazamiento cuadrático de la molécula i durante dicho intervalo de tiempo]. En otras palabras,

la DP mide (desde su correspondiente tendencia dinámica) que atadas o sueltas se encuentran

las moléculas de agua en una dada configuración, por lo que aporta información interesante

sobre la relación entre estructura, dinámica y superficies de enerǵıa potencial en modelos

formadores de vidrios [227, 229, 207, 208, 209, 212, 213, 214]. Esta propuesta se ha aplicado a

agua anteriormente [215, 216, 217]. Este procedimiento permite evidenciar la existencia de una

evidente correlación entre la estructura y la información dinámica Figura 3.13. Espećıficamente,

encontramos que las moléculas estructuradas localmente presentan una preferencia a tener

valores bajos de propensión dinámica y, más conspicuamente, encontramos que las moléculas

desestructuradas están extremadamente sujetas a una alta propensión dinámica. Este resultado

es relevante para el régimen sobreenfriado donde la aparición de v́ınculos firmes entre estructura

y dinámica han permanecido más bien elusivos, ya que la existencia de dinámicas que vaŕıan

ordenes de magnitud en el sobreenfriamiento generalmente contrasta con los cambios apenas

notables en la estructura general.
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Figura 3.13: Distribuciones de los ı́ndices LSI para el 10% de moléculas con mayor valor de

propensión (rojo), para el 10% de moléculas con valor menor de propensión (azul), y para

todas las moléculas (negro). Cada fila corresponde a un modelo de agua diferente. (a) y (b)

distribuciones de LSI para SPC/E a T = 240 K; (c) y (d) distribuciones de LSI para TIP4P/2005

a T = 246 K y (e) y (f) distribuciones de LSI para TIP5P a T = 267 K.

En la Figura 3.14 mostramos un ejemplo de una configuración en 3-dimensiones para el

modelo SPC/E a T = 240 K, donde graficamos la distribución espacial de las moléculas dentro

del 10% de mayor propensión (rojo) y dentro del 10% de menor propensión (coloreadas en azul si

pertenecen al pico estructurado de la derecha de la distribución de LSI en la figura Figura 3.13(a),

o en celeste si su valor de LSI está localizado en el pico desestructurado, el pico de la izquierda

de la figura Figura 3.13(a)). Desde un punto de vista cualitativo, podemos observar clusters

(racimos) de moléculas similares. Las moléculas azules y celestes juntas muestran una cierta

tendencia a ordenarse en clusters más compactos (también con la presencia de regiones más del

tipo de cadenas), mientras que las moléculas rojas tienden a ordenarse más en racimos del tipo
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de cadenas de la misma forma que las moléculas móviles en los sistemas v́ıtreos [218] o cadenas

ramificadas, como los ya antes observados en agua [219]. Vale la pena recalcar que el gráfico

muestra los valores de propensión (comportamiento promedio en el ensamble isoconfiguracional,

es decir, sobre muchas dinámicas que tienen como punto de partida la misma configuración

inicial) y no los valores de movilidad de una dinámica individual como en los casos mencionados.

Esta situación, también la encontramos para los otros dos modelos de agua.

Figura 3.14: Gráfico 3D de una t́ıpica configuración con el 10% de moléculas con mayor valor de

propensión coloreadas en rojo, el 10% de moléculas con valor menor de propensión coloreadas

en azul (si pertenecen al pico de la derecha de la distribución del LSI o moléculas estructuradas)

y en celeste (si pertenecen al pico de la izquierda de la distribución del LSI o moléculas

desestructuradas). Las moléculas rojas pertenecen en su mayoŕıa al pico de la izquierda de

la distribución del LSI. También indicamos la posición del resto de las moléculas de agua (en

gris pálido). El modelo de agua es SPC/E a T = 240 K.

3.2.3. Desarrollo de un nuevo ı́ndice de estructura para agua basado

en consideraciones energéticas. Aspectos estructurales y el v́ınculo

estructura-dinámica en la relajación v́ıtrea del agua

De modo de corregir los errores en la clasificación de las moléculas de agua antes mencionados

(dado que los ı́ndices disponibles sobreestiman al estado desestructurado), en nuestro grupo
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de investigación hemos desarrollado un nuevo ı́ndice basado en consideraciones energéticas

llamado V4 [102, 103], que evita la introducción de preconceptos estructurales. Como dicho,

nuestros resultados sugieren que la población del estado distorsionado ha sido sobreestimada

por los indicadores previos, ya que algunas moléculas con una primera capa local deformada

por fluctuaciones térmicas, resultan pertenecer a una configuración bien estructurada si el

efecto “enmascarador” es debidamente removido [102, 103]. Bajo este escenario, en esta sección

introduciremos los detalles estructurales de la clasificación con V4 y, en particular, la relación

entre V4 y las medidas de propensión dinámicas para poder dilucidar la existencia de una

conexión clara entre estructura y dinámica en el régimen de agua sobreenfriada.

El ı́ndice V4 [102, 103] involucra el cálculo de todas las interacciones de los pares de moléculas

Vij , j ̸= i para cada molécula i y las ordena según su intensidad, de menor a mayor. Luego

al valor de V4(i) lo definimos como la cuarta Vij . Una molécula bien estructurada con una

primera capa de coordinación ordenada tetraedricamente presentará un valor de V4(i) cercano a

la enerǵıa de un HB lineal, mientras que una molécula con un arreglo tetraédrico distorsionado

dará valores de V4(i) más grandes. Este ı́ndice nos muestra una clara distribución bimodal tanto

en dinámica real como en la inherente [102, 103], siendo este último esquema el adecuado a

fines de la clasificación estructural [102, 103]. Este hecho nos permite clasificar las moléculas

de agua como localmente estructuradas o desestructuradas más allá de la estimación de la

fracción de los dos estados, una posibilidad que está por fuera del alcance de la mayoŕıa de

los indicadores anteriores. Luego, proporcionaremos argumentos adicionales para mostrar que el

ı́ndice V4 también corrige la tendencia a sobreestimar la fracción de moléculas desestructuradas

en la que ciertos indicadores basados en la estructura suelen incurrir [102, 103].

En la Figura 3.15 mostramos la distribución del ı́ndice V4 para una serie de temperaturas y a

una presión de 1 bar, tanto en la dinámica real como inherente para el modelo de agua SPC/E. Si

bien es evidente que ambos esquemas muestran una bimodalidad neta, el enfoque en la dinámica

inherente es el que nos permite realizar una clasificación correcta de las clases moleculares. Este

hecho tiene su base no sólo en consideraciones estructurales, como la similitud de las funciones de
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distribución radial con resultados experimentales en agua amorfa de alta y baja densidad, pero

también en la capacidad de permitir una descripción apropiada del comportamiento anómalo de

la capacidad caloŕıfica del agua [102, 103]. El pico a la izquierda en la distribución de la dinámica

inherente de V4 (valores menores o negativos) comprende moléculas con cuatro HBs lineales de

buena calidad y con tetraedros bien arreglados (a estas moléculas las llamamos moléculas T),

mientras que el pico de la derecha esta poblado por moléculas con sus arreglos tetraédricos

distorsionados y por lo menos un HB se ha perdido (moléculas D). De esta manera, el pico

de la izquierda corresponde a las moléculas estructuradas mientras que el pico de la derecha

representa las desestructuradas. A fines de poder clasificarlas, consideramos un valor umbral

que se encuentra entre los dos picos de la distribución, V4 = −12 kcal/mol, aunque cambios

moderados en estos valores no alteran significativamente nuestros resultados. Observamos la

existencia de moléculas coordinadas con 5 moléculas de agua [102, 103], pero a diferencia del caso

de las coordinadas con 3 moléculas de agua, estas moléculas pentacoordinadas son siempre muy

pocas y su fracción no cambia mucho con la temperatura. Ademas, estas moléculas presentan

valores de V4 caracteŕısticos de las moléculas tetracoordinadas (tetraedros bien coordinados con

4 HBs de buena calidad) y a su vez son capases de formar una buena interacción con una quinta

molécula, por lo que este número pequeño de moléculas pentacoordinadas serán incluidas entre

las moléculas T. Por el contrario, las moléculas D constan de tres moléculas coordinadas ya que

básicamente implican la ruptura neta de un HB y su fracción cambia significativamente con la

temperatura.

Si bien de ahora en más clasificaremos a las moléculas de agua como T o D con V4

en la dinámica inherente, es importante aclarar que en la dinámica real en la distribución

de V4 hay muchas moléculas del pico de la derecha (V4 > −12 kcal/mol) que se mueven

hacia el pico de la izquierda (V4 < −12 kcal/mol) en la minimización (cuando cambiamos

al esquema de dinámica inherente). Estas moléculas T (como indica la clasificación en la

dinámica inherente), aparentan ser moléculas D en la dinámica real, de hecho presentan arreglos

deformados térmicamente en la dinámica real, pero en el proceso de minimización muestran que
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pertenecen en verdad a la cuenca bien estructurada (cuenca T). Por razones practicas, si bien

en verdad pertenecen al estado T en nuestra clasificación, las llamaremos también moléculas F

(ya que podŕıamos pensar que son moléculas D falsas: aparecen como D en la dinámica real pero

cuando el desorden térmico es removido se vuelven moléculas T). Los indicadores estructurales

basados meramente en preconceptos estructurales (a diferencia del ı́ndice V4 que esta basado

en consideraciones energéticas) clasificaŕıan de manera errónea a la mayoŕıa de estas moléculas

desestructuradas. Por ejemplo, el LSI sobreestima la población de moléculas desestructuradas

(siempre evaluado en la dinámica inherente donde, a diferencia del caso en la dinámica real,

muestra una distribución bimodal neta). Claramente, este es el estado dominante para el LSI,

incluso bien por encima del régimen sobreenfriado [215, 100, 101, 220, 205, 221], a diferencia

del resultado que observamos en la Figura 3.15 donde predominan las moléculas T. El problema

de sobreestimar las moléculas desestructuradas por ciertos indicadores meramente basados en

la estructura es de gran importancia si tratamos de encontrar un v́ınculo entre la estructura

y la dinámica. Encontramos que también existen otros parámetros estructurales como el orden

métrico local que mide el grado de orden al compararlo con una referencia apropiada del sistema

[222, 223]. Seŕıa de gran interés comparar los resultados de este indicador con en el esquema de

dinámica inherente con V4 en un trabajo futuro.
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Figura 3.15: Distribución del ı́ndice V4 calculado en la dinámica inherente (estructuras

inherentes, IS) en (a) y en la dinámica real (RD) en (b) para el modelo de agua SPC/E, para una

serie de temperaturas (desde temperaturas por encima del punto de fusión hasta temperaturas

en el régimen sobreenfriado; las flechas indican la dirección creciente de la temperatura).

Como ya sabemos, las moléculas estructuradas tienden a presentar una brecha clara entre la

primera y la segunda capa de coordinación (lo cual permite que la primera esfera desarrolle

una coordinación tetraédrica) y, por otro lado, las moléculas desestructuradas implican un

cierto colapso de la segunda capa, con una o más moléculas ocupando posiciones intersticiales

y por consiguiente perturbando el orden local de la primera capa Figura 3.16. Sin embargo,

un trabajo reciente sugiere que las moléculas desestructuradas podŕıan ser menos desordenadas

de lo esperado y que de hecho muestran una estructura de preferencia [224]. Para tener un

panorama más preciso, ahora mostramos la función de distribución radial (Radial Distribution

Function, RDF), para las moléculas T, D y F (que ahora consideramos como un subconjunto de

moléculas T las cuales, como ya indicamos, pueden ser consideradas como desestructuradas en

base a sus entornos distorsionados térmicamente). La Figura 3.16 nos muestra dichas RDFs en
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las configuraciones reales y en las minimizadas (IS).

Si comparamos las RDFs de las moléculas T y D (en ambos esquemas, dinámica real e

inherente), encontramos un clara diferencia entre ambas. Las moléculas T muestran una brecha

pronunciada entre el primer y el segundo pico (correspondientes a la primera y segunda capa

respectivamente), mientras que las moléculas D presentan una población importante en dicha

región, un indicador claro de la presencia de moléculas intersticiales. Aun cuando no todas las

posiciones intersticiales son igualmente probables hay un pico notable (u hombro). De hecho, la

RDF de las moléculas F en la dinámica real presenta cierta población en la región entre picos pero

ciertamente no hay evidencia de un pico u hombro. Ademas, podemos observar que en el esquema

minimizado (IS) el pico intersticial es más evidente para las moléculas D en la minimización,

mientras que la región entre picos es claramente vaciada para las moléculas F haciendo las curvas

casi idénticas a la de las moléculas T en dicho esquema minimizado. Estos resultados sin lugar

a duda señalan el hecho que, si intentamos de buscar la conexión entre estructura y dinámica

en el régimen sobreenfriado, es necesario discriminar entre moléculas distorsionadas meramente

por las fluctuaciones térmicas y las realmente distorsionadas (moléculas defectuosas).
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Figura 3.16: Función de distribución radial para las moléculas T, D y F en la dinámica real (RD)

y en la dinámica inherente (estructuras inherentes, IS) para el modelo de agua SPC/E a T =

210 K y a T = 240 K.

A continuación realizamos correlaciones entre la estructura y las propensiones dinámica (tal

como fue explicado en la sección anterior Subsección 3.2.2). En la Figura 3.17, que correlaciona

V4 con propensión dinámica, podemos observar que las moléculas D (la mancha pequeña en el

gráfico de contorno) residen en la zona de mayor propensión dinámica: por encima del valor

de propensión media enriqueciendo también su contribución a la región del 10% de mayor

propensión. Esta correlación entre defectos estructurales y movilidad molecular en la dinámica de

relajación del agua se puede hacer evidente gracias a que contamos con un indicador estructural

con una capacidad de clasificación precisa, el ı́ndice V4. Ademas, recalcamos que no hace falta

recurrir a una valor promedio del ensamble isoconfiguracional (es decir, a un valor que incluya
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expĺıcitamente información dinámica en su definición) para poder cuantificar la estructura local

molecular o la enerǵıa potencial de las moléculas. Por el contrario, el ı́ndice V4 es una medida

directa de la estructura calculada solamente en la configuración estructural inicial.

Figura 3.17: Gráficos de contorno de la correlación de V4 y las dinámicas de propensión para

el modelo de agua SPC/E a T = 210 K (arriba) y a T = 240 K (abajo). En cada caso,

la ĺınea horizontal indica el umbral para clasificar moléculas como T y D, mientras que las

ĺıneas verticales indican los valores que define el 10% de moléculas con menor propensión, la

propensión media y el 10% de moléculas con mayor propensión. En ambos casos, la mancha

grande corresponde al valor más bajo de V4 (región con la población más alta), es decir, a

las moléculas estructuradas (T), mientras que las manchas pequeñas contienen a las moléculas

desestructuradas (D).

3.2.4. Aplicaciones preliminares del nuevo ı́ndice en membranas liṕıdicas

Dado que una virtud del ı́ndice V4 que propusimos es el hecho de que el mismo es en

principio generalizable a contextos no bulk (donde los ı́ndices existentes fallan, tal como

hemos demostrado previamente en [220]), el mismo es entonces aplicable a contextos como
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interfaces y nanoconfinamiento. Y puesto que el ı́ndice cuantifica la energética (caracterizando

las interacciones moleculares) el mismo permitiŕıa estimar de modo simple y preciso la labilidad

del agua de hidratación y, por ende, la reactividad local de las distintas regiones de una

macromolécula. En este sentido, es necesario reformular el ı́ndice V4 para incorporar otras

interacciones más allá de las interacciones agua-agua de modo de extenderlo a estos contextos.

En la hidratación de membranas liṕıdicas, las interacciones de HB agua-agua que se sacrifican

son en general reemplazadas por HB agua-ĺıpido (agua-fosfato y agua-carbonilo), de modo que

es necesario generalizarlo para contemplar esta mayor riqueza energética, para luego aplicarlo

a distintos ĺıpidos con y sin colesterol y en presencia o no de diversos efectores. Si bien nos

pareció importante plantear el tema de la hidratación de membranas de modo completo, más

aun considerando los paradigmas modernos que consideran al agua como parte constitutiva de

la membrana, todo esto constituye un trabajo muy ambicioso que escapa a los objetivos de esta

tesis y que quedará como un desarrollo futuro que dará continuidad a la misma y que ya estamos

comenzando a transitar. Ante la falla de los ı́ndices previos, el desarrollo de un parámetro de

estructura como el V4 que resultará aplicable en este contexto fue, en tal sentido, el primer paso.

De todos modos, en esta última parte del trabajo de tesis, nos proponemos aplicar el ı́ndice

V4 a membranas modelos de DPPC evaluado en diferentes regiones de la misma separadas por 2

Å entre si, donde la región 1 abarca la zona entre 13 y 15 Å desde el centro de la membrana y la

región 20 esta ubicada entre 53 y 55 Å . De esta manera nos aseguramos que las regiones 1 y 2

cubren la zona de los carbonilos (por debajo de este punto hay muy poca agua de hidratación), y

luego nos alejamos progresivamente hasta llegar a la zona de agua bulk. Es importante mencionar

que utilizamos el modelo de agua clásica TIP3P que, si bien no reproduce las propiedades del

agua de la misma manera que el modelo SPC/E, es el más utilizado en la literatura en sistemas

que involucran membranas y protéınas. En la Figura 3.18 podemos observar la probabilidad de

obtener un determinado valor de V4 para cada región. En este estudio preliminar, utilizaremos el

V4 calculado sobre estructuras reales (sin minimizar). Es evidente que en las primeras regiones,

el ı́ndice puede presentar algunos problemas al no haber sido adaptado a las interacciones con
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el ĺıpido, pero ello no es un problemas dado que nos interesa el comportamiento del agua en

regiones alejadas de la membrana donde no hay interacciones HB agua-ĺıpido, puesto que se

espera que la influencia de la membrana se “sienta” hasta distancias importantes. Es decir, nos

interesa determinar la longitud de escala en la que el comportamiento del agua converge al valor

del bulk y se espera que ello ocurra relativamente lejos de la ubicación de los extremos de las

cabezas polares de los ĺıpidos.

Figura 3.18: P(V4) para las moléculas de agua en cada región para la membrana pura de DPPC

a 323 K. La flecha indica la posición de la región desde el interior de la membrana (carbonilos)

hacia el exterior (bulk).

En la Figura 3.18 podemos observar que las primeras regiones tienen los máximos de sus

curvas de probabilidad ubicados en valores bajos de V4, lo que nos indica que las moléculas de

agua estaŕıan formando pocos HBs con otras moléculas de agua. Por otra parte, como es de

esperar, a medida que nos alejamos de la membrana el comportamiento del agua se aproxima

al del agua bulk, donde las moléculas de agua pueden formar más HBs. De todas formas, al

encontrarnos a una temperatura relativamente alta, sobre todo al compararlo con el régimen

sobreenfriado (donde el ı́ndice fue propuesto inicialmente), las fluctuaciones térmicas no permiten
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que los HBs duren demasiado tiempo dando como resultado valores bajos de V4 incluso en el

bulk. Podemos notar también, que recién a partir de la región 10 (es decir, aproximadamente a

20 Å de los carbonilos) la estructura del agua de hidratación es similar a la del bulk, llegando

a un resultado consistente con determinaciones previas [130] .Para observar mejor la variación

del valor del ı́ndice a media que nos alejamos del centro de la membrana, en la Figura 3.19

mostramos el valor medio de V4 para cada región.

Figura 3.19: Valor medio de V4 para cada región para la membrana pura de DPPC a 323 K.

Como dicho, es importante reconocer en este punto, que las moléculas de agua pueden

también tener interacciones de puente de hidrógeno con los átomos de ox́ıgeno los grupos de la

membrana (carbonilos y fosfatos) los cuales no estamos considerando en nuestro cálculo de V4.

Esta tarea que nos permitiŕıa una descripción más apropiada del agua de hidratación primaria

de la membrana, requiere realizar esfuerzos futuros. Ello nos permitiŕıa extenderlo a sistemas

más complejos, como los sistemas de DPPC-Chol-DHA estudiados a lo largo de esta tesis.





Caṕıtulo 4

Conclusiones

A modo de conclusión de este trabajo de tesis mostraremos los resultados obtenidos en los

diferentes caṕıtulos y sus correspondientes secciones.

En nuestros estudios sobre efectores en membranas liṕıdicas modelo, comenzamos estudiando

las diferencias en estructura y fluidez entre membranas de DPPC y DPPC-DHA, donde los

resultados obtenidos concuerdan muy bien con los experimentos realizados por la sub-ĺınea

experimental de nuestro grupo de investigación. El DHA es capaz de incorporarse en los

liposomas de DPPC y localizarse en la región de la cabeza polar de los ĺıpidos, obteniendo como

resultado principal una membrana más fluida. Este arreglo en la estructura de la membrana

de DPPC seŕıa esencial para su actividad biológica, tal como se reporta en la literatura. Luego

estudiamos un caso más “real” al incorporar el colesterol obteniendo aśı el sistema ternario

DPPC-Chol-DHA, siendo este sistema más representativo de la membrana celular, con el objetivo

de observar si el DHA puede revertir los efectos que el Chol produce en las membranas de DPPC.

Pudimos determinar que una concentración de 30% de DHA revierte parcialmente los efectos

del colesterol en la membrana de DPPC. Además, pudimos evidenciar que el sistema DPPC-

Chol-DHA se vuelve más compresible y que el DHA se opone al efecto rigidizante que el Chol

produce en las cadenas hidrocarbonadas, incrementando aśı la fluidez de la membrana. Este

fenómeno resulta relevante especialmente en el contexto de enfermedades que tienen su origen

en las membranas celulares del cerebro, como la enfermedad de Alzheimer, y son promovidas por
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la presencia abundante de colesterol. Finalmente estudiamos los efectos de las xantonas mono

y polihidroxilada en membranas de DMPC y DPPC. Estos estudios han dejado en evidencia

la existencia de una influencia significativa en las propiedades termodinámicas, volumétricas

y mecánicas de las hidroxixantonas sobre las veśıculas con la proporción de efectores/ĺıpidos

estudiadas. Si bien en términos termodinámicos ambos efectores disminuyen la temperatura

de transición de cada ĺıpido, también inducen un empaquetamiento más compacto en ambas

membranas. Es esperable que la estructura plana de las xantonas les permita empaquetarse

eficientemente entre los ĺıpidos, disminuyendo la compresibilidad, mientras que simultáneamente

realizan una disrupción de las interacciones laterales entre cadenas liṕıdicas (imponiendo

desorden en las interacciones y no en la estructura), incrementando aśı la fluidez de la membrana

y disminuyendo la temperatura de fusión. Como última observación podemos afirmar que la

combinación de resultados termodinámicos y mecánicos en membranas de DPPC y DMPC en

presencia de xantonas, tanto experimentales como computacionales, nos ha permitido resolver el

enigma planteado al principio de este trabajo: el orden estructural en la membrana, inducido por

la presencia de un efector, no presenta una correlación trivial con la compresibilidad y fluidez

de la membrana.

Como ya comentamos a lo largo de este trabajo de tesis, para poder comprender en

profundidad las interacciones ligando-membrana es necesario incluir al agua de hidratación

dentro de este contexto, por lo que estudiamos dos casos espećıficos con resultados notables.

Por un lado, en una primera instancia, estudiamos como los efectos de la presencia de colesterol

en membranas de DMPC y 14:0 Dieter PC (tanto en la fase sólido cristalina como en la ĺıquida

cristalina) modifica la distribución de las moléculas de agua, disminuyendo la relajación dipolar

del agua de los ĺıpidos de la interfase generando un aumento en la población no relajable. Luego,

en un segundo paso, estudiamos los efectos de la incorporación de Chol en membranas liṕıdicas

modelo de DPPC, observando un incremento de la hidrofobicidad local. Este fenómeno podŕıa

resultar crucial ya que la reactividad de la membrana se veŕıa aumentada y por lo tanto, se

volveŕıa susceptible para interaccionar con ligandos como los péptidos amiloides (responsables en
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gran parte de la enfermedad de Alzheimer). Nuevamente, el agregado de DHA al sistema DPPC-

Chol revierte el efecto del Chol sobre el agua de hidratación, disminuyendo su hidrofobicidad.

Finalmente, hicimos uso de nuestra experiencia previa en el contexto de agua sobreenfriada

y agua v́ıtrea (sabiendo que el agua de hidratación de membranas liṕıdicas guarda cierta

reminiscencia v́ıtrea) para establecer las bases de una caracterización más completa del agua

de hidratación. Para tal fin, es preciso disponer de un ı́ndice de estructura que sea utilizable

en dicho contexto, por lo que comenzamos exponiendo algunas limitaciones de los ı́ndices

previos. A partir de estos estudios desarrollamos un nuevo ı́ndice de estructura (el ı́ndice

V4) que no presenta los desperfectos con los que contaban los ı́ndices anteriores, esta virtud

se la atribuimos al hecho que V4 carece de preconceptos estructurales y esta basado en

consideraciones energéticas. En esta tesis, a pesar del camino transitado, solo pudimos aplicar

el ı́ndice V4 de manera preliminar en nuestro contexto de interés (el agua de hidratación de

membranas liṕıdicas modelo), pero su implementación en el futuro es una tarea que motivará

estudios posteriores.
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[92] O. Mishima, L.D. Calvert, E. Whalley. Nature 310, 393 (1984).

[93] O. Mishima, L.D. Calvert, E. Whalley. Nature 314, 76 (1985).

[94] G. Debenedetti, F. Sciortino, G. H. Zerze. Science 369, 289 (2020).

[95] P. Gallo, K. Amann-Winkel, C. A. Angell, M. A. Anisimov, F. Caupin, C. Chakravarty,

E. Lascaris, T. Loerting, A. Z. Panagiotopoulos, J. Russo, J. A. Sellberg, H. E. Stanley,

Ha. Tanaka, C. Vega, L. Xu, L. G. M. Pettersson. Chem. Rev. 116, 7463 (2016).

[96] H. E. Stanley. En Hydration Processes in Biology: Theoretical and Experimental

Approaches. Proceedings of the NATO Advanced Study Institutes; Bellissent-Funel, M.

-C., Ed.; IOS Press: Amsterdam, 1999; Vol. 305; Capitulo 1, Opening Course, 1998 Les

Houches School, pp 3313-3327.

[97] N. Giovambattista, T. Loerting, B. R Lukanov, F. W. Starr. Sci. Rep. 2, 1 (2012).

[98] E. Shiratani, M. Sasai. J. Chem. Phys. 104, 7671 (1996).

[99] E. Shiratani, M. Sasai. J. Chem. Phys. 108, 3264 (1998).

[100] G. A. Appignanesi, J. A. Rodriguez Fris, F. Sciortino. Eur. Phys. J. E 29, 305 (2009).

[101] S. R. Accordino, J. A. Rodriguez Fris, F. Sciortino, G. A. Appignanesi. Eur. Phys. J. E

34, 48 (2011).

[102] J. M. Montes de Oca, F. Sciortino, G. A. Appignanesi. J. Chem. Phys. 152, 244503 (2020).

[103] A. R. Verde, J. M. Montes de Oca, S. R. Accordino, L. M. Alarcón, G.A. Appignanesi.

Eur. Phys. J. E 44:47 (2021).

[104] N. J. Munn, E. Arnio, D. Liu, R. A. Zoeller, L. Liscum. J. Lipid Res. 44, 182 (2003).

[105] K. Gorgas, A. Teigler, D. Komljenovic, W. W. Just. Biochim. Biophys. Acta - Mol. Cell

Res. 1763, 1511 (2006).

[106] R. M. Epand. Prog. Lipid Res. 45, 279 (2006).



BIBLIOGRAFÍA 140
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