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1. Resumen

La toxina GsMTX-4 es un inhibidor no-especifico de los canales PIEZO los cuales
son los responsables de llevar a cabo la mecanotransduccion. Se ha reportado que estas
toxinas interactian con neuronas IB4+, las cuales se caracterizan por presentar grupos
glico en su estructura molecular; debido a esto se buscé demostrar que la presencia de
glicolipidos en las membranas de estas neuronas afectaba directamente la union de esta to-
xina. Partiendo de membranas modelos que contuvieran en su estructura fosfatidilcolinas
(POPC) y galactosilceramidas (DPGS), se obtuvo que la diferencia en las cabezas lipidi-
cas si afecta la union de la toxina, ya que ésta presenta una interaccion profunda con las
membranas que contienen DPGS, mientras que con las que contienen POPC se presenta
una interaccién superficial. Los analisis de las propiedades mecanicas de las membranas
como lo son la distribucién radial, la densidad de la toxina y el centro de masa consolidan
la preferencia de GsMTx-4 por interaccionar con las cabezas lipidicas de DPGS, sobre
todo cuando ésta se encuentra en una misma membrana con POPC. De igual manera, al
agregar seis toxinas al medio en el que se encuentran las membranas, se observa que en
algunos casos existe la formacion de agregados; para el modelo formado tnicamente de
POPC, las toxinas prefieren interaccionar entre ellas antes que con la membrana, en el
caso del sistema DPGS puro, las toxinas no forman agregados sino que se internalizan en
la membrana, por dltimo, la bicapa conformada por ambos tipos de lipidos, aunque si se
presenta formacion de agregados por algunas toxinas, estas a su vez también interaccio-
nan con la membrana de manera profunda; el observar este tipo de comportamientos nos
acerca mas a entender el mecanismo de accion de esta toxina y como esto llega a afectar

el proceso de la mecanotransduccion.
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2. Abstract

The GsMTX-4 toxin is a non-specific inhibitor of PIEZO channels, which are res-
ponsible for mechanotransduction. It has been reported that these toxins interact with
B4+ neurons, which are characterized by the presence of glyco groups in their structure.
Therefore, the aim was to demonstrate that the presence of glycolipids in the membra-
nes of these neurons directly affects the binding of this toxin. Using model membranes
containing phosphatidylcholine (POPC) and galactosylceramides (DPGS), it was found
that the difference in lipid head groups does affect toxin binding, as there is a deeper
interaction with membranes containing DPGS, while membranes with POPC show only
a superficial interaction. The analysis of mechanical properties of the membranes, such
as radial distribution function, toxin density, and center of mass, confirm the preference
of GsMTx-4 interacting with the lipid heads of DPGS, especially when it is in the same
membrane as POPC. Additionally, when six toxins are added, it is observed that in some
cases, protein aggregation occurs. In the pure POPC models, the toxins prefer to interact
with each other rather than with the membrane. For the system with only DPGS, the
toxins do not form aggregates but are internalized into the membrane. The bilayers con-
taining both lipids, although some toxins do form aggregates, these also interact deeply
with the membrane. Observing these behaviors helps us better understand the mechanism

of action of this toxin and how it affects the process of mechanotransduction.
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3. Introduccion

El sistema sensorial es la parte aferente del sistema nervioso periférico responsable de
procesar y transmitir los estimulos captados del ambiente; la transmisién de esta informa-
cion es llevada a cabo por las neuronas sensoriales, las cuales se encuentran en el ganglio
de la raiz dorsal y se encargan de acarrear mensajes sensoriales captados por diferentes
tipo de receptores desde las terminales del sistema nervioso periférico, hasta el sistema
nervioso central, para generar una respuesta especifica (Koop y Tadi. 2023). Una de las
actividades mediadas por el sistema sensorial es la mecanotransduccion, la cual se describe
como la habilidad de los organismos vivos para detectar las fuerzas mecdanicas ejercidas
por el ambiente y poder convertirlas en estimulos para generar una respuesta biologica;
esta habilidad es crucial para que los seres vivos puedan interactuar con el medio que
los rodea, asi como para detectar sensaciones de dolor y poder reaccionar ante posibles

afectaciones al organismo (Szczot et al. 2021).

Las fuerzas mecanicas son transformadas a estimulos por medio de los canales i6nicos
mecanosensibles, los cuales se encuentran embebidos en la membrana plasmatica. La acti-
vacion de estos canales por los estimulos mecéanicos depolarizan la membrana y permiten
que la informacién recibida del ambiente se propague hasta alcanzar el sistema nervioso
central (Delmas et al. 2011). Los canales i6nicos mecanosensitivos més estudiados actual-
mente son los canales i6énicos pertenecientes a las familias Piezo y TRP, los cuales se
encuentran principalmente en las neuronas sensoriales y son activados cuando la célula es
afectada por una fuerza mecdanica, estos canales iénicos son esenciales para la regulacion

de la excitabilidad neuronal (Tang et al. 2022).

El estudio de este tipo de canales en areas como la farmacologia es importante para
el desarrollo de nuevas terapias contra el dolor, es por ello que en los ultimos anos se
han descubierto una amplia variedad de inhibidores de canales mecanosensibles, entre
los cuales se destaca la toxina GsMTX-4, la cual es un péptido de 34 aminoacidos que
pertenece a la familia de toxinas aisladas del veneno de la arana Grammostola spatulata,
esta toxina es un inhibidor importante de los canales cationicos mecanosensitivos (MCS),
que en particular inhibe la accion de los canales pertenecientes a la familia Piezo y TRP

(Gnanasambandam et al. 2017). Una de las caracteristicas de éste y otros inhibidores
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de canales macanosensitivos es que no actuan directamente sobre los canales sino que
penetran o interaccionan con la membrana plasmatica, y es la interacciéon con los lipidos
que se encuentran en esta, lo que evita que los canales cumplan su funcién (Tang et al.
2022).

Debido a la importancia de las membranas plasmaticas en la mecanotransduccién
y su inhibicién, surge la pregunta de si la composicion de los lipidos que conforman la
membrana puede llegar a afectar los procesos previamente descritos. El sistema nervioso es
uno de los tejidos que cuenta con una alta concentracion de glicolipidos en las membranas
de sus células, sin embargo, estos fosfolipidos siguen siendo muy poco estudiados y no se
conoce por completo su importancia (Hussain et al. 2019). En este estudio se busca resolver
la pregunta de si la presencia de los glicolipidos en las membranas lipidicas puede llegar
a afectar la interaccién con GsMTx-4 con estas. El estudio de estos sistemas complejos
puede llegar a ser dificil de realizar de manera experimental y es por ello que se parte del
uso de herramientas computacionales, como lo es la simulacion de dinamica molecular,
para generar aproximaciones que describan como se comporta cada uno de los elementos

que lo conforman y poder acercarse a un entendimiento més completo.
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4. Antecedentes

4.1. Sistema nervioso

El sistema nervioso es de suma importancia debido al papel que desempena en todos
los aspectos de la vida y la salud; este sistema se encarga de transmitir las senales entre el
cerebro y el resto de los érganos del cuerpo y es el responsable de controlar activamente la
habilidad de moverse, respirar, pensar, observar, entre otros procesos importantes para el
bienestar de los seres vivos (NIH. 2018). El sistema nervioso se comprende principalmente

de dos partes:

= El sistema nervioso central, el cual engloba el cerebro y la médula espinal.

» Kl sistema nervioso periférico, que engloba los nervios que salen y entran desde la

médula espinal y se extienden a todas partes del cuerpo.

Las principales células que se encuentran en el sistema nervioso y que permiten que éste
desempene su papel son las neuronas; en el cerebro humano podemos encontrar alrededor
de 100 mil millones de neuronas. Estas se conforman de un cuerpo celular llamado soma,
donde se encuentra el nicleo, asi como de dos tipos de extensiones, el axén y las dendritas,
las cuales permiten la comunicacion entre neuronas para poder llevar a cabo todos los
procesos bioldgicos necesarios para la supervivencia de los seres vivos (NCI. s.f.).

Las neuronas se comunican entre ellas a través de impulsos eléctricos los cuales viajan
a lo largo del axén, al final del axdén la senal eléctrica se convierte en una senial quimica
la cudl es liberada a través de mensajeros quimicos, llamados neurotransmisores, estos
neurotransmisores se mueven por medio de la sinapsis hasta la membrana de la neurona
vecina y mediante la activacién de canales iénicos vuelven a transformar la senal quimica
a una senal eléctrica para continuar con la transmisién del impulso. Las membranas
plasmaticas de las neuronas asi como los receptores que se encuentran anclados en estas

son importantes para poder llevar a cabo este proceso (NIH. 2018).

4.1.1. Sistema Nervioso Periférico

Como se menciond anteriormente, el sistema nervioso se divide en dos partes, en

este trabajo nos enfocaremos principalmente en las neuronas que conforman el sistema
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nervioso periférico (SNP), este sistema se constituye principalmente de los nervios que
van desde el sistema nervioso central hasta todas la partes del cuerpo y es el principal
encargado de comunicar ambas partes para poder llevar a cabo los procesos fisioldgicos.
A su vez, el sistema nervioso periférico se subdivide en dos partes, el sistema sensorial o
aferente y el sistema motor o eferente. Mientras el primero se conforma de nervios que
conectan el sistema nervioso central con la piel y los demas o6rganos del organismo, el
ultimo se conforma principalmente de nervios que conectan el sistema nervioso central

con los musculos (NCI. s.f.).

4.1.2. Tipos de neuronas

En el sistema nervioso existen una amplia variedad de neuronas las cuales se dividen
dependiendo de las acciones que controlan y realizan. Entre la variedad de actividades
que realiza el sistema nervioso estas se pueden clasificar en tres funciones principales las

cuales son:

» Funcién sensorial

= Funcion integrativa

s Funcién motora

De igual manera podemos clasificar a las neuronas del SNP dependiendo de la funcién en
la que participen. En la figura 1 se observa la morfologia de las principales neuronas del

SNP mostrando las diferencias estructurales que existen entre estas tres (NCL. s.f.).

4.1.3. Neuronas sensoriales en el ganglio de la raiz dorsal

Las neuronas sensoriales forman la parte aferente del sistema nervioso periférico y son
las encargadas de transmitir los impulsos nerviosos recibidos del exterior por la piel o los
originados en los 6rganos internos hasta el sistema nervioso central. Entre los fenémenos
internos y externos que son capaces de transmitir estas neuronas se encuentran la tempe-
ratura, el tacto, el volumen de los érganos, el dolor y el peligro potencial o existente en

el ambiente (Koop y Tadi. 2023).
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Figura 1: Principales tipos de neuronas del Sistema Nervioso Periférico.

Los cuerpos celulares o somas de las neuronas sensoriales se ubican principalmente
en el ganglio de la raiz dorsal donde se encargan de transmitir la informacién sensorial
(Haberberger et al. 2019). Las neuronas sensoriales que se encuentran en el ganglio de
la raiz dorsal son criticas para mantener la homeostasis del organismo ya que censan
los cambios en el ambiente e inicializan el proceso de respuesta (Ahimsadasan et al.
2022). Estas neuronas tienen la habilidad de diferenciar y procesar las diversas senales
sensoriales que reciben, esta habilidad es conferida debido a la presencia de distintos tipos
de receptores en sus membranas plasmaticas, cada uno de estos receptores les permite
captar y transmitir diferentes sefiales provenientes del ambiente (Krassioukov. 2002). Los
receptores y canales iénicos presentes en estas células son esenciales para la regulacién de
la excitacién neuronal la cual después genera y transmite el potencial de accién que viaja

por el axén mielinizado, haciendo conexiones hasta llegar al sistema nervioso central.

4.2. Mecanotransduccion

Se conoce como mecanotransduccién a la capacidad que tienen los organismos vivos
de percibir las fuerzas mecanicas de su ambiente y poder transformarlas a una respuesta
biolégica. A nivel celular, estas fuerzas mecanicas son causadas principalmente por cam-
bios en la matriz extracelular o en células vecinas dentro de los tejidos. El proceso de

mecanotransduccion le permite a las células adaptarse a su entorno fisico ya que detecta
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Figura 2: Pasos del proceso de mecanotransduccién dentro de la célula mediada por los

canales mecanosensibles.

las modificaciones que pueden llegar a afectar al microambiente en el que se encuentran
(Martino et al. 2018, Tschumperlin. 2011).

El estudio de la mecanotransduccién se enfoca principalmente en las neuronas senso-
riales, debido a que el proceso empieza en las terminaciones nerviosas de estas neuronas
donde existen estructuras celulares, como los canales iénicos, que permiten que las fuerzas
mecanicas sean rapidamente transformadas en senales bioquimicas; estas senales pueden
ser cambios en la concentracion del calcio intracelular o la activacién de rutas metabdlicas
mediante la generacién de mensajeros intracelulares (Delmas et al. 2011). Por medio de la
mecanotransduccion las neuronas sensoriales son capaces de detectar una amplia variedad
de estimulos mecéanicos y mediar funciones fisiolégicas béasicas como lo son el sentido del
tacto, el dolor y propiocepcién. Entre los estimulos detectados se encuentran la tension
cortante, la tension de rotura y la tensién de compresion, asi como la rigidez o elasticidad
del tejido en el que se encuentran las células (Szczot et al. 2021).

A nivel molecular, la mecanotransduccién se basa en los cambios conformacionales
inducidos por fuerzas mecéanicas en las proteinas mecanosensibles, los cuales son sujetos
a fuerzas moleculares, que resulta en la apertura de los canales iénicos de la membrana

o a la alteracién de otros tipos de receptores para dar paso a la activacion de vias de
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senalizacion. Este proceso permite que se lleven a cabo un amplio rango de procesos
celulares importantes como lo son la migracién, proliferacién, diferenciacion y la apoptosis,
y es crucial para el desarrollo de los érganos y la homeostasis. Debido a su importancia
los defectos en la mecanotransduccion pueden llegar a causar una amplia variedad de
enfermedades como lo son distrofias musculares, cardiomiopatias e incluso la progresion

del cdncer o metéstasis (Jaalouk y Lammerding. 2009).

4.2.1. Canales mecanosensibles

El proceso de mecanotransducciéon depende de los canales iénicos mecanosensibles para
iniciar la depolarizacién de la membrana y poder propagar el potencial de accion generado
por el estimulo hasta el sistema nervioso central. Los canales mecanosensitivos tienen una
funcién importante en las células eucariontes, ya que permiten llevar a cabo funciones
biolégicas como lo son el tacto, el oido y la regulacién cardiovascular. Al ser activados por
estimulos mecdanicos en las membranas celulares estos canales convierten este estimulo
en seflales intercelulares energéticas, osméticas o quimicas (Delmas et al. 2011). Estos
canales mecanosensitivos se encuentran distribuidos por todo el cuerpo incluyendo la piel,
tendones, musculos, visceras, entre otros, siendo los méas reconocidos los encontrados en
la piel debido al amplio rango de estimulos que son capaces de detectar.

Actualmente existen dos modelos principales para explicar la mecanotransduccion: el
modelo de la fuerza por los lipidos y el modelo de la fuerza por la proteina, sin embargo
en los ultimos anos las investigaciones se han inclinado mas por el primero, debido a
que se ha comprobado que la funcién de estos canales estd intimamente ligada a los
lipidos que conforman la membrana plasméatica de las células. El modelo basado en los
lipidos, propone que la fuerza mecéanica es aplicada directamente en la membrana de las
neuronas sensoriales y esto ocasiona que exista un desajuste hidréfobico entre los lipidos
que conforman la membrana y los dominios transmembranales de la proteina del canal
iénico, para poder ajustarse a este desbalance la proteina sufre un cambio conformacional,
permitiendo que el canal se abra y de lugar al paso de los iones entre el interior y exterior
de la célula generando una reaccién ante el estimulo mecanico aplicado (Ridone et al.
2019). Ridone et al. (2018) demostraron por medio de la espectroscopia de resonancia

magnética nuclear y técnicas de patch clamp, que existe una relacién entre el perfil de
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presién transmembranal y la activacion de los canales mecanosensibles, evidenciando que

las interacciones lipido-proteina influyen en la funcién de estos canales.

4.2.2. Canales Piezo

En los ultimos anos uno de los principales avances en el area de la neurobiologia es el
descubrimiento de los canales mecanosensibles de la familia Piezo, el reconocimiento de
estos canales i6nicos capaces de detectar el estrés mecanico le otorgo a Ardem Patapoutian
el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2021 (Tang et al. 2022). Estos canales se
encargan de transducir los estimulos mecanicos recibidos del exterior de las neuronas
sensoriales en impulsos eléctricos que viajan hasta el sistema nervioso central y juegan
un papel importante en la regulacion de una amplia variedad de procesos fisiologicos.
Esta familia de canales i6nicos cuenta con dos miembros hasta el momento, Piezol y
Piezo2, los cuales son los principales tipos de sensores de fuerzas moleculares en células
de mamiferos. Mientras que Piezo 1 es ampliamente expresada en una gran variedad de
tejidos y organos, el canal Piezo2 se encuentra principalmente anclado a las membranas de
las neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal, donde realiza funciones importantes
como la percepcién del tacto y el dolor (Shin et al. 2021).

Se ha observado que una mala funcién de estos canales puede ocasionar una amplia
variedad de condiciones patolégicas como lo son la osteoporosis, la encefalomielitis auto-
inmune o incluso hasta el cancer (Tang et al. 2022); por lo cual su estudio en el dmbito
farmacoldgico es importante. El utilizar estos canales como objetivo de terapias ha presen-
tado un gran potencial para el tratamiento de un amplio rango de enfermedades, validando

asi su uso como receptores blanco para drogas o farmacos (Ridone et al. 2019).

4.3. Inhibidores de canales mecanosensibles

Como se menciond anteriormente el estudio de estos canales es de gran relevancia
farmacoldgica y por ende también la tienen las moléculas capaces de inhibir o regular su
funcién. Actualmente sélo se conocen pocas moléculas capaces de inhibir a ese tipo de ca-
nales y que se han utilizado en el estudio y caracterizacion de éstos. Entre estas moléculas
se incluyen el ion gadolinio, la toxina GsMTx-4 aislada del veneno de tarantula, el rojo de

rutenio, la proteina beta-amiloide y los acidos grasos saturados y poliinsaturados (Figura
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3)(Alcaino et al. 2017). Estas moléculas son conocidas como antagonistas no-especificos
de los canales mecanosensibles, debido a que de manera general, realizan su inhibicion
al interaccionar y modificar las propiedades de la membrana plasmatica, modificando
indirectamente los canales (Tang et al. 2022).

Reyes-Pardo y Sanchez-Herrera (2019) realizaron un estudio donde probaron 3 molécu-
las antagonistas de los canales mecanosensibles: el ion gadolinio, el rojo de rutenio y la
toxina GsMTx-4. En este estudio se observd que la interaccién de estos inhibidores no-
especificos de los canales mecanosensibles es directamente con la membrana lipidica, lo que
ocasiona la desactivacion de los canales. Sin embargo, el tipo de interacciones que presen-
tan cada uno de estos inhibidores con la membrana varia dependiendo de las propiedades
moleculares de cada inhibidor, a partir de los resultados obtenidos, y considerando las
propiedades de cada una de las moléculas, se propone que el gadolinio es capaz de inhibir
a estos canales debido a que su forma catidnica trivalente le permite interaccionar con
los lipidos cargados negativamente de la membrana, de igual manera el rojo de rutenio
interactia con la membrana por medio de los residuos de aztcar de las glicoproteinas y
glicolipidos. Por otro lado, la toxina GsMTx-4 presenta un caso particular debido a que
como forma parte de la familia de toxinas que presentan un dominio de nudo inhibidor
de cisteina (ICK) se cree que es capaz de integrarse en la membrana y asi realizar la
inhibicién de los canales, sin embargo, esta es una interaccion que hasta el momento no
se ha podido comprobar y por lo que esta toxina es particularmente interesante y ha sido

sujeto de estudios importantes.

4.3.1. Toxina GsMTx-4

La toxina GsMTx-4 es un péptido obtenido del veneno de la arana Grammostola
spatulata y se caracteriza por ser un conocido inhibidor de los canales cationicos meca-
nosensibles, entre los cuales se encuentran los pertenecientes a las familias Piezo y TRP;
este péptido estd compuesto por 34 aminoacidos y pertenece a la familia de toxinas que
presentan el dominio de nudo inhibidor de cisteina (ICK) (Gnanasambandam et al. 2017).
ICK es un motivo estructural caracterizado por tener tres puentes disulfuro que se orga-
nizan de tal manera que dos de estos enlaces forman una estructura de anillo por la cual

pasa el tercer enlace. Este dominio es un arreglo molecular muy estable y es debido a esto
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Figura 3: Ejemplo de tres moléculas que han sido descritas como inhibidores de los canales

mecanosensibles.

que se ha conservado en una amplia variedad de péptidos que se encuentran en el veneno
de diferentes especies (Trim et al. 2021). Al igual que los demds péptidos pertenecientes
a esta familia GsMTx-4 es una molécula pequena de alrededor de 4 kDa y anfipatica, sin
embargo, algo que distingue a esta toxina de las demads pertenecientes a la familia ICK es
su alta potencia para inhibir los canales mecanosensitivos, ya que cuenta con una IC50 de
2uM (Mulhal et al. 2023), y el hecho de que esta inhibicién no es estereoespecifica, ya que
se ha observado que tanto GsMTx-4 como su enantiémero (enGsMTx-4) son capaces de
inhibir a estos canales, lo que sugiere que para la funcién de GsMTx-4 es més importante
la distorsion de la membrana plasmatica que el reconocimiento especifico molecular de la
proteina del canal (Nishizawa y Nishizawa. 2007). De igual manera una de las caracteristi-
cas principales de esta molécula es que presenta 6 residuos de lisina en su estructura y esto
le confiere una alta carga positiva (+5e), sin embargo a pesar de su alta carga positiva los
estudios no muestran que GsMTx-4 presente preferencia por los lipidos aniénicos sobre
los zwitteridnicos, mientras que otros péptidos ICK con menor carga positiva si llegan a
tener una preferencia hacia los lipidos aniénicos (Gnanasambandam et al. 2017). Debido a
estas caracteristicas es que GsMTx-4 se ha vuelto uno de los inhibidores mecanosensibles
de mayor interés en la actualidad.

Bae et al. (2011) mediante la realizacién de experimentos de patch clamp en la configu-
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racién outside out en células HEK293 transfectadas con el canal Piezol demostraron que
las corrientes eléctricas generadas como respuesta a los pulsos de presion eran inhibidas
debido a la presencia de GsMTx-4 en el medio. A partir de estos resultados los autores
concluyeron que concentraciones micromolares de GsMTx-4 son capaces de inhibir los
canales mecanosensibles PIEZO1 y PIEZO2 sin embargo los resultados obtenidos no les
permitioé determinar el mecanismo por el cual esta toxina es capaz de realizar la inhibicion.

Posteriormente Reyes-Pardo y Séanchez-Herrera (2019) confirmaron que la interaccién
de la toxina GsMTx-4 con los lipidos que conforman las membranas afectan las pro-
piedades mecéanicas de estas, lo que a su vez podria alterar la apertura de los canales
macanosensibles; los autores observaron que la presencia de este péptido y otros inhibi-
dores en el medio comprometen la membrana plasmatica de las neuronas sensoriales al
observar un incremento en el valor del médulo de Young, lo cual indica que la elasticidad
de la membrana ha disminuido debido a las interacciones con estas moléculas. Sin em-
bargo, al comparar los efectos de esta toxina con los de los otros inhibidores de canales
mecanosensibles como el gadolinio y el rojo de rutenio, observaron que para éstos ulti-
mos dos, al aumentar la concentracién de éstos, también aumenta el valor del modulo de
Young; pero para la toxina GsMTx-4 se observa un comportamiento diferente, ya que a
una concentracién baja de 2.5 pM se observa un aumento en la rigidez de la membrana
comparado con el control, no obstante, al aumentar la concentracion a rangos de entre
5-10 nM, se observa que hay un decaimiento en el valor del médulo de elasticidad. Estos
resultados indican que la interaccién entre GsMTx-4 y la membrana es diferente a las

interacciones de los otros dos inhibidores.

4.3.2. Mecanismo de interaccién de la toxina GsMTx-4

Nishizawa y Nishizawa (2007) describen el mecanismo de interaccién de GsMTx-4 con
membranas lipidicas conformadas de fosfatidilcolinas a través de modelos de simulacion
de dindamica molecular. En este estudio concluyen que existen dos modos de interaccion
entre GsMTx-4 y las membranas: el modo superficial y el profundo. En el primero, todos
los residuos cargados positivamente de la toxina interaccionan de manera superficial con
la parte de los lipidos que se encuentra en la parte externa de la bicapa; mientras que en el

modo profundo los residuos de lisina K-8 y K-28 de la toxina son capaces de interaccionar
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Figura 4: Estructura de la toxina GsMTx-4 utilizada para las simulaciones. Lado izquierdo
vista lateral y lado derecho vista inferior. El triptéfano (TRP) se presentan en color azul,
los residuos hidréfobicos en color verde (GLY, LEU, PHE), los basicos en color cian (LYS
y ARG), los polares en color rosa (CYS, ASN, SER) y los residuos acidos en color rojo
(ASP, GLU).

con los oxigenos pertenecientes a los grupos carbonilos de los lipidos que se encuentran

en la parte interna de la bicapa.

De igual manera Nishizawa et al. (2015) describieron la importancia que tienen los
residuos de lisina para que se pueda llevar a cabo la interaccién de la toxina, ya que al
mutar estos residuos por acido glutamico y comparar sus interacciones con membranas
de fosfatidilcolina por medio de simulaciones de dindmica molecular, encontraron que los
residuos de lisina favorecen el angulo de inclinacion, la profundidad de penetracién, el

equilibrio entre las uniones y la interaccién energética con las cabezas lipidicas.

Por tltimo, Reyes-Pardo y Sanchez-Herrera (2019) reportaron que la interaccién de
esta toxina con las membranas se presentaba particularmente en neuronas IB4+, estas
neuronas son neuronas sensoriales que se caracterizan por tener una membrana en cu-
ya superficie estan presentes carbohidratos, como la a-D galactosa encontrada en ciertos
glicolipidos, y esto es lo que permite que se una la isolectina B4, la cual se usa como mar-
cador para identificar células que contengan glicolipidos o glicoproteinas en su membrana
(Stucky, 2007). Hasta el momento los estudios de dindmica molecular realizados para ex-

plicar el mecanismo de interacciéon de GsMTx-4 con membranas s6lo se han realizado con
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membranas modelo conformadas de fosfatidilcolinas, por lo que en este trabajo se busca
observar si la composicién de la membrana puede llegar a afectar la interaccién de la
toxina con la bicapa, mas especificamente si la presencia de glicolipidos en las membranas

modelo interfiere con esta interaccidn.

4.4. Composicion de las membranas plasmaticas

Las membranas plasmaticas estan compuestas tanto de lipidos como de proteinas,
siendo su estructura principal una bicapa de fosfolipidos que tiene como funcién ser una
barrera entre la célula y el ambiente, asi como entre los compartimentos subcelulares
(Harayama y Riezman. 2018); de igual manera en esta bicapa se encuentran proteinas
transmembranales que llevan a cabo funciones especificas, como lo son el transporte se-
lectivo de moléculas y el reconocimiento célula-célula (Cooper. 2000). Las membranas
plasmaéticas de las células animales estan conformadas por 4 fosfolipidos principales, los
cuales son: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y esfingomielina, estos
lipidos constituyen més de la mitad de los componentes de la membrana; de igual manera
en menor cantidad, se encuentran otros tipos de lipidos como los fosfatidilinositol, los gli-
colipidos y el colesterol. Algo a resaltar es que la bicapa lipidica estd formada por una capa
exterior y una capa interior, aunque los lipidos anteriormente mencionados se encuentran
distribuidos en ambas capas, para la exterior se observa que hay un mayor nimero de
fosfatidilcolinas, esfingomielina y glicolipidos, mientras que para la capa interior se com-
pone principalmente de fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol (Cooper.

2000).

4.4.1. Glicolipidos

Las neuronas se caracterizan por ser uno de los pocos tejidos que contiene una al-
ta concentracién de glicolipidos en sus membranas, sin embargo aunque los glicolipidos
son unas de las clases de lipidos méas complejas, también son una de las menos estudia-
das. Estos lipidos se caracterizan por tener un residuo de azicar en su cabeza, siendo
las més comunes la glucosa y galactosa, estas se encuentran unidas a una cadena de hi-
drocarburos, a un glicerol o a la esfingosina, sin embargo la mayoria de los glicolipidos

encontrados en células animales se encuentran unidos a una esfingosina y son conocidos
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Figura 5: Estructura general de los esfingolipidos grupo al cual pertenece la galactosilce-
ramida. Los esfingolipidos cuentan con tres partes importantes: un residuo de azicar en

la cabeza hidrofilica, una cadena de esfingosina y una cadena de acidos grasos.

como esfingolipidos (Figura 5). Algunos tipos de esfingolipidos son la esfingomielina y los
galactocerebrocidos; éstos se encuentran principalmente en las membranas de las neuro-
nas y en la vaina de mielina que recubre los axones, desarrollan un papel importante para
la transmisién de estimulos y el correcto funcionamiento de las neuronas (Hussain et al.

2019).

4.4.2. Funcion de los glicolipidos en el sistema nervioso

Existe una amplia variedad de glicolipidos y cada uno realiza un papel importante en
los seres vivos. Los esfingolipidos y glicoesfingolipidos se encuentran en altas concentracio-
nes en el sistema nervioso, debido a que son constituyentes fundamentales de las membra-
nas neuronales donde se ha observado que tienen funcion estructural y de senalizacion, que
permite que se lleven a cabo procesos bioldgicos importantes como son la comunicacion
célula-célula, adhesion celular, transduccion de senales y el acomodo de proteinas. Aunque
usualmente estos lipidos se presentan en pocas cantidades en las membranas plasmaticas,
en ciertos tejidos y células altamente especializadas como lo son las células epiteliales,
neuronas y mielinas su concentracién molar alcanza hasta un 30 % (Rég et al. 2007), de
igual manera se ha observado que en las neuronas, el perfil de concentraciéon de estos

lipidos cambia continuamente conforme el cerebro del organismo se va desarrollando, lo
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cual indica que los esfingolipidos y glicoesfingolipidos se ven involucrados en la diferen-
ciacion y el mantenimiento de las funciones neuronales. Entre los glicoesfingolipidos més
comunes se encuentran las galactosilceramidas (GalCer), las cuales constituyen el 12 % de

concentracion molar en la materia blanca del cerebro (Olsen y Faergeman. 2017).

4.4.3. Diferencias entre los glicolipidos y otros lipidos encontrados en mem-

branas celulares

Otro de los lipidos que encontramos de manera esencial en todas las membranas ce-
lulares son los fosfolipidos pertenecientes a la familia de fosfatidilcolinas, estos lipidos
constituyen un tercio de los lipidos que se encuentran en las membranas celulares y de-
bido a esto son de gran importancia para mantener la estructura de las células. Lo que
diferencia a los fosfolipidos de los glicolipidos son principalmente diferencias estructurales
que permiten que cada uno realice una funcién diferente en las membranas plasmaticas
(Hall et al. 2010). Una de las principales diferencias estructurales entre estos dos tipos
de lipidos es la capacidad de formar puentes de hidrégeno con las moléculas adyacentes,
la cual es mayor en los glicoesfingolipidos debido a que el carbohidrato presente en su
estructura, le confiere seis sitios donadores de hidrégenos en sus grupos amino e hidroxilo,
comparado con otros lipidos de membrana como son la esfingomielina y fosfatidilcolina,
este nimero es significativamente alto, ya que la esfingomielina sélo cuenta con dos sitios
donadores, mientras que los fosfatidilcolina no presenta sitios donadores. La formacion
de estos puentes de hidrégeno da como resultado membranas més gruesas y cohesivas

(Saeedimasine et al. 2019).
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5. Hipodtesis

La presencia de glicolipidos en las membranas plasmaticas de las neuronas sensoriales

afecta la union de la toxina GsMTx-4.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Estudiar como la presencia de glicolipidos en las membranas modelo afecta a la union

de la toxina GsMTx-4.

6.2. Objetivos especificos

= Generar modelos de membranas lipidicas por medio de dinamica molecular.

= Comparar las interacciones de GsMTx-4 en modelos de membranas conformadas

por glicolipidos y fosfatidilcolinas.

= Analizar como la presencia de GsMTx-4 cambia las propiedades de las membranas.
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Figura 6: Representacion del modelo experimental a realizar. La metodologia general
consiste en crear los sitemas de POPC, DPGS y la mezcla de ambos para posteriormente

insertar la toxina y llevar a cabo las simulaciones de dindmica molecular.
7. Metodologia

7.1. Estrategia experimental

En este estudio se busca describir si existe un cambio en el mecanismo de accién de
GsMTx-4 dependiendo de la composicion lipidica de las membranas, especificamente de
si existe una diferencia cuando se presentan glicolipidos en las membranas. Para esto se
partié de 3 modelos de bicapas: una compuesta inicamente de palmitoiloleoilfosfatidilco-
lina (POPC) debido a que son los tipos de lipidos que se presentan en mayor cantidad en
las membranas plasmaticas, otra tnicamente de palmitoilgalactosilcerebrosido (DPGS),
debido a que suelen presentarse en mayor concentracién en las membranas de las neuro-
nas y una conformada por estos dos lipidos, para conocer si la mezcla de ambos lipidos
interfiere en la interaccién con la membrana (Figura 6).

De igual manera para conocer si la interaccién de la toxina con la membrana se ve
afectada dependiendo del nimero de toxinas que se encuentren en el medio se realizaron

simulaciones de dindmica molecular donde se introdujeron seis toxinas al medio y se
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comparo su comportamiento con el de las simulaciones anteriormente realizadas.

7.1.1. Modelar las membranas mediante la interfaz grafica de usuario basada

en web con el campo de fuerza CHARMM

Se generaron 3 membranas a partir del modelado de grano grueso de Martini 2 uti-
lizando diferentes concentraciones lipidicas, como se presenta en la tabla 1, de POPC y
DPGS. Estas membrana fueron generadas por el programa CHARMM-GUI utilizando la
opcién Martini Maker y posteriormente la opcion de Bilayer Builder. CHARMM-GUI es
una interfaz grafica basada en web que permite automatizar el proceso de generar bicapas
lipidicas con o sin proteinas ancladas en estas (Jo et al. 2009), en este programa se espe-
cificaron el tipo y nimero de lipidos que forman la membrana que se busca generar, asi
como la forma de la caja en donde se ensamblard el sistema y la cantidad de moléculas
de agua a utilizar; a partir de estos pardametros el programa fue capaz de determinar un
aproximado del tamano del sistema a modelar y procedié a generar la bicapa. De igual
manera para neutralizar el sistema, el programa fue capaz de agregar una cantidad apro-
piada de iones basandose en una concentracién previamente establecida por el usuario.
Posteriormente la bicapa lipidica fue generada por medio del método de reemplazo, este
método utiliza pseudoatomos similares a los lipidos para determinar la posicion de éstos
en el sistema y luego reemplaza estos pseudoatomos por los lipidos que conformaran el
sistema (Jo et al. 2007); cuando la membrana a generar estd compuesta de mas de un
tipo de lipido el acomodo de éstos se realiza de manera aleatoria. Por tltimo, cada uno
de los componentes generados se ensamblé para formar el sistema que se busca simular,
debido al costo computacional CHARMM-GUI no es capaz de realizar la equilibracién y
produccion del sistema, en cambio proporciona los archivos de entrada para realizar estos
procesos en GROMACS.

Para las 3 membranas se utiliz6 el campo de fuerza MARTINI 2.2 asi como el modelo
de una esfera no polar del agua. En el modelo de grano grueso pequenos grupos de dtomos
(3-4 dtomos pesados) son agrupados en esferas que interactian entre ellas por medio de
potenciales empiricos. Las membranas fueron hidratadas con una capa de agua de 2.25
nm de grosor y se utilizé una concentracién de 150mM de NaCl en forma de iones. Al

terminar el ensamblaje de los sistemas, la hidratacion de los sistemas de POPC, DPGS y
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POPC/DPGS fue de 19, 21 y 20 moléculas de agua por cada lipido respectivamente.

Tabla 1: Descripcién de los modelos de membrana generados para la simulacion de dinami-

ca molecular.

Membrana Modelo Composicién
DPGS Grano grueso 2048 DPGS
POPC Grano grueso 2048 POPC

DPGS/POPC | Grano grueso | 1024 DPGS/1024 POPC

7.1.2. Generar el campo de fuerza para la toxina GsMTx-4

Las coordenadas moleculares de la toxina GsMTx-4 fueron obtenidas del Protein Data
Bank (ID:1TYK) a partir de lo reportado por Oswald et al. (2002) y se modificé el archivo
PDB para eliminar las moléculas de agua presentes debido al proceso de cristalizacion al
que se expuso el péptido para poder conocer su estructura tridimensional. Posteriormente
a partir de este archivo por medio del cédigo Martinize.py, escrito en el lenguaje de
programacién Python y proporcionado por MARTINI (Marrink et al. 2007), se generé la
estructura y topologia necesaria del péptido para realizar la simulaciéon en grano grueso.

Una vez generados y equilibrados los sistemas, se colocaron las toxinas en la fase acuosa
de cada una de las membranas modelo, alineando el plano de la molécula con el plano de
la membrana.

De acuerdo a lo discutido por Reyes-Pardo y Sénchez-Herrera (2019), conforme au-
menta la concentracion de la toxina, su interaccién con la membrana puede variar debido
a que aumentaria la probabilidad de que las moléculas de toxinas interaccionen entre
ellas mismas y esto ocasiona que interaccionen menos con la membrana, haciendo de esta
forma que ya no presente un alto nivel de tensién. Para corrobar esto de manera compu-
tacional, se plantearon dos modelos experimentales para analizar como la concentracién
de GsMTX-4 puede afectar en la interaccion de la toxina con las diferentes membranas,
los cuales fueron: un sistema con una toxina en el medio y un sistema con seis toxinas en

el medio.
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7.2. Simulacion de dinamica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular consistieron en cuatro pasos principales: la
preparacién del sistema, minimizacion de la energia, equilibracién del sistema y produccion
del sistema. El paso de preparacion fue realizado previamente con ayuda del programa
CHARMM-GUI y los archivos obtenidos en este paso fueron utilizados en GROMACS

version 2019.6 (Lindahl et al. 2020) para realizar los demés pasos de la simulacién.

7.2.1. Preparacion del sistema

Habiendo previamente generado los modelos de membrana y la topologia de la toxina,
se insertd el péptido en el medio donde se encuentra la membrana, para esto se utilizo
el comando gmx insert molecule, el cual permite sustituir las moléculas de agua que se
encuentran en el medio por la molécula seleccionada para insertar, la cual en este caso es
la proteina GsMTx-4.

Cémo se menciond anteriormente para verificar si el aumento de toxinas en el medio
afecta su interaccién con la membrana se llevaron a cabo diferentes simulaciones variando
el nimero de toxinas insertadas. Las primeras tres membranas modelo fueron simuladas
con una sola toxina en el medio y posteriormente estas mismas membranas se simularon

insertando ahora seis toxinas en el medio.

7.2.2. Minimizacién de energia

Una vez que se cuenta con el sistema solvatado, neutralizado y ensamblado se debe
de asegurar que éste no presente una geometria inapropiada o choques estéricos y para
esto la estructura debe de ser relajada por un proceso llamado minimizacién de energia
(Lemkul. 2018).

Para la minimizacién de energia del sistema se partio del archivo de extensién pdb
obtenido de CHARMM-GUI que contiene las coordenadas del sistema, este archivo se
convirtié a un archivo de extensién gro para poder ser trabajado en GROMACS. Aunque
el objetivo de la minimizacion es llegar a una molécula que se encuentre en el minimo
de energia global esto a nivel computacional es complicado y costoso, por lo que los

algoritmos utilizados llegan a un minimo local lo suficientemente estable para evitar que
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existan choques estéricos entre los atomos y que esto permita realizar la simulacién del
sistema (Gautam. 2021). El algoritmo utilizado para llevar a cabo la minimizacién de
energia es conocido como steepest descent o descenso mas empinado en espanol, el cudl
calcula el minimo de energia al alterar las coordenadas del sistema en un rango de tiempo
determinado, lo que se le conoce como paso, el algoritmo decide el tamano del paso
dependiendo de la energia potencial de superficie inicial y lo va cambiando conforme
avanza la minimizacién hasta alcanzar una energia minima lo suficientemente estable
para generar la simulacién (Zimmerman. 1991).

Al terminar este paso se obtuvieron 4 archivos de salida importantes: los archivos
de extension log, edr, trr y gro, que contienen la informacién de todos los parametros
utilizados y procesos que se llevaron a cabo durante la minimizacién de energia, un archivo
binario que contiene todos los términos de energia colectados por GROMACS durante el
analisis, la trayectoria del sistema y las coordenas de la estructura después de realizar la
minimizacion de energia, respectivamente.

Para verificar que la minimizacién de energia se haya realizado de manera exitosa, se
realiz6 un analisis del archivo de extension edr que contiene la informacién del potencial
de energia que se alcanzo en cada paso de la minimizacion, para llevar a cabo el anélisis de
este archivo primero se genero un archivo de extension xvg para posteriormente graficar
los datos obtenidos utilizando la herramienta Xmgrace. La minimizacion de energia se

realizé de manera correcta ya que fue posible continuar sin problema los demas pasos.

7.2.3. Equilibracién del sistema

El paso de minimizacién de energia proporciona una estructura razonable en términos
de la geometria y orientacién del sistema, sin embargo para poder realizar la simulacion
debe ser llevada a cabo en condiciones similares a lo experimental. Para poder llevar a
cabo este paso se hizo uso de los ensambles termodinamicos también conocidos como
ensambles estadisticos, los cuales son un conjunto de sistemas termodinamicos que tienen
en comun ciertos atributos macroscopicos (Han. 2016).

La equilibracion se llevé a cabo en dos fases, cada una realizada en un ensamble ter-
modinamico diferente. En la primera fase se utilizo el ensamble canénico o NVT, donde

tres parametros del sistema se encuentran constantes durante el tiempo de simulacién,

33



estos pardmetros son el nimero de particulas (N), el volumen (V) y lo mds importante
la temperatura (T), este paso estabilizé la temperatura del sistema. La segunda fase per-
mitioé estabilizar la presion, utilizando un ensamble isotérmico-isobarico o NPT, donde
el sistema presenta una temperatura constante lo que lo vuelve isotérmico y una pre-
sién constante por lo tanto es isobarico. Este ensamble asegura que el sistema tenga la
densidad correcta para poder realizar el paso de la produccién, asi mismo permite repre-
sentar la realidad experimental ya que éstos suelen realizarse a una presion atmosférica y
temperatura ambiente (Zheng et al. 2018).

Para el ensamble NPT los parametros utilizados fueron una presién de 1 bar que
concuerda con la presion normal de la células y una temperatura de 340 K, la cual es
considerada una temperatura alta para una célula animal, sin embargo en la dindamica
molecular para obtener membranas en fase fluida similares a las membranas plasmaticas
de las células se debe de tomar en cuenta la temperatura de transicion de los lipidos
utilizados, aqui debido a que se utilizaron dos lipidos diferentes se va a trabajar con la
temperatura de transiciéon mas alta el cual es el caso de la temperatura para DPGS, la
cual segin lo que reporta Lopez et al. (2013) es de 330 K y para asegurar que todos los
lipidos se encontraran en fase fluida se trabajé con una temperatura 10 grados K mas
elevada.

El tiempo determinado para realizar estas simulaciones es menor que el tiempo nece-
sario para realizar la minimizacion y la produccién del sistema ya que sélo se busca que
las particulas de agua y los iones se equilibren alrededor del sistema. Para verificar que
este paso se haya realizado de manera adecuada se graficaron los archivos de extension edr
donde se observé como cambia tanto la temperatura como la presién del sistema durante el
tiempo de simulacién obteniendo que estas se encuentran entre los rangos posteriormente

preestablecidos.

7.2.4. Produccién del sistema

Este es el iltimo paso en la simulaciéon donde ya se cuenta con un sistema bien definido
y equilibrado, por lo que sdlo falta recolectar los datos de interés acerca del sistema. Las
diferencias entre el paso de equilibracién y produccién son minimas: en este paso no se

presentaron restricciones en las posiciones de los atomos, se realizé en un ensamble NPT,
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utilizando los parametros previamente establecidos, y la simulacién se realizé en un mayor
tiempo, el cudl en este caso fue de 1 us por sistema, exceptuando el sistema mezcla, el
cual se corrié una simulacion de 2 us ya que los resultados del andlisis a 1 us sugerian que
este sistema todavia no se encontraba en equilibrio (Kukol. 2008).

Al terminar la simulacién se obtuvo un archivo de extensién trr que contiene la trayec-
toria del sistema; esta trayectoria describe el movimiento y comportamiento del sistema
cuando se encuentra en las condiciones establecidas anteriormente y es a partir de esta
trayectoria que se partié para realizar el andlisis de las propiedades del sistema. Para vi-
sualizar el resultado final de las simulacién se utilizaron softwares como VMD (Humphrey
et al. 1996), donde se cargan los archivos que contienen tanto las coordenas finales del

sistema asi como la trayectoria de éste.

7.3. Analisis de las propiedades del sistema

Una vez realizada la simulaciéon se procedié a hacer un analisis del sistema obtenido,
entre las propiedades analizadas se encuentran: el area por lipido, el ancho de membrana,
el parametro de orden, el perfil de densidad, la funcién de distribucion radial, la difusion
lateral y el centro de masa. Para realizar estos analisis se utilizaron principalmente los
archivos que contienen tanto las coordenas del sistema como la trayectoria de éste a
través del tiempo. El andlisis de las propiedades del sistema se realizé a partir de los
datos obtenidos en los ultimos 100 ns de simulacion.

El drea por lipido se obtuvo multiplicando las dimensiones x/y de la caja de simulacién
y dividiéndolo por el niimero de lipidos presentes en cada una de las capas de la membrana.
El ancho de membrana se calculé como la distancia entre los fosfatos de las cabezas
lipidicas en el perfil de densidad electrénica. Los calculos del area por lipido como el
ancho de membrana se realizaron usando la libreria lipyphilic en el programa Python, que
permitio identificar el nimero de lipidos en cada capa.

El orden de las cadenas lipidicas se obtuvo por medio del parametro de orden, éste
es una medida de orientacién relativa de los enlaces C-H con respecto a la normal de la

bicapa lipidica y se representa con la ecuacion:

Sc = ;<3 cos? 0; — 1)
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Donde @ es el angulo entre la normal de la bicapa y el vector que une a C-H. Para calcular
este parametro se utilizo el script do-order-gmx proporcionado por MARTINI (Marrink et
al. 2007) y escrito en el lenguaje Python, con el cual a partir de los archivos de trayectoria
xtc y las coordenadas del sistema se logré calcular el orden que presentan los carbonos
que se encuentran presentes en las colas de los lipidos.

El perfil de densidad se define como el medir la probabilidad de que un electron se
encuentre en una ubicacién especifica. Para este andlisis se calculo la distribucion z de los
electrones promediada en el tiempo de simulacién, y esto puede ser evaluado con precision
debido a que se conocen todas las posiciones atémicas del sistema (Moradi et al. 2019.).
Para este andlisis se tomaron en cuenta los a&tomos que conforman las cabezas lipidicas,
la parte media de los lipidos y las colas lipidicas.

La funcién de distribucion radial es uno de los parametros mas importantes al estudiar
membranas lipidicas, sobre todo cuando estas estdan siendo probadas con una droga o toxi-
na, éste calcula la probabilidad de encontrar cierta molécula a una distancia determinada
de la molécula estudiada (Kabedev, Hossain y Larsson. 2024.). En este caso se estudié
la distancia entre las cabezas lipidicas, mas especificamente entre los atomos PO4 para
POPC y C3 para DPGS (Figuras 27 y 28 de la seccién Anexos), tanto en las membranas
compuestas Unicamente de estos lipidos como en la mezcla; asi mismo también se midié
la distancia que existe entre estos atomos y el aminoacido triptéfano que ese encuentra
en la estructura de GsMTx-4 y por ultimo se midi6 la distancia entre este aminoacido y
las moléculas de agua que se encuentran cercanas a éste.

La difusién lateral es un proceso estudiado en las membranas plasmaticas donde los
lipidos que componen estas tienden a moverse de manera lateral siempre y cuando éstos no
dependan de una interaccion directa con alguno de los otros componentes de la membrana,
esto es debido al comportamiento fluido que presentan la mayoria de las membranas. Para
calcular la difusién lateral de una membrana simulada con dindmica molecular se utiliza

la siguiente ecuacion:

Dy = lim — S (1) - (o))

z—oo 4t N =

Donde r; es la posicién del centro de masa de la molécula ¢ a un tiempo t. Al realizar

el seguimiento de las posiciones de las moléculas que se encuentran en ambas capas de
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las membranas se puede calcular el coeficiente de difusion lateral de cada una de estas
(Moradi, Nowroozi y Shahlaei. 2019). Aqui se calculd y grafico el valor de la difusién
lateral para los lipidos POPC y DPGS tanto en las membranas formadas inicamente por
éstos asi como en la mezcla.

Por 1ltimo se gréfico el centro de masa de la toxina o toxinas y como éste cambiaba
conforme avanzaba la simulacion. El centro de masa se refiere al promedio de posiciones
de las masas de todos los dtomos que componen una molécula (GROMACS, s.f.); por
lo cual el calcular y graficar este valor nos permitira observar de forma grafica donde se
encuentra la toxina y si ésta se encuentra interaccionando con alguna de las capas que
componen a la membrana. Se debe de aclarar que para calcular la densidad, la distribucion
radial, la difusion lateral y el centro de masas se utilizaron los comandos especificos
de GROMACS los cuales se pueden encontrar en la documentacién de GROMACS en

https://manual.gromacs.org/.
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8. Resultados

8.1. Simulacién de dinamica molecular de los sistemas

Se simularon los tres diferentes tipos de membrana como se muestra en la figura 7,
donde se observan los tres diferentes sistemas una vez que se realizo la equilibracion de
las membranas y se insert6 una toxina en el medio. A diferencia de las membranas de sélo
POPC y DPGS, la membrana de la mezcla de lipidos presenta una marcada curvatura
en su estructura, la cual podria implicar que las interacciones que existen entre los dos

lipidos pueden causar curvatura en la bicapa.

Figura 7: Imagen representativa de como se encuentran los modelos de membrana simu-
lados en presencia de una toxina GsMTx-4 antes de iniciar la simulacion de dindmica
molecular. A) Vista lateral de la membrana de POPC con una toxina en el medio. B)
Vista lateral de la membrana de DPGS con una toxina en el medio. C) Vista lateral de

la membrana conformada por la mezcla de POPC y DPGS con una toxina en el medio.

Por otro lado en la figura 8 se observan los tres diferentes sistemas pero ahora in-
cluyendo 6 moléculas de toxina en el medio, insertando tres toxinas por cada una de las
capas de la membrana, superior e inferior, de tal forma que se encuentren lo méas cercanas

posibles.
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Figura 8: Imagen representativa de como se encuentran los modelos de membrana simu-
lados en presencia de seis toxinas GsMTx-4 antes de iniciar la simulacién de dindmica
molecular. A) Vista lateral de la membrana de POPC con seis toxinas en el medio. B)
Vista lateral de la membrana de DPGS con seis toxinas en el medio. C) Vista lateral de

la membrana conformada por la mezcla de POPC y DPGS con seis toxinas en el medio.

En las figuras 9 y 10 se visualizan los sistemas a la mitad del tiempo de simulacién y
al final de ésta para los casos de una y seis moléculas de toxinas respectivamente. Para
los sistemas con una sola toxina (Figura 9) se encontré que la toxina interacciona de
manera mas profunda con la membrana formada por la mezcla de lipidos, seguida de
la membrana de DPGS puro y por ultimo con la membrana de POPC, posteriormente
estas observaciones fueron corroboradas al realizar los analisis de las propiedades de la
membranas.

Por otro lado, para los sistemas con 6 toxinas (Figura 10) se observé que en la mem-
brana de POPC puro las toxinas tienen una mayor interacciéon entre ellas formando un
agregado, el cual interacciona de forma superficial con la membrana, mientras que para
el sistema de mezcla de lipidos aunque a lo largo de la simulacién si se llegan a observar
agregados, éstos son menos y algunas de las toxinas se encuentran interactuando de forma

individual con la membrana en un interaccién profunda y para la bicapa de DPGS no
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Figura 9: Comparativa de los sistemas con una molécula de toxina simulados a 500 ns y
a 1 us. A) Vista lateral del sistema de POPC con una toxina a los 500 ns de simulacién
y a 1 us de simulacién. B) Vista lateral del sistema de DPGS con una toxina a los 500 ns
de simulacién y a 1 us de simulacién. C) Vista lateral del sistema de la mezcla de POPC

y DPGS con una toxina a los 500 ns de simulacién y a 1 us de simulacién.

se observan agregados y cada una de las toxinas interacciona de manera profunda con la

membrana.
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Figura 10: Comparativa de los sistemas con seis moléculas de toxinas simulados a 500 ns
y a1 us. A) Vista lateral del sistema de POPC con seis toxinas a los 500 ns de simulacién
y a 1 ps de simulacién. B) Vista lateral del sistema de DPGS con seis toxinas a los 500 ns

de simulacién y a 1 us de simulacién. C) Vista lateral del sistema de la mezcla de POPC

y DPGS con seis toxinas a los 500 ns de simulacion y a 1 us de simulacién.
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En la figura 11 se muestra una vista superior de la capa de la membrana donde
se puede apreciar con que tipo de lipido se encuentra interactuando principalmente la
toxina en las capas de la membrana formada por la mezcla de lipidos, aqui los lipidos
de DPGS se representan en color morado y los lipidos de POPC en color azul. La figura
11A corresponde a la simulacién del sistema con una sola toxina donde ésta se encuentra
interaccionando unicamente con la capa inferior de la membrana y se puede observar que
a lo largo de la simulacién esta toxina tiende a encontrarse rodeada de lipidos de DPGS.
Lo mismo sucede para el sistema que contiene seis toxinas, figura 11B, donde la imagen
del lado izquierdo corresponde a la capa superior de la membrana y se puede observar
como las cuatro toxinas que se encuentran interaccionando con la membrana también
son rodeadas principalmente por lipidos DPGS, este comportamiento se presenta de igual
manera en la interaccién de las dos toxinas con la capa inferior de la membrana en la

imagen del lado derecho.
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® DPGS @ POPC

Figura 11: Vista superior de las capas de la membrana mezcla donde se encuentra interac-
cionando la toxina. A) Sistema de la mezcla de lipidos donde se encuentra interaccionando
una sola toxina a los 500 ns (izquierda) y a 1 us (derecha) B) Sistema de la mezcla de
lipidos donde se encuentran interaccionando seis toxinas, cuatro con la capa superior (iz-

quierda) y dos con la capa inferior (derecha) a 1 us de tiempo de simulacién.
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8.2. Area por lipido y ancho de membrana

Para determinar el efecto que tiene en las membranas la inclusion de las toxinas, se
obtuvo el parametro de area superficial que ocupa cada lipido en la capa de la membrana.
En la figura 12 y tabla 2 se muestran los resultados del andlisis de drea por lipido de las
tres membranas, en unidades de nm?, calculado para cada una de las variaciones de los
tres tipos de membranas. En la grafica se muestra cada una de las diferentes membranas
con sus respectivos 3 grupos experimentales: sin toxina, con una toxina y con seis toxinas.
Para conocer si existia diferencia significativa entre los grupos experimentales se realizo
primero una prueba de ANOVA y en caso de obtener un p-value menor a 0.05, que indica
que si existe diferencia en alguno de los grupos, se realiza una prueba de Tuckey para
comparar cada grupo y conocer cuales son los que presentan diferencia significativa entre
si; se marcé con asterisco los grupos que presentaban diferencias significativas segtin lo
obtenido en la prueba de Tuckey. Para realizar estos andlisis se tomo como grupo muestra
los valores obtenidos en los ultimos 100 ns del tiempo de la simulacion. El sistema donde
se observo diferencia significativa fue en la membrana formada por la mezcla de lipidos,
aqui los grupos que presentan diferencia significativa entre si segin la prueba de Tuckey

son el grupo de sin toxina y el grupo de seis toxinas.

Tabla 2: Promedio del area por lipido de los sistemas formados por POPC, DPGS y la

mezcla de ambos lipidos.

Membrana Sin toxina Una toxina Seis toxinas
POPC 0.693 £ 0.0034 | 0.693 £ 0.0039 | 0.693 % 0.0030
DPGS 0.571 £ 0.0042 | 0.572 4 0.0060 | 0.572 %+ 0.0041

DPGS/POPC | 0.581 + 0.0113 | 0.594 + 0.0089 | 0.579 + 0.0104

De igual manera se obtuvo el pardmetro del ancho de las membranas los cuales se
muestran en la figura 13 y tabla 3. En esta grafica se muestran los valores del promedio del
ancho de membrana, en unidades de nm, correspondientes a cada una de las membranas
modeladas. Al igual que en la figura anterior en cada membrana se cuenta con tres grupos

experimentales: sin toxina, con una toxina y con seis toxinas. Para conocer si existe
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Figura 12: Grafica del promedio del area por lipido + la desviacion estandar de los tres
sistemas y de los diferentes grupos experimentales: sin toxina, con una toxina y con 6
toxinas. Se realizaron dos pruebas diferentes para conocer si existia diferencia significativa
entre los grupos la primera siendo la prueba de ANOVA seguida por una prueba de
Tuckey; los asteriscos representan que existe diferencia significativa entre los grupos. En
la membrana conformada por la mezcla de lipidos en el ANOVA se obtuvo un p-value de
0.008 y en la prueba de Tuckey un p-value de 0.011 entre el grupo sin toxina y el grupo
de una toxina, y un p-value de 0.028 entre el grupo con una toxina y el grupo con seis

toxinas.

diferencia significativa entre los tres grupos experimentales se realizé una prueba ANOVA
y en caso de que se obtuviera un p-value menor a 0.05 se procedié a realizar una prueba
de Tuckey la cual permitié identificar cual de los tres grupos presentaba la diferencia
significativa con respecto a los demas; al igual que en el pardmetro anterior para estos
analisis se tomo como grupo muestra los valores obtenidos en los tltimos 100 ns del tiempo
de la simulacién. Los resultados obtenidos muestran que existe una diferencia significativa
entre los grupos de una toxina y de seis toxinas para el sistema conformado por la mezcla

de lipidos.
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Figura 13: Gréfica del promedio del ancho de membrana + la desviacién estandar de
los tres sistemas y de los diferentes grupos experimentales: sin toxina, con una toxina
y con 6 toxinas. Se realizaron dos pruebas diferentes para conocer si existia diferencia
significativa entre los grupos la primera siendo la prueba de ANOVA seguida por una
prueba de Tuckey; los asteriscos representan que existe diferencia significativa entre los
grupos. En la membrana de la mezcla de lipidos en el ANOVA se obtuvo un p-value de
0.018 y en la prueba de Tuckey se obtuvo un p-value de 0.015 entre el grupo de una toxina

y el grupo de seis toxinas.

Tabla 3: Promedio del ancho de membrana de los sistemas formados por POPC, DPGS

y la mezcla de ambos lipidos.

8.3.

Membrana Sin toxina Una toxina | Seis toxinas
POPC 3.79 £ 0.014 | 3.79 £ 0.014 | 3.79 £ 0.014
DPGS 3.81 £ 0.014 | 3.80 & 0.019 | 3.80 £ 0.014

DPGS/POPC | 3.98 + 0.132 | 3.92 + 0.101 | 4.11 4+ 0.170

Perfil de densidad

Las figuras 14, 15 y 16 muestran los resultados obtenidos al graficar el perfil de densidad
de las tres membranas, cada una con sus respectivos tres grupos de sin toxina (A), con

una toxina (B) y con seis toxinas (C). En estas gréficas el eje horizontal se muestran
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las coordenadas de la caja de simulacién donde se encuentra el sistema, siendo el 0 el
principio de la caja y dependiendo del tamano de ésta las coordenadas pueden llegar
hasta valores de 10 o 12 nm y en el eje vertical se muestran los valores de densidad. Aqui
se midio la densidad de las cabezas lipidicas, las cuales para POPC se conforman de una
colina y un grupo fosfato y para DPGS por una galactosa, representadas en color verde;
la parte media del lipido, que para POPC se encuentra conformada por un glicerol y
para DPGS los atomos de oxigeno que conectan las cabezas hidrofilicas con las cadenas
hidrofébicas, representada en color morado; las colas lipidicas, que estan formadas por
atomos de carbono, representadas en color rojo; las moléculas de agua, representadas en
color azul y la toxina, representada en color marron. Para visualizar de manera grafica los
atomos que conforman estos lipidos redirigirse a las figuras 27 y 28 de la seccién de Anexos.
Como la membrana mezcla presenta dos lipidos diferentes aqui las cabezas lipidicas de
POPC se encuentran representadas en color verde y las de DPGS en color azul claro; la
parte media de POPC se representa de color morado y la de DPGS en color azul y por
ultimo las colas lipidicas de POPC se representan en color rojo y las de DPGS en color
café; al igual que en los otros sistemas la toxina se visualiza en color amarillo, para este
sistema no se graficaron las moléculas de agua. Este analisis muestra un comportamiento
esperado para las membranas de POPC y DPGS puro (figuras 14 y 15), donde se observa
que la mayor densidad de los atomos que componen las cabezas lipidicas se encuentran
en la parte exterior de las bicapas, ya que son hidrofilicas, seguidos por los picos de
densidad para los atomos que componen la parte media del lipido y por ultimo el perfil
de densidad de los carbonos que componen las colas lipidicas, donde también se observa
una disminucion total del perfil de densidad de las moléculas de agua debido a que esta es
la parte hidrofébica de la membrana; de igual manera este comportamiento se mantiene

sin importar la cantidad de toxina en el medio.

Para el caso de la mezcla (figura 16) observamos una tendencia donde la densidad
para los atomos que componen las cabezas de los lipidos de DPGS tiende a encontrarse
en mayor proporcion en una de las capas de la membrana; también se observa que cuando
una sola toxina esta presente en el medio, los picos tienden a cambiar, encontrando el
mayor pico de densidad de las cabezas y parte media de DPGS en la capa donde se

encuentra interaccionando la toxina y el mayor pico de densidad de las cabezas y parte
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Figura 14: Perfil de densidad de las membranas de POPC. A) Sin toxina. B) Con una

toxina. C) Con 6 toxinas.
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Figura 15: Perfil de densidad de las membranas de DPGS. A) Sin toxina. B) Con una

toxina. C) Con 6 toxinas.
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media de POPC en la capa opuesta.
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Figura 16: Perfil de densidad de las membranas compuestas por la mezcla de POPC y
DPGS. A) Sin toxina. B) Con una toxina. C) Con 6 toxinas.
En la figura 17 se graficé la densidad de las toxinas en cada sistema, de color verde
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las toxinas que se encuentran en la membrana de POPC, azul las de DPGS y rojo las
de la membrana mezcla. La figura 17A se presenta el valor de la densidad de la toxina
para los tres modelos, para la membrana mezcla y de DPGS puro se observan picos de
densidad en coordenadas cercanas al centro de la membrana siendo el pico de la membrana
mezcla el valor de densidad mas cercano a la parte media de la membrana, por otro lado
para la bicapa de POPC puro, el pico de densidad se observa en coordenadas cercanas
a la parte de las cabezas lipidicas; estos valores indican qué tan profundo se encuentra
interaccionando la toxina con la membrana, corroborando lo anteriormente mencionado
en la seccién 8.1 sobre como GsMTx-4 tiende a interaccionar con mayor profundidad con
el sistema de la mezcla, seguido por el sistema de DPGS puro y el POPC puro, el cual
sOlo interacciona de manera superficial. Al contar con 6 moléculas de toxina en el medio
(figura 17B), se observa un comportamiento similar en las membranas mezcla y DPGS, sin
embargo aqui se observan dos picos, debido a que en cada capa se encuentran 3 toxinas,
para DPGS, o 2 y 4 toxinas en las capas de la membrana mezcla. No obstante como se
mencioné anteriormente para el sistema de POPC, las toxinas tienden a formar un solo
agregado, por lo cual sélo se visualiza un pico de densidad, debido al tamano del agregado
y al hecho de que el sistema se simulé utilizando condiciones de frontera periddicas, se
dio que una de las toxinas en ocasiones pasaba al otro lado de la caja de simulacion, lo
cual se puede observar en la figura 17B, ya que pareciera que el pico de densidad para
la membrana de POPC termina en las coordenadas que corresponden al lado de la caja

donde se encuentra la otra capa.
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Figura 17: Perfil de densidad de las toxinas en los diferentes sistemas de membrana. A)

Con una toxina. B) Con 6 toxinas.
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8.4. Funcion de distribucién radial

Para la funcién de distribucion radial se analizaron las interacciones entre los lipidos
tomando en cuenta los atomos que componen las cabezas hidrofilicas de ambos lipidos: el
grupo fosfato (PO4) para el caso de POPC y el carbono en la posicién 3 de la galactosa
(C3) para el DPGS (figura 18 y 19). Para estos resultados se graficé en el eje horizontal
la distancia promedio en nm que existe entre los dos dtomos a analizar y en el eje vertical

la funcion de distribucién radial.
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Figura 18: Funcién de distribucién radial entre diferentes atomos de la region polar de los
lipidos A) Entre los grupos fosfato del sistema de POPC. B) Entre el carbono C3 de la
galactosa del sistema de DPGS.

La figura 18 muestran la interaccion entre las cabezas de POPC y las cabezas de
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Figura 19: Funcién de distribucién radial entre diferentes atomos de la regién polar de los
lipidos que conforman la membrana mezcla. A) Entre los grupos fosfato del POPC. B)
Entre el carbono C3 de la galactosa del DPGS C) Entre los grupos fosfato y carbono C3
de la galactosa de los lipidos POPC y DPGS respectivamente.
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DPGS, observando que en los tres sistemas se presentan 2 picos bien definidos en los
primeros nm y conforme se aumenta la distancia se observan picos con menor definicion.
Se puede observar que la presencia de la toxina, ya sea una sola o seis moléculas de esta,
no producen cambios en las interacciones entre lipidos en estos dos sistemas puros.

En la figura 19 observamos los resultados obtenidos para todas las posibles interac-
ciones de la membrana mezcla de manera desglosada por interaccién para una mejor
apreciacion, entre POPC-POPC en color verde, DPGS-DPGS en rojo y DPGS-POPC en
azul. Aqui el mayor pico le corresponde a la interaccion entre las cabezas de DPGS-DPGS
para los tres grupos: sin toxina, con una toxina y con seis toxinas; seguido del pico que
representa la interaccion entre DPGS-POPC y por ultimo el pico de menor altitud corres-
ponde al valor obtenido para la interaccion POPC-POPC. Asi mismo, al comparar con lo
obtenido en los sistemas puros se observan que los picos de interaccion entre DPGS son
superiores para la mezcla, mientras que para POPC el primer pico es de igual tamano

pero se observa un aumento en el segundo pico de la membrana mezcla.
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De igual manera, este parametro también se utilizo para analizar las interacciones entre
los lipidos de las membranas y la toxina, donde se tomo como referencia al aminoacido
tript6fano (TRP), que se encuentra en la estructura de GsMTx-4, debido a su naturaleza
hidrofébica para medir estas interacciones (figura 20), aqui se obtuvo que aunque se
encuentren 1 o 6 toxinas en el medio, estas presentan una mayor interaccion con las cabezas
de DPGS de la membrana mezcla, seguido de las cabezas de DPGS de la membrana pura
y una menor interaccién con las cabezas lipidicas de POPC en la membrana conformada
solo de este lipido; en la grafica no se muestran las interacciones entre TRP y la cabeza
de POPC de la mezcla debido a que se obtuvieron valores muy bajos que no se llegaban
a apreciar. Por tltimo, se analiz6 la interaccién de la toxina con las moléculas de agua
(figura 21), utilizando de igual manera el aminodcido triptéfano de la toxina, ya que si
presenta una mayor interaccién con el medio no estd interaccionando profundamente con
la membrana; aqui se obtuvo lo contrario a lo anterior, ya que se observo que el sistema que
presentaba mayor interaccién de la toxina con las moléculas de agua era el de POPC puro,
mientras que para el caso de los sistemas de DPGS y mezcla se presenta una interaccion
menor. Los resultados obtenidos tanto en la figura 20 como en la figura 21 concuerdan
con lo obtenido anteriormente en el analisis de perfil de densidad, lo observado en las
figuras 9 y 10, y refuerzan la idea de que la interaccion de las toxinas es mas profunda en
la membrana mezcla, seguida por la membrana de DPGS y sélo interacciona de manera

superficial con la membrana de POPC.
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Figura 20: Distribucién radial entre el aminoacido triptéfano presente en la toxina y las
cabezas lipidicas de DPGS y POPC en las 3 membranas. A) Sistemas con una sola toxina.

B) Sistemas con 6 toxinas.
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Figura 21: Distribucién radial entre el aminoacido triptéfano presente en la toxina y las

moléculas de agua en el medio. A) Sistemas con una sola toxina. B) Sistemas con 6 toxinas.
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8.5. Parametro de orden

En la figura 22 se presentan los resultados obtenidos a partir del anélisis del parametro
de orden de una de las cadenas de acidos grasos de POPC y la cadena de esfingosina de
DPGS, donde en el eje horizontal se presentan el nimero de cuentas de carbonos que
conforman las colas lipidicas y en el eje vertical los valores obtenidos del calculo del
parametro de orden de cada una. Aqui sélo se discute los resultados obtenidos para estas
cadenas debido a que son los que muestran las diferencias entre los grupos, sin embargo
los resultados de las otras cadenas de écidos grasos para ambos lipidos se muestran en la
parte de anexos.

Para la membrana de POPC se observa un comportamiento decreciente, siendo los car-
bonos mas cercanos a las cabezas hidrofilicas los que presentan un mayor parametro de
orden, mientras que los carbonos mas cercanos al centro de la bicapa llegan a valores mas
cercanos al 0 lo que habla de un menor orden; por otro lado, para la membrana de DPGS
los carbonos mas cercanos a la cabeza hidrofilica, muestran un valor bajo debido a la pre-
sencia de un doble enlace en su estructura, sin embargo los siguientes carbonos presentan
un valor més ordenado, y aunque aqui también se observa una tendencia decreciente en
los valores cuando los carbonos se encuentran mas cercanos al centro de la membrana,
aunque el parametro de orden no llega a decaer tanto como en el caso de la membrana de
POPC. Para los sistemas con una toxina y con seis toxinas, se observé una disminucion
del valor del parametro de orden, en el caso de los sistemas de POPC esta disminucion
se vio principalmente en los atomos cercanos a la cabeza hidrofilica en contraste con los
atomos mas cercanos a la regién hidrofobica, donde esta tendencia se invierte; mientras
que para los sistemas de DPGS se observé una disminucion en el parametro de orden en

todas las cuentas de carbonos con respecto al grupo sin toxina.
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Figura 22: Parametro de orden de una de las cadenas de acidos grasos de POPC y de
esfingosina de DPGS. A) Cadena de éacidos grasos de POPC. B) Cadena de esfingosina
de DPGS.



Para el caso de la membrana compuesta por la mezcla de lipidos (figura 23), de igual
forma se calculé el parametro de orden para ambos lipidos, y aunque en ambos se observo
un comportamiento similar a lo descrito anteriormente por parte de las colas lipidicas,
aqui se presenta una disminucion mas marcada en los valores del pardametro de orden
de las colas lipidicas en los sistemas donde estan presentes una toxina y seis toxinas con

respecto al sistema sin toxinas.
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Figura 23: Pardmetro de orden de una de las cadenas de acidos grasos de POPC y de
esfingosina de DPGS que componen la membrana mezcla. A) Cadena de acidos grasos del
POPC que se encuentra en la membrana mezcla. B) Cadena de esfingosina de DPGS que

se encuentra en la membrana mezcla.
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8.6. Centro de masa

En la figura 24 se observan los resultados obtenidos del andlisis de la localizacién del
centro de masa de una sola toxina durante el tiempo de simulacién para los sistemas
estudiados. En las graficas, en el eje horizontal se presenta el tiempo de simulacién y en
el eje vertical la posicién de las moléculas con respecto al plano ortogonal formado por la
superficie de la membrana. En las figuras 24A y 24B, la linea de color rojo representa el
centro de masa de las cabezas hidrofilicas de POPC y DPGS respectivamente, mientras
que para el caso de la figura 24C que corresponde a la membrana formada por la mezcla
de los lipidos, se presentan dos lineas aunque estas de igual manera sélo representan una
de las capas de la membrana, ya que, la linea de color rojo representa el centro de masa
de las cabezas hidrofilicas de POPC mientras que la negra representa el de las cabezas de
DPGS, por lo cual, en las tres figuras se muestra inicamente la capa de membrana con
la que estd interaccionando la toxina, representada en color azul.

En la membrana de POPC (figura 24A) se observa a la toxina interaccionar solamente
con la parte mas externa de las cabezas hidrofilicas de la membrana, en cambio para la
membrana de DPGS (figura 24B), la toxina interacciona con las cabezas hidrofilicas pero
también se observa que en ocasiones durante la simulaciéon se encuentra en posiciones
dentro de la membrana, por ultimo en la membrana conformada por la mezcla de lipidos
(figura 24C), la toxina se encuentra internalizada en la membrana durante casi todo el

tiempo de simulacion e interaccionando con el DPGS.
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Figura 24: Centro de masa de la toxina GsMTx-4 a lo largo de la simulacion y de los
grupos funcionales de las cabezas hidrofilicas de los lipidos que componen las membranas.
A) Membrana de POPC pura. B) Membrana de DPGS pura. C) Membrana compuesta

por la mezcla de ambos lipidos. 63



La figura 25 muestra las graficas correspondientes al centro de masa de los sistemas
con seis toxinas, aqui de igual manera el eje horizontal representa el tiempo de simulacion
y el eje vertical la posicion de las moléculas con respecto al plano ortagonal formado
por la superficie de la membrana. Las lineas negra y gris oscuro que se observan en la
figura 25A y 25B representan el centro de masa de las cabezas hidrofilicas de POPC
y DPGS respectivamente; se observan dos lineas debido a que las toxinas, en el caso
de algunos sistemas, se encuentran interaccionando con ambas capas de la bicapa, en
la figura 25C las lineas de color negro y gris oscuro representan las cabezas hidrofilicas
de DPGS, mientras que las lineas grises claro representan las cabezas de POPC, aqui
cada capa de la membrana es representada por una linea negra y otra gris. Cada una
de las toxinas se encuentra representada en un color diferente para observar como se
encuentran interaccionando con la membrana. En el sistema de POPC podemos observar
como las toxinas se encuentran principalmente interaccionando entre ellas en lugar de con
la membrana y sélo algunas de las toxinas que forman este agregado, como es el caso de
las toxinas 3 y 6, se encuentran interaccionando de manera superficial con la membrana,
similar al comportamiento del sistema de POPC con una toxina, para el sistema de DPGS
se observan 3 toxinas interactuando con la capa superior y 3 con la capa inferior, estas
toxinas interaccionan principalmente con las cabezas hidrofilicas de DPGS, sin embargo
también llegan a interaccionar de manera méas profunda con la membrana durante la
simulacion y por otro lado en el sistema de la membrana conformada por la mezcla de
lipidos, para la capa que cuenta con 4 toxinas se observa que estas primero interaccionan
entre ellas formando lo que serfa un agregado y posteriormente este agregado se internaliza
en la membrana, y en la capa donde sélo se colocaron dos toxinas estas se encuentran

interaccionando de manera profunda con la membrana desde el inicio de la simulacion.
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Figura 25: Centro de masa de las 6 toxina GsMTx-4 a lo largo de la simulacion y de los

grupos funcionales de las cabezas hidrofilicas de los lipidos que componen las membranas.

A) Membrana de POPC. B) Membrana de DPGS. C) Membrana compuesta por la mezcla

de ambos lipidos. 65



8.7. Difusion lateral

Los resultados obtenidos del analisis de la difusion lateral de los lipidos dentro de
la membrana se muestran en la figura 26 donde en el eje horizontal corresponde a los
lipidos que componen cada una de las membranas estudiadas y el eje vertical a los valores
de difusién lateral en unidades de le 5c¢m?/s. De igual manera para cada membrana se
muestran los tres grupos: el sin toxina, con una toxina y el de seis toxinas.

Se observa que los lipidos que presentan una mayor difusion lateral son los POPC de la
membrana pura conformada por éste y los lipidos con menor difusién lateral son los DPGS
de la membrana pura conformada por éste. En la membrana con la mezcla de lipidos, se
observa que al interaccionar estos dos lipidos se presenta una disminucion de la difusion del
POPC y un aumento en la del DPGS. De igual manera, al realizar el anélisis estadistico
de ANOVA se encontré que en los grupos de los lipidos que conforman la membrana
mezcla existian diferencias significativas por lo que se procedié a realizar una prueba de
Tuckey para conocer cuales grupos experimentales eran los que presentaban diferencia
significativa entre si, y se encontré que para el lipido POPC la diferencia significativa se
presentaba entre los grupos experimentales de sin toxina y con seis toxinas, y los grupos de
una toxina y seis toxinas; por otro lado para el lipido de DPGS presente en la membrana

mezcla se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales.
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Figura 26: Gréfica del promedio de la difusién lateral £ la desviacion estandar de los
lipidos en los diferentes sistemas de membranas. Se realizaron dos pruebas diferentes para
conocer si existia diferencia significativa entre los grupos, la primera siendo la prueba de
ANOVA seguida por una prueba de Tuckey; los asteriscos representan que existe diferencia
significativa entre los grupos. En la membrana de la mezcla de lipidos para el lipidos POPC
en el ANOVA se obtuvo un p-value de 0.001 y en la prueba de Tuckey se obtuvo un p-value
de 0.001 entre el grupo sin toxina y de seis toxina y un p-value de 0.020 entre el grupo
de una toxina y el de seis toxinas; mientras que para el lipido de DPGS en el ANOVA se
obtuvo un p-value de 6.73e-05 y en la prueba de Tuckey se obtuvo un p-value de 0.020
entre el grupo sin toxina y de una toxina, un p-value de 0.003 entre el grupo sin toxina y

el de seis toxinas y un p-value de 0.0001 entre el grupo de una toxina y el de seis toxinas.
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9. Discusion

El estudio de la mecanotransduccién asi como la inhibicion de esta es importante den-
tro de la farmacologia para el desarrollo de farmacos para el tratamiento del dolor. Es por
ello que conocer y entender el comportamiento de la toxina GsMTx-4, uno de los principa-
les inhibidores de los canales mecanosensibles, ha sido la prioridad de este proyecto. Como
se report6 por Reyes-Pardo y Sanchez-Herrera (2019) la interaccién de GsMTx-4 con la
membrana presenta un mecanismo de acciéon diferente a las demdas moléculas conocidas
por ser inhibidoras de la mecanotransduccién; debido a la preferencia que presenta esta
toxina por interaccionar con membranas IB+44 se planteo el estudiar si la presencia de
glicolipidos en la membrana podria estar afectando la unién de esta toxina y si esto se
encontraba relacionado con la diferencia en el mecanismo de interacciéon para inhibir de
esta molécula. A partir de los sistemas obtenidos al final de las simulaciones de dindmica
molecular realizadas (Figura 9 y Figura 10) muestran que la membrana con la cual las
toxinas interaccionan de manera méas profunda son aquellas membranas compuestas por
la mezcla de lipidos (Figuras 9C y 10C), mientras que con la membrana de DPGS, las
toxinas interaccionan en mayor manera con las cabezas hidrofilicas y la parte media de los
lipidos y para la membrana de POPC las toxinas sélo interaccionan de manera superfi-
cial con la parte mas externa de los lipidos, lo cual posteriormente fue confirmado con los
andlisis de perfil de densidad de las toxinas (Figura 17) y de funcién de distribucién radial
(Figura 20), esto no sélo concuerda con lo reportado por Reyes-Pardo y Sanchez-Herrera
(2019), donde se observé que la toxina prefiere interaccionar con membranas IB4+ que
contenian grupos glicos en su estructura, sino que también concuerda con lo reportado
por Nishizawa y Nishizawa (2007) donde al realizar simulaciones de dindmica molecular
con membranas de POPC y DPPC observaron que la toxina GsMTx-4 presenta dos mo-
dos de unién a la membrana: el modo superficial y el modo profundo, estos modos de
interaccién también se observan en los sistemas obtenidos en este trabajo siendo el modo
superficial el que se presenta en el sistema de POPC y el profundo el que se presenta en el
sistema conformado por la mezcla de lipidos, mientras que para el sistema de DPGS puro,
pareceria que se tiene un punto intermedio entre estos dos modos de interaccion; de igual

manera estos autores reportan que la interaccion més favorable energéticamente entre la
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toxina y la membrana de POPC es la interaccién superficial, por lo que éstos concuerda
con que en ningin momento de las simulaciones las toxinas se encuentran interaccionando
de manera profunda con la membrana de POPC. Asi mismo en las simulaciones realiza-
das se identificé la formaciéon de agregados de toxinas en el sistema de POPC donde las
seis toxinas que se insertaron al inicio de la simulaciéon presentaron una preferencia a
interaccionar ente si antes de interaccionar con la membrana, esta tendencia de la toxi-
na GsMTx-4 a formar agregados a cierta concentracion fue reportada por Nishizawa et
al. (2015), en donde reportaron que se observé que al estar presentes dos toxinas en el
medio de un sistema con una membrana de POPC se forman dimeros, los cuales una vez
acoplados éstos persisten hasta el final de la simulacion, lo cual coincide con lo observado
en este trabajo, en donde desde el principio y hasta el final de la simulacién se observa el
agregado de las seis toxinas; de igual manera se podria argumentar que la formacién de
estos agregados podria explicar en parte las diferencias en el mecanismo de accién de la
toxina que se reporta en Reyes-Pardo y Sanchez-Herrera (2019). Se debe destacar que este
tipo de agregados no fue observado para el sistema formado por DPGS solamente y que
en el sistema conformado por la mezcla de lipidos, si llega a presentarse la formacién de
algunos agregados, aunque éstos son formados por un menor nimero de toxinas y logran
interaccionar de manera profunda con la membrana a diferencia del agregado observado
en el sistema de POPC, este resultado de igual manera confirma la preferencia de las
toxinas por interaccionar con sistemas que contienen glicolipidos y también concuerda
con Nishizawa et al. (2015), donde se observé que cuando la toxina interaccionaba de
manera profunda en la membrana no se presenciaba la formacion de dimeros de la toxina

insertada en el medio.

Al realizar los respectivos andlisis de las propiedades mecanicas de estas membranas,
se observé que los valores de area por lipido y ancho de membrana variaban dependiendo
del lipido o lipidos que las conformaban. Para el area por lipido, comparativamente se
obtuvieron valores més altos en la membrana de POPC, seguido de la membrana confor-
mada por la mezcla de lipidos y el menor valor correspondiendo a la membrana de DPGS,
esto concuerda con lo reportado por Saeedimasine et al. (2019) donde se menciona que de-
bido a la interaccién que existe entre las cabezas lipidicas de las galactosilceramidas estas

tienden a formar membranas mas compactas lo que lleva a una disminucién en el valor del
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area por lipido, de igual manera estos autores reportan que cuando este tipo de moléculas
se encuentran presentes en membranas compuestas de una variedad de lipidos se observa
que su presencia causa una influencia en la membrana, generando una leve disminucion
de los valores de area por lipido sobre todo en membranas que se conforman también de
POPC. Hall, Rég y Vattulainen (2011) también reportan que otra de las caracteristicas de
las galactosilceramidas es que estas tienden a interaccionar entre si al formar puentes de
hidrégeno, lo cual ocasiona que si existe otro lipido en la membrana, como es el caso del
POPC en nuestras simulaciones, las galactosilceramidas o DPGS tienden a interdigitarse
en la membrana empujando asi a los demas lipidos hacia la parte exterior, resultando esto
en membranas mas anchas lo cual como podemos observar se corrobora en este estudio, ya
que el valor de ancho de membrana de la membrana conformada por la mezcla de lipidos
es mayor al de los otros dos sistemas. A este fenémeno también se le atribuye la razon
de que las membranas de la mezcla de ambos lipidos forme una estructura curveada a
diferencia de las otras dos membranas conformadas por un solo tipo de lipido, sin embargo
al no haber estudios donde se utilice especificamente una cantidad 50/50 de ambos lipidos

no lo podemos contrastar con reportes en la literatura.

De igual manera para ambos parametros se observé que habia una diferencia significa-
tiva en el caso de los valores del sistema mezcla para los tres grupos de sin toxina, con una
toxina y con seis toxinas. Para el parametro de area por lipido se observaron diferencias
significativas entre los grupos, esto puede estar ligado a que como se reporta en Nishizawa
y Nishizawa (2007), cuando la toxina GsMTx-4 se encuentra interaccionando de manera
profunda con la membrana en ocasiones esta interacciéon dependiendo de la profundidad
de esta, puede estar en contacto con las colas de la capa opuesta y esto genera que exista
una deformacién en la membrana que puede llegar a ocasionar cambios como el acomodo
de las colas lipidicas y el ancho de membrana. La membrana conformada por una mezcla
de los dos lipidos es con la que mas profundamente interactiian las toxinas, seguida por la
membrana conformada solamente de DPGS, la diferencia en los valores del area por lipido
y ancho de membrana puede deberse a que se esta presentando este fendmeno y se estan
observando deformaciones en la membrana, siendo estas mas notorias en la membrana
mezcla debido a la profundidad de la interaccion de la toxina. En el caso de las membrana

de POPC no se observan cambios en el drea por lipido ni en el ancho de membrana, lo
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cual puede deberse a que en esta membrana la interaccion de las toxinas es sélo superfi-
cial, ya que como se reporta en Nishizawa et al. (2015), donde al estudiar la interaccién
de GsMTx-4 con una membrana de POPC, se observéd que este tipo de interacciones no
causaban cambios en las propiedades mecanicas de la membrana como lo es el ancho de

membrana.

El valor del perfil de densidad también nos demuestra que las membranas de DPGS
tienden a ser mas compactas debido a que se observa que al comparar el posicionamiento
de las cabezas lipidica en el sistema puro de POPC y el sistema puro de DPGS, en este
ultimo las cabezas lipidicas tienden a encontrarse mas cercanas al centro de la membrana
lo cual nos habla del compactamiento de las bicapas; de igual manera para el caso de la
membrana formada por la mezcla de lipidos, observamos una tendencia donde la densidad
de los lipidos de DPGS tiende a encontrarse principalmente en una capa de la membrana,
asi mismo algo que se observa en las tres gréficas de densidad de la mezcla (figura 16) es
que el pico que corresponde a la densidad de los &tomos que componen los lipidos de DPGS
se encuentra mas cercana al centro de la membrana en comparacion con las graficas de
la membrana de DPGS puro, esto puede deberse a que como se mencion6 anteriormente,
cuando estos lipidos se encuentran interaccionando con POPC tienden a empujarlos hacia
el exterior de la membrana, sin embargo este suceso lleva a que los lipidos de DPGS a
su vez sean empujados hacia el centro de la membrana, causando un fenémeno conocido
como interdigitacion, que se refiere a que las colas hidrofobicas de DPGS se encuentran

interaccionando con las colas hidrofébicas de la monocapa opuesta Hall et al. (2010).

De igual manera el valor de la densidad de la toxina (figura 17) concuerda con lo antes
mencionado al discutir las simulaciones obtenidas y permite afirmar que cuando sélo hay
una toxina en el medio, ésta tiende a interaccionar con mayor profundidad con el sistema
conformado por la mezcla de lipidos, seguido por el sistema de DPGS puro y con el
sistema de POPC puro sélo interacciona de manera superficial; mientras que al aumentar
a 6 moléculas de toxinas en el medio se observa que para los sistemas de la mezcla de
lipidos y de DPGS, estas interaccionan con la membrana de manera profunda y en el
sistema de POPC puro las toxinas tienden a formar agregados entre si y soélo una de las
toxinas que componen este agregado interacciona de manera superficial con la membrana.

Este comportamiento se vuelve a comprobar al analizar la funcién de distribucién radial
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del aminoécido triptéfano que se encuentra en GsMTx-4 y los atomos que conforman las
cabezas lipidicas, el fosfato para POPC y uno de los carbonos del anillo de la galactosa
para DPGS. En donde se observa que la interaccién de la toxina es mayor con los lipidos
DPGS, mas especificamente con los atomos que componen la interfaz de las cabezas
lipidicas de éstos, este resultado indica que la estructura de la cabeza lipidica influye en el
como interacciona y como se posiciona la toxina en la membrana, lo cual si lo comparamos
con lo reportado por Nishizawa y Nishizawa (2007), donde al observar la interaccién de
GsMTx-4 con POPC y DPPC, se reporta que la composicién de la cadena lipidica también
afecto la interaccion de la toxina, podriamos asumir que aunque la toxina GsMTx-4 esta
descrita como un inhibidor no especifico, si podria estar presentando una especificidad
relativa al preferir unirse a ciertos lipidos que conforman la membrana plasmatica y es

por eso que en el caso de neuronas prefiere interaccionar con las IB4+.

Asi mismo, al analizar la funcién de distribucién radial de los atomos que componen
las cabezas lipidicas en relacién a si mismas para cada membrana, se obtuvo que la mayor
interaccion se presenta entre las cabezas de DPGS, tanto en la membrana formada por la
mezcla de lipidos, como en la membrana compuesta tinicamente de este tipo de lipido, lo
cual a su vez concuerda con lo reportado por Kapla et al. (2011) acerca del comportamiento
de los glicolipidos, ya que el anillo de la galactosa en su estructura le permite formar una
alta cantidad de puentes de hidrégeno en comparacién con otros lipidos como es el caso
del POPC, aunque el DPGS tiende a interactuar y formar estos puentes de hidrégeno
entre si también se ha reportado que en membranas modelo donde se encuentra a su vez
el POPC, éstos tienden a interaccionar formando mas puentes entre POPC y DPGS que
entre dos POPC, por lo cual se ve una mayor interaccion entre las cabezas lipidicas de

éstos dos que entre las de POPC.

A partir del analisis del pardmetro de orden, la conducta observada por las colas lipidi-
cas concuerda con lo reportado experimentalmente por Hall, Rég y Vattulainen (2011),
donde en membranas modelo compuestas por diferentes lipidos, entre ellos POPC y DPGS,
se observa que debido a la naturaleza de ambos, las colas de POPC tienden a estar mas
desordenadas presentando valores mas bajos del parametro de orden y sobre todo en los
carbonos mas cercanos al centro de la membrana; mientras que para DPGS debido al

doble enlace presente al inicio de la cadena de la esfingosina, se observan valores bajos
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que representan desorden, sin embargo en los demdas carbonos se observan valores mas
ordenados, incluso en las regiones mas cercanas a la parte media de la membrana éstos
no presentan valores tan cercanos al cero. Este comportamiento es dado debido a que,
como ya se menciono anteriormente, las interacciones entre los lipidos de DPGS tienden a
generar sistemas mas ordenado y esto es lo que causa que las bicapas obtenidas sean mas
compactas. De igual manera, Saeedimasine et al. (2019) reportan que en una membrana
conformada tanto por POPC como por DPGS, la presencia de este iltimo tiende a reducir
la dindamica de las colas de POPC, generando asi que se presente un mayor parametro de
orden para estas, lo cual se puede apreciar en este trabajo al comparar las figuras 22A
y 23A, donde para el grupo sin toxinas se observan valores mas altos del parametro de
orden cuando el POPC se encuentra en la membrana mezcla, sin embargo, al comparar
las figuras 22B y 23B, observamos que DPGS también sufre un cambio en la dindmica
de sus colas al presentar una reduccion en el parametro de orden, lo cual indicaria que
la interaccion con POPC también afecta el comportamiento de estos lipidos. Asi mismo,
se observan diferencias significativas entre los grupos de sin toxina, con toxina y con seis
toxinas; para los sistemas de POPC (figura 22A) se observa una disminucién del parame-
tro de orden en los atomos de las colas cercanos a la cabeza lipidica en los grupos a los
cuales se les introdujo la toxina; para el caso de DPGS (figura 22B), la disminucién del
parametro de orden se observo en todos los atomos de carbonos, siendo el sistema mas
ordenado el que no contenia toxina y los menos ordenados el de una toxina y el de seis
toxinas respectivamente. Para el caso de la membrana conformada por la mezcla de ambos
lipidos, se observa una disminucién del orden de las colas lipidicas cuando estédn presentes
las toxinas y en los dos lipidos que conforman la membrana; estos resultados demuestran
que al unirse la toxina a las membranas cambia una de las propiedades mecédnicas mas
importantes que es el orden de las cadenas hidrocarbonadas, desordenando los sistemas
donde se encuentra, habiendo un mayor desorden en los sistemas donde se encuentra in-
teraccionando a mayor profundidad, lo cual podria encontrarse relacionada a que, como
se menciond anteriormente, Nishizawa y Nishizawa (2007) observaron que la interaccién
profunda de la toxina con las membranas llega a causar deformaciones en estas, lo cual
podria estar causando el observar la mayor disminucién del orden de las colas en el sistema

de la mezcla de lipidos, sin embargo se debe recalcar que hasta el momento no existe infor-
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macién en la literatura que reporte la medicién de este pardmetro cuando esta GsMTx-4
interaccionando con la membrana, por lo cual los valores obtenidos por nosotros no se

pueden comparar con otros estudios.

El seguimiento del centro de masa a lo largo de las simulaciones permite observar de
forma clara como estan interaccionando las membranas con la toxina, para la membrana
de POPC la interaccién de una sola toxina es similar a la grafica reportada por Nishizawa
et al. (2015), ya que en ambas se observa una interaccién superficial de la toxina con las
cabezas de POPC y en ningtin momento a lo largo de la simulacion se observa que el
centro de masa de la toxina GsMTx-4 esté cercano al centro de la membrana, a diferencia
de como se observa en los demas sistemas donde en ocasiones la toxina se encuentra més
cercana al centro de la membrana y en otras ocasiones mas cercano a la parte superficial,
como es el caso de la membrana de DPGS, en donde todo el tiempo de simulaciéon la
toxina se encuentra dentro de la membrana, y en el caso de la membrana conformada por
la mezcla de lipidos, sin embargo para estos dos sistemas no hay reportes en la literatura
de estudios con GsMTx-4 por lo cual no se puede comparar con otros resultados, cabe
aclarar que lo observado en ambos sistemas, tanto el de DPGS como la mezcla de lipidos,
concuerda con lo reportado por Gnanasambandam et al. (2017), donde se menciona que
una de las caracteristicas de las moléculas que pertenecen a la familia ICK, como es el
caso de la toxina GsMTx-4, es que estas tienden a internalizarse en las membranas al
momento de interaccionar con esta. Para el caso de los sistemas con seis toxinas no hay
ningin reporte en la literatura con la que se pueda comparar estos resultados, aunque a
partir de nuestros resultados se puede observar que los tres sistemas concuerdan con lo
que se ha reportando, que es la formacion del agregado en la membrana de POPC, el cual
presenta una interaccion superficial, asi mismo la membrana con la que interaccionan a
mayor profundidad las toxinas es la membrana conformada por la mezcla de lipidos, en
donde se observa que para el final de la simulacion los centros de masa de las toxinas se

encuentran casi en el centro de la membrana.

Por dltimo, evaluando los resultados obtenidos sobre la difusién lateral, podemos decir
que los lipidos de POPC tienen un mayor movimiento lateral mientras que los lipidos
DPGS casi no presentan movimiento lateral entre si, en contraste, al encontrarse ambos

lipidos en mezcla, la interaccion entre ellos influye en su movimiento ocasionando que
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la difusion lateral del POPC disminuya y que la del DPGS aumente; esto concuerda
con lo reportado por Hall, Rég y Vattulainen (2011), donde se observa que uno de los
principales efectos al agregar galactoceramidas en membranas de POPC es la disminucion
del movimiento lateral debido a las interacciones que presentan estos lipidos con el POPC.
De igual manera en la membrana conformada por la mezcla de los lipidos se presentaron
diferencias significativas en la difusién lateral entre los sistemas sin toxina, con una toxina
y con seis toxinas. Para el lipido DPGS que es el que observamos maés interacciona con la
toxina en la membrana formada por la mezcla de lipidos, se observa que en el sistema de
una toxina, este lipido presenta mayor difusion lateral en comparacién con el sistema sin
toxina, lo cual se puede deber a que las moléculas de DPGS tienden a rodear a la toxina
y debido a que ésta se encuentra en movimiento a lo largo de la simulacién, los DPGS
tienden a moverse acompanando a la toxina para mantener la interaccion; por otro lado
para el caso del sistema de DPGS con seis toxinas lo que se observa es una disminucion
en el valor de difusion lateral, lo cual puede estar relacionado al aumento del niimero de
toxinas ya que esto también aumenta la posibilidad de interaccién con otros lipidos de

DPGS.
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10. Conclusiones

La toxina GsMTx-4 tiene dos principales maneras de interaccionar con las membranas,
el modo superficial y el modo profundo, en este estudio se observd una mayor afinidad
de la toxina por las membranas que contenian galactosilceramidas en su estructura, obte-
niendo asi una interaccién profunda en la membrana conformada por la mezcla de lipidos,
una interaccion superficial con la membrana de POPC y un punto intermedio entre estas
dos formas en la membranas de DPGS; estos resultados demuestran que si es posible que
la toxina presente preferencia por interaccionar con neuronas IB4+ como se ha mencio-
nado en otros estudios, ya que estas se caracterizan por tener residuos de azicares en sus
membranas. Para el caso del sistema de POPC con seis toxinas, estas tienden a formar un
solo agregado, el cual sélo interacciona de manera superficial con la membrana, la mem-
brana mezcla también presentd formacion de agregados, sin embargo éstos presentaron un
comportamiento diferente, ya que solo algunas toxinas se unieron para formar agregados
y la formacion de éstos no evitd que existiera una interaccién profunda con la membrana.
Tomando en cuenta los resultados reportados en estudios anteriores se podria relacionar
la formacion de estos agregados con el hecho de que la toxina presenta un mecanismo de
accion diferente a otros inhibidores no-especificos de mecanotransduccion, que genera que
a mayor concentracion de la toxina, se observe una disminucién en la rigidez de la mem-
brana, por lo cual esto también demuestra que la conformacion de la membrana afecta

estos comportamientos.

Los resultados obtenidos tanto en los analisis de funcién de distribucion radial como
en el de densidad de las toxinas confirman que existe una preferencia de la toxina por
los lipidos DPGS, mas especificamente con las cabezas lipidicas de éstos, lo cual podria
estar sugiriendo que aunque GsMTx-4 es un inhibidor no-especifico su interaccién con la
membrana puede verse influenciada por la presencia de estos lipidos, generando asi una

preferencia por unirse a ciertas regiones o células como seria el caso de las neuronas IB4+.

Cuando la toxina se encontraba interaccionando con la membrana, mas especificamente
en las membranas en las que interaccionaba con mayor profundidad, esta interaccion causo
cambios en algunas propiedades mecanicas de las membranas, como es el caso del area

por lipido, ancho de membrana, parametro de orden y difusién lateral; algunos de estos
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cambios pueden ser consecuencia de la interaccién profunda de la toxina con la membrana,
ya que al estar mds cercanos al centro de la membrana pueden estar afectando a las colas
lipidicas de ambas monocapas, causando deformaciones que dan como resultado el cambio
en estas propiedades.

Los resultados obtenidos en este estudio amplian el panorama para conocer de mejor
manera el mecanismo de accién de GsMTx-4 y como la interacciéon de esta toxina con
las membranas de algunas neuronas pueden generar la inhibiciéon de canales que llevan a
cabo la mecanotransduccion.

Con base en nuestros resultados, las conclusiones de este trabajo de Tesis son:

» La toxina GsMTx-4 presenta una mayor interaccién con las membranas que contie-

nen galactosilceramida.

= La toxina GsMTx-4 tiende a formar agregados en solucion, sin embargo, a pesar de
esto, la presencia de galactosilceramida en la bicapa lipidica favorece que interaccione

con la membrana.

= La interaccién de la toxina GsMTx-4 con las membrana lipidicas puede cambiar
las propiedades mecanicas de la membrana al alterar parametros relacionados a su
estructura, como el ancho de la membrana, el area ocupada por lipido, la difusion

lateral de los lipidos y el parametro de orden de las colas hidrocarbonadas.
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11. Perspectivas

Debido a que este proyecto de investigacion fue realizado utilizando un modelo simple
donde sélo se trabaja con dos lipidos, se debe de tomar en cuenta que las membranas
lipidicas celulares son més complejas y diversas, ya que se encuentran conformadas por
una amplia variedad de lipidos, sobre todo las membranas neuronales, por lo que en
estudios futuros se podria ahondar en cémo el mecanismo de accion de la toxina puede
llegar a cambiar al simularse membranas modelos conformadas no sélo por POPC y DPGS
y asi poder aproximar los resultados a que asemejen més el comportamiento de un sistema
biolégico.

El contar con diferentes grupos donde se introdujeron una y seis toxinas respectiva-
mente, permitié obtener mas informacién acerca de las interacciones, no solo de la toxina
con la membrana sino que también de las interacciones entre estas mismas, por lo cual
en futuros estudios se podria contar con una variedad mas amplia de grupos para poder
conocer con mas detalle como se ve afectada la interaccién a mayor concentracion de to-
xina, asi como también llevar a cabo otros analisis, diferentes a los reportados aqui, que
permitan visualizar si la presencia de esta toxina rigidiza o no a la membrana.

Asi mismo se podria realizar un estudio similar al realizado en este trabajo, pero utili-
zando otros inhibidores no-especificos de la mecanotransduccion como lo son el gadolinio
y el rojo de rutenio para asi poder conocer y comparar el mecanismo de accion de cada
una de estas moléculas bioldgicas y asi obtener un conocimiento més profundo de como
se lleva a cabo la inhibicién de este proceso biolégico y como esto puede ser utilizado en
nuevos avances farmacologicos.

Por 1ltimo, podriamos convertir el modelo de grano grueso a uno de todos los atomos,

para profundizar los resultados obtenidos.
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12. Anexos

PO4
C1

GL1 AM1

GL2

C1A

C1B
C2B C2A

C3B C3A

C4B C4A

POPC DPGS

Figura 27: Imagen representativa de los lipidos POPC y DPGS que componen las mem-

branas simuladas y los atomos que los conforman.

Cabeza

Cabeza

Medio Medio

Cadenas
Cadenas

POPC DPGS

Figura 28: Imagen representativa de los lipidos POPC y DPGS que componen las mem-
branas simuladas circulando en verde los atomos que conforman las cabezas hidrofilicas,

de morado la parte media y de rojo los a&tomos que componen las cadenas hidrofébicas.
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Figura 29: Pardmetro de orden de las cadenas de acidos grasos de POPC y de DPGS. A)
Cadena de dcidos grasos del POPC. B) Cadena de acidos grasos de DPGS.
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POPC Snl
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Figura 30: Parametro de orden de las cadenas de acidos grasos de POPC y de DPGS que
componen la membrana mezcla. A) Cadena de dcidos grasos del POPC que se encuentra
en la membrana mezcla. B) Cadena de acidos grasos del DPGS que se encuentra en la

membrana mezcla.
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