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1. Resumen

El estudio de la estabilidad de las membranas lipidicas es fundamental para
comprender los efectos del estrés oxidativo en células biolégicas. La peroxidacion
lipidica altera las funciones fisiolégicas de las membranas celulares y desempena
un papel clave en el dano de estas. Se cree que la peroxidacién estd implicada
en el envejecimiento celular y en diversas enfermedades, como el Parkinson, el
Alzheimer, asi como en la esquizofrenia, la aterosclerosis, las enfermedades in-
flamatorias y la lesién por isquemia-reperfusién cardiaca (Wong-ekkabut, Xu,
Triampo, Tang, Peter Tieleman & Monticelli, 2007). En este trabajo, se ana-
liza el comportamiento de membranas monocomponentes compuestas por 1-
palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), considerado uno de los prin-
cipales constituyentes fosfolipidicos de las membranas celularey cémo la oxi-
dacidn lipidica modifica sus propiedades estructurales y térmicas. Para ello, se
realizaron simulaciones de Dinamica Molecular, estudiando el comportamiento
estructural de bicapas lipidicas a diferentes temperaturas. Cabe destacar que,
ademds de su relevancia biolégica, el POPC es uno de los lipidos mas utiliza-
dos como modelo en estudios computacionales y experimentales de membranas,
debido a su capacidad para formar bicapas estables en fase liquida desordena-
da bajo condiciones fisioldgicas. Esta propiedad lo convierte en un sistema de
referencia ideal para explorar los efectos de la oxidacién sobre la organizacién
y estabilidad de membranas lipidicas (Raghunathan & Katsaras, 1996). A esto
se suma que, segun estudios experimentales, el POPC presenta una respuesta
reversible y bien caracterizada frente a cambios de presién y temperatura, con
un comportamiento estructural altamente reproducible en fase fluida.(Rappolt,
Vidal, Kriechbaum, Steinhart, Amenitsch, Bernstorfl & Laggner, 2003). Estas
propiedades lo convierten en un sistema de referencia confiable para estudiar,
con resolucién molecular, los efectos fisicos y quimicos sobre la organizacién y
estabilidad de las membranas lipidicas

Se analizaron dos sistemas modelo con el fin de evaluar el impacto de la
oxidacion lipidica:

= Una membrana formada exclusivamente por POPC puro.

= Una membrana de POPC oxidado, que simula condiciones de estrés oxi-
dativo en la célula.

El objetivo principal fue evaluar si la oxidacién lipidica altera la estabilidad
térmica de la membrana, promoviendo perturbaciones estructurales asociadas a
una transicién de fase del tipo gel (ordenada) a liquida (desordenada). Ademas,
se evalué la estabilidad térmica de los sistemas mediante un protocolo de an-
nealing que incluyé ciclos de heating (calentamiento) y cooling (enfriamiento).
Los resultados obtenidos fueron contrastados con datos previos de la literatu-
ra para validar los modelos y discutir las implicancias de la oxidacién en la
dindmica de membranas bioldgicas. ”Para aplicar con éxito las tecnologias de
biomembranas a problemas reales, es necesario profundizar en la comprension
de los mecanismos que regulan la movilidad relativa (fluidez) de las moléculas



lipidicas individuales en la bicapa y aclarar como esta movilidad se ve influencia-
da por cambios en las condiciones ambientales” (Wong-ekkabut, Xu, Triampo,
Tang, Peter Tieleman & Monticelli, 2007).

Figura 1: Esquema pictérico del modelo de membrana plasmdtica. La ilustracién muestra la
bicapa lipidica (al centro) dispuesta entre el glicocdliz extracelular (polisacdridos en verde) y el
citoesqueleto intracelular (tubos Tojos). Se observan proteinas integrales (negro) y polipéptidos
(azul) insertados en la membrana, que presenta oscilaciones y dominios laterales de diferentes
lipidos. Las moléculas lipidicas se representan con cierto detalle, mientras que las proteinas
se dlustran de forma simplificada. Los elementos no estdn dibujados a escala.. (Bagatolli &
Mouritsen, 2014)



2. Objetivos

En el presente trabajo se propone estudiar el comportamiento de las mem-
branas monocomponentes de POPC y POPC-OOH bajo diferentes condiciones
de temperatura. En particular, se plantean los siguientes objetivos:

I. Analizar las modificaciones en las propiedades estructurales y dindmicas
de las membranas de POPC en funcién del grado de oxidacién y la tem-
peratura.

II. Determinar la presencia o ausencia de las transiciones de fase descritas
previamente para membranas de POPC puro, y compararlas con las ob-
servadas en las membranas oxidadas.

ITI. Investigar la formacién de patrones o dominios en las membranas oxidadas
y evaluar su estabilidad energética.



3. Marco Teorico

3.1. Estructura y composicion de membranas lipidicas

La bicapa lipidica es una estructura supramolecular autoensamblada en me-
dios acuosos, caracterizada por la yuxtaposicién de dos monocapas en las que las
colas hidrocarbonadas de los lipidos interaccionan entre si, formando un ntcleo
hidrofébico ... mientras que las cabezas polares se disponen hacia el exterior,
interactuando con el solvente acuoso y generando una interfaz hidrofilica que
estabiliza la estructura. Su estabilidad y propiedades fisicoquimicas dependen
de la composicién lipidica, la hidrataciéon y la presencia de otros componentes
como el colesterol (Tsubone, Junqueira, Baptista & Itri, 2019).

Los fosfolipidos constituyen los principales componentes de la membrana y
poseen una estructura anfifilica, con una cabeza polar y dos colas hidrocar-
bonadas hidrofébicas. Estas cadenas pueden ser saturadas, monoinsaturadas o
poliinsaturadas, lo que influye en la fluidez y rigidez de la membrana. Los lipidos
saturados, al carecer de dobles enlaces, permiten una mayor compactacion de
la bicapa, reduciendo su fluidez y aumentando su grosor. En contraste, los lipi-
dos insaturados introducen curvaturas en la membrana, disminuyen la rigidez y
facilitan la movilidad de los componentes (Sosa, 2023).

La tendencia de las regiones hidrofébicas a autoensamblarse, impulsada en-
tropicamente por el medio acuoso, junto con la afinidad de las regiones hi-
drofilicas por interactuar con dicho entorno y entre si mismas, constituye el
fundamento fisico para la formacién espontanea de las membranas. Este prin-
cipio anfipatico fue determinante para que las primeras células establecieran
una delimitacién entre su contenido intracelular y el ambiente extracelular, y a
nivel intracelular, facilit6 la generacion de organulos con compartimentos defini-
dos. Esta compartimentalizacion permite la segregacion espacial y funcional de
reacciones bioquimicas, optimizando su eficiencia y restringiendo la dispersién
de los productos metabdlicos. Asimismo, los lipidos confieren a las membranas
la capacidad de mediar procesos dindmicos como la brotacion, fisiéon y fusion,
fundamentales para la divisién celular, la reproduccién y el trafico intracelu-
lar, ademads de regular la organizaciéon y movilidad de las proteinas integrales y
periféricas en la bicapa(van Meer, Voelker & Feigenson, 2008).

Dentro de los fosfolipidos, los glicerofosfolipidos representan una subclase
fundamental, caracterizada por un esqueleto de glicerol unido a dos acidos gra-
sos y un grupo fosfato, el cual puede enlazarse a distintas cabezas polares. Como
muestra la figura 2, estas variaciones estructurales generan diferentes especies,
como la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) y el dcido fosfatidico (PA). La na-
turaleza quimica de la cabeza polar determina la carga eléctrica del fosfolipido
a pH fisiolégico (7,4), siendo PC y PE neutras, mientras que PS, PG y PI
presentan carga negativa. Estas diferencias en la carga afectan la interaccién
con proteinas y otras biomoléculas mediante interacciones iénicas (Bagatolli &
Mouritsen, 2014).

A nivel funcional, la organizacién lateral de los lipidos en la membrana da
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Figura 2: Grupos polares de los glicerofosfolipidos (Bagatolli & Mouritsen, 2014)

lugar a la formacién de dominios con distintos grados de ordenamiento mole-
cular. Entre estos, se distinguen regiones altamente ordenadas (liquid-ordered,
Lo) y regiones més fluidas (liquid-disordered, Ld). Dentro de los dominios orde-
nados se encuentran los lipid rafts, estructuras enriquecidas en esfingolipidos y
colesterol que funcionan como plataformas para la agrupaciéon de proteinas de
membrana. Estas microestructuras desempenan un papel clave en la transduc-
cién de senales, el trafico vesicular y la regulacion de interacciones moleculares
(Tsubone, Junqueira, Baptista & Itri, 2019).

Finalmente, el espesor de la bicapa estd influenciado por diversos factores,
como la longitud y saturacion de las cadenas hidrocarbonadas, el grado de hi-
dratacion y la concentraciéon de colesterol. Una menor hidratacién favorece la
compactacion de las cabezas polares y la elongacion de las cadenas lipidicas,
aumentando el espesor de la membrana. El colesterol, por su parte, ordena las
colas hidrocarbonadas y estabiliza la estructura, promoviendo la formacién de
dominios lipidicos especializados que modulan la dindmica de la membrana.



Por otro lado, la temperatura influye significativamente en la estructura
de la bicapa lipidica. A medida que la temperatura aumenta, se produce una
mayor agitacién térmica de las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos, lo que
reduce la compactacion de la membrana y disminuye su espesor. Esta variacién
térmica afecta directamente las propiedades mecanicas y dindmicas de la bicapa,
modificando su permeabilidad, la movilidad de los lipidos y su capacidad de
interaccién con proteinas de membrana.

En determinadas condiciones, la bicapa puede experimentar una transicién
de fase principal, un proceso cooperativo en el que los lipidos pasan de un es-
tado ordenado y gelificado (gel, Lg) a un estado mds fluido (liquid-disordered,
L,). Esta transicién implica un cambio abrupto en el espesor de la membrana y
una reorganizacién en la disposicién de las cadenas hidrocarbonadas, las cuales
adquieren mayor flexibilidad y desorden conformacional. La temperatura a la
que ocurre esta transicién, denominada temperatura de transicién de fase (T,,),
depende de la composicion lipidica: los lipidos saturados tienden a aumentar la
T,, debido a su alto grado de empaquetamiento, mientras que la presencia de
insaturaciones disminuye esta temperatura al impedir la compactacion de la
bicapa. Estos cambios estructurales inducidos por la temperatura tienen impor-
tantes implicaciones bioldgicas, ya que pueden afectar procesos como el tréafico
vesicular, la actividad enzimaética de proteinas de membrana y la funcionalidad
de canales i6nicos (Bagatolli & Mouritsen, 2014).



3.2. Procesos de oxidacion lipidica y sus efectos

Las reacciones de 6xido-reduccién son fundamentales en numerosos pro-
cesos bioldgicos del metabolismo celular, ya que involucran transferencias de
electrones que pueden generar subproductos altamente reactivos, tales como
radicales libres (RL) o especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés)(Alejandra, 2021). Estas especies reactivas desempefian un rol dual: por
un lado, participan en procesos fisioldgicos esenciales como la defensa frente a
patégenos, la apoptosis, la respuesta inmunitaria, y la diferenciacion celular;
por otro, su acumulacién descontrolada puede generar dano irreversible a com-
ponentes celulares clave. Las membranas celulares constituyen la primera linea
de defensa frente al estrés oxidativo. En ellas, lipidos, proteinas, colesterol, vi-
taminas y acidos grasos son blanco directo de interacciones con las ROS. Se
acepta ampliamente que esta protecciéon depende, en parte, de la presencia de
moléculas antioxidantes que poseen enlaces quimicos débiles —como vitaminas,
lipidos insaturados y acidos grasos poliinsaturados—, capaces de neutralizar los
radicales libres. Sin embargo, los radicales de oxigeno pueden atacar los enlaces
dobles presentes en las colas hidrofébicas de los lipidos de membrana, generan-
do cambios conformacionales que alteran la integridad estructural de la bicapa
lipidica. El equilibrio redox, definido como la relacién entre especies oxidantes y
antioxidantes, es crucial para el funcionamiento fisioldgico normal. Su desbalan-
ce puede desencadenar procesos patoldgicos complejos, incluyendo enfermedades
metabdlicas y neurodegenerativas como el cancer, la diabetes, el Parkinson y el
Alzheimer. Dentro de los efectos mas relevantes del dano oxidativo se encuentra
la peroxidacién lipidica (LPO), un proceso que afecta directamente la arquitec-
tura de las membranas celulares. Esta puede ser inducida por ROS, procesos
inflamatorios, enzimas oxidasas, fagocitosis viral, y exposicién a radiaciéon UV o
ionizante. Modelos experimentales, como la fotooxidacion de vesiculas lipidicas
gigantes, permiten estudiar con precisién cémo la oxidacion afecta propiedades
clave de la bicapa, incluyendo su rigidez y el drea ocupada por cada lipido. (Guo,
Baulin & Thalmann, 2016).

En este contexto, los acidos grasos poliinsaturados han adquirido especial
relevancia en el estudio de los mecanismos oxidativos. Estos lipidos, abundan-
tes en las membranas biolégicas, pueden ser liberados como acidos grasos libres
mediante la accién de la fosfolipasa A. Esta liberacién puede ocurrir antes o
después del ataque oxidativo, y se ha sugerido que la oxidacién previa podria
funcionar como senal para la acciéon enzimatica. Es importante distinguir en-
tre la oxidacién enzimdtica especifica —que genera compuestos de senalizacién
altamente activos, como prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclina y trombo-
xano A— y la oxidacién no enzimética o inespecifica mediada por radicales
libres, conocida como peroxidacién lipidica. (Sies, 1986). Las ROS acumula-
das pueden inducir alteraciones quimicas irreversibles en diversos componentes
celulares, siendo la membrana plasmética una de las estructuras mas vulnera-
bles. Dado su papel como barrera y sitio de intercambio molecular, su dano
compromete gravemente la viabilidad celular.(Aceves-Luna, Glossman-Mitnik
& Flores-Holguin, 2020). Se ha demostrado que la LPO afecta multiples pro-



piedades biofisicas de las membranas: reduce su integridad estructural, altera la
fluidez y permeabilidad, promueve la transformacién de LDL en formas proin-
flamatorias y proaterogénicas, y genera metabolitos téxicos.(Niki, 2009). Existe
evidencia de una correlacion directa entre la peroxidacion lipidica y la pérdida
de integridad de la membrana. El aumento de la permeabilidad asociado a la
oxidacion de lipidos y proteinas de membrana puede perturbar los gradientes
iénicos y alterar funciones metabdlicas criticas. (Wong-ekkabut, Xu, Triampo,
Tang, Peter Tieleman & Monticelli, 2007). Debido a la alta susceptibilidad de los
lipidos de membrana a la oxidacion, la LPO puede comprometer la estabilidad
de la bicapa e iniciar una cascada de eventos deletéreos que amplifican el dano
celular. En términos morfoestructurales, los signos caracteristicos de oxidacién
en bicapas lipidicas incluyen: aumento del area por lipido, disminucién del gro-
sor de la membrana, desorden en el empaquetamiento lipidico y exposicién de
las cadenas alifiaticas al medio acuoso, lo que debilita el nicleo hidrofébico de
la membrana y compromete su funcionalidad. (Aceves-Luna, Glossman-Mitnik
& Flores-Holguin, 2020).

La peroxidacién lipidica ocurre en tres etapas principales: iniciacién, propa-
gacion y terminacion. Durante la fase de iniciacion, se generan radicales lipidicos
(Ls), los cuales reaccionan répidamente con el oxigeno molecular para formar
radicales peroxilo (LOQO,). En la fase de propagacion, estos radicales peroxi-
lo sustraen un atomo de hidrégeno de un lipido no oxidado, dando lugar a la
formacién de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) y nuevos radicales libres. Estos
ultimos pueden continuar el ciclo de propagacién, ampliando el dano oxidati-
vo en la membrana lipidica y comprometiendo su estabilidad estructural (Sosa,
2023).
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Figura 3: Esquema de la generacién de (1 02) por fotosensibilizacidon y su reaccidn con un
doble enlace lipidico para formar hidroperoxidos, que pueden acumularse en la membrana
o generar radicales libres, promoviendo la perozidacidn lipidica. (Itri, Junqueira, Mertins &
Baptista, 2014)



3.3. Transiciones de fase en membranas lipidicas

El cambio de estado fisico que exhiben los materiales es uno de los fenéme-
nos mas fascinantes de la naturaleza. Los materiales blandos, como las bicapas
lipidicas y las membranas biologicas, también presentan este tipo de comporta-
miento. Las transiciones de fase, consideradas fenémenos colectivos, surgen de
interacciones cooperativas entre un gran nimero de moléculas. Metaféricamente,
estas moléculas se comportan de forma social: a mayor nimero de participantes,
més marcada es la transicién entre los distintos estados de la materia (Bagatolli
& Mouritsen, 2014).

La transicién de fase se caracteriza por una temperatura de transicién, T,,,
donde se observa el maximo del calor especifico, y por el calor de transicién
(entalpia, AH), que mide el calor necesario para que la transicién ocurra. Ty, y
AH aumentan con la longitud de la cadena hidrocarbonada. Si se incrementa el
grado de insaturacién en las cadenas lipidicas, T, disminuye. A partir de estas
observaciones, se concluye que la transiciéon principal estd asociada a cambios
conformacionales abruptos en las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos: estas
estan ordenadas por debajo de T,, y desordenadas por encima de esta tempe-
ratura(Bagatolli & Mouritsen, 2014). Otros estudios estructurales y reolégicos
en membranas han demostrado que la fase por debajo de la transicién principal
no solo muestra cadenas hidrocarbonadas ordenadas, sino que las moléculas de
lipidos se organizan en una estructura cristalina regular, similar a la de un sélido
(Wanderlingh, Branca, Crupi, Conti Nibali, La Rosa, Rifici, Ollivier & D’Angelo,
2017). En general, las bicapas lipidicas se encuentran en fase liquido cristalina,
un estado dindmico que se vuelve més rigido al disminuir la temperatura, dan-
do lugar a la fase gel. Estas transiciones afectan propiedades fundamentales de
la membrana, como la fluidez, la flexibilidad, la adhesién celular, el metabolis-
mo y la permeabilidad, especialmente en organismos que enfrentan condiciones
térmicas variables (Zhuang, Makover, Im & Klauda, 2014).

Para describir correctamente estas fases, se combinan dos criterios: uno que
distingue entre sélido y liquido (segin la libertad traslacional), y otro que distin-
gue entre ordenado y desordenado (segin la conformacién de las cadenas). Asi,
la fase por debajo de T,, se denomina gel o sélido-ordenada (Lg), mientras que
por encima se encuentra la fase liquido-desordenada o liquido cristalina (Ly,).

Como ilustra la figura 4, esta transicion de fase se asocia con una reduccion
dréstica en el espesor de la bicapa (AdL), acompanada simultdneamente por una
expansion de drea (AA), que tipicamente es del 10-15%. Dado que el volumen
por molécula de lipido solo cambia unas pocas unidades por ciento durante la
transicion principal, el espesor de la membrana se puede relacionar directamente
con el cambio de area. Como se sabe, las membranas lipidicas presentan un
diagrama de fases rico, dominado por la temperatura de transiciéon principal,
Tm, que separa la fase gel (Lg) de la fase liquida-cristalina (L) (Bagatolli &
Mouritsen, 2014).

Para la mayoria de los fosfolipidos de interés préactico, la temperatura de
transicion varia entre 270 y 310 K. Esta temperatura es més alta para los fos-
folipidos con cadenas maés largas, mientras que la presencia de enlaces insatura-



Figura 4: Representacidn instantdnea de una bicapa de DPPC evidenciando las diferen-
cias estructurales entre las fases sélido-ordenada (izquierda) y liquido-desordenada (dere-
cha).(Bagatolli & Mouritsen, 2014)

dos en las cadenas disminuye T,,. Como se mencioné anteriormente, el sistema
de estudio incluird POPC y POPC oxidado. Segtn los hallazgos de (Leekum-
jorn & Sum, 2007), en el caso del POPC, se identificé una transicién de fase
alrededor de los 270 K, reflejada en cambios estructurales como el orden de las
colas lipidicas y la isomerizacién trans-gauche. Por otro lado a 330 K, el sistema
muestra un estado liquido-cristalino completamente desordenado. Estos resul-
tados de simulaciones por Dindmica Molecular coinciden con las observaciones
experimentales de (Pabst, Hodzic, Strancar, Danner, Rappolt & Laggner, 2007 ),
quienes confirmaron que a 300 K el POPC ya se encuentra en fase fluida.

La fluidez de la membrana depende criticamente del estado de fase estructu-
ral de los lipidos. En la fase gel, las interacciones de van der Waals provocan un
empaquetamiento altamente ordenado de las cadenas acilo, las cuales pueden
inclinarse respecto a la normal de la bicapa lipidica, lo que limita los movi-
mientos rotacionales y traslacionales. En la fase liquida, las cadenas acilo de
los lipidos muestran una mayor libertad de movimiento tanto traslacional co-
mo rotacional, lo que disminuye el orden molecular y aumenta la fluidez de la
membrana.(Wanderlingh, Branca, Crupi, Conti Nibali, La Rosa, Rifici, Ollivier
& D’Angelo, 2017).
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3.4. Dinamica molecular aplicada a estudios de membra-
nas

La dindmica molecular (MD, por sus siglas en inglés, Molecular Dynamics)
es una técnica de simulacion computacional utilizada para analizar la evolucién
y el comportamiento de un sistema molecular a lo largo del tiempo. Esto se
logra mediante el cdlculo de las fuerzas entre los dtomos del sistema, aplicando
las ecuaciones del movimiento de Newton (Conde Torres, 2021). En términos
operativos, la MD genera trayectorias de un sistema compuesto por N particulas
a través de la integraciéon numérica directa de estas ecuaciones, utilizando un
potencial de interaccién interatémico y estableciendo condiciones iniciales y de
frontera adecuadas. Cuando las particulas modeladas corresponden a atomos
individuales, la MD permite una simulaciéon a nivel atomistico, convirtiéndose
en una herramienta esencial para el estudio de materiales y sistemas biolégicos
(Lozano-Aponte & Scior, 2014).

El fundamento de la dindmica molecular se basa en dos principios esenciales:
el primero es el uso de un campo de fuerzas, que representa la combinacién de
distintas contribuciones, incluyendo enlaces, angulos, interacciones de Van der
Waals e interacciones electrostaticas. Estos campos de fuerza se describen me-
diante un potencial energético (V) y se sustentan en modelos donde los dtomos
son tratados como esferas y los enlaces como osciladores, permitiendo descom-
poner la energia potencial total en términos independientes.

El segundo principio es la aplicabilidad de la segunda ley de Newton en la
simulacion de la dindmica del sistema. En un sistema aislado compuesto por N
particulas, la fuerza que actia sobre un atomo i se expresa como:

F = %’;’, i=1,2,...,N—1,N
Donde p; representa la cantidad de movimiento de la particula i-ésima, N es el
numero total de particulas en el sistema y F, corresponde a la fuerza resultante
que actia sobre la particula i-ésima. Al tratarse de un sistema cooperativo,
vendra expresada por el gradiente de potencial: F, = -VV,

V; es una funcién potencial semiempirica que describe el campo de fuerzas,
basado en una serie de expresiones matematicas y parametros que definen las
interacciones entre las particulas que conforman el sistema.
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En los componentes que conforman los campos de fuerzas, se pueden dis-
tinguir dos grupos principales: los términos enlazantes, que controlan el com-
portamiento de los 4tomos unidos por no més de tres enlaces covalentes, y los
términos no enlazantes, que describen las interacciones entre dtomos separados
por mas de cuatro enlaces. Entre las interacciones no enlazantes se incluyen las
interacciones electrostaticas y de Van der Waals.

ol
V = Ko (1 —Teq)? + Ko (0 — 0cq)* + Viv [1 + cos(np + 6,)] + Z Z ey TTJQ —

II.

III.

Iv.

12

i i<y ij

(2)

enlaces dngulos dihedros

. La primera contribucién representa la tensién de enlace, es decir, la energia

asociada a la deformacion de la distancia entre dos atomos unidos cova-
lentemente. Existen distintos enfoques para modelar esta interaccién, de-
pendiendo de si el comportamiento es arménico o anarmoénico. En casos
donde se requiere mayor precision, se emplea el potencial de Morse, que
describe de manera mas realista la disociacién del enlace. Sin embargo,
dado que los enlaces rara vez se desvian significativamente de su distancia
de equilibrio, en la mayoria de los campos de fuerza se asume un compor-
tamiento armonico. En este modelo, la distorsién del enlace se describe
mediante un oscilador arménico de Hooke, K, representa la constante de
fuerza, r la distancia del enlace y r.q su valor de equilibrio.

La segunda contribucién corresponde a la vibracion del angulo formado
por tres atomos. De manera similar al caso de la tensiéon de enlace, es-
ta interaccién puede modelarse mediante un potencial arménico de tipo
Hooke. En este modelo, la distorsién angular se describe a través de una
funcién cuadratica, donde Ky es la constante de fuerza asociada a la de-
formacién angular 6 representa el angulo entre los 4tomos y 8. es el valor
de equilibrio del mismo.

La tercera contribucion hace referencia a las interacciones diedricas, que se
dividen en dos tipos: propias e impropias. Las interacciones propias estan
relacionadas con el dngulo diedro formado entre cuatro atomos, mientras
que las interacciones impropias se emplean para mantener a determinados
atomos en el plano definido por otros tres. A diferencia de los términos
anteriores, las interacciones diedricas presentan una periodicidad, lo que
implica que sus perfiles energéticos se expresan mediante series de Fourier
En esta expresion, V;, es la constante de fuerza asociada al término n-
ésimo, n es el orden de la serie, ¢ es el angulo diedro y d representa la
fase.

Finalmente, la cuarta contribucién corresponde a los términos no enlazan-
tes, que tienden a acercarse a cero conforme aumenta la distancia entre
las particulas:
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=D Zi<j #ﬁfﬁij
Este término describe las interacciones electrostaticas entre atomos, mode-
ladas a través de la ley de Coulomb. La carga de cada atomo se representa
como una carga puntual, normalmente ubicada en su nucleo, la cual se
ajusta para reproducir correctamente las propiedades electrostaticas de la
molécula.En esta expresion, ¢; y ¢; son las cargas de los dtomos 7 y j, 7;
es la distancia entre los d&tomos y €y es la constante dieléctrica del medio.

Este otro término describe la interaccién de Van der Waals:
S U= e () - ()

El cual comprende dos fuerzas: una repulsiva a distancias muy pequenas
entre los dtomos y una atractiva a mayores distancias. El potencial de
Lennard-Jones es el modelo més utilizado para este tipo de interacciones,
donde el término de repulsion depende de la doceava potencia de la dis-
tancia y el término de atracciéon de la sexta potencia. o;; representa la
distancia a la cual la interaccién entre las particulas se vuelve nula, y €;;
es la intensidad de esta interaccion. Estos parametros se obtienen a partir
de mediciones experimentales, como el coeficiente del virial en fase gaseosa
y la viscosidad, y son constantes para cada par de dtomos, dependiendo
de sus radios de Van der Waals y durezas. 7;; es la distancia entre los
atomos.

Para mitigar los efectos que se generan en los bordes de un sistema finito en
fase condensada, se suelen emplear las condiciones periédicas de contorno (PBC,
por sus siglas en inglés, Periodic Boundary Conditions). Estas condiciones per-
miten que los dtomos del sistema se ubiquen dentro de una caja tridimensional,
la cual estd rodeada por réplicas idénticas de si misma en todas las direcciones
del espacio. Durante la simulaciéon, cuando una molécula se desplaza dentro de
la caja central, su imagen periddica en las réplicas se movera de manera idéntica
y en la misma orientacién. De este modo, si una molécula abandona la caja cen-
tral, una de sus imagenes ingresara a la cara opuesta de la misma. Sin embargo,
al utilizar PBC (o en sistemas muy grandes), el célculo de las interacciones no
enlazantes se vuelve computacionalmente costoso, ya que implica calcular todas
las interacciones posibles entre los pares atéomicos. Para reducir este costo, se
implementan ciertas restricciones. Las mas comunes incluyen:

= Convergencia de las interacciones: Para optimizar los cdlculos, solo se con-
sideran las interacciones entre particulas dentro de un radio determinado
(cut-off). Si bien esta estrategia reduce significativamente el nimero de
interacciones computadas, puede generar problemas en sistemas cargados,
donde la energia decrece lentamente con la distancia. Para mitigar esta
discontinuidad, pueden emplearse métodos como la funcién de suavizado
(switching) o la asignacién de grupos cargados.
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= Interacciones de largo alcance: Para incorporar los efectos de las interac-
ciones electrostaticas a larga distancia en los cdlculos, se emplean métodos
especificos, siendo el método de Ewald con mallas particionadas (PME) el
maés utilizado

A partir de los parametros que definen todas las interacciones del sistema, se
calcula la fuerza que actia sobre cada atomo. A partir de estos valores, se
determina la trayectoria de cada particula mediante la integracién de las ecua-
ciones de movimiento de Newton, utilizando intervalos de tiempo (time steps)
muy pequenios, del orden de 1 o 2 femtosegundos (fs). Para ello, existen diver-
sos algoritmos de integracién numérica, como los métodos de Verlet, Beeman o
leap-frog, los cuales aproximan las posiciones y propiedades dindmicas mediante
una expansién en serie de Taylor. Por lo tanto, es necesario definir condiciones
iniciales. En el caso de las velocidades, estas suelen determinarse a partir de una
distribucién de Maxwell-Boltzmann correspondiente a la temperatura de simu-
lacion, y se recalculan en cada paso en funcién del potencial obtenido a través
del campo de fuerzas. El tiempo de integracién (paso de tiempo) es un pardme-
tro crucial en la ejecucion de la simulacién, siendo el valor mas comunmente
empleado de 2 femtosegundos (fs) (Conde Torres, 2021).

La MD ha revolucionado diversas areas de la quimica y la biofisica al pro-
porcionar una resolucion espacial y temporal que no es accesible mediante ex-
perimentos tradicionales. Una simulacién tipica comienza con la seleccién de
una configuracion molecular inicial, seguida de la definicién del modelo fisico
y las interacciones atémicas, la ejecucion del calculo y el andlisis de la tra-
yectoria obtenida. Estas simulaciones requieren la evaluaciéon de millones de
interacciones entre particulas a lo largo de miles de millones de pasos de tiem-
po, lo que demanda un alto poder computacional. La calidad de los resultados
depende en gran medida del muestreo realizado, ya que un mayor ntimero de
pasos de simulacién permite obtener datos més precisos y representativos del
sistema estudiado. Debido a su amplio potencial, la MD se ha implementado en
diversos paquetes de software especializados, GROMACS (Abraham, Murtola,
Schulz, Pall, Smith, Hess & Lindahl, 2015), AMBER (Case, Cheatham, Dar-
den, Gohlke, Luo, Merz, Onufriev, Simmerling, Wang & Woods, 2005), NADM
(Phillips, Braun, Wang, Gumbart, Tajkhorshid, Villa, Chipot, Skeel, Kale &
Schulten, 2005), CHARMM (Brooks et al., 2009), LAMMPS (Plimpton, 1995)
y Desmond (Bowers et al., 2006). Como La estandarizacién de metodologias
computacionales en estas herramientas ha sido clave para su adopcién generali-
zada en la investigacién cientifica. A diferencia de otros métodos de simulacién
molecular, que representan un tnico estado del sistema en estudio, la MD per-
mite analizar su evolucién temporal en escalas del orden de picosegundos a los
microsegundos. Ademds, una de sus principales ventajas es que, al considerar
explicitamente las velocidades de los dtomos, posibilita no solo el cédlculo de la
energia potencial o la energia libre, como ocurre en muchos otros programas,
sino también la determinacién de la energia cinética, proporcionando una des-
cripcién méas completa de la dindmica del sistema. Otra ventaja clave de la MD
es su capacidad para simular el entorno del sistema, incluyendo el disolvente
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(como el agua) y la presencia de iones. Asimismo, permite regular pardmetros
como la temperatura y la presion, ademas de incorporar entidades quimicas adi-
cionales, como metales, azicares, cofactores y grupos prostéticos, que suelen ser
excluidos en otros métodos de simulacion debido a sus limitaciones. Esto pro-
porciona una representacion mas realista del sistema en estudio. Sin embargo,
es importante considerar que la inclusién de estos elementos incrementa tanto
la complejidad del sistema como el tiempo de simulacién necesario para obtener
resultados precisos (Lozano-Aponte & Scior, 2014).

Etapas del proceso de dinamica molecular

L.

IT.

III.

Iv.

Preparacion del sistema: Se establece o selecciona la configuracién inicial
(CI), compuesta por N dtomos, y se definen las condiciones de equilibrio
(CE) necesarias para la simulacién.

Minimizacién de energia: A través de distintos conjuntos estadisticos o
ensambles de simulacién (microcandnico, candnico, isotérmico-isobérico),
el sistema es llevado a un estado de equilibrio en el que la energia se man-
tiene practicamente constante. Segun el ensamble seleccionado, se pueden
fijar condiciones constantes de energia, presién (P) y/o temperatura (T).

Simulacién de dindmica molecular: Se establece la duracién de la simula-
cién, definida en L pasos de ejecucién (runs), y se inicia el célculo de la
dindmica molecular. Esta fase es la mas demandante en términos de tiem-
po, pudiendo extenderse desde algunos picosegundos hasta microsegundos,
lo que en términos computacionales puede representar desde horas hasta
semanas de procesamiento. Durante este proceso, se calculan las fuerzas
del sistema, permitiendo la obtencién de diversas propiedades fisicoquimi-
cas de interés.

Analisis de resultados: Una vez finalizada la simulacion, se procesan y ana-
lizan los datos obtenidos. Dependiendo del paquete de software utilizado,
es posible calcular miltiples parametros y evaluar la trayectoria del siste-
ma. Ademds, mediante visualizadores moleculares con interfaz grafica, se
pueden generar representaciones animadas para estudiar el comportamien-
to estructural y dindmico de las moléculas involucradas (Lozano-Aponte
& Scior, 2014)
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4. Materiales y metodos

4.1. Descripcion del software GROMACS y los modelos
empleados

Para llevar a cabo las simulaciones de dindmica molecular (MD) se empled el
paquete de simulacion GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simula-
tions), un software de cédigo abierto optimizado para el estudio de biomoléculas,
incluyendo lipidos, proteinas y dcidos nucleicos. GROMACS ofrece una amplia
gama de herramientas que facilitan la preparacién del sistema, la ejecucién de
simulaciones y el andlisis de trayectorias, permitiendo asi un estudio detalla-
do del comportamiento molecular. El proceso de simulacién con GROMACS
inicia con la preparacién del sistema, que incluye la construccién del entorno
molecular, la solvatacién y la aplicaciéon del campo de fuerza correspondiente.
Posteriormente, se realiza una minimizaciéon de energia, cuyo objetivo es encon-
trar un estado inicial estable a partir del cual se pueda comenzar la integracién
numérica de las ecuaciones de movimiento. Una vez alcanzado este minimo de
energia, el sistema se somete a una fase de equilibracién, en la que se ajustan
sus propiedades termodinamicas mediante el uso de termostatos y bardstatos,
segun sea necesario. Finalmente, en la fase de produccion, se lleva a cabo la si-
mulacién propiamente dicha y se recolectan los datos requeridos para el analisis
posterior (Garcfa Delgado, 2022). GROMACS es un motor para realizar simu-
laciones de dindmica molecular y minimizacién de energia. Estas son dos de
las muchas técnicas que pertenecen al ambito de la quimica computacional y
el modelado molecular. La quimica computacional es simplemente un término
que indica el uso de técnicas computacionales en quimica, que abarcan desde la
mecédnica cuantica de moléculas hasta la dindmica de grandes agregados molecu-
lares complejos. El modelado molecular describe sistemas quimicos complejos en
términos de un modelo atémico realista, con el objetivo de comprender y prede-
cir propiedades macroscépicas basandose en un conocimiento detallado a escala
atémica. A menudo, el modelado molecular se utiliza para disefiar nuevos mate-
riales, lo que requiere la prediccion precisa de las propiedades fisicas de sistemas
realistas (Abraham, Murtola, Schulz, P4ll, Smith, Hess & Lindahl, 2023). Como
va se describio en el apartado 3.3, un campo de fuerzas es la suma de diversas
contribuciones, incluyendo enlaces, angulos, términos diedros, interacciones de
Van der Waals e interacciones electrostatica. Para nuestro estudio empleamos el
campo de fuerza CHARMM36m (C36), una versién actualizada y ampliamente
validada del conjunto CHARMM para lipidos. Esta parametrizacién introdu-
ce mejoras importantes en la representacién de las interacciones entre grupos
polares y cadenas hidrofébicas, asi como en la descripcién de torsiones, cargas
parciales y parametros de Lennard-Jones. Gracias a estas optimizaciones, es po-
sible realizar simulaciones bajo condiciones isotérmicas e isobdricas (ensamble
NPT) sin necesidad de fijar el drea de la membrana, lo que facilita el anélisis
de sistemas multicomponentes y con dindmica variable. El uso de C36 permite
reproducir con alta precisiéon propiedades estructurales clave, como el area por
lipido, el grosor de bicapa y los pardmetros de orden de las cadenas acilo, en
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excelente concordancia con datos experimentales (Janosi & Gorfe, 2010).

Desarrollado inicialmente por la comunidad CHARMM en el marco del soft-
ware homénimo, el campo de fuerza CHARMMS36 (C36) fue concebido con un
enfoque riguroso en la parametrizacién de las interacciones no enlazantes de lar-
go alcance, fundamentales para la fidelidad de las simulaciones biomoleculares.
En particular, las interacciones de tipo Lennard-Jones (6-12), que describen las
fuerzas de van der Waals, se tratan mediante una funcién de suavizado basada
en la fuerza (force-based switching function), aplicada en el rango de 10 a 12
A. Para las interacciones electrostéticas de largo alcance se emplea el méto-
do de Ewald en malla de particulas (PME), mientras que las interacciones no
enlazadas del tipo 1-4 —es decir, aquellas entre dtomos separados por tres en-
laces covalentes, tanto de tipo Coulomb como Lennard-Jones— se consideran
completamente, sin aplicar factores de escalamiento.

Cabe destacar que tanto el esquema de corte para las interacciones de van der
Waals como el tratamiento de las interacciones 1-4 pueden diferir entre distintos
campos de fuerza. Por ello, resulta esencial mantener la coherencia en estos
parametros al implementar el campo de fuerza C36 en diferentes motores de
simulaciéon molecular. Esta consistencia es particularmente crucial en sistemas
lipidicos, dado que han demostrado ser altamente sensibles al método empleado
para truncar las interacciones de tipo Lennard-Jones.

El campo de fuerza C36 fue parametrizado para reproducir con precisién
una amplia gama de propiedades experimentales de bicapas lipidicas bajo con-
diciones de nimero de particulas, presién y temperatura constantes (ensamble
NPT). A lo largo de su desarrollo, ha sido extendido para abarcar una gran va-
riedad de clases lipidicas, tales como fosfoglicéridos, esfingolipidos, fosfatidilino-
sitoles, cardiolipinas, lipidos bacterianos, lipidos modificados por ésteres, lipidos
poliinsaturados, colesterol y lipopolisacéridos.(Lee et al., 2015). En particular,
(Klauda, Venable, Freites, O’Connor, Tobias, Mondragon-Ramirez, Vorobyov,
MacKerell & Pastor, 2010) reportaron que las simulaciones de POPC utilizan-
do CHARMM36 muestran un excelente acuerdo con los datos experimentales,
reproduciendo con alta precision el area por lipido, los perfiles de densidad, el
orden de las cadenas acilicas, la distribucién de agua y los pardmetros obtenidos
por RMN, lo que respalda la confiabilidad del campo de fuerza para el estudio
detallado de membranas lipidicas.

En conclusiéon, el campo de fuerza CHARMMS36 se ha consolidado como
uno de los modelos mas utilizados y confiables para representar las propieda-
des fisicoquimicas de bicapas lipidicas a nivel atémico. Gracias a su detallada
parametrizacién basada en datos experimentales, permite reproducir de forma
precisa propiedades clave como el area por lipido, los parametros de orden de
las cadenas acilicas y la compresibilidad lateral. No obstante, la fidelidad de los
resultados obtenidos con este campo de fuerza depende criticamente de la imple-
mentacién adecuada de los esquemas de interaccién no enlazada, en particular
del tratamiento del potencial de Lennard-Jones. (Lee et al., 2015)
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4.2. Parametros y configuracion de la simulacién

En este caso nos referimos a los valores y condiciones que se establecen antes
de ejecutar una simulacién computacional, asegurando que el sistema se compor-
te de manera realista y reproducible. Para nuestras simulaciones se tomaran en
cuenta cada uno de los 4tomos disponibles en el sistema explicitamente (aproxi-
macién all atom). Como ya se menciono anteriormente utilizaremos el paquete
GROMACS en particular el 2022.06. Estableceremos la topologia de los lipi-
dos, basandandonos en el campo de fuerza CHARMM36m y el modelo de agua
TIP3P. Los sistemas se acoplardan a un bano térmico y otro barostatico dentro
de un ensamble NpT (T = 300 K, p = 1 bar), utilizando el termostato Velocity
rescale y el barostato de Parrinello-Rahman, respectivamente, hasta alcanzar la
estabilidad. Las constantes del tiempo de acople para el bardstato y termostato
serdn de de 7, = 5,0 ps 'y 7 = 1,0 ps. El tiempo para la simulacion inicial sera
de 1000ns , para luego tomar tiempo de andlisis mas cortos de 500ns, realizan-
do andlisis peridédicos para evaluar la estabilidad del sistema y las interacciones
presentes. Las interacciones de Lennard-Jones y electrostaticas seran calculadas
dentro de un radio de corte de 1,2 nm. Para el calculo de las fuerzas electrostati-
cas se utilizara el método Particle-Mesh Ewald (PME). El paso de integracién
en las simulaciones serd de 2 fs, manteniendo las restricciones topolégicas para
la longitud de los enlaces lipidicos y proteicos usando el algoritmo LINCS. Para
estas simulaciones se utilizaran condiciones periédicas de contorno en todas las
direcciones.

Protocolo a seguir

Se disené un protocolo de enfriamiento para las membranas en estudio, abar-
cando un rango de temperaturas desde 288 K hasta 258 K. Para cada descenso
de temperatura, se tomé como referencia la temperatura final de la simulacion
anterior. Con el objetivo de evitar efectos de memoria o estados estructurales
estables, se aplicé un paso intermedio de calentamiento, aumentando la tempe-
ratura en 50 K respecto a la inicial. Luego, se realizo el enfriamiento controlado
hasta la nueva temperatura objetivo, seguido de una etapa de estabilizacién.

El procedimiento comenzé con la estabilizacién inicial del sistema mediante
un proceso de annealing, que consistié en un enfriamiento progresivo desde 303
K hasta 288 K. Esta tultima temperatura se establecié como punto de partida
para las sucesivas etapas de enfriamiento hasta alcanzar los 258 K.

La simulacién inicial se dividié en dos fases: un proceso de enfriamiento
desde 303 K hasta 288 K con una duracién de 100 ns, seguido de una etapa
de estabilizacién de 1000 ns. En conjunto, este protocolo representé un tiempo
total de 1100 ns, como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Esquema representativo del Annealing inicial y la posterior estabilizacion

Para el proceso de enfriamiento se empled un protocolo similar al utilizado en
el calentamiento. Este consistié en tomar como referencia la temperatura inicial
(Ty) correspondiente a cada simulacién previa, incrementarla en 50 K, y luego
reducirla gradualmente hasta alcanzar la temperatura objetivo de la simulacién
(T1). Este procedimiento se aplicé para cada una de las temperaturas ensayadas:
283 K, 278 K, 273 K, 268 K, 263 K y 258 K. Cada simulacién comenzé con una
etapa de calentamiento de 25 ns, seguida por un enfriamiento controlado de 25
ns. Posteriormente, se llevd a cabo una fase de estabilizacién de 25 ns, antes de
iniciar la corrida principal de simulacién, que tuvo una duracién de 500 ns. En
total, cada protocolo completo abarcé 575 ns, como se detalla en la Figura 6
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Figura 6: Esquema representativo del proceso de enfriamiento

19



Por ultimo se realizaron protocolos en los cuales se procedia por un lado al
calentamiento de la membrana desde 258K a 288K denominado Annealing de
calentamiento (heating) y tambien al enfriamiento desde 288K a 258K denomi-
nado Annealing de enfriamiento (cooling).

T & 0
| Annealing Cooling |
288K| : - '
258K .
0 1 1.1 Tiempo ns

Figura 7: Esquema representativo del annealing cooling
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Figura 8: Esquema representativo del annealing heating
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5. Meétodos de analisis de datos

5.1. Analisis de area y espesor de ambos sistemas

Para comenzar, se analizaron las variaciones del area por lipido en bicapas
de POPC y POPC oxidado, dentro de un rango de temperaturas comprendido
entre 288 K y 258 K. En cada caso, se calcularon los valores promedio y el
desvio estandar a partir de las mediciones previamente obtenidas. Las tendencias
resultantes se presentan en la Figura 9, que permite comparar el comportamiento
de ambos sistemas.
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Figura 9: La siguiente figura evidencia la variacién del promedio de las distintas Areas en
funcién de la temperatura, para ambas membranas de POPC (100-0) y POPC-ozidado (0-
100)

Al analizar el grafico perteneciente a la figura 9, se observa que a lo largo
de todo el rango de temperaturas estudiado, el area por lipido en la membrana
de POPC oxidado (0-100) es significativamente mayor ( 0.74-0.76nm?) en com-
paracién con la membrana de POPC puro (100-0), cuyos valores se mantienen
considerablemente méds bajos ( 0.56-0.63nm?). Esta diferencia sostenida sugiere
que la presencia de lipidos oxidados altera notablemente el empaquetamiento
de la bicapa, favoreciendo una expansioén lateral. También se observa una clara
dependencia con la temperatura en ambos sistemas, el area por lipido aumenta
progresivamente con el incremento térmico, un comportamiento esperable dado
que el aumento de temperatura favorece la agitacién térmica y reduce el or-
den lipidico. No obstante, este aumento es mas pronunciado en la membrana
de POPC puro, donde se aprecia un cambio abrupto en el area entre 273K y
283K. Este salto nos sugiere el posible inicio de una transiciéon de fase —de gel
a liquido fluido— en ese intervalo que se ve finalizada en 283K. En contraste, la
membrana de POPC oxidado presenta un comportamiento mas suavizado, sin
evidencias claras de una transicién cooperativa, lo que indica una mayor fluidez
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incluso a bajas temperaturas, atribuible al desorden estructural inducido por
los lipidos oxidados.

Ademas reforzando lo anterior las barras de error son mayores en la regién
273K-283K, para la membrana de POPC puro, lo cual suele ser tipico de una
zona donde se produce una transicién de fases. Para finalizar en la transicién
de fases es tipico un aumento del drea de entre aproximadamente un 10 % y
un 15 % . Concordando con los valores medidos, donde el drea aumenta desde
0,57nm? a 273K hasta 0,62nm? 283K. Para el caso de la membrana oxidada el
aumento del area en el intervalo 268K a 273K, no es de entre un 10 % a un 15 %,
sino que es de 1,62 % confirmando que no hay una transicién de fase apreciable
en ese intervalo.

En cuanto al espesor de membrana, se llevé a cabo un anélisis andlogo al
realizado para el area por lipido. Se evaluaron las bicapas de POPC y POPC
oxidado en un rango de temperaturas entre 258K a 288K. Para cada condicién
térmica se calcularon los valores promedio y los desvios estandar del espesor, a
partir de las mediciones obtenidas. Estos datos fueron empleados para construir
las curvas comparativas que se presentan en la Figura 10.

Espesor Bilayer

4.5+
£ 4.0 - 0-100
I}
7]
“3’. - 100-0
W 3 54

3.0

] 1 1 1 1 1 1 1
253 258 263 268 273 278 283 288 293

Temperatura K

Figura 10: Variacién del promedio de los distintos espesores en funcion de la temperatura,
para ambas membranas de POPC (100-0) y POPC-Ozxidado (100-0)
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Al analizar el grafico de la figura 10, se visualiza que a lo largo de todo el
rango de temperaturas estudiado, el espesor de la membrana de POPC puro
es consistentemente mayor ( 4.1-4.3nm) en comparacién con la membrana de
POPC oxidado cuyos valores se mantienen en un rango mds bajo ( 3.45-3.55nm).
Esta diferencia sostenida sugiere que la presencia de lipidos oxidados induce
una reorganizacién estructural que favorece una disminucién mayor del espesor
medio de la bicapa. Estos hallazgos son coherentes con los resultados obtenidos
para el area por lipido, ya que, en términos estructurales, se espera una relacién
inversa entre espesor y area: a medida que la bicapa se expande lateralmente, su
espesor tiende a reducirse. En este contexto, la bicapa de POPC oxidado muestra
un espesor practicamente constante a lo largo de todo el rango de temperaturas
analizado. Por otra parte al analizar los intervalos para el caso de la bicapa de
POPC puro muestra una disminucién pronunciada del espesor en el intervalo de
temperaturas entre 273K y 283K, coincidiendo de manera precisa con el salto
observado en el area por lipido en el grafico anterior. Este comportamiento nos
sugiere la presencia de una posible transicién de fase, probablemente de gel a
fluida, que afecta la organizacién estructural de la bicapa.

Para realizar una comparacién mas detallada de los resultados anteriores,
se construyeron graficos de barras que muestran las variaciones del area por
lipido y del espesor de membrana en los diferentes intervalos de temperatura:
258K-263K, 263K-268K, 268K-273K, 273K-278K, 278K-283K y 283K-288K.

mArea100-0 ® Espesori00-0
01

0,05 0,042
0,0345

0,0156 Gooss
00018 %7 - 0,0021 2
0 — |
-0,0005 ||
0,015 .
e -0,03
0,05 | )

01

0,2

288-283 283-278 278273 273-268 268263 263258
[area 1000 0,0018 0,0156 0,0345 -0,0005 0,0021 0,0093
|Espesor1000 0,007 -0,06 0,16 0,042 0,015 0,03

Figura 11: En el grdfico de barras siguiente, se compara la variacion del drea por lipido y
del espesor en funcion de distintos intervalos de temperatura para la membrana de POPC
(100-0).
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En la figura 11 se observa con claridad que, en el intervalo de 273K a 278K,
se produce un incremento en el drea por lipido de AA= 40,0345nm? y una
disminucién del espesor de AdL= 0,16nm. Estos cambios abruptos refuerzan
la hipétesis de que inicia una transicién de fase tipo gel a liquido fluido, en la
bicapa no oxidada. También es interesante observar el intervalo siguiente 278K
a 283K en el cual §A= 40,0156 donde aun se expande pero menos que el
anterior y AdL= 0,06nm donde todavia hay una reduccién considerable. Esto
podria sugerir que la transicién no es instantanea sino gradual en ese amplio
rango de temperatura. Y ademas refuerza la hipotesis que existe una posible
transicion de fase en el intervalo 273K a 283K.

®Area0-100 mEspesor 0-100
0,04

0,03 0,028

0,0121

0,01 0,007
0,0052

0,0039 0,0038
v . 0,003 !
i — .
e e -

0,004
SOE -0,008

-0,0047

-0,033

0,04
288-283 283-278 278273 273-268 268-263 263-258

‘Area 0-100 0,0039 0,0052 0,0015 0,0121 -0,0047 0,0038
‘ Espesor 0-100 0,004 0,008 0,003 0,033 0,028 0,007

Figura 12: En el grdfico de barras siguiente, se compara la variacion del drea por lipido y
del espesor en funcidon de distintos intervalos de temperatura para la membrana de POPC-
Ozidado (0-100).

Comparativamente en la figura 12, observamos cambios mucho mas sutiles
sin ningun salto importante, como pasaba anteriormente. El punto mas carac-
teristico lo observamos en el intervalo 268K a 273K donde existe una ligera
reduccion del AdL con un valor de 0,033nm y una ligera expasion del AA con
un valor de +0,0121nm?. Esto sugeriria una leve flexibilidad estructural, pero
sin una transicién cooperativa tal como ocurria en la membrana no oxidada.
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Luego se realizé un andlisis de estabilidad térmica de las variables, para ello
se implement6 un protocolo de annealing que incluyé un ciclo de calentamiento
progresivo (heating) seguido de un enfriamiento controlado (cooling) en ambos
sistemas.

Durante el heating, la temperatura se incrementé en pasos definidos, per-
mitiendo analizar la evolucién estructural de ambas bicapas desde un estado
més ordenado (tipo gel) hacia uno més fluido (liquido desordenado). En el co-
oling, se evalud la capacidad del sistema para recuperar su organizacion original,
identificando posibles efectos irreversibles asociados tanto a las perturbaciones
inducidas por la temperatura como a la presencia de lipidos oxidados en uno de
los modelos. Este enfoque permitié estudiar el grado de reversibilidad estruc-
tural y la posible pérdida de memoria térmica asociada a la oxidacién lipidica.

Annealing Cooling/Heating 100-0

0.65= Variacion del drea
- en funcién de la
temperatura.
Al ling Cooli
O werage
A ling Heati
o 0.60- 2 e
[ == [ Annealing
Cooling/Heating
g completo
o
< 0.55+
~ \\ p—y ~
w ¥
0.50

T 1 1 1 1
250 260 270 280 290 300

Temperatura K

Figura 13: Proceso de annealing Cooling/Heating 100-0 comparativamente con la variacion
del area por lipido. En cuanto a la codificacion de colores, la curva violeta representa la
variacion del drea por lipido en funcion de la temperatura, mientras que las nubes de puntos
grises corresponden a los valores obtenidos durante los protocolos de annealing (heating y
cooling). Las curvas celeste y Toja indican los promedios correspondientes a los procesos de
enfriamiento y calentamiento, respectivamente.

En la figura 13 se observa un proceso de histéresis térmica, evidenciado por la
falta de recuperacion completa del estado estructural inicial tras el ciclo térmico.
La divergencia entre estas curvas refuerza la presencia de una posible transiciéon
de fase parcialmente irreversible en el sistema. Ademas se puede visualizar que
solo a bajas temperaturas se aprecia un solapamiento parcial entre las curvas
de calentamiento y enfriamiento, lo que indica una reversibilidad limitada. Se
identifica una posible pre-transicién alrededor de los 268 K y un salto abrupto
en el drea por lipido entre 273 K y 283 K, lo cual sugiere la ocurrencia de una
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transicion de fase del tipo gel a liquido desordenado. En conclusién, el sistema de
POPC puro presenta una estructura ordenada a bajas temperaturas, y atraviesa
una transicién de fase con un comportamiento parcialmente irreversible dentro
de la escala temporal de la simulacion.

Annealing Cooling/Heating 0-100

Variacién del drea

0.85 B . funcién de la
temperatura.
o Annealing Cooling
average
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I 1 1 ) 1
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Figura 14: Proceso de annealing Cooling/Heating 0-100 comparativamente con la variacion
del area por lipido. En cuanto a la codificacion de colores, la curva azul representa la va-
riacion del drea por lipido en funcion de la temperatura, mientras que las nubes de puntos
grises corresponden a los valores obtenidos durante los protocolos de annealing (heating y
cooling). Las curvas celeste y roja indican los promedios correspondientes a los procesos de
enfriamiento y calentamiento, respectivamente.

En contraste en la figura 14, el andlisis del ciclo térmico heating—cooling
revel6 una superposicién practicamente completa entre las curvas de calenta-
miento y enfriamiento, sin evidencia de histéresis térmica. El area por lipido
aumenta levemente con la temperatura, pero sin presentar saltos abruptos ni
discontinuidades que indiquen una transicién de fase cooperativa. Esta respues-
ta térmica suave y reversible sugiere que la bicapa se mantiene en un estado
estructuralmente desordenado a lo largo de todo el rango de temperaturas eva-
luado, probablemente como consecuencia de la alteraciéon del empaquetamiento
lipidico inducida por la oxidaciéon. En este contexto, no se observa irreversibi-
lidad estructural ni senales de memoria térmica, lo que indica que el sistema
responde de manera uniforme ante variaciones térmicas. Este comportamiento
es caracteristico de sistemas previamente desordenados y sugiere que la oxida-
cién compromete de forma significativa la capacidad adaptativa de la membrana
frente a cambios de temperatura.
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5.2. Observacién directa de la organizacion lipidica en las
membranas

Para la visualizacion de nuestras membranas empleamos el programa VMD
(Visual Molecular Dynamics), una herramienta especializada en gréficos mo-
leculares que permite analizar estructuras complejas. Este software es capaz
de representar multiples estructuras de manera simultanea, utilizando diversos
estilos de renderizado y esquemas de coloreado. Las moléculas se representan
mediante una o varias “representaciones”, cada una de las cuales aplica un méto-
do especifico de visualizacion y coloracion a un subconjunto definido de atomos
(Humphrey, Dalke & Schulten, 1996).

258°K 263°K 268'K 273K 278

288°K 283°K

Figura 15: Visualizacion de las membranas mediante VMD. Se muestran los cambios que
subre la membrana de POPC-puro, desde 258K hasta 288K

En la Figura 15 se observa un patrén inicial de lipidos més ordenado, con las
cadenas acilicas inclinadas, caracteristico de una fase relativamente ordenada. A
medida que aumenta la temperatura, esta organizacién se va perdiendo progre-
sivamente, evidenciandose un incremento en el desorden lipidico y la aparicién
de interdigitacién entre las cadenas. A partir de 273K, el desorden se vuelve
notablemente més pronunciado, alcanzando su méaximo alrededor de 283K.
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258° 263°%

288 283

Figura 16: Visualizacion de las membranas mediante VMD. Se muestran los cambios que
sufre la membrana de POPC-oxidado, desde 258K hasta 288K

En la Figura 16 se evidencia un notable desorden en la organizacién lipidica
incluso a temperaturas bajas. Se observa una pérdida temprana de la inclina-
cién de las cadenas acilicas, dando lugar a una disposicién desorganizada, con
presencia de interdigitacion entre las colas. Este patron de desorden se mantiene
relativamente constante a lo largo del rango de temperaturas analizado. Cabe
destacar que la proximidad de los grupos oxidados a las cabezas polares contri-
buye a perturbar significativamente la organizacién de las cadenas hidrofébicas.
Tal como observaron (Weber et al., 2014) cuando se oxidan los dobles enlaces
en las cadenas lipidicas insaturadas, generando grupos -OOH. Estos grupos se
reubican hacia la superficie de la bicapa, lo que expande la bicapa al aumentar
el espacio que ocupa cada lipido.
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5.3. Perfiles de densidad normalizada en funcién de la dis-
tancia al centro de la membrana eje Z

Continuando con lo anterior se procedié a analiza los perfiles de densidad de
distintos grupos comenzando por los grupos acilo. Los perfiles fueron tomados
a partir de las simulaciones a diferentes temperaturas desde 258K hasta 288K.

Se observaron primero los de la membrana perteneciente a POPC puro y luego
POPC oxidado.
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Figura 17: Perfiles de densidad normalizada para los grupos acilo (violeta) y fosfato (verde)
del sistema 100-0 (POPC puro) desde 258K hasta 288K.

Al analizar la figura 17, se observa que los perfiles de densidad estan cen-
trados con respecto al plano medio de la membrana, y que la densidad maxima
alcanza el valor de 1, lo cual indica una normalizacién adecuada.

De acuerdo con los datos experimentales previos, se espera que a 258K la
membrana se encuentre en fase gel, comenzando la transicién de fases alrededor
de los 273K. En consonancia con esto, entre 258K y 263K se identifica un perfil
con doble pico bien definido y simétrico respecto al centro de la bicapa. La menor
separacion entre picos es caracteristica de un estado méas compacto, propio de
la fase gel.

A medida que la temperatura aumenta (268K-273K), se observa un ensan-
chamiento progresivo de la separacién entre picos. Ademads, el minimo central
se hace més profundo, reflejando una mayor separacién entre las monocapas.
A 273K, esta meseta central se amplia ain més y los picos mantienen su si-
metria, aunque con curvaturas mas suavizadas, lo que sugiere que el sistema
estd atravesando una transicion de fase.

Finalmente, entre 278K y 288K, el valle central se profundiza atin mas, lo que
indica una separacién mas pronunciada entre las monocapas. Si bien los picos
se mantienen definidos, su altura se estabiliza, lo cual sugiere un aumento en la
movilidad lateral de los lipidos y un mayor grado de desorden. Es importante
destacar que a 278K se registra una ampliacion significativa de la distancia entre
picos, compatible con el aumento del espesor.
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En el caso de los grupos fosfato, ubicados en la interfase membrana—agua, sus
perfiles se mantienen relativamente bien definidos y simétricos a lo largo de todo
el rango térmico. Sin embargo, se aprecia una clara tendencia al desplazamiento
hacia posiciones més externas conforme aumenta la temperatura. A 258K y
263K, los picos son mas estrechos y se sitiian mas cerca del centro, reflejando un
estado mas compacto de la bicapa. En contraste, entre 273K y 288K los picos se
desplazan hacia las regiones mds periféricas (laterales del grafico), lo que indica
un aumento en el espesor de la bicapa, en coherencia con el alargamiento de las
colas acilo en una fase més fluida y desordenada.
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Figura 18: Perfiles de densidad normalizada para los grupos acilo (violeta) y fosfato (verde)
del sistema 100-0 (POPC puro) a tres temperaturas clave: 258K, 273K y 288K.

A continuacién, se presenta un analisis mds detallado de los perfiles de
densidad correspondientes a tres temperaturas clave del sistema: 258K, don-
de la membrana se encuentra en fase gel; 273K, correspondiente al inicio de la
transicion de fase; y 283K, momento en el que se alcanza una fase fluida bien
establecida.

= Fase Ordenada 258K: Los grupos acilo muestran un perfil con dos picos
simétricos y un valle central ligeramente elevado. Esta configuracion su-
giere un fuerte acoplamiento entre las monocapas y la posible presencia de
interdigitacién parcial, lo cual es caracteristico de una fase gel bien orga-
nizada, con colas lipidicas altamente ordenadas. Por su parte, los grupos
fosfato presentan picos estrechos, altos y localizados cerca del centro de
la bicapa, reflejando una membrana compacta y rigida, con una interfase
lipido—agua bien definida.

= Fase transiciéon 273K: Los perfiles de los grupos acilo comienzan a evi-
denciar cambios estructurales, los picos laterales se separan ligeramente y
adoptan una curvatura mas redondeada, mientras que el valle central se
profundiza. Esto indica un inicio del desacoplamiento entre monocapas y
una mayor movilidad lateral de las colas, tipico de un estado de transicién

30



hacia la fase fluida. Simultdneamente, los picos de los grupos fosfato co-
mienzan a desplazarse hacia regiones mas externas de la membrana, lo
que sugiere un incremento en el espesor de la bicapa y una reorganizacion
progresiva en la interfase polar.

= Fase fluida bien establecida 283K: Los grupos acilo presentan picos am-
pliamente separados y un valle central profundo y ancho, lo que denota
una bicapa en fase liquida, con alto grado de desorden dindmico y separa-
cién efectiva entre monocapas. En cuanto a los grupos fosfato, sus picos se
encuentran desplazados hacia posiciones aiin més externas, coherente con
una extension vertical de las moléculas lipidicas, atribuible a la orientacién
mads recta de las colas en la fase fluida.
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Figura 19: Perfiles de densidad normalizada para los grupos acilo (azul) y fosfato (verde)
del sistema 0-100 (POPC ozidado) a diferentes temperaturas (258K hasta 288K.

En contraste para el caso de la figura 18, los perfiles de densidad presentan
una forma bimodal simétrica con respecto al eje 0, que corresponde al plano
medio de la bicapa. A lo largo de todas las temperaturas analizadas, la mor-
fologia general del perfil se mantiene estable: los picos continidan siendo bien
definidos y se localizan aproximadamente entre +1.5 y £2 nm, lo que sugiere
una organizacion estructural consistente y bien delimitada de las colas dentro
del nticleo hidrofébico. La densidad maxima normalizada permanece cercana
a 1, lo que indica una correcta normalizacién del sistema y una compactacion
local homogénea de los acilos a lo largo del rango térmico.

Al incrementarse la temperatura, se observa una leve expansién lateral de los
picos, reflejando un sutil aumento en el desorden estructural, en concordancia
con los resultados previos que muestran un incremento progresivo del area por
lipido. El valle centrado en x = 0 se conserva en todas las condiciones térmicas,
lo cual sugiere que desde 258 K ya existe un cierto nivel de desorden en el centro
de la bicapa. Este comportamiento es caracteristico de un sistema parcialmente
fluido desde las temperaturas mas bajas, atribuible a la oxidacién lipidica.
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En conjunto, estos resultados refuerzan la hipétesis de que, a lo largo del
rango térmico considerado, no se produce una transicién cooperativa de fase
claramente definida, a diferencia de lo observado para el sistema de POPC puro.

Acilos y Fosfatos Normalizado 0-100

Acilos Fosfatos

1.5
s 258K 258K
B 263K 263K
® 104 = : s
£ 1.0 N 268K 268K
S 273K 273K
T / 278K 278K
- 0.5 f
- | 283K 283K
c | \
3 / \ — 288K —— 288K

0.04———F———a—N—

-5 0 5

Distancia al centro membrana segun Z

Figura 20: Perfiles de densidad normalizada para los grupos acilo (azul) y fosfato (verde)
del sistema 0-100 (POPC ozidado) a tres temperaturas clave: 258K, 268K y 288K.

Al observar los perfiles de densidad de acilos y grupos fosfato a 258K, 268K
y 288K (figura 19), se identifican caracteristicas que refuerzan la hipdtesis de
que la bicapa de POPC oxidado no presenta una transicién de fase del tipo
cooperativa, como si ocurre en la membrana pura.

En primer lugar, los perfiles de los acilos muestran una forma bimodal bien
definida en todas las temperaturas, con picos simétricos respecto al plano medio
de la bicapa. A 258K, ya se observa un valle central claramente pronunciado, lo
que indica la existencia de una separacién estructural entre monocapas incluso
a bajas temperaturas. Esto es un comportamiento atipico si se espera una fa-
se gel, donde normalmente habria un acoplamiento mayor entre monocapas y
un perfil mas compacto con un solo pico o con un valle menos definido. Este
comportamiento sugiere que el sistema ya presenta cierto grado de desorden o
fluidez desde la temperatura mas baja analizada.

A 268K, aunque se observa un aumento apreciable en el drea por lipido
(como se mostré en los andlisis anteriores), el perfil de densidad no presenta
cambios abruptos ni en la forma ni en la posicién de los picos principales. El
leve ensanchamiento de estos picos sugiere un incremento en el espesor de la
bicapa, reflejando una expansién en direccién normal al plano de la membrana,
pero no constituye por si solo evidencia de una transicion de fase cooperativa.
Ademsds, la persistencia del valle central con una profundidad similar indica
que el nicleo hidrofébico conserva su organizaciéon general sin signos de una
reorganizacion estructural repentina

Finalmente, a 288K, los perfiles continian mostrando la misma topologia
general. Los picos de los grupos acilos se mantienen relativamente en las mis-
mas posiciones ( £1.5 a £2 nm) y la densidad méxima sigue cercana a 1, lo
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cual refuerza la idea de una estructura bien organizada a pesar del aumento
térmico. Por su parte, los grupos fosfato muestran un desplazamiento progresi-
vo hacia el exterior conforme aumenta la temperatura, sin pérdida de simetria
ni ensanchamientos marcados que indiquen desorganizacién en la interfase.

En conjunto, este comportamiento sugiere que el POPC oxidado presenta
un estado parcialmente fluido ya desde bajas temperaturas, y que el incremento
térmico induce una expansién térmica gradual, sin senales de una transicién
de fase brusca. Esto es coherente con un modelo en el que la oxidaciéon impi-
de la compactacién caracteristica de la fase gel, promoviendo un estado més
desordenado y heterogéneo desde el inicio.
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Figura 21: Perfiles de densidad normalizada para los carbonos 9 y 10, para el POPC puro
100-0 (violeta) y POPC ozidado 0-100 (azul) a diferentes temperaturas (258K hasta 288K).

Al analizar la figura 21, los perfiles de densidad de los carbonos 9 y 10, tanto
el POPC puro como el POPC oxidado, presentan perfiles bimodales simétricos
respecto del plano medio (Z = 0), lo que indica una distribucién organizada
de las cadenas acilo en ambas monocapas. También que a bajas temperaturas
(258K—263K), el perfil del POPC oxidado (azul) es visiblemente més ensanchado
y aplanado en la regién central, con una menor densidad en el valle (Z = 0), lo
que sugiere mayor desorden estructural incluso en condiciones donde el POPC
puro (violeta) se encuentra en fase gel. Esto es un indicador temprano de fluidez
inducida por oxidacién. Ademas En el POPC puro, al aumentar la temperatu-
ra, los picos se separan mas y el valle central se profundiza gradualmente, como
se esperaria en una transicién de gel a liquido. En cambio, el POPC oxidado
muestra menores variaciones, con una estructura que desde el inicio ya presenta
caracteristicas de fase mds fluida, manteniéndose relativamente constante in-
cluso hasta 288K. En general, el POPC puro muestra picos mas altos a bajas
temperaturas, reflejando mayor orden y compactacién, mientras que el oxidado
muestra picos mas bajos y anchos, senal de mayor libertad conformacional de
las cadenas. Este perfil refuerza la hipétesis de que el POPC oxidado no sufre
una transicion de fase cooperativa clara, como si lo hace el POPC puro. La
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oxidacién parece inducir un estado de fluidez parcial desde temperaturas bajas,
evidenciado por el perfil mas desordenado, amplio y con menor definicién de
picos en los carbonos centrales C9-C10.

Water 0-100 y 100-0 Normalizado

i 0-100 100-0
s ’ 258K 258K
8 263K 263K
T E— e — 268K 268K
E \\ ya
] \ / 273K 273K
b4 \
T / — 278K — 278K
5 0.5+ : i
2 / — 283K 283K
g // — 288K — 288K

0.0 —_—

-5 0 5

Distancia al centro membrana segun Z

Figura 22: Perfiles de densidad normalizada del agua, para el POPC puro 100-0 (violeta)
y POPC ozidado 0-100 (azul) a diferentes temperaturas (258K hasta 288K.

La figura 22, muestra la densidad normalizada del agua en funcién de la
distancia respecto del plano medio de la bicapa. Este tipo de perfil se utilizo
para evaluar la interfaz membrana—agua, y evidenciar la penetracion de agua y
el grado de hidratacién superficial de las bicapas lipidicas. Podemos decir que:

= Ambos sistemas presentan una regién central completamente deshidrata-
da, como se espera en una bicapa lipidica estable. La densidad del agua
cae a aproximadmente 0 en el centro, confirmando que el nicleo hidrofébi-
co esta libre de agua. Ademas no se observan penetraciones andémalas del
agua hacia el nucleo, ni en POPC puro ni en el oxidado.

= La transicién de densidad del agua desde aproximadamente 1 a 0 ocurre
en un rango estrecho y bien definido (alrededor de +£2.5 nm), indicando
una interfaz aguda y compacta entre el agua y la bicapa. En el POPC
oxidado (azul), puede notarse una ligera expansién lateral en el perfil a
temperaturas més altas (273K—288K), lo que sugiere que la oxidacién no
afecta significativamente la impermeabilidad de la bicapa, pero si modifica
levemente la organizacion superficial.

= La densidad de agua es constante y normalizada a aproximadmente a 1
en ambas direcciones.No hay diferencias notables entre ambos sistemas en
la regién de bulk, lo que confirma que las observaciones se centran en las
diferencias estructurales de la bicapa.

Segun esto podemos decir que, a pesar de la oxidacién, la bicapa sigue exclu-
yendo eficientemente el agua del nucleo lipidico, tanto en fase ordenada como
fluida. Ademas existe una ligera expansién de la interfase en el sistema oxidado,
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especialmente a temperaturas mas altas, lo cual es coherente con una mayor
flexibilidad o desorden superficial, pero no compromete la integridad estructu-
ral. Para finalizar, aunque la densidad de agua no muestra cambios abruptos, la
sutil diferencia en la pendiente sugiere que el POPC oxidado tiende a ser més
dindmico en su zona superficial, lo cual es coherente con los perfiles previos de
acilos y fosfatos.
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5.4. Parametro de orden (DOP-Sch) de las cadenas hi-
drocarbonadas de ambos fosfolipidos en los diferentes
sistemas

Ademas se analizaron los parametros de orden para cada cadena de carbono
correspodiente a POPC y POPC oxidado. Scl corresponde al oleico y Sc2 al
palmitico. Para el caso de POPC y la cadena Scl tenemos el siguiente grafico
correspondiente a la figura 23.

Parametro de orden sn2 100-0

0.4

258K
5 e 263K
e 268K
g 0.2 \\//- 1\\:_,%\\;;-\’\‘ " 273K
S \ — 278K
0.1 N 283K
— 288K

0‘0 1 | ] | 1 ] ] 1 ] L] T ] ] 1

2 3 4 5 ] 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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Figura 23: Variacion de los pardmetros de orden Sn2, cadena correspondiente al palmitico,
sin la insaturacion. Para el POPC puro 100-0 a diferentes temperaturas 258K hasta 288K.

Se observa un patrén decreciente del pardmetro de orden a lo largo de los
carbonos de la cadena sn-2 (palmitoil), tipico del comportamiento estructural de
las colas lipidicas. Este perfil refleja una mayor rigidez en los primeros carbonos
(cercanos al glicerol) y un aumento progresivo del desorden hacia los extremos
terminales.

A 258K, el perfil presenta los valores més altos de orden, indicando un estado
compacto y altamente organizado de las cadenas, consistente con una fase gel. A
medida que la temperatura se incrementa, las curvas muestran una disminuciéon
progresiva en los valores de SCD, reflejando una pérdida de orden conforme las
colas adquieren mayor flexibilidad.

Particularmente, a 273K se aprecia una disminucién més abrupta en el orden,
lo que sugiere el inicio de una transicion de fase. Esta interpretacién se ve
reforzada por el solapamiento de las curvas correspondientes a 283K y 288K,
que indican que a partir de 283K el sistema ha alcanzado un estado estable
en fase fluida. En esta fase, las cadenas presentan un alto grado de desorden
dindmico, tipico de una membrana en fase liquida desorganizada lateralmente.

En conjunto, este comportamiento es coherente con los otros analisis estruc-
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turales previos y refuerza la hipétesis de que en el POPC puro puede existir una
transicion de fase entorno a los 273K, completdndose hacia los 283K.

Parametro de orden sn2 0-100

0.4+
258K

263K
268K
— 273K
— 278K
— 283K
— 288K
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0.0

1 I I 1 I I I 1 1 1 1 1 1 1
2345678 910111213141516
Carbonos

Figura 24: Variacion de los pardmetros de orden Sn2, cadena correspondiente al palmitico,
sin la insaturacién. Para el POPC ozidado 0-100 a diferentes temperaturas (258K hasta
288K.

En la figura 24 se representa el comportamiento del parametro de orden SCD
para la cadena sn-2 del POPC oxidado. Se observa, al igual que en el POPC
puro, un patrén decreciente a lo largo de la longitud de la cadena, reflejando un
aumento del desorden hacia los carbonos terminales. Sin embargo, los valores
de orden absoluto son notablemente més bajos en todas las temperaturas, lo
cual sugiere que la oxidacién genera un estado estructuralmente mas desorde-
nado incluso a bajas temperaturas. A medida que la temperatura aumenta, se
observa un descenso progresivo del orden, aunque de forma maés atenuada que
en el sistema no oxidado. Se destaca un cambio perceptible en la pendiente y en
los valores de SCD a 268K, en coincidencia con el aumento en el area por lipi-
do observado previamente. No obstante, esta variacién no es lo suficientemente
abrupta como para indicar una transicién de fase cooperativa. En lugar de ello,
el sistema parece presentar un estado progresivamente mas desordenado sin una
transicion definida. Al comparar directamente con los valores correspondientes
del sistema POPC puro (100-0), se observa que mientras en el sistema no oxida-
do los valores de SCD llegan a superar 0.35 en la regién central de la cadena, en
el sistema oxidado rara vez alcanzan 0.22. Esta diferencia cuantitativa refuerza
la hipétesis de que la oxidaciéon induce una pérdida estructural de orden en las
colas lipidicas, lo que a su vez favorece una expansion lateral (aumento del drea)
sin generar una transicién de fase cldsica.

En resumen, el perfil de orden del POPC oxidado evidencia un sistema ya
parcialmente fluido desde temperaturas iniciales, en el que los efectos térmicos
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se manifiestan como un aumento gradual del desorden sin indicios claros de un
cambio cooperativo de fase.

En este caso vamos a analizar los parametros correspondientes a las cadenas
Snl (&cido oleico) que contienen las insaturaciones para ambas membranas de

POPC y POPC oxidado.

Parametro de orden sn1 100-0
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Figura 25: Variacién de los pardmetros de orden Snl, cadena correspondiente al dcido olei-
co, que contiene la insaturacion en el carbono 9 y 10. Para el POPC puro 100-0 a diferentes
temperaturas (258K hasta 288K.

Este grafico correspondiente a la figura 25, representa la variacién del pardme-
tro de orden SCD a lo largo de la cadena sn-1 del POPC puro, correspondiente
al 4cido oleico, el cual presenta una insaturaciéon en los carbonos 9 y 10. Se
observa un patrén caracteristico de descenso en los valores de orden conforme
se incrementa la temperatura, lo que refleja una mayor libertad conformacional
y aumento del desorden estructural en las cadenas acilo, en concordancia con lo
esperado para un sistema que atraviesa una transicion de fase de gel a fluido.
La disminucién progresiva de la pendiente y los valores absolutos del parametro
de orden a lo largo de la cadena con el aumento térmico es particularmente
notoria. Se destacan tres puntos de inflexién térmica importantes: a 258K el
sistema muestra los valores mas altos de orden, indicando una fase gel bien or-
ganizada; a 273K se observa una caida marcada del orden, senalando el inicio
de la transicién; y a 283K las curvas comienzan a solaparse, lo que sugiere que
la transicién ha finalizado y el sistema se encuentra predominantemente en fase
fluida. Un aspecto destacado es la regién de la insaturacién (carbonos 9 y 10),
donde se produce una depresiéon pronunciada en los valores de SCD, alcanzando
minimos por debajo de 0.1. Esta curvatura central es consecuencia directa del
doble enlace cis en la cadena, que introduce un codo en la conformacién de la co-
la lipidica, impidiendo un empaquetamiento eficiente. Esta perturbacién no sélo
afecta localmente la region insaturada, sino que también puede propagarse a la
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organizacién global de la bicapa, impactando incluso la orientacién y orden de
la cadena sn-2 Sin embargo, si se analizan en detalle las curvas correspondientes
a 258K, 273K y 283K, se aprecia que el perfil en la regién de la insaturacion
(C9-C10) se mantiene relativamente constante, lo que indica que esta distorsién
estructural inducida por el doble enlace es estable térmicamente dentro del ran-
go analizado. Es decir, aunque la insaturacion contribuye significativamente al
desorden global, su aporte especifico no se modifica en gran medida con la tem-
peratura, reforzando su papel como fuente estructural permanente de desorden
en las membranas de tipo POPC. En conjunto, estos resultados apoyan firme-
mente la hipdtesis de una transicién de fase entre 273K y 283K en el sistema
POPC puro, y resaltan el impacto local y global que la insaturacién introduce
en la dindmica y organizacién de las cadenas lipidicas.

Parametro de orden sn1 0-100

0.2+
258K
263K
0.19 268K
© /\ — 273K
]
‘ : Vi — 278K
00 1 1 1 1 1 g | 1 1 1 1 1 1 1
3 4 5 6\7 8/9 10 11 12 13 14 15 16 17 — 283K
Carbonos — 288K
-0.1-

Figura 26: Variacion de los pardmetros de orden Snl, cadena correspondiente al dcido
oleico, que contiene la insaturacion en el carbono 10 y 11. Para el POPC ozidado 100-0 a
diferentes temperaturas (258K hasta 288K.

En este grafico correspondiente a la figura 26, se observa el comportamiento
del parametro de orden SCD para la cadena sn-1 del POPC oxidado, corres-
pondiente al acido oleico con una insaturacién en los carbonos 10 y 11, y una
oxidacién localizada en el carbono 9. Al igual que en el POPC puro, se mantiene
el patrén general esperado: a mayor temperatura, menor orden en las cadenas,
reflejando un aumento en la libertad conformacional. Sin embargo, en este caso,
las curvas correspondientes a distintas temperaturas se encuentran mucho méas
solapadas, y las diferencias entre ellas son sutiles. Esto sugiere que el sistema ya
se encuentra en un estado de mayor desorden estructural incluso a bajas tempe-
raturas, lo cual coincide con lo observado anteriormente para el sistema oxidado
(0-100) y refuerza la idea de que no se produce una transicién de fase evidente
en este caso. Una diferencia estructural notable respecto al POPC puro es la
localizacion del mayor desorden en la cadena sn-1. Mientras que en el POPC no
oxidado la mayor perturbacién se concentraba en la regién de la insaturacién
(C9-C10), en el POPC oxidado se observa una caida progresiva del pardmetro
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de orden desde el carbono 3 hasta el 8, con valores minimos cercanos a cero o in-
cluso negativos. El carbono 9, sitio de oxidacion, también presenta un valor muy
bajo, lo que sugiere una influencia directa del grupo oxidado sobre la estabilidad
conformacional de los carbonos adyacentes. Esta propagacion del desorden des-
de el sitio oxidado hacia los carbonos vecinos es coherente con lo que se espera
para una distorsion localizada que altera el empaquetamiento lipidico de forma
significativa. En contraste, la regién de la insaturacién (C10-C11) no presenta
una caida tan abrupta como en el POPC puro, lo que implica que la perturba-
cién generada por el doble enlace estd parcialmente enmascarada o compensada
por el efecto estructural mas dominante del grupo oxidado.

Otro punto relevante es la aparicién de un “salto”en el orden a 268K, par-
ticularmente a partir del carbono 11 en adelante. Esta discontinuidad ya fue
observada en otros pardmetros (como el drea por lipido o el pardmetro de orden
en sn-2), lo que sugiere una reorganizacién estructural moderada del sistema
en ese rango térmico. No obstante, tal cambio no es lo suficientemente marca-
do como para implicar una transicién de fase, sino que probablemente refleja
una reorganizacion local o un ajuste estructural en una bicapa ya desordenada.
Finalmente, una observacion interesante surge al correlacionar este comporta-
miento con la cadena sn-2. Al examinar el carbono 6 de la cadena palmitoil
(sn-2), se identifica el comienzo de una caida significativa en el orden. Dado
que este carbono se encuentra espacialmente préoximo al carbono 9 de la cadena
sn-1 vecina (el sitio oxidado), es plausible suponer que el grupo oxidado no solo
desordena su propia cadena, sino que también induce perturbaciones estructu-
rales intercadena. Este posible acoplamiento estructural entre cadenas vecinas
refuerza la hipétesis de que la oxidacion lipidica tiene un efecto desestabilizador
profundo y extendido en la bicapa. En resumen, el andlisis del parametro de
orden para la cadena sn-1 oxidada confirma que el grupo funcional introducido
en C9 no solo genera desorden local, sino que tiene un impacto dominante sobre
la estructura lipidica global, superando incluso al efecto térmico en el rango ana-
lizado. Esto explicaria la ausencia de una transicién de fase clara y el aumento
sustancial del area por lipido sin un cambio de fase definido.
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6. Discusién y conclusiones

A lo largo de este estudio se analizaron distintos parametros estructurales
con el fin de evaluar si la oxidacién lipidica y la temperatura afectan la organiza-
cién y la estabilidad térmica de las bicapas. Para ello, se emplearon simulaciones
de dindmica molecular como herramienta central, lo que permitié explorar con
gran detalle el comportamiento de sistemas modelo simplificados. Estos resul-
tados refuerzan la utilidad de la dindmica molecular en estudios biofisicos sobre
membranas.

Los resultados mostraron que las bicapas de POPC puro presentan una or-
ganizacién y por lo tanto un mayor orden a bajas temperaturas. Si bien los
valores de area por lipido y espesor a 258K ya sugerian esta organizacién, fue
mediante el andlisis del parametro de orden y las visualizaciones en VMD que
se confirmé un patron estructural caracteristico de una fase ordenada. En par-
ticular, las cadenas acilicas mostraron una inclinaciéon definida, la cual comenzd
a perderse gradualmente a partir de 273K, evidenciando una disminucién del
orden conforme aumenta la temperatura. Esta pérdida progresiva de organiza-
cioén, inducida por la agitacion térmica, se vio acompafniada de un cambio brusco
en parametros como el drea y el espesor, indicativo de una transicién de fase.
Estos resultados coinciden con lo reportado por (Leekumjorn & Sum, 2007),
quienes observaron una transicién alrededor de 270K. En contraste, las bicapas
compuestas por POPC oxidado mostraron desde el inicio un mayor desorden
estructural, incluso a bajas temperaturas. En concordancia con lo reportado
por (Tsubone, Junqueira, Baptista & Itri, 2019) los cuales observaron que el
POPC-oxidado ocupa un drea molecular significativamente mayor que el lipido
POPC puro, aunque ambos tienen una forma cilindrica, POPC-oxidado pre-
senta una notable diferencia en la longitud de sus cadenas acilo, ya que una
de ellas es més corta que en POPC puro, causando un desajuste en el grosor
de la bicapa.Tal como se esperaba, la introduccién de grupos oxidados generd
un aumento en el drea por lipido, una disminucién del espesor y una marcada
reduccién en el parametro de orden, comparado con las bicapas no oxidadas. Si
bien estos cambios eran previsibles, el hallazgo més relevante fue que la oxida-
cién impide la aparicién de una transicién de fase cooperativa clara. Ademas, se
observé que el desorden inducido por los grupos oxidados fue més significativo
que el generado por el aumento de temperatura. Esto sugiere un posible efecto
amortiguador de la oxidacién frente a los cambios estructurales tipicos induci-
dos térmicamente.Esta hipotesis se ve reforzada por los resultados del proceso
de annealing (enfriamiento y calentamiento), donde no se observaron signos de
irreversibilidad estructural ni memoria térmica, lo que indica que el sistema oxi-
dado responde de forma homogénea a las variaciones térmicas. Los analisis de
area y espesor no mostraron cambios bruscos ni transiciones marcadas, y los
valores tendieron a solaparse a lo largo del rango de temperatura. Asimismo,
las visualizaciones en VMD evidenciaron un patrén de desorganizacion estable,
con estructuras similares entre distintas temperaturas, lo que refuerza la idea
de una pérdida del caracter cooperativo en el sistema oxidado.
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