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Resumen

Titulo: Estudio de dindmica molecular de un modelo de bicapa lipidica del estrato cérneo
constituido por CER[NP] y CER[AP]*

Autor: Natalia Rivero Arenas™
Palabras clave: Ceramidas, simulacién, membrana celular, matriz lipidica.
Descripcion:

La matriz lipidica del estrato cérneo (SC) es esencial para la supervivencia humana, puesto que
actla como una barrera que previene la deshidratacion rapida, manteniendo al mismo tiempo al
cuerpo protegido frente a virus, bacterias y radiacion UV. Muchas enfermedades cutaneas, como
psoriasis, dermatitis atdpica e ictiosis se derivan de alteraciones en la concentracion de las
ceramidas en la matriz extracelular lipidica del SC. La compleja estructura del SC presenta un reto
para la comunidad cientifica, ya que es dificil determinar experimentalmente la relacion entre su
organizacién molecular y sus propiedades. Por lo tanto, en este trabajo de investigacion, para
estudiar el efecto de la concentracion de las ceramidas no hidroxifitosfingosina (CER[NP]) y a-
hidroxifitosfingosina (CER[AP]) sobre las propiedades de la matriz lipidica, se desarrollé un
modelo de bicapa con colesterol (CHOL, cholesterol) y acido lignocérico (LA, lignoceric acid),
variando la proporcion CER[NP]/CER[AP] en 1:2 y 2:1, adicionalmente, se realizaron
simulaciones de dinamica molecular usando el programa GROMACS 2019. Los resultados de este
estudio muestran que la CER[NP] y la CER[AP] tienen un impacto diferente sobre la estructura
del modelo de bicapa lipidica. En ambas proporciones la CER[NP] mostré una evidente
superposicion, mientras que la CER[AP] no. Ademas, las cadenas acilo de los lipidos no
presentaron un unico angulo de inclinacion durante la simulacién, por el contrario, este oscil6
considerablemente y la CER[AP] exhibié un mayor nimero de enlaces de hidrégeno de tipo agua-
lipido y lipido-lipido en comparacion a la CER[NP]. En consecuencia, la solvatacion de la
CER[NP] es menor, por tanto, se favorecen las interacciones hidrofdbicas con las cadenas acilo de
la capa opuesta.

* Trabajo de grado.
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Markus Hans Oliver Doerr, Dr. rerum naturalium
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Abstract

Title: Study of molecular dynamics of a lipidic bilayer model of the stratum corneum made up of
CER[NP] and CER[AP]”

Author: Natalia Rivero Arenas™
Keywords: Ceramides, simulation, cell membrane, lipid matrix.
Description:

The lipid matrix of the stratum corneum (SC) is essential for human survival, as it acts as a barrier
that prevents rapid dehydration while keeping the body protected against viruses, bacteria and UV
radiation. Many skin diseases such as psoriasis, atopic dermatitis and ichthyosis result from
alterations in the concentration of ceramides in the extracellular lipid matrix of SC. The complex
structure of SC presents a challenge to the scientific community, as it is difficult to determine
experimentally the relationship between its molecular organization and its properties. Therefore,
in this research work, to study the effect of the concentration of non-hydroxyphitosphingosine
ceramide (CER[NP]) and a hydroxyphitosphingosine ceramide (CER[AP]) on the properties of
the lipid matrix, a membrane model with cholesterol and lignoceric acid was developed, varying
the CER[NP]/CER[AP] ratio in 1:2 and 2:1, and molecular dynamics simulations were performed
using the GROMACS 2019 program. The results of this study show that CER[NP] and [AP] have
a different influence on the structure of the lipid bilayer model. In both proportions CER[NP]
showed an evident overlap while CER[AP] did not. Furthermore, the acylo chains of the lipids did
not have a single angle of inclination during the simulation, on the contrary, it oscillated
considerably. CER[AP] exhibited a higher number of water-lipid and lipid-lipid type hydrogen
bonds compared to CER[NP]. Consequently, CER[NP] solvation is lower, therefore hydrophobic
interactions with the acylo chains of the opposite layer are favored.

* Bachelor thesis.
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Markus Hans Oliver Doerr, Dr. rerum naturalium



MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO 14

Introduccion

La piel actia como una barrera que protege al cuerpo humano de las amenazas de su entorno,
varios estudios sefialan que la capa superior, el estrato corneo (SC, stratum corneum), es el
elemento crucial en esta funcion de defensa (Winsor y Burch, 1944). La comprension de la
estructuray la funcién del SC ha avanzado desde las primeras nociones de una barrera fisica contra
la deshidratacion (Blank, 1952) hasta una vision actual en la que se define como un tejido complejo
y dindmico capaz de adaptar su composicion, organizacion y actividad en respuesta a las
influencias ambientales, asegurando asi la homeostasis de la piel. Ademas de evitar la pérdida de
agua, proporciona una barrera en constante renovacion de alta integridad mecanica y flexibilidad
contra el ingreso de microorganismos y de rayos UV (Kligman, 2011).

Las diversas tareas de proteccion que cumple el SC se localizan en la matriz extracelular lipidica
que rodea los corneocitos (Brody, 1966), la cual estd constituida por una mezcla compleja de
lipidos: aproximadamente 40% de ceramidas (CER), 25% de colesterol (CHOL), 25% de acidos
grasos libres (FFA), 6% de colesterol sulfato (ChS) y otros lipidos que se encuentran en menor
proporcién (Schmitt y Neubert, 2018).

Varias enfermedades de la piel, tales como psoriasis, dermatitis atdpica, ictiosis (incluyendo
ictiosis arlequin e ictiosis lamelar), ictiosiforme ampolloso, entre otras, se caracterizan por la
reduccion de la concentracion de ceramidas en la matriz extracelular del SC, causada a menudo
por la alteracién de la actividad de una 0 més enzimas involucradas en la sintesis de estos lipidos,
por ejemplo, en la dermatitis atdpica, las enzimas esfingomielina deacilasa ceramidasa y
glucosilceramida desacilasa tienen una actividad incrementada que produce una disposicion

alterada de las ceramidas en estos pacientes (Bouwstra y Ponec, 2006).
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Actualmente, parte de la investigacion esta orientada a esclarecer la organizacion molecular de
la estructura lipidica del SC, impulsada por el conocimiento limitado que se tiene de la misma,
debido a su complejidad y a las dificultades experimentales en su estudio. A pesar del uso de
métodos experimentales (difraccion de rayos X; espectroscopia FTIR, RMN y cryo-EM) y
computacionales (Das y Olmsted, 2016), la estructura molecular detallada, sus propiedades de
permeabilidad y los roles individuales de los diferentes constituyentes lipidicos ain no son claros.

Por lo tanto, la comprension de los detalles moleculares de la organizacion dentro de la matriz
lipidica del SC es esencial tanto para comprender la biofisica y la fisiologia de la piel como para
el desarrollo de terapias eficaces para los trastornos y las enfermedades de este tejido.

En un estudio experimental reciente (Schmitt et al., 2018) usando difraccién de neutrones y un
modelo de bicapa de la matriz extracelular del estrato corneo constituido por la ceramida no
hidroxifitoesfingosina (CER[NP]) y la ceramida a-hidroxifitoesfingosina (CER[AP]), se encontrd
que la estructura de las bicapas lipidicas depende de las concentraciones relativas de las dos
ceramidas involucradas. Aunque estas dos ceramidas difieran solo en un grupo OH en la cadena
del acido graso, los autores encontraron que aumentando la proporcion de CER[AP] se generan
cambios estructurales significativos. Un mayor contenido de CER[AP] causa una inclinacién de
las cadenas acilo de las ceramidas.

Por consiguiente, a través de esta investigacion, requisito para obtener el titulo de Quimica, se
complementaron estos resultados experimentales mediante simulaciones de dindmica molecular
realizadas en GROMACS (Abraham et al., 2015), puesto que estas simulaciones han sido Utiles
en el estudio de sistemas de alta complejidad como las bicapas lipidicas, ya que proporcionan una
vision detallada que experimentalmente no es posible. En efecto, se evalu6 la presencia de la

inclinacion en las cadenas acilo, el efecto de la proporcién de las CER[NP] y CER[AP], asi como
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las interacciones que estabilizan estructuralmente el modelo de bicapa lipidica del SC construido

en PACKMOL (Martinez, Andrade, Birgin y Martinez, 2009).
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1. Justificacion

La matriz lipidica del SC es esencial para la supervivencia humana. Actda como una barrera para
prevenir la deshidratacion rapida, manteniendo al mismo tiempo al cuerpo protegido frente a las
amenazas del medio. La complejidad de las laminas lipidicas dificulta la determinacién
experimental de la relacion que existe entre la organizacién molecular de los lipidos y las
propiedades que exhiben. Ademas, no es posible estudiar la estructura de las bicapas con
resolucion atémica. Por tanto, las simulaciones de dindmica molecular desempefian un papel
importante en el examen de la estructura, sus cambios, composicion y propiedades.

De esta manera, los estudios realizados a través de dinamica molecular se han centrado,
principalmente, en modelos constituidos por CER [NS] (esfingosina ligada a un acido no hidroxi)
y han proporcionado hasta ahora mayor comprensién en el papel de la longitud de la cadena de
ceramida (Schmitt et al., 2018) y de la adicién de otros lipidos sobre las propiedades del SC
(Moore, lacovella, Leonhard, Bunge y MCabe, 2018), asi como la permeabilidad de pequefias
moléculas a través de bicapas basadas en CER.

Debido a que la reduccion de dos de las ceramidas méas abundantes en el SC, CER[NP] y CER
[AP], esta directamente relacionada con algunas enfermedades cutaneas, es importante establecer
el impacto de estas ceramidas sobre su estructura. Recientemente, Schmitt et al. (2018), utilizando
difraccién de neutrones, lograron esclarecer que existe una evidente disminucion de la
superposicion dentro del espacio laminar, arrojando una estructura inclinada (tilted structure) en
modelos donde la concentracion de CER[AP] es mayor (Figura 1). Sin embargo, el arreglo
estructural que proponen Schmitt et al. (2018) es hasta ahora una hipétesis que explica los

resultados experimentales, puesto que no es completamente claro cémo se forman estas estructuras
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inclinadas, y tampoco se expone una explicacion del efecto de esta disposicidn sobre la estructura
microscopica y las interacciones en este tipo de arreglo molecular. Adicionalmente, la resolucion
en este experimento es limitada (la longitud de onda de los neutrones en el experimento fue de 4,6
A), la informacion estructural es unidimensional y dada las restricciones experimentales no fue

posible dilucidar las causas moleculares de los cambios estructurales.

2:1

Grupos de cabeza 3%.-3... o0 ST S . P PN A

Capa rigida

...................................
..................................

Superposicion

----------------------------------

Capa rigida

Grupos de cabeza A e A ST O AP D T SO AT N W cososeRardececesss

Figura 1. Disposicion propuesta para CER[NP]/ [AP] 2:1 y 1:2 por Schmitt et al. (2018). Esta imagen fue tomada y
modificada de Schmitt et al. (2018).

De tal forma que, al estudiar este modelo por medio de dinamica molecular, se corrobora si es
posible esta disposicion dentro de la bicapa lipidica, asimismo, el modelo es Gtil para comprender
la influencia de las CER [NP] y [AP] a nivel atbmico; y a su vez, arroja predicciones que pueden
guiar estudios futuros. Puesto que, la matriz lipidica del SC ha sido estudiada exitosamente
mediante dindmica molecular (véase por ejemplo Schmitt et. al, 2018; Moore et al., 2018;
Lundborg et al., 2018; Regno y Notman, 2018). Cabe destacar que, aunque la simulacion a través
de una mezcla compleja de CER es interesante para observar y obtener una vision general del SC,

esta mezcla no permite una evaluacion detallada de la influencia estructural de una tipo de CER.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Estudiar la estructura y las interacciones que estabilizan estructuralmente al sistema de bicapas

lipidicas que constituyen al estrato corneo.

2.2 Objetivos Especificos

Estudiar un modelo de bicapa lipidica del estrato corneo constituido por CER[AP],

CER[NP], colesterol y acido lignocérico.

e Adquirir destreza en la modelizacién de membranas bioldgicas mediante dindmica

molecular y en la interpretacion de los resultados obtenidos.

e Evaluar el efecto de la proporcion de las ceramidas [NP] y [AP] sobre la estructura de

una bicapa lipidica del estrato cérneo.

e Analizar el rol de las interacciones que estabilizan estructuralmente al modelo de bicapa

lipidica del estrato corneo.
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3. Marco teérico

3.1. El estrato cdrneo y su importancia en la funcién barrera de la piel humana
La piel es el 6rgano mas pesado y extenso del cuerpo humano, representa el 10% de la masa
corporal y cubre casi 2 m? de su superficie (McGrath, Eady y Pope, 2004), asi mismo, permite que
las funciones vitales ocurran dentro de un entorno fisiolégico controlado, puesto que demarca el
limite entre el cuerpo y su entorno. No obstante, la piel no es solo una particion fisica, ademas,
proporciona una interfaz en la que ocurre el intercambio de sustancias entre el cuerpo y el entorno.
La piel humana es un epitelio estratificado, cada capa de tejido esta formada por diferentes tipos
de celulas que cumplen varias funciones. Puede dividirse en epidermis, dermis e hipodermis como
se observa en la Figura 2. A su vez, la epidermis se subdivide, desde el exterior hacia el interior,
en el SC, el estrato granuloso (capa granular), el estrato espinoso (capa de células espinosas) y el

estrato basal (capa basal también llamada estrato germinativo) (Monteiro y Larese, 2017).

Poro sudoriparo

'/ ~.- Estrato cérneo Epidermis
| Epidermis viable
i Terminaciones nerviosas
Gléndula sebacea \Q: R/ sensoriales
@ y Conducto de sudor Dermis
: /_,/" 1. Glandula sudoripara
Foliculo piloso =7~ { |
< Tejido adiposo
. Hipodermis
Vasos sanguineos ~ Musculo horripilador

Figura 2. Una representacidn diagramatica de la estructura de la piel humana en seccién transversal. La epidermis
esta compuesta por el SC y la epidermis viable. Tomada y modificada de Wooi y Man (2015).
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El SC es un tejido complejo y dindmico capaz de adaptar su composicién, organizacion y
actividad en respuesta a las influencias ambientales, asegurando asi la homeostasis de la piel.
Ademas de proteger al cuerpo humano contra la pérdida de agua y la entrada de productos quimicos
y microorganismos, el SC protege a los tejidos vivos del dafio oxidativo y de los rayos UV,
proporciona una barrera mecanica en constante renovacion, da flexibilidad y fuerza cohesiva, y
participa en la interfaz psico- y neuro-sensorial (Kligman, 2011; Elias, 2012). Las diversas tareas
de proteccion realizadas por el SC se localizan en la matriz extracelular lipidica que rodea los
corneocitos (Elias, 2005).

3.1.1. Composicion del estrato corneo: El SC es la capa mas externa de la piel. Generalmente,
presenta de 10 a 20 um de espesor y esta compuesto de 10 a 15 capas de corneocitos (Williams,
2003). Los corneocitos son células muertas derivadas de la diferenciacion final de los
queratinocitos originados en las capas mas profundas de la epidermis. Morfologicamente, los
corneocitos son aplanados y alargados, con dimensiones aproximadamente de 0.2 pm de espesor
y 40-60 um de ancho (Kashibuchi, Hirai, O’Goshi y Tagami, 2002). Adicionalmente, los
corneocitos tienen una envoltura cornificada en lugar de una membrana plasmatica que esta
rodeada por una capa de lipidos, carecen de nucleo y organulos citoplasmaticos, pero estan llenos
de filamentos de queratina y estan embebidos en una matriz extracelular enriquecida de lipidos
(Elias, 2012). Los corneocitos estdn conectados por corneodesmosomas Yy son liberados
continuamente a la superficie de la piel mediante el proceso de descamacion.

Los lipidos que componen la matriz extracelular del SC difieren de los lipidos caracteristicos
de las membranas de las células de los mamiferos, debido a que los fosfolipidos estan en una baja

proporcién (Wertz y Downing, 1991). Tres clases de lipidos representan el 85-95% en masa de la
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matriz del SC: ceramidas (alrededor del 50% en masa), acidos grasos libres (10-20% en masa) y
colesterol (alrededor del 25% en masa) (Feingold, 2007).

3.1.2. Ceramidas, constituyente principal de la matriz lipidica del estrato corneo: Las
ceramidas (CER), un grupo de esfingolipidos estructuralmente heterogéneos, consisten en un acido
graso saturado de cadena larga unido al grupo amino de una base esfingoide (esfingosina,
fitoesfingosina y 6-hidroxisfingosina). El acido graso puede ser hidroxilado en la posicion o 0 en
la posicion ®, o no contener ningun otro grupo hidroxilo (Coderch, Lopez, de la Maza y Parra,
2003).

La primera nomenclatura utilizada para nombrar a las CER se basé en su movilidad en
cromatografia de capa fina (Wertz y Downing, 1983). Con el aumento en el nimero de CER
identificadas, este método se torno obsoleto. Debido a esto se desarrollé una nomenclatura basada
en su estructura quimica (Motta et al., 1993). En este sistema las ceramidas se etiquetan con letras,
la dltima letra identifica el tipo de base esfingoide: esfingosina (S), fitoesfingosina (P), 6-
hidroxisfingosina (H) y la primera al &cido graso: sin grupo hidroxilo (N), con un hidroxilo en la
posicion alfa u omega (A u O, respectivamente), ademas, en las ceramidas que se esterifican con
un &cido graso insaturado la letra E se antepone a las dos letras anteriores.

La composicion de CER en la matriz lipidica es compleja (Masukawa et al., 2008; van Smeden
et al., 2011). En el espacio extracelular del SC se han identificado 12 subclases de ceramidas (ver
Figura 3). Las ceramidas tienen cadenas de diferentes longitudes tanto en la base esfingoide (18 a
20 atomos de carbono), como en el &cido graso dando origen a mas de 340 ceramidas (Masukawa

et al., 2008).
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Figura 3. Subclases de CER. Las CER estan compuestas por una cadena de &cido graso unida a la base de la
esfingosina. Ambas cadenas muestran variacién en su longitud de cadena de carbono (indicada por las flechas).
Tomada y modificada de van Smeden, Janssens, Gooris y Bouwstra (2014).

Las ceramidas mas abundantes en el SC son la CER[NP] y CER[NH]. En la Tabla 1 se muestra
la proporcidn individual para cada una de las especies de CER (Masukawa et al., 2009; t'Kindt et
al., 2012; Schmitt y Neubert, 2018). Sin embargo, el contenido de CER puede variar dependiendo

la estacion, la edad, la salud y otros factores.
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Tabla 1
Proporcion de cada tipo de CER en la matriz extracelular lipidica del estrato cérneo humano. Tomada y modificada
de Schmitt y Neubert (2018). En rojo se sefialan las CER en estudio.

Masukawa 2009 Kindt 2012
(Masukawa et al., 2009) (tKindt et al., 2012)
CER M (g/mol)* Proporcion Proporcion Proporcion Proporcion
(Yopeso) (%omol) (Yopeso) (%omol)
NS 677,69 6,35 5,95 7,44 6,80
NP 695,70 21,31 20,48 22,10 26,19
NH 693,69 22,58 21,64 14,51 12,59
NDS 679,70 5,95 5,59 9,83 8,73
AS 693,69 3,56 3,41 9,58 3,86
AP 711,70 16,11 15,84 8,78 13,60
AH 709,69 15,73 15,42 10,77 12,59
ADS 677,69 0,82 0,76 1,63 1,93
EOS 1025,98 4,28 6,07 6,48 5,48
EOP 1043,99 0,86 1,23 1,14 2,74
EOH 1041,98 2,50 3,60 4,26 5,48
EODS 1021,99 - - 0,40 -

*Las masas molares se estimaron en un promedio de 24-28 carbonos para el acido.

Las dos cadenas de las moléculas CER dan lugar a la posibilidad de formacién de tres
conformaciones basicas diferentes (Figura 4), dependiendo del angulo de inclinacion y de la
cadena. Pueden asumir una conformacion de horquilla con y=0° y una conformacion extendida
completa con y=180°. Cada angulo intermedio produce alguna conformacion en forma de V (Iwai

etal., 2012).

Completamente extendiday=  AANAAAAAAAAAMDMAAAAANA/

180°

En forma de V 0° <y < 180°

Figura 4. Conformaciones de las ceramidas en funcion del angulo de inclinacion y de la cadena. Tomada y modificada
de Schmitt y Neubert (2018).
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Algunas de las caracteristicas estructurales de las ceramidas que las hacen fundamentales para
la funcién de barrera de la piel son: (1) la asimetria y la longitud variable de las cadenas de
hidrocarburos que facilitan la mezcla intermolecular entre las diferentes subclases de ceramidas,
los &cidos grasos libres y el colesterol (Brief et al., 2009), originando regiones de alta movilidad
de la cadena; (2) los grupos de cabezas polares son pequefios y coinciden estrechamente con la
seccion transversal de las cadenas de hidrocarburos, 1o que permite la formacion de estructuras de
bicapa laminares; (3) el tamafio pequefio de los grupos funcionales en la region de cabeza impide
la hidratacion excesiva y la pérdida de rigidez en condiciones de alta humedad; (4) la presencia de
varios grupos donantes y receptores en los grupos de cabeza de las ceramidas permite la formacion
de una red de enlaces de hidrégeno, mejorando de esta manera la impermeabilidad y estabilidad
de las ldminas (Pascher, 1976; Rerek y Moore, 2007; Mendelsohn, Rerek y Moore, 2000).

3.1.3. Organizacion molecular de la matriz lipidica del estrato cérneo: Las posibles
conformaciones de la cadena y las disposiciones de empaquetamiento que existen en las bicapas
de lipidos lamelares se muestran en la Figura 5. En la fase ortorrémbica (OR) mas compacta, las
cadenas de lipidos adoptan una conformacion totalmente trans y estan organizadas en una red
cristalina rectangular sin movilidad rotacional ni traslacional. En la fase hexagonal (HEX), las
cadenas de lipidos trans estan inclinadas con respecto al plano cristalino y forman una red
hexagonal menos densa; las moléculas de lipidos tienen un poco de movilidad rotacional a lo largo
del eje z, pero su movilidad traslacional es nula. En la fase liquido-cristalina (L1Q), las cadenas
presentan un alto grado de isomerizacién gauche, y la organizacion lateral se pierde por completo;
las moléculas de lipidos tienen una alta movilidad rotacional y traslacional en el plano de la bicapa.
Las tres fases mencionadas estan presentes en las ldminas lipidicas del SC con preferencia en la

fase OR (Damien y Boncheva, 2010). La abundancia de fases cristalinas OR en las laminas de



MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO 26

lipidos del SC contrasta con el predominio de las fases LIQ en las membranas plasmaticas de las
células vivas (Mukherjee y Maxfield, 2000). Esta diferencia en la composicién de las fases es
debida a la permeabilidad de los dos tipos de estructuras lipidicas y las diferentes condiciones a

las que estan expuestas.

LiQ

Empaquetamiento
de cadena

e VI A HORS
= [l A

LU (UL & a7
!ll!# BLLARAUL 44,4144
@ HggﬁWﬂ 711k
AUSIL BRRLLGEL 448444y
Mianme  twmeg 2777
AL XURKARRY 841 4,88

Figura 5. Organizacién molecular de los lipidos en el SC. (a) Esquema de empaquetamiento de la cadena (fila
superior) y conformacion de la cadena (fila inferior) en las fases ortorrémbica (OR), hexagonal (HEX) y liquido-
cristalina (LIQ) de los lipidos. (b - d) Modelos de organizacion molecular de la matriz lipidica del SC que muestran
diferentes contenidos y distribucion de las fases lipidicas. Los esquemas ilustran: el modelo de mosaico de dominio
(b), el modelo séndwich (c) y el modelo monofésico (d). Ceramidas y &cidos grasos se representan con el dibujo
esquematico de la cadena larga lipidos utilizados en (a); la presencia de colesterol es explicitamente mostrado s6lo en
(d). Las diferentes fases lipidicas estan representadas por la conformacién de orden de las colas de hidrocarburos
como se indica en (a). Tomada y modificada de Boncheva (2012).
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En direccion normal a la superficie las dos capas de lipidos se ubican una encima de otra y
forman un patrén repetitivo de unidades estructurales (laminas). En la matriz lipidica del SC
existen dos tipos de estructuras laminares que difieren en su distancia de repeticion caracteristica,
es decir, en su espesor: una con un espesor aproximado de 13 nm, denominada fase de periodicidad
larga (LPP), y otra con un espesor aproximado de 6 nm, denominada fase de periodicidad corta
(SPP) (Hill y Wertz, 2003).

Actualmente, los modelos propuestos para la organizacién molecular de los lipidos en el SC se
dividen en funcion de la presenciay la distribucion de las principales fases lipidicas en tres grandes
categorias: (1) EI modelo de mosaico de dominio de Forslind (Forslind, 1994; Forslind, Engstrom,
Engblom, y Norlén, 1997) detalla la matriz de lipidos como un sistema de dos fases en el que los
dominios cristalinos discontinuos OR estan incrustados en una fase de gel continua HEX o LIQ
(Figura 5.b). (2) Los modelos tipo sdandwich de Bouwstra, Dubbelaar, Gooris y Ponec (2000),
Swartzendruber, Wertz, Kitko, Madison y Downing (1989), Hill y Wertz (2003), y Mclntosh
(2003) describen la matriz lipidica como un sistema multifase en el que las laminas contienen una
zona central de mayor movilidad HEX o LIQ intercaladas entre dos zonas de movilidad de lipidos
inferiores OR, gel, u ordenada en fase liquida (Figura 5.c). (3) EI modelo monofasico de Norlén
(2001) representa la matriz de lipidos como una fase de gel Unica y coherente sin separacion de
fases, pero contiene dominios ricos en colesterol de alta permeabilidad y dominios pobres en

colesterol de baja permeabilidad (Figura 5.d).
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3.1.4. Composicion y organizacion de los lipidos en el estrato corneo en algunas
enfermedades dermatoldgicas: La piel en enfermedades como Ictiosis Lamelar (LI, Lamellar
ichthyosis), Psoriasis, Dermatitis Atopica (AD, Atopic dermatitis) y el Sindrome de Netherton
(NTS, Netherton syndrome), se caracteriza por tener una funcion de barrera dafiada. En la Tabla 2
se resumen los hallazgos sobre la composicién lipidica y su organizacién en las diferentes

enfermedades mencionadas.

Tabla 2
Vision general de las enfermedades de la piel y las alteraciones de las propiedades lipidicas. Tomada y modificada
de van Smeden, Janssens, Gooris y Bouwstra (2014)

Enfermedad Composicion lipidica* Organizacion Referencias
lipidica
Ictiosis CER [NP]y [EOS] | LPP alterada, (Paige, Morse-Fisher y Harper, 1994;
Lamelar CER [AP] t periodicidades Pilgram et al., 2001)

laminares mas cortas

Psoriasis CER [EOP], [NP] | LPP alterada, (Motta et al., 1994)
CER [AS], [NS] y [AP] 1 periodicidades
laminares mas cortas

Dermatitis CER [EQS], [EOP], [EOH], LPP alterada, (Williams y Flohr, 2006;
Atdpica [EOdS] | periodicidades Werner y Lindberg, 1985)
CER [AS], [AH], [AP], [AdS] t  laminares mas cortas,
Lipidos de cadena corta 1 ortorrombicidad |

Acidos grasos insaturados 1

* Consenso general entre todos los estudios.

Sobre la ictiosis lamelar se han realizado algunos estudios que informan sobre la composicién
y la organizacion de los lipidos en SC. Ghadially, Williams, Hou y Elias (1992) y Fartasch (1997)
indicaron que ademéas de la ausencia de la enzima transglutaminasa 1 (responsable de la
reticulacion de la envoltura cornificada de los corneocitos), los cambios en los lipidos del SC
también pueden jugar un papel en la barrera cutanea dafiada de los pacientes con LI, por medio de
secciones de SC tefiidas con RuOas, mostraron una distribucion irregular de las laminas con

regiones que contenian un nimero excesivo de bicapas de lipidos. Paige et al. (1994) determinaron
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cuantitativamente las subclases CER en LI y observaron una reduccion en CER[EOS] y [NP] en
estos pacientes (Paige et al., 1994). Estudios de microscopia electronica ilustraron que las laminas
estaban menos ordenadas y eran mas onduladas en comparacion con las laminas de la piel sana,
ademas, observaron un aumento de los lipidos organizados en un empaquetamiento hexagonal
(Pilgram et al., 2001).

Otra enfermedad dermatologica es la psoriasis. Motta et al. (1993) fueron los primeros en
analizar la composicion lipidica en el SC en lesiones de psoriasis y demostraron una disminucion
relativa para las subclases CER[EOS], [NP] y [AP] (alrededor del 40%, 65% y 25%,
respectivamente), mientras que las CER[AS] y [NS] aumentaron (alrededor del 33% y 65%,
respectivamente).

Con respecto a la composicion lipidica en los pacientes con AD, se han observado varios
cambios en comparacion con la piel sana, Fischer et al. (2011) y Di Nardo, Wertz, Giannetti y
Seidenari (1998) reportaron una reduccion en la relacion CER/CHOL en la piel con AD.
Adicionalmente, Imokawa et al. (1991) informaron que el nivel de CER[EOS] disminuye, mientras
que CER[NS], CER[AS] y CER[AP] aumentan. Pilgram et al. (2001) indicaron que los pacientes
con AD tienen un aumento del nivel de lipidos que adoptan un empaquetamiento hexagonal,
ademas, evidenciaron una distancia de repeticion reducida de las laminas, la misma publicacion
también informé que los cambios en la composicion de lipidos se correlacionan en gran medida
con la formacion de la estructura laminar LPP.

3.2. Simulaciones de dindmica molecular
La dindmica molecular (MD, Molecular Dynamics) es una técnica de simulacion por ordenador

en la que se determina la evolucion temporal de un conjunto de 4&tomos que interacttan entre si, a
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partir de la solucién de las ecuaciones de movimiento de Newton para un sistema de N atomos
(Ercolessi, 1997):

azri
M52

=F,i=1,..,N (3.1)

Las ecuaciones se resuelven simultaneamente en pequefios pasos de tiempo, y la temperatura y
la presion son monitoreadas, para mantener los valores requeridos. Ademas, las coordenadas se
escriben en un archivo de salida a intervalos de tiempo fijos. Las coordenadas del sistema en
funcién del tiempo representan la trayectoria del sistema. La trayectoria resultante es, en esencia,
una pelicula tridimensional que describe la configuracién a nivel atdmico del sistema en cada punto
del tiempo simulado (Hollingsworth y Dror, 2018).

Las primeras simulaciones de MD se realizaron a finales de la década de 1950 (Alder y
Wainwright, 1957) sobre gases simples. La primera simulacion de MD de una proteina se realizo6
a finales de los afios setenta (McCammon, Gelin y Karplus, 1977). Sin embargo, las simulaciones
de MD son mas reconocidas en los ultimos afios, especialmente en modelos biolédgicos. Las
simulaciones se utilizan tanto para interpretar los resultados experimentales como para guiar el
trabajo experimental y se han empleado para estudiar proteinas criticas para la sefializacién
neuronal (Dawe et al., 2016), para ayudar en el desarrollo de farmacos dirigidos al sistema nervioso
(Spahn et al., 2008) y para predecir como cada atomo de una proteina u otro sistema molecular se
moveréa con el tiempo (Karplus y McCammon, 2002).

En general, estas simulaciones pueden capturar una amplia variedad de procesos
biomoleculares importantes, incluyendo el cambio conformacional, la union de ligandos y el
plegado de proteinas, revelando las posiciones de todos los &tomos a una determinada resolucién

temporal. Es importante destacar que estas simulaciones también pueden predefinir la forma en



MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO 31

que las biomoléculas responden a nivel atdbmico a perturbaciones como mutaciones, fosforilacion,
protonacidn, adicién o eliminacion de un ligando (Hollingsworth y Dror, 2018).

3.2.1. GROMACS (GROningen MAchine for Chemical Simulations): El uso extensivo de
simulaciones de MD en la investigacion quimica, toxicoldgica y bioquimica ha permitido el
perfeccionamiento de paquetes de software eficaces y eficientes como GROMACS (Abraham et
al., 2015), NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics) (Phillips et al., 2005), CHARMM
(Chemistry at HARvard Molecular Mechanics) (Brooks et al., 2009), entre otros, basados en
algoritmos compatibles con sistemas altamente complicados, como los sistemas biologicos. Estos
programas cuentan con diferentes herramientas y una amplia gama de funciones para analizar los
archivos de trayectoria generados en una simulacion.

GROMACS es un software libre y abierto muy utilizado en quimica para simulaciones
dindmicas de biomoléculas. Proporciona un amplio conjunto de calculos, herramientas de
preparacion y analisis. Permite el uso de varios campos de fuerza, como GROMOS96 (van
Gunsteren et al., 1996), CHARMM vy potenciales optimizados para simulaciones de liquidos
(Jorgensen, Maxwell y Tirado, 1996). Es compatible con la aceleracion de la GPU a través del
paquete externo OpenMM (Eastman et al., 2017).

3.2.2. Interacciones moleculares: campos de fuerza: Las trayectorias de un arreglo de
atomos que interacttian entre si estan determinadas por las ecuaciones de movimiento de Newton:

mz = —AzUG, TS, 0 Ty), i = 1,2,...,N (3.2

Donde, cada atomo experimenta una fuerza determinada por el potencial U. En dindmica

molecular, el potencial se representa mediante una funcién de campo de fuerza U (74,75, ..., Ty), la
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cual expresa las interacciones de cada &tomo con el resto de los &tomos del sistema (Hollingsworth
y Dror, 2018).

Dentro de los campos de fuerza se incluyen dos términos, uno de ellos es las contribuciones
“enlazantes”, que describen las interacciones entre los atomos que se encuentran ligados con
enlaces covalentes, y el segundo es las contribuciones “no enlazantes”, que describen las
interacciones electrostaticas y de van der Waals.

GROMACS usa una funcién de energia potencial con cinco contribuciones que corresponden

tanto a las interacciones enlazantes como a las no enlazantes:

U= Uenlace + Uéngulo + Utorsién + UvdW + UCoulomb (3-3)
Donde:
Uenlace = z kienlaceS(ri - rOl)Z (34)
enlacesi
a l
Usnguio = Z k™06, — 091)? (3.5)
angulosi

Utorsion = Z (k"1 + cos(myp; — ¥k, (¢ — ¥)?} i # 0,n =0 (3.6)

torsiéoni
= 2 N i
Uoaw = Z Z *ey [(m) <7”ij> ] 3.7

i j>i

U _ qiq;
Coulomb — AT EnT (3_8)
T o> oy

Cada una de las contribuciones pertenece a la interaccion entre pares de atomos con enlaces
covalentes, descrita mediante un potencial armonico que puede representar: el estiramiento o

contraccion del enlace (ecuacién 3.4), la flexion angular asociada a las variaciones de los angulos
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entre cada par de enlaces covalentes que comparten un atomo en el vértice (ecuacion 3.5), la
variacion del angulo diedro formado entre &tomos unidos por tres enlaces covalentes que se
encuentra sometidos a torsion (ecuacion 3.6), la interaccion de van der Waals, aproximada por el
potencial de Lennard-Jones (ecuacién 3.7) y la interaccion electrostatica, modelada mediante el
potencial de Coulomb (ecuacién 3.8). Las constantes de cada una de las contribuciones se
determinan a través de técnicas empiricas, calculos mecanico-cuanticos y se encuentran
almacenadas en los archivos del parametro de campo de fuerza empleado (Morales, 2013).

3.2.3. Interacciones de largo alcance: En la determinacion de la dindmica de sistemas
bioldgicos, las interacciones electrostaticas son fundamentales, sin embargo, su calculo exacto en
las simulaciones de MD tiene un elevado costo computacional, puesto que se considera que una
particula interactda con todas las particulas del modelo de simulacion. Por tanto, la energia

potencial total esta dada por dos contribuciones:

1 N N
qiq;j
Uy=5) (3.9)
2 =~ 4me i)
L N N
p=lY Sy G -
[7i]=0 i=1 j=1 neolru + n|

Donde i es la distancia entre las cargas i y j dentro del sistema de simulacion 7 = n«a, + nya,,

+ n.a,. La sumatoria de la ecuacién 3.10 converge muy lentamente, sin embargo, el método de la
suma de Ewald mejora la convergencia de esta sumatoria, transformandola en la suma de dos series
que convergen rapidamente (Abdulnour, Toukmaji y Board, 1996). De este modo, la energia

electrostatica segun el método de Ewald se obtiene asi:
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U = Ureal + Ures — Useir + Usurf (3-11)
Con:
N N 5 | o
U 1 Z Z q:4; erfc(a|rij + n|) (3.12)
real 2 L . 47‘[60 |Fij + ﬁ' .
[n]#0 i=1 j=1
N N
1 1 qi9q; 4-7'[2 —kz -
Upes = > Z ZZWALHGOFHCP a2 ) €°8 (k.rl-j) (3.13)
[n]#0 i=1 j=1

N 2

—a dx
U = — 3.14
self \/% 4_”60 ( )

k=1
) 2

-2 qi
= 7 3.15
Usurr = 5y 4mre (3.19)

u=1
Donde erfc son las funciones de error complementarias y estan dadas por:
2 oo
erfc(x) = —f exp(—t2)dt (3.16)
v Jy

V es el volumen del sistema de simulacion y e, es la constante dieléctrica del medio. EI primer
término (Urear) corresponde al potencial debido a las cargas apantalladas, el segundo (Ures) al
potencial de las distribuciones de cargas compensadoras, el tercero (User) al potencial de la
interaccion de cada distribucion de apantallamiento consigo misma y el cuarto (Usurr) a la
interaccion del sistema con su entorno (Ewald, 1921).

3.2.4. Ensambles en dindmica molecular: En las simulaciones de MD se suelen emplear
ensambles como: NVE (numero de particulas constantes, volumen constante y energia total
constantes), NVT (numero de particulas, volumen y temperatura constantes) y NPT (nimero de

particulas, presion y temperatura constantes) (Morales, 2013).



MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO 35

En este trabajo se implementaron los ensambles de temperatura constante (NVT y NPT),
también conocidos como conjuntos candnicos. En la fase de equilibracion del modelo, la
temperatura y la presion se controlaron con el termostato y el baréstato de Berendsen, vy, en la
produccion final la temperatura y la presion fueron controladas por el termostato Nose-Hover y el
barostato Parrinello-Rahman.

Para simular el fendmeno de temperatura constante, el algoritmo de acoplamiento Berendsen
implementa una cinética de primer orden a un bafio térmico externo con temperatura To dada.
Usando este algoritmo, la temperatura del sistema se corrige lentamente con la implementacion de
la relacion:

dT _T,—T (3.17)
dt 1

Lo anterior implica que la desviacion de la temperatura decae exponencialmente con una
constante de tiempo 1. La ventaja de implementar este esquema es que la resistencia del
acoplamiento puede basarse en la intervencion del usuario. Por ejemplo, el acoplamiento puede
ser relativamente corto, 0.01 ps, y para otras simulaciones de equilibrio, puede extenderse hasta
0.5 ps, lo que no afecta la dindmica de conservacion. Sin embargo, el termostato de Berendsen
suprime las variaciones en la energia cinética, lo que resulta en una generacion inadecuada del
conjunto canoénico y un muestreo incorrecto (Berendsen, Postma, van Gunsteren, Dinola y Haak,
1984). Por tanto, para corregir lo anterior, se usa el termostato Berendsen de escala de velocidad,

descrito como:

dt KKy dw
dK = (Ky — K) — + 2 —

Tt N_f\/T—t

(3.18)
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En contraste, el barostato de Berendsen redimensiona los vectores y las coordenadas del sistema

de simulacion con una matriz p hacia una presion dada Po, asi:

dP _P,—P

ar T (3.19)
La matriz de escalado p se define como:
npcAt
tij = 6ij — gcTﬁij{POij - Pij(t)} (3.20)

donde B es la compresibilidad isotérmica del sistema.

Para mantener una temperatura especifica, el termostato de Berendsen es eficiente para la
relajacion de un sistema. Sin embargo, una vez alcanzado el equilibrio, también es importante
emplear un conjunto canénico correcto. Para aplicar el conjunto canoénico en tal equilibrio
GROMACS emplea el ensamble extendido, propuesto por Nosé (1984), que fue modificado
posteriormente por Hoover (1985). En este caso, se agrega en las ecuaciones de movimiento un

término de friccion. En este contexto, las ecuaciones de movimiento de las particulas se sustituyen

por:
dz‘r'l- _ i_pEdTl (321)
dt> m; Qdt
donde el parametro del factor de friccion viene dado por:
d
P -1y (3.22)

dt

donde To indica la temperatura de referencia y T es la temperatura actual del sistema. La

constante Q se suele denominar "parametro de masa del ensamble™:

2
17T

— 3.23

Q=75 (3.23)
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Asi mismo, GROMACS también soporta una simulacion de presién constante, utilizando el
enfoque Parrinello-Rahman, que tiene similitud con el acoplamiento Nose-Hoover y que
tedricamente proporciona el verdadero conjunto NPT.

Implementando el bardstato Parrinello-Rahman los vectores del sistema de simulaciéon son
representados por la matriz b que obedece la ecuacion matricial de movimiento:

db” ~1p-1 3.24
—Z=VW™b (P — Pres) (3.24)

donde V denota el volumen del sistema de simulacion y W representa el parametro de la matriz,
el cual determina la resistencia del acoplamiento. Por tanto, las ecuaciones de movimiento
cambian, asi:

dzr Fi dT'l'

i 3.25
dt?  m Mdt (3:25)

db” db
=pt|p=— 4+ ==p|p1 3.26
M=bh [b —+22b b (3.26)

La matriz de parametros inversa W-* especifica la resistencia del acoplamiento. Cuando los
elementos de W son cero, la restriccion de la caja se cumplird automaticamente (Parrinello y
Rahman, 1981). La resistencia del acoplamiento se puede calcular automaticamente en
GROMACS, y la compresibilidad isotérmica aproximada B y la constante de tiempo de presion tp
se deben proporcionar en el archivo de entrada.

3.2.5. Andlisis de resultados de las simulaciones de dindmica molecular de bicapas
lipidicas: Existen varios parametros para analizar los resultados de las simulaciones de MD de las

bicapas lipidicas que constituyen las membranas celulares. En este trabajo se utilizaron:
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3.2.5.1. Espesor de la bicapa: Este parametro permite monitorear la equilibracion del
sistema, y verificar si el modelo simulado, en este caso la bicapa lipidica, presenta el grosor de una
bicapa lipidica del estrato cérneo de la epidermis humana.

Para determinar el espesor de las bicapas lipidicas utilizamos el programa GridMAT-MD
(Allen, Lemkul y Bevan, 2009). Este programa permite una interaccion facil con los archivos de
coordenadas generados en una simulacién de MD realizada con GROMACS.

Para GridMAT-MD el concepto méas importante en el calculo del espesor de la bicapa es el
valor Z. Para esto, a cada 4&tomo de referencia en la capa superior e inferior se le asigna un valor Z
que representa el espesor en nanometros de la bicapa en ese punto. Para determinar el valor Z, el
programa considera un atomo de referencia a la vez, empezando por la capa superior, busca el
vecino mas cercano a ese punto de referencia en la capa opuesta, s6lo en las direcciones X e y.
Entonces, la diferencia de las coordenadas z entre los dos atomos de referencia es el valor Z.

3.2.5.2. Parametro de orden de deuterio: Los parametros de orden proporcionan una medida
de la alineacion del lipido en la bicapa, es decir, cuan ordenados estan los lipidos. EIl pardmetro de
orden (S;) para el enlace C-H se obtiene a través de la siguiente expresion (Moradi, Nowroozi y

Shahlaei, 2019):

S, = 0,5(3cosf? — 1) (3.27)

Como se observa en la Figura 6, © es el angulo entre el enlace C-H y el eje z. Los corchetes

hacen referencia al promedio temporal.
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Figura 6. Medicion del angulo O entre el enlace C-H y el eje
z de la bicapa.

3.2.5.3. Angulo de inclinacion de las cadenas acilo de los lipidos: Para definir la orientacion

de los lipidos que constituyen la bicapa, se determina el angulo formado entre el eje z

(perpendicular a la superficie de la bicapa) y el vector formado por los carbonos que constituyen
la cadena de acilo de cada lipido.

GROMACS proporciona una herramienta, gmx gangle, con capacidad para calcular &ngulos

entre dos vectores, un vector y un plano, dos planos (definidos por 2 o 3 puntos, respectivamente),

un vector/plano y el eje z, o un vector/plano y lo normal de una esfera (ver Figura 7) (Abraham et

al., 2019).
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A\VES o 2R Ra

Figura 7. Opciones de calculo de angulos de gmx gangle: A. Angulo entre dos vectores. B. Angulo entre dos planos.
C. Angulo entre un vector y el eje z. D. Angulo entre un vector y lo normal de una esfera. También se admiten otras
combinaciones: los planos y los vectores se pueden utilizar de forma intercambiable. Tomado de Abraham et al.
(2019).

3.2.5.4. Perfil de densidad de masa: El perfil de densidad de masa a través de la bicapa
muestra como se distribuye la masa de los lipidos a lo largo del eje z de la bicapa. Debido a que
el centro de masa de la bicapa puede fluctuar durante la simulacién, para calcular el perfil de
densidad de masa se determinan las coordenadas (X, y, z) de todos los atomos en relacion con el
centro de masa instantaneo (z = 0) (Moradi et al., 2019).
3.2.5.5. Numero de enlaces de hidrégeno: Las interacciones entre los lipidos de la
membrana y las moléculas de agua en las interfaces lipido/agua son responsables de la dindmica
de muchas funciones de la membrana, la estabilidad de la membrana bioldgica y estan asociadas
con varios procesos bioldgicos. Debido a la presencia de grupos de cabeza polares en los lipidos
de las membranas, estos tienen la capacidad de formar enlaces de hidrdgeno entre si y con
moléculas de agua. Por tanto, cuando se aplican condiciones diferentes a las condiciones normales,
la capacidad de formacion de enlaces de hidrogeno puede alterarse. En consecuencia, s necesario
revisar durante las simulaciones el cambio en el nimero de enlaces de hidrdgeno entre las
moléculas de lipido, y entre las moléculas de lipido y las moléculas de agua (Falck et al., 2004).
Los enlaces de hidrdgeno entre todos los posibles donores (D) y aceptores (A) se pueden

calcular con GROMACS utilizando la herramienta gmx hbond. Para determinar si existe un enlace
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de hidrdégeno se utiliza el criterio geométrico observado en la Figura 8, en el cual: r < rpg = 0.35

nmy s < 30° (Abraham et al., 2019).

D A

Figura 8. Criterio geométrico del enlace de hidrdgeno.
Tomado de Abraham et al. (2019).

3.2.5.6. Funciones de distribucion radial (RDF, Radial distribution functions): Las
funciones de distribucién radial g(r) representan la probabilidad de encontrar un 4&tomo a una
distancia r de otro atomo dado. La interpretacion de una curva de RDF es sencilla. Las diferentes
posiciones de los picos indican la distancia mas probable a los &tomos vecinos, los anchos de los
picos representan la dispersion de estas distancias, y las areas de los picos estan relacionadas con
el nimero de atomos dentro de una distancia especifica. La distancia del primer pico corresponde

a la distancia mas probable al primer vecino (Moradi et al., 2019).
La herramienta gmx rdf de GROMACS define la RDF o funcidon de correlacion de pares gAB(r)

entre particulas de tipo Ay B de la siguiente manera:

_ {pB(1))
9AB ) = B et (3.28)
N4 Ng (
Tij —
<pB>local NA Z z 47‘[7"2 (3-29)

A JEB
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con (pB(r)) como la densidad de particulas del tipo B a una distancia r alrededor de las
particulas A, y (pB(r))oca como la densidad de particulas del tipo B promediada en todas las

esferas alrededor de las particulas A con radio rmax (ver Figura 9) (Abraham et al., 2019).

C D

Figura 9. Definicion de las rebanadas en gmx rdf: A. gAB(r). B. gAB(r,0). Las rebanadas son de color gris. C.
Normalizacion (pB(r))local D. Normalizacion (pB)local,d Los voliimenes de normalizacion son de color gris. Tomado
de Abraham et al. (2019)

4.Metodologia

4.1. Obtencion de las estructuras iniciales de la CER[NP] y CER[AP]

Inicialmente, a partir de la plataforma virtual d¢ CHARMM-GUI (Jo, Kim, lyer e Im, 2008), se
gener6 un archivo de coordenadas en formato .pdb para la molécula CER[NS] por medio de la
siguiente ruta de opciones: Input generator > Membrane builder > Monolayer builder > SM
(sphingo) Lipids > CER240. Posteriormente, este archivo de coordenadas fue usado como plantilla
para crear las ceramidas CER[NP] y CER[AP] utilizando el editor molecular Avogadro Version

1.2.0 (Hanwell et al., 2012), se modifico la estructura inicial de la CER[NS] (ver Figura 10),
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eliminando el doble enlace ubicado entre el C4 y el C5 de la cadena de la esfingosina, obteniendo
asi la CER[NP]. Una vez establecida la estructura de CER[NP] se adicion6 un grupo OH en el Ca

de la cadena del &cido graso generando de esta manera la estructura de la CER[AP].

HO.

HOW

NH
OJ\/\/\/\/\/\/‘\/\/\/\/\/\

Figura 10. Estructura de la CER[NS].

Cada una de las estructuras fue optimizada por medio del campo de fuerza predeterminado en
Avogadro, UFF (Universal Force Field), de la herramienta de optimizacidn automatica. Después,
las estructuras optimizadas fueron guardadas en formato. mol, y en la opcién Ligand Reader &
Modeler de CHARMM-GUI se cargaron las coordenadas optimizadas para generar la topologia

molecular segun el campo de fuerza CHARMM36 (Kim et al., 2017) (ver Apéndice Ay B).

4.2. Obtencion de las bicapas lipidicas CER[NP]/CER[AP] 1:2y 2:1

Las bicapas CER[NP]/[AP] 1:2 y 2:1, constaban de 270 lipidos (CER[NP], CER[AP], CHOL y
LA) y 10.800 moléculas de agua. Las proporciones molares de CHOL y LA fueron 0,7 y 1,
respectivamente, es decir, 70 moléculas de CHOL, 100 de LA, 66 o0 34 moléculas de CER[NP] y
66 0 34 moléculas de CER[AP] segun la proporcion requerida. Se emple6 una menor proporcion
de CHOL para evitar una fase cristalina separada, tipica de los modelos simples. La construccién
de la bicapa se realizé mediante el software PACKMOL (Martinez et al., 2009) (ver script en el
Apéndice C y D), generando una caja inicial de simulacién de dimensiones X =Y =8,0 nmy
Z =10,4 nm. Las bicapas creadas fueron hidratadas con solvente explicito usando el modelo de

agua TIP3P (Jorgensen, Chandrasekhar, Madura, Impey y Klein, 1983).
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Para eliminar los contactos energéticamente desfavorables entre las moléculas durante la
construccion de la bicapa, se llevo a cabo una minimizacion de energia, utilizando el método
steepest descent (van Der Spoel et al., 2005) para cada modelo durante 5000 pasos, hasta alcanzar

un valor de gradiente de energia potencial AE < 1000 kJ mol™* nm™,

A continuacion, el &tomo de oxigeno en la region de cabeza de cada lipido, al igual que los
angulos diedros en las cadenas acilo de CER[NP], CER[AP] y &cido lignocérico, fueron

armonicamente restringidos con una constante de fuerza de 1000 kJ mol * nm™

, asignando
velocidades iniciales a partir de una distribucion aleatoria Maxwell-Boltzmann de 303,15 K. Asi,
el modelo fue equilibrado en seis pasos durante los cuales cada restriccién fue uniformemente

relajada hasta llegar a cero (ver Apéndice E, Fy G).

Durante la equilibracion, la bicapa y el solvente fueron acoplados por separado en un bafio de
calor, usando el termostato de Berendsen et al. (1984) con una constante de relajacién 7, = 1 ps.
En los primeros dos pasos de equilibracién los modelos fueron simulados en un ensamble NVT.
Posteriormente, pasos tres a seis, estos fueron acoplados a un ensamble NPT usando el barostato
de Berendsen et al. (1984) con una constante de relajacion de 7, = 5 ps y un acople de presion

semi-isotropico con un valor de comprensibilidad 4.5 x107° bar™.

4.3. Simulaciones de dindmica molecular

Las simulaciones de produccion se realizaron utilizando el paquete de simulacion GROMACS
2019 (Abraham et al., 2019) generando trayectorias de 500 ns con un paso de integracion de 2 fs.
Latemperaturay la presion fueron controladas por el termostato Nose-Hover (Nosé, 1984; Hoover,
1985) y el bardstato Parrinello-Rahman (Parrinello y Rahman, 1981), respectivamente,

manteniendo las constantes de relajacion utilizadas en la equilibracion.
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Las interacciones electrostaticas fueron controladas usando el método Particle Mesh Ewald
(Abraham y Gready, 2011); aplicando un radio corte de 1,2 nm para el calculo de las interacciones
coulombianas y de van der Waals. La longitud de los enlaces de hidrdgeno fue restringida usando
el algoritmo LINCS (Hess, Bekker, Berendsen y Fraaije, 1997). Todos los céalculos fueron llevados
a cabo en un servidor Linux Intel Xeon CPU E5 — 2687W 3.0 GHz, con 48 procesadores y una

NVIDIA GeForce GTX 1080 GPU.

4.4. Analisis

Para caracterizar la estructura de las bicapas, se midieron los siguientes parametros: el &ngulo de
inclinacion de las colas de los lipidos con respecto a la normal de la bicapa (es decir, el eje z),
dimensiones de la caja de simulacion, el parametro de orden de deuterio, los perfiles de densidad
de los lipidos a través de la normal de la bicapa, el espesor de la bicapa, el nUmero de enlaces de
hidrégeno formados (lipido — lipido y lipido — agua) y la RDF sobre el carbono alfa (Ca) de cada
CER en relacién con el atomo de oxigeno de las moléculas de agua. En la Tabla 3 se muestran las
herramientas y los programas utilizados para calcular las propiedades del modelo de bicapa lipidica

sobre los 500 ns de la simulacion a 303,15 K.

Tabla 3
Programas y herramientas utilizadas para el analisis de los resultados de las simulaciones de dindmica molecular
Parametro Programa Herramienta Referencia
Espesor de la bicapa GridMAT-MD - Allen, 2009
Perfiles de densidad GROMACS gmx density Abraham et al., 2019
Angulo de inclinacion de los GROMACS gmx gangle Abraham et al., 2019
lipidos
Numero de enlaces de hidrogeno  GROMACS gmx hbond Abraham et al., 2019
formados

Funcion de distribucion radial GROMACS gmx rdf Abraham et al., 2019
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5. Resultados y analisis

En la Figura 11 se muestran las estructuras de las ceramidas CER[AP] y CER[NP] en las que se
seflalan los atomos relevantes para la comprension de los resultados. Estas estructuras se
obtuvieron por la modificacion estructural de la CER[NS] con el editor molecular AVOGADRO
(Hanwell et al., 2012). Es evidente que la CER[NP] y la CER[AP] sélo difieren por un OH en el

Ca del &cido graso.

|-
y o ¢
% ( c42 — vt ca2

Py

Figura 11. Estructuras quimicas de las ceramidas en estudio: 1) CER[NP] y Il) CER[AP]. Se sefialan los 4&tomos que
se utilizan para calculos posteriores.

Con las topologias de la CER[NP], la CER[AP] (ver Apéndice Ay B), el &cido lignocérico y el
colesterol, usando el software PACKMOL (Martinez et al., 2009) se construyeron las bicapas de
proporciones CER[NP]/CER[AP] 1:2 y 2:1, constituidas por 270 lipidos e hidratadas con 10.800

moléculas de agua. Adicionalmente, para eliminar las interacciones y las conformaciones
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energéticamente desfavorables entre las moléculas, producidas durante la construccion de las
bicapas, se llevd a cabo un proceso de minimizacion de energia y equilibracién del modelo,
utilizando un parametro de varios pasos descrito en la seccion de metodologia.

A partir de cada modelo de bicapa se realizaron simulaciones de dinamica molecular con un
tiempo de simulacién de 500 ns utilizando el paquete GROMACS 2019 (Abraham et al., 2019).

En la Figura 12 se muestra la conformacion final de las bicapas después de 500 ns de simulacion.

Figura 12. Vista frontal (en direccion al eje z) de las bicapas al final de la simulacién de 500 ns: 1) CER[NP]/CER[AP]
1:2 y Il) CER[NP]/CER[AP] 2:1. La CER[NP] se muestra en verde, la CER[AP] se muestra en purpura, el &cido
lignocérico se muestra en naranja y el colesterol se muestra en cian. En la vista |, el agua se representa en gris
transparente, y en la vista Il en azul transparente. Las imagenes se elaboraron utilizando el software VMD (Humphrey,
Dalke y Shulten, 1996).

Para caracterizar estructuralmente los modelos de bicapa del estrato corneo se midieron sobre
los 500 ns de simulacion las siguientes propiedades: el espesor de la bicapa, el parametro de orden
de deuterio, los perfiles de densidad a través de la bicapa, el angulo de inclinacion de los lipidos,
el nimero de enlaces de hidrogeno (lipido — lipido y lipido — agua) y la funcién de distribucién

radial (RDF, radial distribution function) sobre el carbono o (Ca) de cada CER en relacion con el
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atomo de oxigeno de las moléculas de agua. A continuacion, se muestran los resultados y el analisis
de los mismos.

5.1. Espesor y dimensiones del modelo de bicapa durante la dindmica molecular

Una de las propiedades centrales en la descripcidn de bicapas lipidicas es el espesor (Moradi et
al., 2019). En este caso, este parametro es necesario para comprobar que el modelo simulado
presenta dimensiones similares al modelo experimental de comparaciény, a su vez, con una bicapa
lipidica del estrato corneo de la epidermis humana. Para el célculo de este pardmetro se utilizé el
programa GridMAT-MD (Allen et al., 2009), el cual lee un archivo de coordenadas generado
durante la simulacion de dindmica molecular, considera un atomo de referencia en la capa superior,
busca el atomo de referencia mas cercano en la capa opuesta y la diferencia entre las coordenadas
la define como el valor de espesor. En la Tabla 4 se muestra el espesor de la bicapa lipidica
simulada. El célculo de este parametro se realiz6 considerando simultdneamente todos los &tomos
de referencia ubicados en las cabezas polares de los lipidos que conforman la bicapa (Totalsimu) y
considerando un atomo de referencia por cada tipo de lipido de manera individual. Los resultados

se comparan con el valor reportado por Schmitt et al. (2018) (Totalexp).

Tabla 4

Espesor de las bicapas lipidicas. El TotalExp, representa el valor experimental reportado por Schmitt et al. (2018).
El TotalSim representa el valor obtenido por las bicapas simuladas durante 500 ns. El espesor en nm fue calculado
con el programa GridMAT-MD

Espesor (nm)

Bicapa —
CER[NPJ/CER[AP] Totalexp,  Totalsimu CER[NP] CER[AP] . Ac@o_ Colesterol
lignocérico
1:2 545+0,10 51+062 54+043 55+£057 52+054 45+0,36
2:1 545+0,10 50+048 54+032 55%+038 48+035 45%042

Con estos resultados se puede observar que los modelos de bicapa CER[NP]/CER[AP] 1:2 y
2:1 representan la matriz lipidica del SC, formando un sistema laminar continuo de espesor de 5,1

+ 0,62 nm para la bicapa [NP]/[AP] 1:2 y 5,0 £ 0,48 nm para la bicapa [NP]/[AP] 2:1, lo que es
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consistente con el valor estimado (5,0 — 6,0 nm) para la fase de periodicidad corta (SPP, short
periodicity phase) en el SC humano nativo (Madison, Swartzendruber, Wertz y Downing, 1987;
Bouwstra, Gooris, van der Spek y Bras, 1991; Bouwstra, Gooris y Ponec, 2002). Ademas, el
espesor de los modelos se asemeja al reportado por Schmitt et al. (2018). Sin embargo, en este
caso el espesor es ligeramente menor en la bicapa con proporcién [NP]/[AP] 2:1, causado
posiblemente por un mayor solapamiento de las cadenas acilo de algunos de los lipidos
constituyentes.

Otro parametro importante por considerar es la variacion de las dimensiones de los modelos
bicapa durante la simulacion. Cabe destacar que, las dimensiones iniciales de cada una de las
bicapas preparadas con PACKMOL fueron X =Y = 8,0 nmy Z = 10,4 nm. Después de la
equilibracion del modelo estas dimensiones cambiaron debido a que la bicapa se hizo mas
compacta (reduccion del eje Z). En la Figura 13 se puede evidenciar que hasta = 20 ns las
dimensiones se estabilizan en un valor, fluctuandoeneleje Xy Y=+ 0, nmyenel eje Z~==+0,2
nm durante los 480 ns de simulacion restantes. Por tanto, los 20 ns iniciales de simulacién no se

incluyeron en el andlisis de resultados.
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Figura 13. Dimensiones de la bicapa CER[NP]/CER[AP]: 1) 1:2 y 11) 2:1 a lo largo de los ejes X (negro), Y (rojo) y
Z (azul) durante los 500 ns de simulacion.

5.2. Andlisis de parametros de orden
En funcion de su fluidez, las membranas bioldgicas, dependiendo de la temperatura, presion e
hidratacion, y de sus propiedades estructurales, como la longitud de las colas de hidrocarburos y

la composicién del grupo de cabeza, pueden dividirse en diferentes fases como se muestra en la

I & [l v
(a)Le  (b)Lg  (c)Lp (d)Ps (e)La

Figura 14. Esquemas de las diferentes fases de la bicapa. Los circulos llenos representan el grupo de cabeza hidrofilico
de un fosfolipido y las lineas representan las colas hidrofobicas. Tomado de Kranenburg y Smit (2005).
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Una de estas es la fase subgel (Lc), en la que las colas de hidrocarburos estan altamente
ordenadas y muestran una inclinacién con respecto a la bicapa. Dependiendo de la composicion
estructural del grupo de cabeza de los lipidos, la fase de gel puede ser la fase Lg 0 la fase L, en
estas fases de gel, la bicapa esta mas hidratada que en la fase Ly las colas de hidrocarburos siguen
mostrando un orden alto, pero menor que en la fase L. En la fase Lg las colas se ordenan paralelas
al eje z de la bicapa, mientras que en la fase Lg las colas muestran un angulo de inclinacion con
respecto a este eje. Otra fase es la fase liquida cristalina o fluida (L), en la que las colas estan
desordenadas y no muestran ninguna inclinacion constante, es decir el &ngulo varia constantemente
(Kranenburg y Smit, 2005).

De este modo, con el fin de determinar cuan ordenados estan los lipidos y su orientacion en las
bicapas simuladas, se calcularon los parametros de orden como se indica en la Figura 5. El perfil
de parametros de orden obtenido por la cadena uno (c1 representa la cadena acilo del acido graso)
y la cadena dos (c. representa la cadena acilo de la fitoesfingosina) de cada CER y el acido
lignocérico se muestra en la Figura 15.

Las curvas fueron trazadas en funcién de la posicion de cada uno de los carbonos a lo largo de
la cadena acilo de los lipidos. El atomo de carbono mas cercano al grupo hidroxilo se designa con

el nimero 1.
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Figura 15.Pardmetros de orden obtenidos por: 1) c1 de CER[NP] y CER[AP], 1) c2 de CER[NP] y CER[AP] y III)
cadena de acido lignocérico en las bicapas CER[NP]/[AP] 2:1y 1:2.

En las graficas I-11 se observa que hay un mayor grado de desorden, representado por un valor
de Sz més bajo con respecto al de los carbonos subsiguientes, en los grupos alquilo cercanos a la
interfase lipido/agua, lo cual es resultado de las interacciones electrostaticas existentes entre los
grupos de cabeza polar de los lipidos con las moléculas de agua. EI parametro de orden de las colas
aumenta al descender por la cadena y disminuye de nuevo hacia el centro de la bicapa. El desorden

en el centro de la bicapa se debe a que las cadenas tienen un mayor grado de flexibilidad
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conformacional, particularmente en las cadenas mas largas (c1 y la cadena del &cido lignocérico),
resultado de las interacciones hidrofébicas con las colas de la capa opuesta.

Al examinar el pardmetro de orden para la c1 de cada una de las CER, los valores de Sz
permanecen constantes a lo largo de la zona central (C6 - C12) y descienden hacia el final de la
cola de la cadena hidrocarbonada. Los atomos de carbono terminales (C13 - C20) en el modelo
[NPJ/[AP] 2:1 con ambas CER exhiben pardmetros de orden similares, por el contrario, en el
modelo [NP]/[AP] 1:2 el orden conformacional disminuye mas abruptamente en la CER[NP] que
en la CER[AP], esto puede atribuirse al hecho de que las cadenas de hidrocarburos estdn mas
inclinadas y su orientacion general ya no es paralela a la bicapa con respecto al eje z.

Al no observarse un perfil de pardmetros de orden con valores similares entre los constituyentes
de cada modelo, se puede predecir que cada bicapa presenta caracteristicas de una fase fluida, es
decir, las colas estan desordenadas y no muestran una inclinacion constante. Sin embargo, para
concluir que es una bicapa de tipo fluida es necesario calcular los &ngulos de inclinacién de las
cadenas lipidicas con respecto al eje z, y observar que las moléculas no presentan un angulo
definido durante la simulacion.

5.3. Andlisis de los perfiles de densidad lipidicos

Como ya se mencion, el espesor y el parametro de orden para la c1 en la bicapa [NP]/[AP] 1:2
son menores, en comparacion con los de la bicapa [NP]/[AP] 2:1, esto puede ser debido a que
existe un mayor solapamiento en este modelo. No obstante, con los resultados previos no es posible
identificar cuales lipidos presentan este entrecruzamiento.

Para evidenciar qué lipidos presentan el entrecruzamiento es necesario examinar los perfiles de
densidad lipidicos, puesto que en estos perfiles se muestra como se distribuye la densidad de masa

de cada lipido a lo largo del eje Z de la bicapa.
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Los perfiles de densidad lipidica de cada uno de los modelos son mostrados en la Figura 16. Se
observa que presentan las caracteristicas esperadas para una bicapa lipidica (Moradi, Nowroozi y
Shahlaei, 2019; Egberts y Berendsen, 1988), puesto que cerca de la interfaz lipido/agua los perfiles
de cada uno de los lipidos presentan un pico correspondiente a los atomos de los grupos de cabeza.
Ademas, justo después de la region del grupo de cabeza, hay una regidn de cola de alta densidad
donde las colas estan densamente empaquetadas (puntos negros), y en el centro de la bicapa (Z=0)
se presentan distintas densidades, donde algunas de las colas lipidicas son menos densas, picos en
forma de V (puntos rojos), y otras presentan una mayor densidad en esta region (puntos amarillos).

Es importante mencionar que, el colesterol y el &cido lignocérico tienen dos efectos en los
perfiles de densidad. En primer lugar, al tener grupos de cabeza mas pequerfios, estos lipidos
conducen a picos de tamafo reducido, en comparacién con los picos de CER en esta region. En
segundo lugar, el &cido lignocérico muestra un pico pronunciado en el centro del perfil de densidad

debido a la mayor longitud de su cola (Moore, Hartkamp, lacovella, Bunge y McCabe, 2018).
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Figura 16. Perfiles de densidad de los componentes individuales de las bicapas a lo largo del eje z, calculados en el
modelo CER[NP]/[AP]: I) 1:2 y 1) 2:1. Z=0 corresponde al centro de la bicapa. Los puntos negros sefialan los picos
de densidad correspondientes a la interfase lipido/agua, los puntos rojos la zonas de baja densidad y los puntos
amarillos las zonas de alta densidad en centro de la bicapa

La picos de alta densidad Z=0 estd compuesta por los carbonos terminales de las colas de la
CER[NP] y del &cido lignocérico, como se muestra en la Figura 17, en donde se puede evidenciar
la densidad de los carbonos que constituyen las cadenas de acilo (en las CER: C6 — C42,

exceptuando el Ca) de cada uno de los lipidos. En ambos modelos, el perfil tiene forma de V para
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la CER[AP] y el colesterol, esto permite verificar que no hay solapamiento entre las colas de estos

lipidos con las colas de la capa opuesta.
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Figura 17. Perfiles de densidad de las cadenas de acilo de los componentes individuales de las bicapas a lo largo del
eje z en el modelo CER[NP]/[AP]: I) 1:2 y I1) 2:1. Z=0 corresponde al centro de la bicapa. Los puntos negros sefialan
los picos de densidad correspondientes a la interfase lipido/agua, los puntos rojos la zonas de baja densidad y los
puntos amarillos las zonas de alta densidad en centro de la bicapa
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En la Figura 18 se muestra el perfil de densidad total para cada tipo de CER en ambas bicapas.
Se evidencia que independientemente de la concentracion, la CER[NP] presenta entrecruzamiento
con las colas de la capa opuesta, mientras que la CER[AP] no muestra el mismo comportamiento.
Adicionalmente, en la Figura 19 se comparan los perfiles de densidad de las cadenas acilo de la
CERI[NP] con los carbonos terminales (C38 — C42) de esta misma cadena. En este caso, se observa

que a una menor concentracion de la CER el solapamiento disminuye.

500 _
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Figura 18. Perfiles de densidad de las ceramidas a lo largo del eje z en cada modelo CER[NP]/ [AP]. Z=0 corresponde
al centro de la bicapa. Los puntos amarillos sefialan el solapamiento, representado por picos que incrementan su

altura.
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Figura 19. Perfil de densidad de la cadena de acilo y del C38 al C42 de la CER[NP] a lo largo del eje z en el modelo

CER[NPY/[AP]: I) 1:2 y 1) 2:1. Z=0 corresponde al centro de la bicapa.

En sintesis, en el centro de las bicapas simuladas se observa un entrecruzamiento entre las colas

de del acido lignocérico y la CER[NP] con las colas de la capa opuesta, lo que discrepa de lo que

concluyen Schmitt et al. (2018); ellos reportan que las colas de todos los lipidos se superponen en

el centro laminar, pero observan que la CER[AP] presenta una reduccién de este comportamiento,
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lo que origina una disposicion inclinada de las cadenas. No obstante, en los perfiles mostrados en
las Figuras 17 y 18 la CER[AP] presenta forma de V, lo que indica que no hay solapamiento.

5.4. Analisis de los angulos de inclinacion de las ceramidas

Al realizar una fotografia de la vista frontal de cada una de las bicapas al finalizar los 500 ns de
simulacion, y resaltando moléculas aleatoriamente, se obtienen las imagenes mostradas en la
Figura 20, en las cuales se puede corroborar la interpretacién molecular realizada anteriormente
sobre los parametros de orden, puesto que las moléculas anfifilicas estan ancladas con sus grupos
polares en la interfaz lipido-agua, generando un estado de compactacion en las cabezas polares
que impone restricciones estéricas en las cadenas de hidrocarburos cercanas, reduciendo la libertad
conformacional, es por esta razon que el parametro de orden es casi constante en la cabeza polar
de los lipidos. En la parte central de la bicapa, que es la region de los extremos libres, se alivian

las restricciones estéricas y disminuye el parametro de orden (Seelig, 1977).

1)

3

Figura 20. Vista frontal de las bicapas al final de la simulacién de 500 ns: I) CER[NP]/CER[AP] 1:2 y II)
CER[NP]/CER[AP] 2:1. Se sefialan algunas moléculas aleatoriamente, con el fin de evidenciar las diferentes
conformaciones para un mismo tipo de lipido. La CER[NP] se muestra en verde, la CER[AP] se muestra en purpura,
el acido lignocérico se muestra en naranja y el colesterol se muestra en cian. Las imagenes fueron creadas utilizando
el software VMD. Las flechas indican las torceduras.

Sin embargo, en la Figura 20 se observa la formacion de pliegues o torceduras en algunas de

las moléculas de CER[NP] y de acido lignocérico seleccionadas. Estos segmentos no se reflejan
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en los parametros de orden, ya que sus vectores de cadena son paralelos entre si y no afectan este
valor. Asi mismo, para un mismo tipo de lipido se notan diferentes angulos de inclinacion. Por
tanto, en la Figura 21 se ilustra el promedio del angulo de inclinacion con respeto al eje Z calculado
por la herramienta gmx gangle del paquete GROMACS 2019 para cada una de las moléculas que
constituyen las bicapas, igualmente, se puede visualizar la desviacion estdndar de este valor

representada como barras de error en el eje Y de la gréafica.
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Figura 21. Angulos de inclinacion de cada una de las moléculas de CER en el modelo CER[NP]/[AP]: 1) 1:2y 1) 2:1.
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A partir de la grafica se puede establecer que durante la simulacion no se observa que los
lipidos presenten un dnico angulo de inclinacidn, por el contrario, este oscila considerablemente
durante toda la simulacién. Por consiguiente, se puede demostrar que ambos modelos de bicapa
son fuertemente fluidos. Igualmente, en la Figura 22, se ilustra el angulo de inclinacion de los
cinco carbonos terminales con respecto al eje Z de cada CER en el modelo [NP]/[AP] 2:1, en los
cuales se presentan los pliegues. En este caso, ocurre el mismo comportamiento, no existe un
angulo de inclinacion fijo, en cambio, la desviacion de este parametro es mayor con respecto al

de la cadena completa.
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Figura 22. Angulos de inclinacion entre el C38 y el C42 de cada una de las moléculas de CER en el modelo
CER[NP)/[AP] 2:1.
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Por lo tanto, estos resultados difieren de los reportados por Schmitt et al. (2018), en los cuales
se establece la inclinacion de las cadenas acilo de los lipidos en el modelo [NP]/[AP] 1:2 es causada
por un menor solapamiento entre las cadenas de las ceramidas opuestas. Esta hipotesis de
inclinacion esta limitada a la longitud de onda de los neutrones (4,6 A), que no permite una
resolucion atomica. Ademas, el anélisis de la densidad de la longitud de dispersion de neutrones
(NSLD, neutron scattering length density) solamente da informacion estructural alrededor de una
Unica linea perpendicular a la bicapa. En consecuencia, las simulaciones computacionales
realizadas complementan estos resultados experimentales, aportando informacion con resolucion
atomica que permite constatar que la inclinacion se presenta en ambos modelos, pero las moléculas
adquieren diferentes conformaciones estructurales a través de los 500 ns, lo que conlleva a que el
angulo con respecto al eje Z varie constantemente, sin embargo, es importante destacar que una de
las limitaciones de esta simulacion es que hasta ahora solo ha sido simulada una sola bicapa y la
matriz lipidica del estrato corneo esta constituida por maltiples bicapas.

5.5. Andlisis de las interacciones del modelo de bicapa del estrato corneo

Debido a la presencia de grupos de cabeza polares en los lipidos, estos tienen la capacidad de
formar enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua y con las cabezas polares de otros lipidos.
Por esto, en la Tabla 5 se presenta el promedio del nimero de enlaces de hidrégeno formados entre
las moléculas de agua y las moléculas de CER, y las moléculas de CER entre si, con el fin de
analizar los cambios en la capacidad de formacion de esta interaccion electrostatica producidos
por las diferencias estructurales entre las dos CER en estudio. Cabe destacar que, se adopté como
criterio para la medicion de un enlaces de hidrégeno una distancia donante-aceptor inferior a 0,35

nm, y un angulo entre este vector inferior a 35° (Luzar, 2000).
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Tabla 5

Ndmero total de enlaces de hidrégeno formados por las CER de cada bicapa.

63

Tipo de enlace de hidrégeno

molécula*

Numero de enlaces de hidrégeno formados por

Bicapa CER[NP]/CER[AP]

1:2 2:1

Lipido — Lipido
CER[NP] — CER[NP] 2,48 + 0,62 2,51 +0,80
CER[AP] — CER[AP] 2,85+0,93 2,82 +0,49
CER[NP] — CER[AP] 1,35+0,55 1,37 £0,23
CERJAP] — CER[NP] 1,37 £0,55 1,35+£0,23

Lipido — Agua
CER[NP] - Agua 7,38 +0,13 7,31+ 0,19
CERJAP] — Agua 9,09 +0,21 9,15+ 0,14

*Los valores reportados fueron determinados por herramienta gmx hbond del paguete GROMACS 2019 con base en
la distancia de corte (0,35 nm) Donante — Aceptante del enlace de hidrédgeno derivado con el modelo de Luzar (2000).
Los grupos OH y NH son considerados como donantes, O y N son aceptantes por defecto.

En general, el nimero de enlaces de hidrégeno entre CER de la misma especie no aumenta en
relacion con una mayor concentracion del lipido. Al comparar el nimero de enlaces de hidrégeno
entre las moléculas de agua y las CER, es evidente que la CER[AP] en ambas proporciones
favorece de manera significativa esta interaccion electrostatica, evidenciandose que el grupo OH
adicional aumenta la probabilidad de formacion del enlace.

Para obtener una perspectiva cualitativa de las asociaciones electrostaticas, se trazaron
distribuciones gaussianas promediadas del nimero de enlaces de hidrdgeno totales formados para
cada una de las CER en relacion con los atomos de oxigeno del agua. Estas gréaficas de distribucion
se reportan en la Figura 23. En general, el grupo OH ubicado en el Ca de la CER[AP] aumenta el
numero de enlaces de hidrogeno existentes con los atomos de oxigeno del agua, incrementando la

solvatacion en ambos modelos.
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Figura 23. Distribucion relativa del nimero de enlaces de hidrégeno entre las CER y el atomo de oxigeno del agua:
1) CER[NP] y CER[AP] en la bicapa donde presentan menor proporciony I11) CER[NP] y CER[AP] en la bicapa donde
presentan mayor proporcion.

En la Figura 24 se muestra la funcion de distribucion radial calculada entre el a&tomo de oxigeno
de las moléculas de agua y el Ca de la CER[AP], con el fin de corroborar que el grupo hidroxilo
adicional incrementa la solvatacion. Cabe destacar que, la RDF es un parametro utilizado en
modelos de bicapa con el objetivo de determinar la densidad de moléculas (o &tomos) sobre una
regidn en especial, lo cual esta dado por la altura del pico mas alto en la curva obtenida (Mason,

1968).
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Figura 24. Funcién de distribucidn radial g(r) entre el &tomo de oxigeno de las moléculas de agua y el Ca de las CER:
I) CER[NP] y CER[AP] en menor proporcion y 11) CER[NP] y CER[AP] en mayor proporcion.

En la gréfica | el primer y gran pico aparece en = 0,3 nm, con g(r) teniendo un valor de = 1,6
para CER[AP], esto significa que es 1,6 veces mas probable que se encuentren los dos atomos en
cuestion en esta separacion. La funcién de distribucion radial entonces cae y pasa a través de un

valor minimo alrededor de = 0,6 nm, entonces, la posibilidad de encontrar dos &tomos con esta
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separacion es menor. A grandes distancias, g(r) se acerca a uno lo que indica que no hay posibilidad
de encuentro a largo alcance.

Al realizar el mismo analisis sobre las curvas restantes se puede corroborar por medio de la
altura del primer pico, que hay una mayor solvatacién del agua con el Ca de la CER[AP] con
respecto a la CER[NP] en ambas proporciones. De esta manera, al calcular el perfil de densidad
del Ca de cada una de las CER (Figura 25) se puede observar que la CER[AP] presenta un
corrimiento hacia la interfase lipido/agua, mientras que la CER[NP] se encuentra ubicada mas
hacia el centro de la bicapa. Por consiguiente, la ausencia de entrecruzamiento por parte de la
CER[AP] es debida al mayor nimero de interacciones electrostaticas (enlaces de hidrdgeno
formados con el agua) en relacion con la CER[NP], que favorecen su corrimiento hacia la interfase

lipido/agua.
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Figura 25. Perfiles de densidad del Ca de cada CER a lo largo del eje z.
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6. Conclusiones

Se construyeron dos modelos de bicapa lipidica del estrato cérneo constituidos por CER[NP],
CER[AP], colesterol y acido lignocérico. Un modelo con una relacion CER[NP]/CER[AP] de 1:2,
colesterol de 0,7 y acido lignoceérico de 1. Y el otro modelo con una relacion CER[NP]/CER[AP]
de 2:1, colesterol de 0,7 y &cido lignocérico de 1.

Los resultados obtenidos indican que: (1) el modelo de bicapa con una relacion
CER[NP]/CER[AP] de 1:2 presenta un espesor de 5,1 £ 0,62 nm, y que el modelo de bicapa con
una relacion CER[NP]/CER[AP] de 2:1 un espesor de 5,0 = 0,48 nm. Estos valores de espesor
estan en el rango 5,0 — 6,0 nm reportado para la fase de periodicidad corta caracteristica de las
bicapas de la matriz lipidica del estrado cdrneo. (2) Los dos modelos de bicapa lipidica presentan
caracteristicas de una bicapa dada la flexibilidad en la inclinacion de las cadenas hidrocarbonadas
de CER[NP] y CER[AP] con relacion al eje Z de la bicapa. (3) Las cadenas acilo de la CER[NP]
y del &cido lignocérico de una monocapa presentan solapamiento con las de la otra monocapa. (4)
El nimero de enlaces de hidrogeno formados por la CER[NP] de tipo lipido-agua es menor con

respecto a los formados por la CER[AP].
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Apéndice A. Topologia CER[NP]

GROMACS topology file for CNP

o

[ moleculetype ]
name nrexcl

’

CNP

[

’

atoms

nr

O Jo U b WM

GO OO DD DWWWWWWWWWWNDNDNNNNMNMNNMNNMNMNNNMNMMNNNMNNRERRRRRERERERERR
B WNPRPOWOWOJONUEd WNRFPROWOJOUE WNREF OWOWJOUEd WNRE OWOoW-JoUl b wh k- O v

]
type

3

resnr
0G311
HGP1
CG321
HGA2
HGA2
NG2s1
HGP1
CG311
HGAl
CG311
HGAl
0G311
HGP1
CG311
CG321
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG331
HGA3
HGA3

residu atom

1

PR RPRPRPRPRPRPRRRRPRPRRPRRRRRRPRRRRRRRRRRRRRRRPRERRRPRRRPRPRRRRRREPRERRERERRRRRRR

CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP

cgnr
01
H1
Cc1l
H2
H3
N
H4
c2
H5
c3
H6
02
H7
c4
c5
Cc6
H8
H9
c7
H10
H11
c8
H12
H13
c9
H14
H15
C10
H16
H17
Cl1
H18
H19
Ccl2
H20
H21
C13
H22
H23
Cl4
H24
H25
C15
H26
H27
Clé6
H28
H29
Cc17
H30
H31
c18
H32
H33

Apéndices

charge mass

1

O ~J oUW

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
217
28
29

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

OO OO OO OO OO ODODODODIODODODODODODODODODIODODODODODODODODODODODODIODODODODODODODODODOOLODOOO OO

0.
.420
.045
.090
.090
.403
.298
.019
.090
.141
.090
.658
.419
.150
.175
.199
.090
.090
.162
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.270
.090
.090

0

o

648

.9994
.0080
.0110
.0080
.0080
.0070
.0080
.0110
.0080
.0110
.0080
.9994
.0080
.0110
.0110
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080

gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qtot
gtot
gtot
gtot
qtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
qgtot
gtot
qtot

-0.
.228

-0

-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
.001
.142
.232
-0.
-0.
.143
-0.
.231
-0.
-0.
.213
-0.
-0.
.213

-0

-0

-0

-0.
-0.
.213
-0.
-0.
.213

-0

-0

-0.
-0.
.213

-0

-0.
-0.
.213
-0.
-0.
.213

-0

-0

-0.
-0.
.213

-0

-0.
-0.
.213
-0.
-0.
.213

-0

-0

-0.
-0.
.213
-0.
-0.
-0.
.213

-0

-0

-0.

648

183
093
003
406
108
089

426
007

032

141
051

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033

123
033
303

123
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HGA3
CG201
0G2D1
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGAZ2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGAZ2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2
CG321

HGA2

HGA2

PR PR RPRPRPRPRPRPRPRRRRPRRRPRRRRRPRRRPRRPRRRERERRERRRPRPRERPRRPRPRRPRPRRRRRPRRRPRPRRPRPRRPRRRPRRRPRRRPRRERERRPRPRRRRRRRRR R

CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP

H34
C19

C20
H35
H36
c21
H37
H38
C22
H39
H40
C23
H41
H42
C24
H43
H44
C25
H45
H46
C26
H47
H48
c27
H49
H50
c28
H51
H52
C29
H53
H54
C30
H55
H56
C31
H57
H58
C32
H59
H60
C33
H61
H62
C34
H63
H64
C35
H65
H66
C36
H67
H68
C37
H69
H70
C38
H71
H72
C39
H73
H74
Cc40
H75
H76
C41
H77
H78

.090
.534
.511
.211
.090
.090
.166
.090
.090
.183
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
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.090
.090
.180
.090
.090
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.090
.090
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.090
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.090

.0080
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.0080
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.0110
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qgtot
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gtot
gtot
gtot
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gtot
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qgtot
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gtot
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gtot
gtot
qgtot
gtot
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gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot

-0.
.501
-0.
.221

-0

-0.
-0.
.207
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0.
-0.
.210

-0

-0.
-0.
.210

-0

-0.
-0.
.210

-0

-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0

-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0.
-0.
.210

-0

-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0.
-0.
.210

-0

-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210
-0.
-0.
.210

-0

-0

-0

-0.
-0.

033

010

131
041

117
027

120
030
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030
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030
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030
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030
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030
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030
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030
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030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030

120
030
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124
125
126
127
128
129
130
131
132
[ bonds ]
; ai aj
1 2
1 3
3 4
3 5
3 8
6 7
6 8
6 56
8 9
8 10
10 11
10 12
10 14
12 13
14 15
14 130
14 131
15 16
15 128
15 129
16 17
16 18
16 19
19 20
19 21
19 22
22 23
22 24
22 25
25 26
25 27
25 28
28 29
28 30
28 31
31 32
31 33
31 34
34 35
34 36
34 37
37 38
37 39
37 40
40 41
40 42
40 43
43 44
43 45
43 46
46 47
46 48
46 49
49 50
49 51
49 52
52 53
52 54

CG331
HGA3
HGA3
HGA3
HGA2
HGA2
HGAl

0G311
HGP1

PR PR RRRRE e

funct DbO

J

PR PR RPRPRPRPRRPRPRRRRPRPRRRRRPRRPRPRRPRRERRRRERERRRRPRRERERRRRRPRREREPRPRERPRERERERRPRERRRERRRRRR

CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP
CNP

Kb

c42
H79
H80
H81
H82
H83
H84

04
H85

124
125
126
127
128
129
130
131
132

O OO O OO oo o

.270
.090
.090
.090
.090
.090
.090
.659
.419

[y

.
R UORRPRRRREN

.0110
.0080
.0080
.0080
.0080
.0080
.0080
.9994
.0080

qgtot
gtot
qtot
gtot
qtot
gtot
gtot
gtot
gtot

-0.
.210

-0

-0.
-0.
.060
.150
.240
-0.
-0.

300

120
030

419
000

83



MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO

52 55 1
56 57 1
56 58 1
58 59 1
58 60 1
58 61 1
61 62 1
61 63 1
61 64 1
64 65 1
64 66 1
64 67 1
67 68 1
67 69 1
67 70 1
70 71 1
70 72 1
70 73 1
73 74 1
73 75 1
73 76 1
76 77 1
76 78 1
76 79 1
79 80 1
79 81 1
79 82 1
82 83 1
82 84 1
82 85 1
85 86 1
85 87 1
85 88 1
88 89 1
88 90 1
88 91 1
91 92 1
91 93 1
91 94 1
94 95 1
94 96 1
94 97 1
97 98 1
97 99 1
97 100 1
100 101 1
100 102 1
100 103 1
103 104 1
103 105 1
103 106 1
106 107 1
106 108 1
106 109 1
109 110 1
109 111 1
109 112 1
112 113 1
112 114 1
112 115 1
115 116 1
115 117 1
115 118 1
118 119 1
118 120 1
118 121 1
121 122 1
121 123 1
121 124 1
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124 125 1
124 126 1
124 127 1
131 132 1

[ pairs ]

; oai aj funct c6 clz
1 6 1
1 9 1
1 10 1
2 4 1
2 5 1
2 8 1
3 7 1
3 11 1
3 12 1
3 14 1
3 56 1
4 6 1
4 9 1
4 10 1
5 6 1
5 9 1
5 10 1
6 11 1
6 12 1
6 14 1
6 59 1
6 60 1
6 61 1
7 9 1
7 10 1
7 57 1
7 58 1
8 13 1
8 15 1
8 57 1
8 58 1
8 130 1
8 131 1
9 11 1
9 12 1
9 14 1
9 56 1

10 16 1
10 56 1
10 128 1
10 129 1
10 132 1
11 13 1
11 15 1
11 130 1
11 131 1
12 15 1
12 130 1
12 131 1
13 14 1
14 17 1
14 18 1
14 19 1
15 20 1
15 21 1
15 22 1
15 132 1
16 23 1
16 24 1
16 25 1
16 130 1
16 131 1

1
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21
22
128
129
20
21
22
128
129

PR PR RPRPRPRPRPRRRRRPRRRPRRRRPRRPRRRPRRRRRERERRRRPRRERPRRPRPRRPRPRRRRPRPRRPRPRRPRPRRPRRRPRRRPRPRRPRPRERERRPRPRRPRRRRRRRR R
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42
43
41
42
43
47
48
49
44
45
46
44
45
46
50
51
52
47
48
49
47
48
49
53
54
55
50
51
52
50
51
52
53
54
55
53
54
55
62
63
64
59

61
65
66
67
62
63
64
62
63
64
68
69
70
65

67
65
66
67
71
72
73
68
69
70
68
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66

67
67
67
68
68
68
69
69
69
70
70
70
71
71
71
72
72
72
73
73
73
74
74
74
75
75
75
76
76
76
77
77
77
78
78
78
79
79
79
80

80
81
81
81
82
82
82
83
83
83
84
84
84
85
85
85
86
86
86
87
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87
88
88
88
89

69
70
74
75
76
71
72
73
71
72
73
77
78
79
74
75
76
74
75
76

81
82
77
78
79
77
78
79
83
84
85
80
81
82

81
82
86
87

83
84
85
83
84
85
89
90
91
86
87
88
86
87
88
92

94
89
90
91

90
91
95
96
97
92

PR PR RPRPRPRPRPRPRRRRPRRRPRRRRRPRRPRRRRRERERRRRPRRERPRRPRPRRPRPRRPRRRRRPRPRRPRPRRPRRRPRRRPRPRRPRRERERRPRPRRPRRRRRRRR R
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93
94
92

94
98
99
100

PR PR RPRPRPRPRPRPRRRRPRRRPRRRRRPRPRRPRRRRRERERRRRPRPRERPRRPRPRRPRPRRPRRRRPRRRRPRPRPRERPRERRPRPRRPRRERERRPRPRRPRRRRRRRR R
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112 120
112 121
113 116
113 117
113 118
114 116
114 117
114 118
115 122
115 123
115 124
116 119
116 120
116 121
117 119
117 120
117 121
118 125
118 126
118 127
119 122
119 123
119 124
120 122
120 123
120 124
122 125
122 126
122 127
123 125
123 126
123 127
128 130
128 131
129 130
129 131
130 132
[ angles ]
; ai aj

2 1

1 3

1 3

1 3

4 3

4 3

5 3

7 6

7 6

8 6

3 8

3 8

3 8

6 8

6 8

9 8

8 10

8 10

8 10
11 10
11 10
12 10
10 12
10 14
10 14
10 14
15 14
15 14
130 14
14 15

PR RRPRRPRPRPRRPRRRPRRRRRRPRPRRPRRRPRPRRRPRPRPRRRRPRRRPRRERRERRRRE R

Q

[N
OOWO O WOWOWU WU WA

—

PR R R PR R R R
[GRTIN NI SR N S e N o)

130
131
130
131
131

16

th0 cth SO Kub

Hh
o
3
Q
o

[C2NC, RN, RN, NG, INC, INC, BN C G NG, INC, RNC, BNC, NG INC, BN G RNC, B C, RIE, R C2 NG BN, BNC, B G RN C2 B G INC, BYC, BN G, IY )
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14
14
16
16
128
15
15
15
17
17
18
16
16
16
20
20
21
19
19
19
23
23
24
22
22
22
26
26
27
25
25
25
29
29
30
28
28
28
32
32

31
31
31
35
35
36
34
34
34
38
38
39
37
37
37
41
41
42
40
40
40
44
44
45
43
43
43
47

15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
19
19
19
19
19
19
22
22
22
22
22
22
25
25
25
25
25
25
28
28
28
28
28
28
31
31
31
31
31
31
34
34
34
34
34
34
37
37
37
37
37
37
40
40
40
40
40
40
43
43
43
43
43
43
46
46
46
46

128
129
128
129
129
17
18
19
18
19
19
20
21
22
21
22
22
23
24
25
24
25
25
26
27
28
27
28
28
29
30
31
30
31
31
32
33
34
33
34
34
35

37
36
37
37
38
39
40
39
40
40
41
42
43
42
43
43
44
45
46
45
46
46
47
48
49
48

[C2INC, RN, RC RN, INC, INC, B G, RN G BNC, BNC, BNC, NG INC, BNG BN C, B C, RIE G2 NG, BNC, BNC, G RN G BN G INC, BNC, BNC, BN C, BN C RN G BN C, B, B, RGN, BNC, BNC, NG, RN G, BN G, RNC, BNC, BN G, NG RN G BN BN C, BN E, R G BNC INC, BNC, B C, RN G IR G BNC, BNC, BNC, NG BN G INC BN G, N I C I C RN C ) |
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47
48
46
46
46
50
50
51
49
49
49
53
53
54

57
56
56
56
59
59
60
58
58
58
62
62
63
61
61
61
65
65
66
64
64
64
68
68

67
67
67
71
71
72
70
70
70
74
74
75
73
73
73
77
77
78
76
76
76

80
81
79
79
79
83

46
46
49
49
49
49
49
49
52
52
52
52
52
52
56
56
56
58
58
58
58
58
58
61
61
61
61
61
61
64
64
64
64
64
64
67
67
67
67
67
67
70
70
70
70
70
70
73
73
73
73
73
73
76
76
76
76
76
76
79
79
79
79
79
79
82
82
82
82

[C2RNC, RN RN RN, INC, INC, BC RG RN G, BNC, BNC, INC, NG BNC, BNC BNC, B, R E NG NG, BNC, BNC, B G RN G BN G INC, BNC, BN C, BN G, BN G RL G BN C, B, B, REG, NC, BNC, BNC, NG, RN G, BN G, BNC, BNC, BN C, BN G BN G BNG BN G, BN E, RN C I E BNC INC, BNC, B G, RN G RN G BNC, BNC, BNC, NG BN G INC BN G, N I C NG I C ) |
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100
100
103
103
103
103
103
103
106
106
106
106
106
106
109
109
109
109
109
109
112
112
112
112
112
112
115
115
115
115
115
115
118

106
107
108
109
108
109
109
110
111
112
111
112
112
113
114
115
114
115
115
116
117
118
117
118
118
119

[C2RNC, RN, RNC NG, INC, INC, BN G, RN G, BNC, BNC, BNC, NG BNC BNG BN C, B C, R C NG NG, BNC, BNC, B G RN G, BN G INC, BNC, BN C, BN G BN G RN G BN C, B, B, BEG, BNC, BNC, BNC, NG, RN G, BN G, BNC, BNC, BN G, NG BN G BNG BN C, BN E, BN, RE BNC INC, BNC, B G, RN G; BN G BNC, BNC, BNC, NG BN G INC BN G, NG I C I C RN C ) |
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115 118 120 5

115 118 121 5

119 118 120 5

119 118 121 5

120 118 121 5

118 121 122 5

118 121 123 5

118 121 124 5

122 121 123 5

122 121 124 5

123 121 124 5

121 124 125 5

121 124 126 5

121 124 127 5

125 124 126 5

125 124 127 5

126 124 127 5

14 131 132 5

[ dihedrals ]
; ai aj ak al funct phiO cp mult

2 1 3 4 9
2 1 3 5 9
2 1 3 8 9
1 3 8 6 9
1 3 8 9 9
1 3 8 10 9
4 3 8 6 9
4 3 8 9 9
4 3 8 10 9
5 3 8 6 9
5 3 8 9 9
5 3 8 10 9
7 6 8 9 9
7 6 8 10 9
7 6 56 57 9
7 6 56 58 9
8 6 56 57 9
8 6 56 58 9
3 8 6 7 9
3 8 6 56 9
9 8 6 56 9
10 8 6 56 9
3 8 10 11 9
3 8 10 12 9
3 8 10 14 9
6 8 10 11 9
6 8 10 12 9
6 8 10 14 9
9 8 10 11 9
9 8 10 12 9
9 8 10 14 9
8 10 12 13 9
11 10 12 13 9
8 10 14 15 9
8 10 14 130 9
8 10 14 131 9
11 10 14 15 9
11 10 14 130 9
11 10 14 131 9
12 10 14 15 9
12 10 14 130 9
12 10 14 131 9
13 12 10 14 9
10 14 15 16 9
10 14 15 128 9
10 14 15 129 9
10 14 131 132 9
15 14 131 132 9

130 14 131 132 9
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16
16
128
128
129
129
14
14
14
17
17
18
18
19
19
15
15
15
17
17
17
18
18
18
16
16
16
20
20
20
21
21
21
19
19
19
23
23
23
24
24
24
22
22
22
26
26
26
27
27
27
25
25
25
29
29
29

30
30
28
28
28
32
32
32
33
33
33

15
15
15
15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
19
19
19
19
19
19
19
19
19
22
22
22
22
22
22
22
22
22
25
25
25
25
25
25
25
25
25
28
28
28
28
28
28
28
28
28
31
31
31
31
31
31
31
31
31

130
131
130
131
130
131

W W W W WWOWWWOWWWWOWYOwWowowowwWwowuowuuowwuwwuwwuwuwuwuwuwuwwuwuwwuwuwuwouuwwwuwuwwuwuwwuwwwwuwuwuwuwuwuwuwwwwwoww
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31
31
31
35
35
35
36
36
36
34
34
34
38

38
39
39
39
37
37
37
41
41
41
42
42
42
40
40
40
44
44
44
45
45
45
43
43
43
47
47
47
48
48
48
46
46
46
50
50
50
51
51
51

57
57
57
56
56
56
59
59
59
60
60
60

34
34
34
34
34
34
34
34
34
37
37
37
37
37
37
37
37
37
40
40
40
40
40
40
40
40
40
43
43
43
43
43
43
43
43
43
46
46
46
46
46
46
46
46
46
49
49
49
49
49
49
49
49
49
56
56
56
56
56
56
58
58
58
58
58
58
58
58
58

37
37
37
37
37
37
37
37
37
40
40
40
40
40
40
40
40
40
43
43
43
43
43
43
43
43
43
46
46
46
46
46
46
46
46
46
49
49
49
49
49
49
49
49
49
52
52
52
52
52
52
52
52
52
58
58
58
58
58
58
61
61
61
61
61
61
61
61
61

W W W W WWOWWWOWWWWOWYOwWowWoWwowwWwouowuuowwuwwuwwuwuwuwuwuwwwuwuwlwuwuwuwuwwwuwuwlwuwuwwuwwwwwuwuwuwuwuwwwwwuwuww
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MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO

58
58

62
62
62
63
63
63
61
61
61
65
65
65
66
66
66
64
64
64
68
68
68
69

69
67
67
67
71
71
71
72
72
72
70
70
70
74
74
74
75
75
75
73
73
73
77
77
77
78
78
78
76
76
76

80
80
81
81
81
79
79
79
83
83
83

61
61
61
61
61
61
61
61
61
64
64
64
64
64
64
64
64
64
67
67
67
67
67
67
67
67
67
70
70
70
70
70
70
70
70
70
73
73
73
73
73
73
73
73
73
76
76
76
76
76
76
76
76
76
79
79
79
79
79
79
79
79
79
82
82
82
82
82
82

64
64
64
64
64
64
64
64
64
67
67
67
67
67
67
67
67
67
70
70
70
70
70
70
70
70
70
73
73
73
73
73
73
73
73
73
76
76
76
76
76
76
76
76
76
79
79
79
79
79
79
79
79
79
82
82
82
82
82
82
82
82
82
85
85
85
85
85
85

65

67
65
66
67
65
66
67
68
69
70
68

70
68
69
70
71
72
73
71
72
73
71
72
73
74
75
76
74
75
76
74
75
76
77
78
79
77
78
79
77
78
79
80
81
82
80
81
82
80
81
82
83
84
85

84
85
83
84
85
86
87
88
86
87
88

W W W W WWOWWOWWOWWWWWYwOwWowowwwowwwowowuuouwwwuwwuwwuwuwuwuwuwuwwuwuwwuwowuwuwowuwwwwuwwuwuwwuwwwwwuwuwuwuwuwwwwwwouww
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MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO

103
106
106
106

100
100
100
100
100
103
103
103
103
103
103
103
103
103
106
106
106
106
106
106
106
106
106
109
109
109

109
110
111
112

W W W W WWOWWOWWOWWWWYWOWwWowowwwowwwwuowuowwuwuwuwuwwuwuwuwuwwuwwuwuwwuwuwuwouuwwwwuwlwuwuwwuwwuwwuwuwuwuwwuwuwwwwuwouww
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MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO

107 106
107 106
107 106
108 106
108 106
108 106
106 109
106 109
106 109
110 109
110 109
110 109
111 109
111 109
111 109
109 112
109 112
109 112
113 112
113 112
113 112
114 112
114 112
114 112
112 115
112 115
112 115
116 115
116 115
116 115
117 115
117 115
117 115
115 118
115 118
115 118
119 118
119 118
119 118
120 118
120 118
120 118
118 121
118 121
118 121
122 121
122 121
122 121
123 121
123 121
123 121
[ dihedrals
; ai aj
56 58

109
109
109
109
109
109
112
112
112
112
112
112
112
112
112
115
115
115
115
115
115
115
115
115
118
118
118
118
118
118
118
118
118
121
121
121
121
121
121
121
121
121
124
124
124
124
124
124
124
124
124

110
111
112
110
111
112
113
114
115
113
114
115
113
114
115
116
117
118
116
117
118
116
117
118
119
120
121
119
120
121
119
120
121
122
123
124
122
123
124
122
123
124
125
126
127
125
126
127
125
126
127

al
57

W W W WWWWOUOWOWOWOUYWOWOWwOwoowowuwowouwwwwuouwuwuowuwuowuwuwuwowuuwuwuowuwwwwwowuuwuwowuwowwo

funct

Apéndice B. Topologia CER[AP]

GROMACS topology file for CAP

rr

[ moleculetype ]

; name nrexcl

CAP

[ atoms

; nr

]

type

resnr
0G311
HGP1

residu atom

1
1

CAP
CAP

g0

cgnr
01
H1

cq

charge mass

1
2

-0.648
0.420

15.9994
1.0080

’

’

gtot -0.648
gtot -0.228
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MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO

CG321
HGA2
HGA2

NG2S1
HGP1

CG311
HGAl

CG311
HGAl

0G311
HGP1

CG311

CG321

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGAZ2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG331
HGA3
HGA3
HGA3

CG201

0G2D1

CG311

0G311
HGAl

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2
HGA2

CG321
HGA2

PR PR RPRPRPRPRPRPRRRRRPRPRRPRRRRPRRRRRRRRPRRERERRRRPRPREPRPRRPRRPRPRRPRRRRRPRRRRRRPRPRERRPRPRRERRPRPRRRRRRRRR

CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP

C1l
H2
H3

H4

c2

H5

C3

H6

02

H7

Cc4

C5

C6

H8

H9

c7
H10
H11

C8
H12
H13

C9
H14
H15
C10
H16
H17
Cl1l
H18
H19
Cl2
H20
H21
C13
H22
H23
Cl4
H24
H25
C15
H26
H27
Clé6
H28
H29
C17
H30
H31
C18
H32
H33
H34
C19

03
C20

04
H35
c21
H36
H37
C22
H38
H39
Cc23
H40
H41
C24
H42

OO OO OO ODODODODODODOODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODODIODODODODODODODIODODODODODOOOOOOOoOo

.045
.090
.090
.444
.311
.019
.090
.141
.090
.658
.419
.150
.175
.199
.090
.090
.162
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.270
.090
.090
.090
.519
.504
.180
.627
.090
.162
.090
.090
.212
.090
.090
.162
.090
.090
.180
.090

.0110
.0080
.0080
.0070
.0080
.0110
.0080
.0110
.0080
.9994
.0080
.0110
.0110
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0080
.0110
.9994
.0110
.9994
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080

qgtot
gtot
qtot
gtot
qtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qtot
gtot
qtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot

-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
.114
.204
-0.
-0.
.115
-0.
.259
-0.
-0.
.241

-0

-0

-0.
-0.
.241
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
.241

-0

-0

-0.
-0.
.241
-0.
-0.
.241

-0

-0

-0.
-0.
.241
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
.241

-0

-0

-0.
-0.
.241
-0.
-0.
.241

-0

-0

-0.
-0.
-0.
.241
-0.
-0.
.458
-0.
.134
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.

-0

183
093
003
447
136
117
027

454
035

060

169
079

151
061

151
061
241
151
061

151
061

151
061

151
061

151
061
241
151
061

151
061

151
061

151
061
331

151
061

046

493
403
565
475
385
597
507
417
579
489
399
579
489
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o U1 bW N

HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGAZ2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG321
HGAZ2
HGA2
CG321
HGA2
HGA2
CG331
HGA3
HGA3
HGA3
HGA2
HGA2
HGAl
0G311
HGP1
HGP1

PP P RPRPRPRRPRRRPRPRRPRRRPRRRRPRRERERRRRRPRRERPRRPRRPRPRRPRRRRRRREPRPRRPRPRPRPRRRRPRPRERERRPRPRRPRRRRRRRR R

funct DbO
1

[ =

CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP

Kb

H43
C25
H44
H45
C26
H46
H47
c27
H48
H49
c28
H50
H51
Cc29
H52
H53
C30
H54
H55
C31
H56
H57
C32
H58
H59
C33
H60
H61
C34
H62
H63
C35
H64
H65
C36
H66
H67
C37
H68
H69
C38
H70
H71
C39
H72
H73
Cc40
H74
H75
Cc41
H76
H77
Cc42
H78
H79
H80
H81
H82
H83

05
H84
H85

.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.180
.090
.090
.270
.090
.090
.090
.090
.090
.090
.659
.419
.369

.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0110
.0080
.0080
.0080
.0080
.0080
.0080
.9994
.0080
.0080

gtot
gtot
qtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qtot
gtot
qtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
gtot
qgtot
gtot
gtot

-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
-0.
.219

-0

-0.
-0.
-0.
-0.

399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
579
489
399
669
579
489
399
309

129
788
369
000
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6 7 1
6 8 1
6 56 1
8 9 1
8 10 1
10 11 1
10 12 1
10 14 1
12 13 1
14 15 1
14 130 1
14 131 1
15 16 1
15 128 1
15 129 1
16 17 1
16 18 1
16 19 1
19 20 1
19 21 1
19 22 1
22 23 1
22 24 1
22 25 1
25 26 1
25 27 1
25 28 1
28 29 1
28 30 1
28 31 1
31 32 1
31 33 1
31 34 1
34 35 1
34 36 1
34 37 1
37 38 1
37 39 1
37 40 1
40 41 1
40 42 1
40 43 1
43 44 1
43 45 1
43 46 1
46 47 1
46 48 1
46 49 1
49 50 1
49 51 1
49 52 1
52 53 1
52 54 1
52 55 1
56 57 1
56 58 1
58 59 1
58 60 1
58 61 1
59 133 1
61 62 1
61 63 1
61 64 1
64 65 1
64 66 1
64 67 1
67 68 1
67 69 1
67 70 1



MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO 103

70 71 1
70 72 1
70 73 1
73 74 1
73 75 1
73 76 1
76 77 1
76 78 1
76 79 1
79 80 1
79 81 1
79 82 1
82 83 1
82 84 1
82 85 1
85 86 1
85 87 1
85 88 1
88 89 1
88 90 1
88 91 1
91 92 1
91 93 1
91 94 1
94 95 1
94 96 1
94 97 1
97 98 1
97 99 1
97 100 1
100 101 1
100 102 1
100 103 1
103 104 1
103 105 1
103 106 1
106 107 1
106 108 1
106 109 1
109 110 1
109 111 1
109 112 1
112 113 1
112 114 1
112 115 1
115 116 1
115 117 1
115 118 1
118 119 1
118 120 1
118 121 1
121 122 1
121 123 1
121 124 1
124 125 1
124 126 1
124 127 1
131 132 1
[ pairs ]
; oai aj funct c6 cl2
1 6 1
1 9 1
1 10 1
2 4 1
2 5 1
2 8 1
3 7 1
3 11 1
3 12 1
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20

130
131
11
12
14
56
16
56
128
129
132
13
15
130
131
15
130
131
14
17
18
19
20
21
22
132
23
24
25
130
131
20
21
22
128
129
20
21
22
128
129
26
27
28
128
129
23

PR PR RPRPRPRPRPRRRRRPRRRPRRRRPRPRRPRRRRRERERRRRRERPRRPRPRRPRPRRPRRRRRPRRPRPRRPRRRRRRPRPRRPRRERERPRPRRPRRRRRRRRR
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MODELOS DE BICAPA LIPIDICA DEL ESTRATO CORNEO 105

20 24 1
20 25 1
21 23 1
21 24 1
21 25 1
22 29 1
22 30 1
22 31 1
23 26 1
23 27 1
23 28 1
24 26 1
24 27 1
24 28 1
25 32 1
25 33 1
25 34 1
26 29 1
26 30 1
26 31 1
27 29 1
27 30 1
27 31 1
28 35 1
28 36 1
28 37 1
29 32 1
29 33 1
29 34 1
30 32 1
30 33 1
30 34 1
31 38 1
31 39 1
31 40 1
32 35 1
32 36 1
32 37 1
33 35 1
33 36 1
33 37 1
34 41 1
34 42 1
34 43 1
35 38 1
35 39 1
35 40 1
36 38 1
36 39 1
36 40 1
37 44 1
37 45 1
37 46 1
38 41 1
38 42 1
38 43 1
39 41 1
39 42 1
39 43 1
40 47 1
40 48 1
40 49 1
41 44 1
41 45 1
41 46 1
42 44 1
42 45 1
42 46 1
43 50 1
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43 51 1
43 52 1
44 47 1
44 48 1
44 49 1
45 47 1
45 48 1
45 49 1
46 53 1
46 54 1
46 55 1
47 50 1
47 51 1
47 52 1
48 50 1
48 51 1
48 52 1
50 53 1
50 54 1
50 55 1
51 53 1
51 54 1
51 55 1
56 62 1
56 63 1
56 64 1
56 133 1
57 59 1
57 60 1
57 61 1
58 65 1
58 66 1
58 67 1
59 62 1
59 63 1
59 64 1
60 62 1
60 63 1
60 64 1
60 133 1
61 68 1
61 69 1
61 70 1
61 133 1
62 65 1
62 66 1
62 67 1
63 65 1
63 66 1
63 67 1
64 71 1
64 72 1
64 73 1
65 68 1
65 69 1
65 70 1
66 68 1
66 69 1
66 70 1
67 74 1
67 75 1
67 76 1
68 71 1
68 72 1
68 73 1
69 71 1
69 72 1
69 73 1
70 77 1
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70 78 1
70 79 1
71 74 1
71 75 1
71 76 1
72 74 1
72 75 1
72 76 1
73 80 1
73 81 1
73 82 1
74 77 1
74 78 1
74 79 1
75 77 1
75 78 1
75 79 1
76 83 1
76 84 1
76 85 1
77 80 1
77 81 1
77 82 1
78 80 1
78 81 1
78 82 1
79 86 1
79 87 1
79 88 1
80 83 1
80 84 1
80 85 1
81 83 1
81 84 1
81 85 1
82 89 1
82 90 1
82 91 1
83 86 1
83 87 1
83 88 1
84 86 1
84 87 1
84 88 1
85 92 1
85 93 1
85 94 1
86 89 1
86 90 1
86 91 1
87 89 1
87 90 1
87 91 1
88 95 1
88 96 1
88 97 1
89 92 1
89 93 1
89 94 1
90 92 1
90 93 1
90 94 1
91 98 1
91 99 1
91 100 1
92 95 1
92 96 1
92 97 1
93 95 1
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96

97
101
102
103

98

99
100

98

99
100
104
105
106
101
102
103
101
102
103
107
108
109
104
105
106
104
105
106
110
111
112
107
108
109
107
108
109
113
114
115
110
111
112
110
111
112
116
117
118
113
114
115
113
114
115
119
120
121
116
117
118
116
117
118
122
123
124
119
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116 120
116 121
117 119
117 120
117 121
118 125
118 126
118 127
119 122
119 123
119 124
120 122
120 123
120 124
122 125
122 126
122 127
123 125
123 126
123 127
128 130
128 131
129 130
129 131
130 132
[ angles ]
; ai aj

2 1

1 3

1 3

1 3

4 3

4 3

5 3

7 6

7 6

8 6

3 8

3 8

3 8

6 8

6 8

9 8

8 10

8 10

8 10
11 10
11 10
12 10
10 12
10 14
10 14
10 14
15 14
15 14
130 14
14 15
14 15
14 15
16 15
16 15
128 15
15 16
15 16
15 16
17 16
17 16
18 16
16 19

PR RPRPRRPRRRRRRPRPRRERRRRPRRPRRRERERRRRRRE R

JJ)

[N
OO WO WU WU WA

J

e el el e e e
GWds BN ENDFE OO

130
131
130
131
131
16
128
129
128
129
129
17
18
19
18
19
19
20

th0 cth SO Kub

[ .
o
=]
Q
o

[C2NC, RN RC, NG, NG, BNC, RGN G NG, BNC, BNC, BNC, NG INC, BN BN C, R, R G RGN, BNC, BNC, NG IS BNG BNC, BNC, I BN G, BNC BN BN C, RN G G RS, BNC, BNC, BNC, B G NG I ) |
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16
16
20
20
21
19
19
19
23
23
24
22
22
22
26
26
27
25
25
25
29
29
30
28
28
28
32
32
33
31
31
31
35
35
36
34
34
34
38
38

37
37
37
41
41
42
40
40
40
44
44
45
43
43
43
47
47
48
46
46
46
50
50
51
49
49
49
53

19
19
19
19
19
22
22
22
22
22
22
25
25
25
25
25
25
28
28
28
28
28
28
31
31
31
31
31
31
34
34
34
34
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37
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37
37
40
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40
40
40
40
43
43
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43
43
43
46
46
46
46
46
46
49
49
49
49
49
49
52
52
52
52
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53
54

57
56
56
56
59
59
60
58
58
58
58
62
62
63
61
61
61
65
65
66
64
64
64
68
68
69
67
67
67
71
71
72
70
70
70
74
74
75
73
73
73
77
77
78
76
76
76
80
80
81
79
79
79

83
84
82
82
82
86

87
85
85
85

52
52
56
56
56
58
58
58
58
58
58
59

61
61
61
61
61
64
64
64
64
64
64
67
67
67
67
67
67
70
70
70
70
70
70
73
73
73
73
73
73
76
76
76
76
76
76
79
79
79
79
79
79
82
82
82
82
82
82
85
85
85
85
85
85
88
88
88
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107
107
108
106
106
106
110
110
111
109
109
109
113
113
114
112
112
112
116
116
117
115
115
115
119
119
120
118
118
118
122
122
123

88

88

91

91

91

91

91

91

94

94

94

94

94

94

97

97

97

97

97

97
100
100
100
100
100
100
103
103
103
103
103
103
106
106
106
106
106
106
109
109
109
109
109
109
112
112
112
112
112
112
115
115
115
115
115
115
118
118
118
118
118
118
121
121
121
121
121
121

90
91
91
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93
94
93
94
94
95
96
97
96
97
97
98
99
100

100
100
101
102
103
102
103
103
104
105
106
105
106
106
107
108
109
108
109
109
110
111
112
111
112
112
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114
115
114
115
115
116
117
118
117
118
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119
120
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120
121
121
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123
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123
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121
121
121
125
125
126

14

124
124
124
124
124
124
131

[ dihedrals

; ai
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131
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131
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14
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128
129
132
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132
130
131
130
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128
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18 16 15 128 9
18 16 15 129 9
19 16 15 128 9
19 16 15 129 9
15 16 19 20 9
15 16 19 21 9
15 16 19 22 9
17 16 19 20 9
17 16 19 21 9
17 16 19 22 9
18 16 19 20 9
18 16 19 21 9
18 16 19 22 9
16 19 22 23 9
16 19 22 24 9
16 19 22 25 9
20 19 22 23 9
20 19 22 24 9
20 19 22 25 9
21 19 22 23 9
21 19 22 24 9
21 19 22 25 9
19 22 25 26 9
19 22 25 27 9
19 22 25 28 9
23 22 25 26 9
23 22 25 27 9
23 22 25 28 9
24 22 25 26 9
24 22 25 27 9
24 22 25 28 9
22 25 28 29 9
22 25 28 30 9
22 25 28 31 9
26 25 28 29 9
26 25 28 30 9
26 25 28 31 9
27 25 28 29 9
27 25 28 30 9
27 25 28 31 9
25 28 31 32 9
25 28 31 33 9
25 28 31 34 9
29 28 31 32 9
29 28 31 33 9
29 28 31 34 9
30 28 31 32 9
30 28 31 33 9
30 28 31 34 9
28 31 34 35 9
28 31 34 36 9
28 31 34 37 9
32 31 34 35 9
32 31 34 36 9
32 31 34 37 9
33 31 34 35 9
33 31 34 36 9
33 31 34 37 9
31 34 37 38 9
31 34 37 39 9
31 34 37 40 9
35 34 37 38 9
35 34 37 39 9
35 34 37 40 9
36 34 37 38 9
36 34 37 39 9
36 34 37 40 9
34 37 40 41 9
34 37 40 42 9
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37
37
37
37
37
37
37
40
40
40
40
40
40
40
40
40
43
43
43
43
43
43
43
43
43
46
46
46
46
46
46
46
46
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49
49
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49
49
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58
58
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61
61
61
61
61
61
61
61

40
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40
40
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43
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52
52
52
52
52
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58
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58
58
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59
59
61
61
61
61
61
61
61
61
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64
64
64
64
64
64
64
64

43
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43
44
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46
44
45
46
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45
46
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49
47
48
49
47
48
49
50
51
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50
51
52
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51
52
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54
55
53
54
55
53
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55
59
60
61
59
60
61
133
133
133
62
63
64
62
63
64
62
63
64
65
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65
66
67
65
66
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63
61
61
61
65
65
65
66
66
66
64
64
64

68
68
69
69

67
67
67
71
71
71
72
72
72
70
70
70
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74
75
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75
73
73
73
77
77
77
78
78
78
76
76
76
80
80
80
81
81
81
79
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83
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84
82
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67
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106
106
109
109

100
100
100
100
103
103
103
103
103
103
103
103
103
106
106
106
106
106
106
106
106
106
109
109
109
109
109
109
109
109
109
112
112

91

90
91
92
93
94
92
93
94
92

94
95
96
97
95
96
97
95

97
98
99
100

99
100

98

99
100
101
102
103
101
102
103
101
102
103
104
105
106
104
105
106
104
105
106
107
108
109
107
108
109
107
108
109
110
111
112
110
111
112
110
111
112
113
114
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106 109 112 115
110 109 112 113
110 109 112 114
110 109 112 115
111 109 112 113
111 109 112 114
111 109 112 115
109 112 115 116
109 112 115 117
109 112 115 118
113 112 115 116
113 112 115 117
113 112 115 118
114 112 115 116
114 112 115 117
114 112 115 118
112 115 118 119
112 115 118 120
112 115 118 121
116 115 118 119
116 115 118 120
116 115 118 121
117 115 118 119
117 115 118 120
117 115 118 121
115 118 121 122
115 118 121 123
115 118 121 124
119 118 121 122
119 118 121 123
119 118 121 124
120 118 121 122
120 118 121 123
120 118 121 124
118 121 124 125
118 121 124 126
118 121 124 127
122 121 124 125
122 121 124 126
122 121 124 127
123 121 124 125
123 121 124 126
123 121 124 127

[ dihedrals ]

; oai aj ak al funct
56 58 6 57 2

W W W W WOWWOWWOWOWWWWWOwowWouwouwwowwwwowowuwwuwwwwuwuwuwuwwuwwwwwwww

Apéndice C. Script para el ensamble de la bicapa lipidica CER[NP]/CER[AP] 1:2

#

g0

cq

# Lipid double layer with water over and below

#

tolerance 2.0

filetype pdb

output NP66AP34.pdb

structure water.pdb
number 6490

inside box 0. 0. -16. 106. 106. 0.

end structure
structure water.pdb
number 6490

inside box 0. 0. 52. 106. 106. 68.

end structure
structure NP.pdb
number 34
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 3
below plane 0. 0. 1. 2.
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end atoms
atoms 121 124
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure NP.pdb
number 34
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 121 124
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 3
over plane 0. 0. 1. 50
end atoms
end structure
structure AP.pdb
number 66
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 3
below plane 0. 0. 1. 2.
end atoms
atoms 121 124
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure AP.pdb
number 66
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 121 124
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 3
over plane 0. 0. 1. 50
end atoms
end structure
structure LA.pdb
number 100
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 2
below plane 0. 0. 1. 2.
end atoms
atoms 71 72
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure LA.pdb
number 100
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 71 72
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 2
over plane 0. 0. 1. 50
end atoms
end structure
structure CHL.pdb
number 70
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 3
below plane 0. 0. 1. 10.
end atoms
atoms 67 71
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure CHL.pdb
number 70
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 67 71
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below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 3
over plane 0. 0. 1. 42.
end atoms
end structure

Apeéndice D. Script para el ensamble de la bicapa lipidica CER[NP]/CER[AP] 2:1

#
# Lipid double layer with water over and below
#
tolerance 2.0
filetype pdb
output NP66AP34.pdb
structure water.pdb
number 6490
inside box 0. 0. -16. 106. 106. O.
end structure
structure water.pdb
number 6490
inside box 0. 0. 52. 106. 106. 68.
end structure
structure NP.pdb
number 66
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 3
below plane 0. 0. 1. 2.
end atoms
atoms 121 124
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure NP.pdb
number 66
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 121 124
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 3
over plane 0. 0. 1. 50
end atoms
end structure
structure AP.pdb
number 34
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 3
below plane 0. 0. 1. 2.
end atoms
atoms 121 124
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure AP.pdb
number 34
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 121 124
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 3
over plane 0. 0. 1. 50
end atoms
end structure
structure LA.pdb
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number 100
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 2
below plane 0. 0. 1. 2.
end atoms
atoms 71 72
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure LA.pdb
number 100
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 71 72
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 2
over plane 0. 0. 1. 50
end atoms
end structure
structure CHL.pdb
number 70
inside box 0. 0. 0. 106. 106. 26.
atoms 1 3
below plane 0. 0. 1. 10.
end atoms
atoms 67 71
over plane 0. 0. 1. 24.
end atoms
end structure
structure CHL.pdb
number 70
inside box 0. 0. 26. 106. 106. 52.
atoms 67 71
below plane 0. 0. 1. 28.
end atoms
atoms 1 3
over plane 0. 0. 1. 42.
end atoms
end structure

Apeéndice E. Restricciones moleculares para CER

#ifdef STEP6 0

#define fc_lpos 1000.0
#define fc_1ldih 1000.0
#endif

#ifdef STEP6 1

#define fc_lpos 1000.0
#define fc_1ldih 1000.0
#endif

#ifdef STEP6_2

#define fc_lpos 1000.0
#define fc_1ldih 400.0
#endif

#ifdef STEP6_3

#define fc_ lpos 400.0
#define fc_1ldih 200.0
#endif

#ifdef STEP6_4

#define fc_ lpos 200.0
#define fc_ldih 200.0
#endif

#ifdef STEP6 5

#define fc_lpos 40.0
#define fc 1dih 100.0
#endif

#ifdef STEP6 6
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#define fc_ lpos
#define fc_ldih
#endif

#ifdef STEP7
#define fc_lpos 0.0
#define fc_1ldih 0.0

o O
o O

#endif

[ position_restraints ]
1 1 0.0 0.0 fc_lpos

[ dihedral restraints ]
8 12 10 14 1 120.0 2.5 fc_1dih
10 3 8 6 1 120.0 2.5 fc_1dih
10 14 16 18 1 180.0 0.0 fc_1ldih

Apéndice F. Restricciones moleculares para el acido lignocérico

#ifdef STEP6_O

#define fc lpos 1000.0
#define fc 1ldih 1000.0
#endif

#ifdef STEP6_1

#define fc_ lpos 1000.0
#define fc_1ldih 1000.0
#endif

#ifdef STEP6 2

#define fc_ lpos 1000.0
#define fc_1ldih 400.0
#endif

#ifdef STEP6 3

#define fc_lpos 400.0
#define fc_1ldih 200.0
#endif

#ifdef STEP6 4

#define fc_lpos 200.0
#define fc_1ldih 200.0
#endif

#ifdef STEP6 5

#define fc_lpos 40.0
#define fc_1ldih 100.0
#endif

#ifdef STEP6_6

#define fc lpos 0.0
#define fc_ldih 0.0
#endif

#ifdef STEP7

#define fc lpos 0.0
#define fc_ldih 0.0

#endif
[ position restraints ]
2 1 0.0 0.0 fc lpos

Apeéndice G. Restricciones moleculares para el colesterol

$ifdef STEP6 0

#define fc_lpos 1000.0
#define fc_1ldih 1000.0
#endif

#ifdef STEP6 1

#define fc_lpos 1000.0
#define fc_1ldih 1000.0
#endif

#ifdef STEP6_2
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#define fc_ lpos 1000.0
#define fc_1ldih 400.0
#endif
#ifdef STEP6 3
#define fc_lpos 400.0
#define fc_1ldih 200.0
#endif
#ifdef STEP6 4
#define fc_lpos 200.0
#define fc_1ldih 200.0
#endif
#ifdef STEP6 5
#define fc_lpos 40.0
#define fc_1ldih 100.0
#endif
#ifdef STEP6_6
#define fc_lpos
#define fc_ldih
#endif
#ifdef STEP7
#define fc lpos 0.0
#define fc_ldih 0.0
#endif
[ position restraints ]

3 1 0.0 0.0 fc lpos

[oN e}
o O



