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RESUMEN

El ser humano siempre ha estado fascinado con los sistemas bioldgicos, dada su complejidad y
eficiencia en llevar a cabo las tareas necesarias para sostener la vida. En afios recientes ha habido
un rapido incremento en comprender la estructura molecular y la funcion de las moléculas
biologicas. Los seres vivos en su mayoria estan formados por células, las cuales estan rodeadas
por membranas. Estas juegan un papel vital, ya que actiian como barreras selectivas que separan y
protegen la estructura del entorno, las membranas biologicas son sistemas complejos,
multicomponentes, dinamicos, lo que los hace extremadamente dificiles de estudiar mediante
estudios biofisicos y otros métodos. La nanotecnologia puede definirse como el disefio, la
evaluacion, la produccion y la aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el
control, el tamafio y la forma en una escala nanométrica. Los nanotubos de carbono constituyen
una clase de nanomateriales con propiedades quimicas, fisicas, eléctricas, mecénicas y térmicas
unicas, utilizables por varios consumidores y aplicaciones médicas e industriales. Las simulaciones
de dinamica molecular se han convertido en una herramienta importante y fiable para revelar los
mecanismos de los fendémenos biofisiologicos entre la interfaz bioldgica y del nanomaterial. El
uso de estas simulaciones permitié la obtenciéon de un modelo de membrana lipidica que fue
validado con datos experimentales. E1 NTC se une a la parte superior de la bicapa al comienzo de
la simulacion, con el paso del tiempo se induce una curvatura en la nanoestructura
presumiblemente debido a la interaccion hidrofobica entre el NTC y las colas de lipidos en la
bicapa. Luego, el NTC se inserta en la region hidrofobica de la bicapa. Estos resultados indican
que la interaccion hidrofobica entre NTC y la bicapa induce su insercion, y el grado de la misma

puede reducirse por los lipidos que envuelven a la nanoestructura.
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Capitulo 1: Introduccion.

El ser humano siempre ha estado fascinado con los sistemas bioldgicos, dada su
complejidad y eficiencia en llevar a cabo las tareas necesarias para sostener la vida. En
afos recientes, los avances en la ingenieria molecular han incrementado nuestra habilidad

en imitar estructuras bioldgicas con precision molecular cercana.[1]

Las células estdn rodeadas por membranas, estas juegan un papel vital, protegen la
estructura del entorno y permiten la comunicacion y el transporte entre la célula. Son
rigidas y a la vez flexibles, complejas, formadas por multicomponentes y dinamicas lo que
las hace dificiles de estudiar. Estas caracteristicas y su funcién son posibles gracias a su
particular composicion molecular. Las moléculas clave que las constituyen son lipidos,
proteinas y agua. Los lipidos constituyen un elemento estructural de cada biomembrana,
que es comunmente conocido como la matriz lipidica. En la mayoria de los casos, la matriz

lipidica es una bicapa lipidica.[2]

La mayoria de los estudios biofisicos en biomembranas se llevan a cabo en modelos que
son bicapas hidratadas los cuales comprenden una o una mezcla simple de especies
lipidicas.[3] Como es dificil obtener toda la complejidad de una membrana celular in vitro,
una bicapa lipidica (compuesta de un lipido especifico, normalmente
Dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC) a menudo sirve como un modelo de membrana en los
estudios de diversas propiedades y funciones sobre todo aquellos donde interaccionan

nanoparticulas. [4]
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Las nanoparticulas son nano materiales cuyas tres dimensiones externas se encuentran en
el rango de tamafio de 1-100 nm, son estudiados por la nanotecnologia la cual se define
como el disefio, la evaluacion, la produccion y la aplicacion de estructuras, dispositivos y
sistemas mediante el control, el tamafio y la forma en una escala nanométrica (10 m) [5],
[6]. Se ha aplicado en varios aspectos de las ciencias de la vida tal es el caso de la
administracion de farmacos [7], para elaborar sensores de gases [8], fotocatalizadores [9]

y agentes antimicrobianos y anticancerigenos[10].

En los ultimos afios, la nanotecnologia en su rama médica ha revolucionado las estrategias
de atencion de las enfermedades y padecimientos, lo que implica el disefio, la fabricacion,
la regulacion y la aplicacion de dispositivos terapéuticos mediante el desarrollo de nuevas
moléculas y la manipulacion de aquellas disponibles naturalmente, las cuales tienen sus

dimensiones en la escala nanométrica.[11] [12]

El uso de materiales novedosos en el rango de la escala nano (nanomateriales) entre los
cuales se encuentran los nanotubos de carbono (NTC), en los ultimos afios, estos han sido
estudiados de forma in vitro e in vivo[13] este material presenta propiedades quimicas,
fisicas, eléctricas, mecanicas y térmicas Unicas, utilizable por varios consumidores y en
aplicaciones médicas e industriales.[14] Su baja dispersabilidad y la funcionalizacién de
su superficie, impulsan a ampliar su aplicacion en el area farmacologica ademas posee la
capacidad de penetrar en las células, por lo cual se ha explorado como acarreador de

farmacos (nanovehiculo) y para el diagnostico médico.[14] [15]

Por ejemplo, la aplicacion de los nanotubos de carbono (NTC) para la aplicacion

mencionada anteriormente requiere que la habilidad de cargar y descargar los agentes
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moleculares o terapéuticos se produzca de manera efectiva en su estructura, mientras se
mantiene su funcionalidad y estabilidad en la propia interfaz del nanovehiculo, asi como
una mayor integracion en su consumo [ 16], por lo cual la comprension de las interacciones
presentes entre las biomoléculas y las nanoestructuras a nivel molecular es esencial para

su diseno.[17]

En consecuencia, la complejidad de los sistemas a estudiar y en contraste con la
experimentacion, la cual determina las propiedades macroscopicas del sistema, las técnicas
de simulacion de dinamica molecular pueden proveer una visiéon molecular dentro de la

bicapa lipidica y el comportamiento cuando se afiaden moléculas al sistema.[18] [19]

La dindmica molecular (MD, Molecular dynamics) es un tipo de simulacion molecular
computacional que permite analizar el comportamiento o evolucion de un sistema a través
del tiempo, calculando las fuerzas entre los atomos mediante las ecuaciones de

Newton.[20]

Hoy en dia, se aplica para el andlisis de practicamente cualquier sistema fisicoquimico de
interés. Facilita el estudio de la solubilidad y el paso de moléculas a través de membranas
celulares para revelar los mecanismos de los fendomenos presentes en la interfaz
bioldgica.[20] [17] También se utiliza para el analisis del comportamiento en las
estructuras lipidicas que permiten la penetracion de agentes empleados para el transporte
de farmacos o moléculas de interés,[21] [22] se emplea para buscar el tamafio adecuado
para que estas moléculas puedan trasladarse a través de la membrana [23] ademas los
estudios de dinamica molecular soportan el disefio optimo y la eficiencia en el estudio de

NTC como sistemas para la administracion de farmacos.[24]



1.1. Justificacion.

Durante més de una década los nanomateriales estan en la mayoria de los proyectos de
investigacion entre la comunidad cientifica e industrial, se producen en todo el mundo a
gran escala y sus aplicaciones van en constante aumento.[25][26] Entre las principales
aplicaciones se incluyen los productos tradicionales pero con rendimientos mejorados;
como revestimientos, pinturas, cosméticos, y productos completamente novedosos; como
medicamentos de proxima generacion, superconductores, materiales ceramicos y

compuestos de alto rendimiento.[27]

La cantidad de productos que contienen nanomateriales ha estado creciendo
constantemente durante la Ultima década. En 2015 el Woodrow Wilson International
Center a través de su Inventario, Productos al Consumidor basados en nanotecnologia (CP/
por sus siglas en ingles), muestra la existencia de 1814 productos en el mercado, de los
cuales 762 estan englobados en la categoria de Salud y ejercicio.[28] También en 2015, el
mercado de los NTC se valoré en $ 2.26 mil millones y se pronostica que crecera a § 5.64

mil millones en 2020 a una tasa de crecimiento anual compuesto del 20.1%.[29]

Para el desarrollo de estos productos es crucial comprender las interacciones que se
presentan entre las biomoléculas y las nanoestructuras. [17] En los siguientes parrafos se

presentan algunas fuentes que contribuyen para la realizacion de este trabajo:

Hwankyu Lee, 2012,[30] modelo la interaccion de los nanotubos de carbono y la membrana
lipidica. Las nanoparticulas fueron envueltas con diferentes tipos de lipidos y poli

etilenglicol ademas en su estado puro, mostré6 que los nanotubos de carbono de pared
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sencilla (NTCPS) se insertan debido a la interaccion hidrofébica que se presenta entre la
seccion hidrocarbonada de los lipidos que componen la bicapa, pero las moléculas que
envuelven a las nanoestructuras debilitan esta interaccion e inhiben su insercion en la

bicapa.

Abedi-Karjiban y otros, 2013,[31] estudiaron diferentes membranas formadas por una
mezcla de lipidos y compuestas por uno solo; de forma teérica, con el empleo de dinamica
molecular a un nivel de grano grueso (CGMD, por sus siglas en ingles), demostrd que esta
metodologia permite el ahorro de tiempo computacional y la aproximacion de los

resultados con los provenientes de forma experimental.

Nakamura et alii, 2018, [32] reportan que la translocacion de nanoparticulas a través de la
membrana celular se realiza por 2 vias; endocitosis y permeacion directa, siendo la primera
la més probable, aunque las mas desfavorecida cuando se trata de eficiencia en el transporte
de moléculas de interés. La permeacion directa es la mas eficiente en este punto pero para
poder facilitar su desarrollo se pueden aplicar fuerzas externas, tales como campos
eléctricos, que contribuyan a su desarrollo. En sus conclusiones sefiala que existen
preguntas sin resolver ya que es necesario mas investigacion experimental lo que permitira

validar los resultados provenientes de las simulaciones.

Yan et al, (2017), [33] revisaron que las fuerzas de van der Waals y el efecto hidrofobico
controlan la insercion de los nanotubos de carbono y, los lipidos que componen las bicapas

pueden obstruir su insercion mediante el taponamiento de los extremos del tubo.
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Teniendo en cuenta que la adhesion de la membrana y/o la penetracidon es un paso clave
para la implementacion exitosa de la mayoria de las técnicas de diagnostico o de entrega
de farmacos, nuevas investigaciones sobre los aspectos fundamentales de las interacciones
nanoparticula-membrana estan garantizadas. En primer lugar, existe la necesidad de
abordar estas interacciones por una combinacion de diferentes modelos y herramientas,

para hacer frente a los fendmenos que ocurren en diferentes escalas de tiempo.[34]



1.2. Objetivos.

1.2.1. General.

Por métodos de dindmica molecular se evaluaran las interacciones que pueden presentarse

entre un modelo de membrana celular y los nanotubos de carbono

1.2.2. Especificos.

1. Definir la estructura de minima energia de los nanotubos de carbono que serén parte
de la investigacion.
ii.  Modelar la membrana celular para contar con su estructura molecular definida.
iii.  Analizar computacionalmente la interaccion de los nanotubos de carbono y una

membrana celular definida por medio de la dindmica molecular.

1.3. Hipatesis.

Los nanotubos de carbono podran permear el modelo de una membrana lipidica de DPPC

utilizando técnicas de dindmica molecular.



Capitulo 2: Marco tedrico.

El objetivo de este capitulo es poner de manifiesto algunos conceptos que ponen en

contexto al lector.

2.1. La membrana lipidica.

La estructura de las células y sus organelos estdin rodeados por membranas. Estas
membranas desempeiian un rol trascendental, actiian como barreras selectivas que protegen
la estructura del entorno y también proporcionan comunicacion y transporte de nutrientes
y demas fluidos entre ellas. Las moléculas clave que constituyen la membrana son los
lipidos, las proteinas y el agua. Los lipidos son fundamentales en la estructura de cada

biomembrana.[35] [36]

Las membranas celulares son sistemas heterogéneos muy complejos, (Figura 1)
compuestos por muchos tipos diferentes de lipidos, esteroles, proteinas, carbohidratos y
diversas moléculas, las cuales se involucran en una variedad de procesos celulares; por este
motivo son muy dificiles de estudiar por métodos biofisicos. Por tanto, la mayoria de los
estudios biofisicos de biomembranas se llevan a cabo en modelos que son bicapas

hidratadas, que comprenden una especie de lipidos o una simple mezcla de ellos.[3]



La célula excreta sustancias &

Proteinas de la capa-5
en la superficie
exterior presentan una
estructura de enrejado

Parte exterior

guimicas que previenen el
antiincrustamiento i Cadenas de oligosacaridos de Glicocalix

en la superficie exterior presentan
propiedades antiincrustantes

) Y7 R o Grupos zwitteriénicos presentes en
‘3) ‘) [P N ; =
J ¢ K la parte superior de los lipidos
Y proveen resistencia a la adhesién
P

de proteinas

Bicapa lipidica, < 200 Q¢ 29 29 A
permite la difusion 4 )_\))\ \)‘)‘ \
))))1 e Tt e Y ))“)
X
Parte interna 2D

299 ﬁﬁ

LN )J)
Las proteinas de ADP,,F‘ ATP
membrana facilitan el

transporte activo
usando ATP

"\ Las proteinas en la membrana

facilitan el transporte pasivo
Los ioncforos medlan el transporte

a través de la bicapa lipidica al
complejar los iones especificos

9 ;
lipido m l Proteina de membrana $ lonoforos
(canal)
g Glicocalix Proteina de membrana . Sefiales antiincrustantes
(transporte)
ﬁ Proteina de la w Proteina de membrana 90y solutos
capa-S (bomba)

Figura 1: Complejidad de la membrana celular (Shen et al, 2014)[1]

La importancia de las moléculas bioldgicas y su relacion con las funciones que realiza una
célula ha sido reconocida hace mucho tiempo, sin embargo, los lipidos permanecieron
fuera de escena en su estudio durante varios afios. El paradigma cambi6 en gran medida en
la década de 1990, cuando la idea de los lipidos que participan en la activacion de las

proteinas de membrana recibid cada vez mas atencion.[35]

Los lipidos se han definido como sustancias que son insolubles en agua y solubles en
solventes organicos como cloroformo, éter o benceno, contienen grupos de hidrocarburos

de cadena larga en sus moléculas, y estdn presentes en organismos vivos o derivados de
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ellos. Formados por una amplia gama de compuestos, acidos grasos, y derivados tales como

glicéridos, ésteres de cera, fosfolipidos, glicolipidos y sulfolipidos.[37]

Los fosfolipidos son una clase de lipidos que contienen un diacilglicerol, un grupo fosfato
y glicerol. La "cabeza" hidrofila de la molécula contiene el grupo fosfato y glicerol y la
"cola" hidrofobica generalmente consta de dos cadenas de acido graso.[38] Por lo general,
los fosfolipidos se componen de un esqueleto de glicerol unido a &cidos grasos, acido
fosforico y un segundo grupo, generalmente colina, etanolamina, serina o inositol. Son un
componente importante de las membranas celulares.[39] Los principales tipos de
fosfolipidos incluyen fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina

(PS), fosfatidilinositol (PI) y fosfatidilglicerol (PG).[40]

Los fosfolipidos tienen una tendencia muy fuerte a formar bicapas o micelas y liposomas
debido a la naturaleza anfipatica de los lipidos que lo componen ("cola" hidr6foba que tiene
una baja afinidad por el agua), y el grupo hidrofilo (que tiene una alta afinidad por el agua)
[41]. En ausencia de agua, no se puede formar una bicapa y en la mayoria de los casos, la
deshidratacion completa de una bicapa es muy dificil de lograr, ademés que conduce a su

dano.[42]

Por lo tanto, el agua es una parte esencial e integral de la bicapa. En una bicapa, la parte
hidrofobica, que es la parte hidrocarbonada del acido graso, est4 orientada hacia su similar
con respecto a otro lipido; las cadenas de acidos grasos que son no polares se secuestran
juntas, lejos del contacto con el agua, maximizando las interacciones hidrofobicas [43], y
la parte hidrofila, que es la parte donde se encuentra el grupo colina, esta proxima hacia la

capa acuosa, esto se puede ejemplificar al unir un cepillo de cabello con otro por el lado de
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las cerdas, estas se asemejarian a la cadena hidrocarbonada, y la base del cepillo la parte
hidrofila, ademas, los grupos i6nicos y zwitterionicos estdn en contacto directo con la fase
acuosa en las superficies exteriores de la bicapa, maximizando asi las interacciones

hidrofilas [43] (Figura 2) este arreglo constituye el nucleo bicapa no polar. [3], [44]

Cara exterior Cabeza de los grupos

hidréfilos (polares)

Extremos de los acidos

grasos hidréfobos (no
polares)

y A A . Cadenalateralde _
3 ] glucosa

Proteina integrales Proteinas periféricas
(intrinsecas) (extrinsecas)

Cara interna

Figura 2: El mosaico fluido fue el primer modelo propuesto para representar la estructura de la
membrana celular. (Singer et al, 1972)[43]

Las moléculas de lipidos difieren con respecto al tipo de grupo de cabeza hidrofilo y se
producen con una amplia variedad de cadenas de hidrocarburos hidrofobos de acidos
grasos.[45] Esta organizacion espacial de moléculas crea distintas regiones horizontales
dentro de la bicapa con propiedades contrastantes. La fase de agua a granel y el nucleo de
bicapa contienen principalmente un tipo de molécula (agua) o grupo quimico (CHz, CH3).
En contraste, la interfaz bicapa / agua es una region compleja que consiste en moléculas de
agua, cuyo numero disminuye con la profundidad de la bicapa (Figura 3) y varios grupos

quimicos, principalmente polares, de cabezas lipidicas que forman interacciones
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transitorias entre si, [3], [44] principalmente las que se generan entre los grupos de cabeza

de los lipidos, el agua y los segmentos superiores de las cadenas de los 4cidos grasos.[46]

Capa acuosa

DEEEIASNXYT  Bicapa Interfaz
i lipidica bicapa/agua

" AV

Capa acuosa

Figura 3: Distintas regiones que estan en una bicapa, la capa acuosa, la interface bicapa/aguay
el centro hidrofébico. (Pasenkiewicz-Gierula et al, 2016)[47]

Por lo general, el fosfolipido mas abundante en animales y plantas es la fosfatidilcolina
(PC, Figura 4A): es el componente basico de las bicapas de membrana. Las (PC) son de
ion hibrido con un grupo de colina cargado positivamente y un grupo de fosfato cargado
negativamente, en la figura 4B, aparece un esquema de estas moléculas. Las PC son solo
aceptantes de enlaces puente de hidrogeno y pueden hacer enlaces con agua, pero no entre
ellas. [3] En el caso de fosfolipidos zwitteridnicos que sean parte de su estructura, las
interacciones dipolo-dipolo entre pares de iones en la superficie de la bicapa también

pueden contribuir a la estabilizacion de la estructura en la bicapa. [43]
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Figura 4: Molécula de DPPC (A) y su grupo de cabeza, colina-fosfato (B)

En la figura 5, se muestran las diferentes interacciones que se presentan en las estructuras
de las bicapas. Se pueden formar enlaces de hidrogeno con agua y entre los lipidos (a, d y
e). Una molécula de agua se une simultaneamente por medio de enlaces de hidrogeno a dos
atomos de oxigeno lipidicos diferentes, a esto se le denomina puente de agua, ya sea
intramolecular o intermolecular, dependiendo de si los 4&tomos de oxigeno pertenecen a la
molécula de agua. Los puentes de agua contribuyen a la estabilidad de la bicapa (b)[3].
También existe el fenomeno de formacion de clatratos provocado porque el grupo colina
de los fosfolipidos atrae las moléculas de agua del entorno. (¢) y por ultimo enlaces débiles
entre los atomos cargados de oxigeno cargados negativamente de los lipidos a su alrededor
de manera coulumbica para formar pares de cargas interlipidos, especificamente formado

por dos grupos colina de fosfolipido y dos atomos de oxigeno de otro lipido (f).
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Figura 5: Ejemplos de interacciones intermoleculares en la interfaz bicapa / agua, (a) enlaces
Hidrogeno entre lipidos y agua; (b) un puente de agua entre fosfatidilcolina; (c) clatrato de agua
en un lipido. Enlace de hidrogeno intermolecular entre dos fosfolipidos (d,e). Enlace
intermolecular de dos fosfolipidos (f). (Pasenkiewicz-Gierula et al, 2016)[36]

2.2. Simulaciones de dinamica molecular.

Las membranas bioldgicas varian tremendamente en composicion segun el tipo de célula,
y su organizacion debe ser dindmica para mediar y modular los cambios conformacionales,
la sefializacion, el trafico y el reconocimiento [48]. Su complejidad impone la necesidad
de simplificar su estructura para que se pueda estudiar su organizacion y dindmica. Por lo
tanto, se han creado muchos sistemas modelo diferentes, que conservan la estructura de la
bicapa lipidica esencial, pero son lo suficientemente realistas como para estudiar el proceso

de interés.[49]



15
Las simulaciones de dinamica molecular (MD por sus siglas en inglés) de todo un atomo o
atomo unido son una herramienta indispensable que ha contribuido significativamente a la
investigacion de las propiedades estructurales y dinamicas de las membranas, ya que

pueden proporcionar informacion a nivel atdmico.[50]

En las simulaciones de biomembranas, se han empleado tres tipos principales de modelos
moleculares: todo-atomo, de grano grueso (CG, por sus siglas en inglés), y modelos mixtos
de atomos / CG. Se puede decir que los modelos de todos los 4tomos son los mas precisos,
pero computacionalmente los mas caros. Para extender las escalas de tiempo en las
simulaciones, se han desarrollado diferentes estrategias de grano grueso para simplificar la

representacion de proteinas, agua y lipidos.[51]

Los métodos de simulacién de grano grueso (CG) se basan en la idea de reducir
sistematicamente el nivel de detalle en la forma en que se representa el sistema, y asi
aumentar la escala de tiempo / longitud de la simulaciéon. Una forma de hacerlo es
modelando el sistema como un grupo de particulas efectivas (‘cuentas'). Cada una de estas
cuentas representa un conjunto de atomos cuyos grados atomisticos de libertad no juegan
un papel importante en el proceso bajo consideracion y estan integrados. Ayudada por los
enfoques CG, la simulacidon puede acceder a dos o tres érdenes de magnitud de escalas de

tiempo mas largas y se puede explorar un espacio-temporal més grande.[52]

Uno de los modelos mas populares es el modelo MARTINI desarrollado por Marrink y
colaboradores.[53] En este modelo, varios atomos en proteinas y lipidos se aproximan
como una sola particula unida y cuatro moléculas de agua se tratan como una sola particula.

Se ha utilizado para estudiar sistemas mas complejos, como las interacciones
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nanoparticula-membrana [54] , la formacion de membranas [55], la difusién de proteinas

en membranas compactas [56] y la insercion de péptidos.[57]

A diferencia de los métodos experimentales que proporcionan informacion estructural y
dinamica sobre moléculas que se promedian en un gran numero de moléculas, y dentro de
la ventana de tiempo del método experimental, los métodos computacionales,
particularmente la dindmica molecular (MD), pueden tener resolucioén atomica y el tiempo
de observacion (en la escala de tiempo de 10 s 0 mas) por paso de femtosegundos. [47]
[3] Los calculos de simulacién por computadora pueden, si se basan en un modelo preciso
de escala atdmica con campos de fuerza apropiados, proporcionar informacion muy

detallada sobre la estructura y la dindmica de las bicapas. [46]
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2.3. Nanotubos de Carbono.

Los atomos de carbono pueden hibridar en formas sp, sp?> o sp’. El descubrimiento de
materiales con la hibridacion sp? y de escala nanométrica como el grafeno, los fulerenos y
los nanotubos de carbono (NTC) han propiciado el desarrollo de investigaciones en esta
area.[14] Los NTC pertenecen a la familia de los fulerenos, la tercera forma alotropica del
carbono junto con el grafito y el diamante, que son formas naturales con hibridacién sp?

(plana) y sp® (cubica), respectivamente.[14] [58] [59] [60]

La mayoria de las propiedades fisicas de los (NTC) derivan del grafeno.[14] En ¢él, los
atomos de carbono estan organizados en un patron similar a una colmena, en donde cada
uno tiene una hibridacion sp? dispuestos en una serie de anillos condensados de benceno

enrollados en una estructura tubular.[61]

Entre sus principales aplicaciones se encuentran; dispositivos para el acarreo de farmacos,
terapia fototérmica, biosensores de enzimas, cancer y ADN, soportes para huesos y para

tratamientos antimicrobianos.[62]
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2.3.1. Estructura.
Segun el numero de capas, las estructuras de NTC se clasifican en dos tipos (Figura 8):

1. Nanotubos de carbono de pared simple (NTCPS)

ii.  Nanotubos de carbono de paredes multiples (NTCPM)

A
W

2-100 nm

Figura 6: Representacion de las estructuras de los NTC a) de pared sencilla, b) paredes multiples.

Los NTC constituyen una clase de nanomateriales con propiedades quimicas, fisicas,
eléctricas, mecanicas y térmicas Unicas, por lo cual pueden ser utilizados en aplicaciones

destinadas al area de la medicina y la industria.[63] [14]

Los NTCPS constan de un unico cilindro de grafeno con un diametro que varia entre 0,4 y
2 nm, y generalmente se presentan como haces hexagonales compactos (Figura 6A). Los

NTCPM (Figura 6B) constan de dos a varios cilindros coaxiales, cada uno hecho de una
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unica lamina de grafeno que rodea un nucleo hueco. El didmetro exterior de los NTCPM
varia de 2 a 100 nm, mientras que el didmetro interno estd en el rango de 1-3 nm y su

longitud es de 0.2 a varios mm.[64] [65] [60]

En funcién de su quimica, los NTC se pueden diferenciar en dos zonas: las puntas y las
paredes laterales. Hay tres configuraciones cristalograficas posibles para que la molécula
ruede, segiin como se enrolle la ldmina de grafeno: silla o montura (Armchair), zigzag y

quirales. (Figura 7).[66] [63]

Armchair

Figura 7: Configuraciones cristalograficas de los NTC.

En la conformacion en zigzag, dos enlaces C-C opuestos de cada hexdgono son paralelos
al eje del tubo, mientras que, en la conformacion de silla o montura, los enlaces C-C son
perpendiculares al eje, en todos los demas arreglos, los enlaces C-C opuestos se encuentran
en un angulo al eje del tubo, dando como resultado un llamado nanotubo helicoidal que es

quiral.[67]
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2.3.2. Toxicidad.

El estudio de la toxicidad hacia el organismo es un requisito basico para cualquier tipo de
material utilizado en el campo de la investigacion médica.[62] La aparente similitud entre
los NTC y las fibras de asbesto ha planteado muchas preguntas sobre su seguridad, ya que

el ultimo, por sus peculiares caracteristicas puede provocar cancer en el pulmon.[68]

Entre los principales factores que pueden afectar su toxicidad son; (1) Su tamafio, (2) el
area de superficie del 6rgano objetivo, (3) el tipo de NTC, (4) la funcionalizacion, (5)
purificacién, (6) dispersion y (7) la duracion de la interaccion. Los NTC bien
funcionalizados ejercen una toxicidad minima in vitro e in vivo, este factor se vuelve clave

ya que una funcionalizacién optima minimiza sus efectos secundarios.[62]

Estudios han demostrado claramente que la funcionalizacion de NTC y su posterior
derivatizacion realizada con polimeros biodegradables los hacen compatibles con los
sistemas bioldgicos. [69] Por otra parte los NTC pueden ocasionar muerte celular, debido
a la produccion de especies reactivas de oxigeno e inducir la autofagia celular.[70] Como
tal la biocompatibilidad de los NTC no se ha elucidado por completo, por tanto existe la
necesidad de realizar estudios mas extensos que permitan resolver esta interrogante, pero
es plausible sefialar que por sus propiedades y potenciales aplicaciones, los NTC son

nanomateriales prometedores.[71]
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2.4. Dinamica molecular y Quimica Computacional.

Hacer una descripcion matematica completa de un sistema molecular, el cual incluya los
efectos cuanticos, es una tarea de gran complejidad, debido a las pequenias escalas y las

grandes velocidades involucradas.[72]

La mecanica molecular (MM), es un modelo que asume las interacciones en una molécula
como una coleccion de esferas (serian los datomos) unidas mediante resortes

(correspondiente a los enlaces) (Figura 8).[73]

Figura 8: Representacién del modelo dtomo (esfera), enlace (resorte).

El principio fundamental es expresar la energia de un sistema molecular en funcion de su
oposicion al estiramiento en los enlaces, la flexion de los mismos y el hacinamiento en el
atomo, y utilizar esta ecuacion que describe la energia, para calcular las longitudes, los

angulos y los diedros en los enlaces correspondientes.[73]
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La forma en la expresion matematica para la energia, y los parametros en ella, constituyen
un campo de fuerza (o force field). [73] La MM usa la aproximacion Born-Oppenheimer,
porque solo los nucleos experimentan una fuerza de atraccion estatica, ya sea a partir de

electrones o resortes.[73] [74]

2.4.1. El potencial de energia superficial.

La mecénica y la dindmica molecular se basan en datos empiricos que incorporan

implicitamente todos los efectos relativistas y cuanticos.
Por tanto, a partir de la ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo (1):

H¥Y(R,r) = E¥Y(R,v) (1)
Donde H es el hamiltoniano del sistema, W es la funcion de onda, E es la energia, (R) las

coordenadas del nticleo y de los electrones (7)

La ecuacién anterior es demasiado compleja para ser de utilidad practica ademds puede
simplificarse al tomar en cuenta las diferencias significativas entre las masas de ntcleos y
electrones, el proton ('H), pesa aproximadamente 1800 veces mas que un electron, y para
un nucleo tipico como el carbono, la relacion de masa supera con creces los 20,000. Por lo
tanto, los nucleos se mueven mucho mas lento que los electrones. La consecuencia practica
es considerar que los electrones se mueven en el campo de los nucleos fijos. Esta es la
famosa aproximacion de Born-Oppenheimer. Por supuesto, si los nuicleos estan fijos en el
espacio y no se mueven, su energia cinética es cero y la energia potencial debida a la

repulsion nucleo-nucleo es simplemente una constante[75], con lo cual se generan 2
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ecuaciones.[76] La primera de estas ecuaciones describe el movimiento electronico y

depende solo de la posicion del nucleo:
H¥Y(r,R) = E¥Y(r,R) (2)

Y la segunda describe el movimiento del ntcleo en la superficie de la energia potencial

E(R):

Ho(R) = E¢(R)  (3)
Sin embargo, la complejidad de la ecuacion 2 y el gran esfuerzo en resolverla, conlleva al
empleo de un ajuste llamado campo de fuerza (), la ecuacion 3 puede sustituirse por la

del movimiento de Newton:

av__ &R
aR-"az W

La solucion de la ecuacion 4 utiliza un ajuste empirico a la superficie de energia potencial

E(R), alo que se le denomina dindmica molecular.[72]

La dindmica molecular es una técnica que permite calcular las propiedades de equilibrio y
transporte de un sistema clasico de muchos elementos. En este contexto, la palabra clasica
significa que el movimiento nuclear de las particulas constituyentes obedece a las leyes de
la mecanica clasica. Solo cuando se considera el movimiento de traslacion o rotacion de
atomos o moléculas o movimiento vibracional con una frecuencia (v) tal que la energia de
esas moléculas (hv, es decir puede ser descrito como un oscilador armdnico cuantico) sea
mucho mayor que la aportada por la energia ksT (es decir, ser representado como un

oscilador armoénico clasico) hv > kgT en ese momento los efectos cuanticos no podran
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despreciarse. [77] La representacion cuantitativa de estos modelos se realiza a través de
expresiones matematicas junto con coeficientes numéricos a los que generalmente se les

denominan como campos de fuerza.[76]

2.4.2. El campo de fuerza.

Los campos de fuerza cldsicos o empiricos se usan generalmente para calcular la energia
de un sistema en funcién de las posiciones nucleares de las particulas dentro del sistema,

mientras se ignora el comportamiento de los electrones individuales.[76]

Su propésito es describir la superficie de energia potencial de las moléculas con una
precision razonable. Este concepto emplea una combinacion de coordenadas y términos
internos (distancias de enlace, angulos de enlace, torsiones, etc.) para describir esa parte de
la superficie de energia potencial donde se involucran las interacciones entre los dtomos
enlazados y los que no lo estdn, ademas describe las fuerzas de van der Waals. Estas
simulaciones pueden manejar grandes sistemas y varios ordenes de magnitud mas

rapidos.[72]

La energia potencial de una molécula como funciéon de las coordenadas del 4&tomo (R)
puede ser representada por la suma de 4 términos principales y cada uno de ellos como la

suma de muchas contribuciones, esto se expresa de la siguiente manera:

E(R) = Z Eestiramiento+ Z Ecurvatura+ Z Etorsi()n+ Z Eno enlazados (5)

enlaces angulos diedros pares atémicos

Esta ecuacion engloba todas las contribuciones de energia aportadas por el estiramiento en

la longitud del enlace (primer término), el valor del angulo de flexion (segundo término),
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el movimiento de torsion (rotacion, tercer término) originado en los enlaces simples, y las
interacciones entre &tomos o grupos sin enlazar en el sistema molecular de estudio. (1ltimo

término)[76]

El primer término de la ecuacion (5), se origina por el incremento en la energia de enlace
en cada atomo cuando es estirado, siendo aproximadamente proporcional al cuadrado de

su extension:

2
Eest = kest(l - leq) (6)

Donde: kg es una constante de proporcionalidad, cuanto mayor sea el estiramiento mas

rigido serd el vinculo y mas la oposicion al cambio, [ es la longitud de enlace cuando se

estira 'y o4 la longitud de equilibro del enlace.[71] [73]

El segundo término (Ec.5), la curvatura del d&ngulo, o con mayor precision al aumento en
la energia (ang), cuando corresponde a una unidad triatdbmica A-B-C es aproximadamente
proporcional al cuadrado en el aumento en el valor del angulo, donde los términos son
semejantes a la ecuacion (6) solo que en lugar de las longitudes de enlace sera el valor de

los 4ngulos, y la constante de proporcionalidad se relaciona con la longitud del angulo.

Eang = Kang (@ = eq) " (7)
El término que aporta la torsion (Ec.5), considera cuatro 4&tomos unidos secuencialmente
A-B-C-D: El angulo diedro o angulo de torsion del sistema, es el que se forma entre el
enlace A-B y el enlace C-D desde la perspectiva del enlace B-C. Como la geometria se

repite cada 360°, la energia varia con el angulo diedro en un patrén de seno o coseno.

Etorsion = k(,b [1+ cos(ng — 6)] ®
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Donde la kg es la constante del angulo diedro, n es la multiplicidad y & es la fase del

potencial.[76], [78]

El ultimo termino (Ec.5) se refiere a las interacciones no enlazadas (nonb), esto representa
el cambio en la energia potencial con la distancia, aparte de los &tomos A y B que no estan
directamente unidos y no estdn unidos a un atomo comun. Este a su vez se divide

principalmente en 2 clases de interacciones; van der Waals y electrostaticas.

Eno entazados = Z L] + Elec (9)

pares
Uno de los potenciales empleados para describir las interacciones de van der Waals es el
de Lennard-Jones (LJ):
o\12 g6
L) = kyp (7) - (;) ] (9.1)
Donde k,; es la constante de no enlace, r la distancia entre los centros de los atomos o

grupos no enlazados y o es el diametro de colision.

Para el potencial electrostatico entre 2 moléculas (o entre 2 partes diferentes de la misma

molécula) esta dado por la ley de Coulomb.

q19>
MEYT2

Elec = (9.2)

Donde ¢, es la permisividad en el vacio, q;, g, representan las cargas de las particulas o de

los sistemas y 1y, es la distancia entre ellas.[76], [78]

En la Figura 9 se muestra un esquema con las interacciones que se pueden presentar en un

sistema molecular.
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Interacciones de van der Waals Electrostaticas
Vibracién de enlace Vibracién del i\ngu!o Potencial del diedro

Figura 9: Interacciones comprendidas en el campo de Fuerza.(Bo Song, 2012)[4]

2.4.3. La Teoria de Funcionales de la Densidad.

El objetivo final de la mayoria de los enfoques quimicos cudnticos es la solucion
aproximada de la ecuacion de Schrodinger, lo que proporciona la funcién de onda
electronica (W,;oc). Una vez que se determina, todas las propiedades de interés se pueden
obtener aplicando los operadores apropiados a la funciéon de onda. Desafortunadamente,
no se conoce ninguna estrategia para resolver la ecuacion de Schrodinger exactamente para

los sistemas atomicos y moleculares.[75]

Para ello se han desarrollado diferentes métodos que permitan su aproximacion como: la

teoria de los funcionales de la densidad (DFT por sus siglas en ingles).[79]

La DFT proporciond una base solida para el desarrollo de estrategias computacionales

orientadas para obtener informacidn sobre la energia, la estructura y las propiedades de
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atomos y moléculas a un costo computacional mucho mas bajo que las técnicas

tradicionales enfocadas en la resolucion de la funcion de onda.[80]

La DFT reemplaza la funcidon de onda electrénica y relaciona una funcion de densidad de
probabilidad de electrones, la cual es medible con el empleo de técnicas experimentales,

por ejemplo, difraccion de rayos X o de electrones.|[78]

Esta teoria descansa en dos teoremas desarrollados por Hohenberg y Kohn (1964). El
primero establece que la densidad de electrones determina la funcién de onda y, por lo
tanto, todas las propiedades de un sistema electronico. El segundo establece que la energia
de una distribucion de electrones se puede describir como una funcion de la densidad de

electrones, y este funcional es un minimo para la densidad del estado fundamental.[81]

Los métodos de la teoria de funcionales de la densidad se han establecido como una valiosa
herramienta de investigacion tanto en aplicaciones independientes y como complemento

de investigaciones experimentales.[81]

2.4.4. Optimizacion de la geometria.

Las moléculas reales vibran térmicamente sobre sus estructuras de equilibrio, por lo que
encontrar estructuras minimas de energia es clave para describir este equilibrio. La
optimizacién en la geometria permite localizar un minimo de energia en la superficie de
energia potencial, y asi conseguir la estructura de equilibrio de un sistema molecular. La

optimizacién esta completa cuando las fuerzas son cero, y una vez que se ha completado,
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aparecen parametros optimizados, expresados en distancias de enlace, angulos de enlace y

angulos diedros. [82]

2.4.5. Los parametros de reactividad y las funciones de Fukui.

La derivada de la energia E[N, v (7)] con respecto al namero de electrones N y el potencial
externo v(#) genera un conjunto de propiedades las cuales caracterizan la reactividad
global y local de los sistemas moleculares a partir de su estructura electronica.[83] Estas
propiedades pueden predecir qué moléculas y reacciones quimicas son las mas probables

de lograr con alglin objetivo deseado.[84]

La funcién de Fukui propuesta por Parr y Yang en 1984 [85], tiene diferentes valores con
respecto a la posicion en las especies ademas puede generar mapas de contorno, mostrando

que los valores grandes en un sitio favorecen la reactividad del mismo.[86]

L [ap(r) (10)

(r) = [ =
f 61/(7") N oON v(r)
La derivada de (10) es discontinua y dificulta su evaluacion, por lo cual Yang y Parr

aportaron tres definiciones numéricas para las funciones de Fukui:[87]

+
fr@) = (ap (r))v(r) (11) Estableciendo el ataque nucleéfilo

f~(r)= (6p_(r)) _( ) (12) Estableciendo el ataque electrofilo
v

0
fo(r) = (ap—(r)) - (13) Estableciendo el ataque por radical
v(r
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Las cuales proporcionan una indicacion de la reactividad del &tomo como un electrofilo
(reactividad hacia nucleofilos), como un nucleofilo (reactividad hacia los electrofilos) y

como un radical libre (reactividad hacia los radicales).[ 78]

2.5. El coeficiente de calor especifico.

El Calor especifico a presion constante (C,.) representa la cantidad de energia necesaria
para elevar en un grado la temperatura de una sustancia, energia que podria suministrarse
por transferencia de calor en ciertos procesos especializados[88].En un proceso a volumen
constante (Cy.) no se produce trabajo y la distancia promedio entre las moléculas
permanece igual, por tanto, la capacidad calorifica (C,. o Cy.) es pequeiia, todo el calor
transferido se traduce en un movimiento caodtico y se manifiesta mediante un aumento de
la temperatura. En un proceso a presion constante (C,.), el sistema se expande contra la
presion externa y produce trabajo en el ambiente; el calor transferido desde el entorno se
divide en 3 porciones; La primera parte produce trabajo en el entorno, la segunda
proporciona la energia necesaria para separar las moléculas a una distancia mayor y la
tercera se traduce en un aumento de la energia del movimiento caotico. Solo esta ultima

parte se exterioriza mediante un aumento de la temperatura.[89]

Para lograr un aumento de la temperatura de un grado se necesita transferir mas calor en
un proceso a presion constante que en uno a volumen constante. En consecuencia, C,. es
mayor que Cy. La diferencia de capacidad calorifica para liquidos y s6lidos es a menudo

pequeiia, por tanto es posible aproximar los valores de Cy. y C,.[89]
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Los coeficientes de expansion térmica para los liquidos y los solidos son muy pequefos,
de manera que el cambio de volumen es muy pequeio al aumentar la temperatura en un
grado; en consecuencia, el trabajo producido por la expansion es pequeiio y se requiere

poca energia para el pequefio aumento en la separacion de las moléculas.[89]

Casi todo el calor transferido desde el entorno se transforma en aumento de la energia del
movimiento cadtico y se manifiesta, por consiguiente, como un aumento de la temperatura

casi de la misma magnitud que en un proceso a volumen constante.[89] [90]

2.6. La funcion de distribucion radial.

La funcion de distribucion radial, g(r), es la medida de la probabilidad para que una
particula se encuentre en un radio (r) dado que otra esté en el origen.[91][92] A diferencia
de un cristal, la distribucion de particulas en un fluido es diferente; para un fluido los
atomos estan dispuestos de una forma relativa a diferencia de los s6lidos que estan en un

lugar concreto y bien delimitado.[93]

La primera coraza de coordinacion (el primer pico en la grafica) muestra los vecinos
(moléculas u atomos) mas proéximos. El segundo pico corresponde a la mas probable
ubicacion para los siguientes vecinos, a este se le llama segunda coraza de coordinacion.
Esta estratificacion manifiesta la granularidad (naturaleza no continua) de un liquido. Al
final aparece una forma oscilatoria de g(r), la cual persiste hasta que r sea mayor que el

rango de las correlaciones. [93]
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Por ultimo, existe una densidad finita de particulas incluso en regiones pocos probables.
Este aspecto es una caracteristica determinante que claramente distingue un liquido de un
solido cristalino. Sin ello, disminuiria la posibilidad para que se presentara el fenomeno de

difusion, tan caracteristico de los liquidos.[93]

El ordenamiento de los solidos ocasiona que la primera coraza de coordinacién permita
que los segundos vecinos estén localizados a una distancia muy corta desde el a&tomo de
origen. La densidad del conglomerado de la fase solida es mayor que la de un liquido.
Ademads, usualmente se encuentra que g(r), presenta picos en un solido durante una

distancia ligeramente mayor que la del liquido.

Este comportamiento da lugar al orden de largo alcance presente en un solido e inhibe
gravemente la difusion.[93] Como se ha definido anteriormente esta funciéon muestra la
posibilidad de encontrar una molécula o un 4&tomo en una distancia dada, permite observar

la estructura del sistema molecular de estudio.

Es diferente para cada estado de la materia, en los sélidos es de forma periddica con
intervalos definidos, ya que el arreglo de los &tomos y moléculas que los componen es mas

definido y en su mayoria tienen una periodicidad singular.

En el caso de los liquidos la periodicidad de esta funcion disminuye considerablemente y
la distancia para encontrar un atomo proéximo a otro aumenta, en comparacion a la
presentada en los so6lidos, por ultimo, en el caso de un gas, debido a la alta dispersion de

las moléculas u atomos que lo componen, la probabilidad de encontrar un elemento
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proximo al de referencia disminuye considerablemente encontrandose en algunos casos un

solo pico.
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2.7. El coeficiente de difusion.

En el transporte de especies diluidas, el flujo debido a la difusion viene dado por la primera
ley de Fick, que solo depende de una sola propiedad, de la interaccion del soluto con el
solvente: el coeficiente de difusion. El coeficiente de difusion se entiende simplemente
como la magnitud del flujo molar a través de una superficie por unidad de gradiente de

concentracion fuera del plano.[94]

En otras palabras, para un tiempo largo, cuando una particula se mueve inercialmente, la
distancia recorrida es mayor por unidad de tiempo en comparacion cuando el movimiento
es difuso. Esto se debe a que el movimiento en forma difusa se asemeja a un
desplazamiento al azar, donde la particula es golpeada por fuerzas fluctuantes debido a su
entorno. En el régimen de inercia, sin embargo, una particula no se encuentra con sus
vecinos, y se mueve libremente sin inmutarse desde su direccion de movimiento

inicial.[93]

Tradicionalmente, la difusion, D, se ha definido a partir de la pendiente del desplazamiento
cuadratico medio (MSD, por sus siglas en inglés) de todas las moléculas con respecto al
tiempo en el estado de equilibrio.[30], [95]-[97] Si la difusion esta en el régimen de la ley
de Fick, generalmente muestra una dependencia lineal del tiempo, y por lo tanto la

pendiente corresponde al coeficiente de difusion.[98]

La siguiente ecuacion permite la obtencion de este parametro:[98]
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1 dx
D=5y lim 2 > [In() ~r(@)F] (14)

i=1

Esta ecuacion puede ajustarse a la siguiente forma:

[I;(t) — 1;(0)|?] = 2N4D (15)
Siendo el lado izquierdo de la ecuacion MSD, D, el coeficiente de difusion, y el término

N se refiere a las dimensiones de la simulacion.

2.8. Formas de entrada de las nanoparticulas en las células

La internalizacion de las nanoparticulas en las células esta mediada por diversos factores
como las caracteristicas de su superficie (composicion quimica, rugosidad,
funcionalizacién, porosidad y angulo de la curvatura), interacciones con el medio y las
biomoléculas.[24], [69] [32]

Macro
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Figura 10: Representacion esquematica del mecanismo de interaccion nanoparticula-
biomembrana. (Al-Qattan et alii, 2017) [24]
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Los principales mecanismos de interaccion entre la membrana y la nanoestructuras son: la
penetracion directa y la endocitosis.[33] En la Figura 10 se muestra un esquema de las

principales formas en las que la célula introduce las nanoparticulas en su interior.

La penetracion directa es un proceso (no muy comun) independiente de la energia, se lleva
a cabo a través de canales formados por proteinas especializadas para el transporte de
particulas externas, formacion de poros (nanoparticulas cargadas), los cuales permiten la
translocacion de las nanoparticulas directamente a través de la membrana celular, insertarse

primero en el interior de la membrana hidrofébica y luego salir de ella.[24], [99]

Este proceso evita el atrapamiento en la endosoma y una potencial degradacion lisosomal,
esta internalizacion no forma vesiculas endociticas lo que ocasiona la entrega de

nanoparticulas a la célula con mayor eficiencia.[32]

Por ultimo la endocitosis, proceso mediante el cual las células eucariotas internalizan
sustancias externas, este fendmeno es mas comun que la penetracion directa, la cual
depende de ciertas condiciones energéticas que se pueden propiciar en la membrana
citoplasmica, en ella una pequefia porcion de la membrana celular se deforma y envuelve
a las nanoparticulas.[32] Este proceso es complejo y mediado por el entorno energético en
el que se esté llevando a cabo, puede ser obstaculizado por las bajas temperaturas y las
condiciones del trifosfato de adenosina (ATP, por sus siglas en inglés) en el que se

produzca. [32], [33], [100]

Existen diferentes vias en las cuales se puede desarrollar un proceso de endocitosis; la

fagocitosis y pinocitosis.[101]
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La fagocitosis, estd restringida a células especializadas, como macrdofagos,
monocitos y neutrofilos, implica que la nanoparticula necesita ser recubierta por
proteinas (por ejemplo, anticuerpos) para ser reconocidas por proteinas de
membrana especificas. [24], [99] [101]

La pinocitosis, incluye los procesos Clathrin y Caveolin (en todas sus versiones) y
la macropinocitosis, entre las principales caracteristicas, los primeros ocasionan la
formacion de vesiculas que atrapan las nanoparticulas y la macropinocitosis se lleva
a cabo mediante la absorcion de una gran cantidad de fluido externo mediante la
formacion por la membrana plasmdtica de organulos Ilamados

macropinosomos.[24], [99]
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Capitulo 3. Metodologia.

Los célculos se realizaron con el programa Materials Studio 7.0®[72] y sus diferentes
modulos, los cuales se especifican en las secciones correspondientes. En el siguiente
diagrama (Figura 11) se muestra un esquema de la metodologia desarrollada en este
trabajo. El equipo utilizado es una estacion de trabajo Dell Precision M6400 Inter®Core
(TM) 2 Extreme, CPU Q9300 2.53 GHZ, 3.48 GB de RAM y un Cluster de alto
rendimiento con 8 nodos de 16 nucleos con 64 GB en RAM. Para el procesamiento de

datos y graficas se empled el programa OriginPro 9.1®.

Optimizacién de
geometriasy
frecuencias

Nanotubos indices de Fukui

Propiedades
Termodinamicas

Modelado
Molecular

Optimizacion del sistema

Bicapa lipidica | bicapa/agua

Interaccion de las
nanoparticulas y la
bicapa lipidica

Dinamica
molecular

CNT y sistema
bicapa/agua

Figura 11: Esquema de la metodologia empleada.
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3.1. Construccion de los nanotubos de carbono.

La construccion de los nanotubos (NTC) se realizo6 con el visualizador grafico de Materials
Studio. Se optimizo la geometria buscando el estado de minima energia con el empleo del
moédulo Dmol*® [102] [103] [104] y con la particion de cargas de Hirshfeld se encontraron
las zonas donde el NTC es mas susceptible de presentar interacciones, ya sean de naturaleza
nucledfila, electrofila o de un radical. Por ultimo la Capacidad calorifica a presion
constante. Los calculos se llevaron a cabo utilizando la Teoria de Funcionales de la
Densidad (DFT) la base numérica (DND) y los funcionales: BP [105], [106], PBE [107],

HCTH [108], BOP [109], VWN-BP [110], BLYP [105], [111], RPBE[112] y PW91 [106].

3.2. Construccion del modelo de membrana.

El modelo de lipido utilizado en este trabajo es 1,2-Dipalmitico-L-lecitina; 1,2-
dihexadecanoicol-sn-glicerol-3-fosfocolina, DPPC (C40HgoNOgP). Su estructura molecular

se muestra en la Figura 12.
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Figura 12: Molécula de DPPC

El campo de fuerza MARTINI [53], [113], es uno de los modelos de grano grueso
ampliamente utilizados en simulaciones. La estructura todo atomo de la molécula de
DPPC, fue transformada a partir de la parametrizacion propuesta por Marrienk et al, para
el empleo del campo de fuerza se transforma la molécula de DPPC en un modelo de grano
grueso, (con lo que se disminuye el tiempo de calculo) a saber que cada 4 4tomos pesados
se convierten en una sola particula con interaccion propia (conocido como “bead”, en

inglés o cuenta), el modelo establece 4 tipos de interaccion: polar (P), no polar (N), apolar

(C) y con carga (Q).

Cada clase principal, tiene subtipos, los cuales se distinguen por una letra que muestra la
capacidad de formar puentes de hidrogeno (d, donante, a, aceptor, da, ambos; 0, ninguno)
o por un nimero que indica el grado de polaridad (desde 1, que es el mas bajo hasta 5, que

es el mas alto).

Para las bicapas de lipidos, la molécula de DPPC se modela como 12 cuentas, que incluyen

los grupos de cabeza hidrofilos, la cadena principal de glicerol y dos colas hidrofobas
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(seccion hidrocarbonada de la molécula). La estrategia de mapeo del lipido DPPC se
muestra en la Figura 13 y las cuentas que lo forman. Para el solvente, que es agua, también
se aplico la misma transformacion, solo que, en este caso, en una sola cuenta, la cual se

conforma por 4 moléculas de agua (Figura 14).

Enla Tabla 1 se muestra cual es el tipo de interaccion de las cuentas que forman la molécula

de DPPC y agua.

Figura 13: a) Estrategia de mapeo del lipido DPPC para su transformacién en estructura de
Grano grueso (CG) y b) las cuentas que la forman.

L&.'

Figura 14: Conformacion de la molécula del solvente (agua), de su forma atomistica a la de
grano grueso (CG).
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Tabla 1: Interacciones especificas y cargas para las moléculas de DPPC.

Tipo de cuenta Tipo de interaccion Carga
Seccion hidrocarbonada (C) Cl 0
Grupo glicerol (GL) Na 0
Grupo fosfato (PO) Qa -1.0
Grupo colina (NC) Q0 1.0
Solvente (agua) P4 0

Todas las dindmicas se realizaron usando el moddulo Mesocite®. El sistema
membrana/agua estd compuesto de 196 moléculas de DPPC (2352 cuentas) y 12288 de
agua, (3072 cuentas de agua) en una celda para la simulaciéon de 8.0 x 8.0 x 8§ nm. El
algoritmo de la dindmica molecular es Nose-Hoover para la temperatura (323 K) y para la
presion Barrinello (1 atm), en un conjunto NPT, durante 40 ns [4] con un tamafio de paso
de 10 fs. Para validar la construccién del modelo de membrana se calcularon, el drea por
lipido, los perfiles y la distancia entre grupos de las moléculas que la componen [4] y esto

se compar6 con datos experimentales.

3.3. Metodologia de la dinimica molecular.

Con la construccion del modelo de membrana y la optimizacion de la geometria de los
nanotubos, se procedio a la dinamica molecular para estudiar las interacciones entre ellas.
Para ello las estructuras fueron expresadas en forma de grano grueso, por tanto, la

estructura del NTC fue procesada buscando patrones en su geometria, con agrupaciones de
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atomos similares, siguiendo el procedimiento empleado en el caso de los lipidos y las
moléculas de agua; en la imagen (Figura 16) se muestra un esquema para la transformacion
de las estructuras, a partir de un modelo atomistico a uno de grano grueso (CG), cada
circulo representa los patrones que se definieron para la union de a&tomos con caracteristicas

similares.

Figura 15: Procedimiento para la conversion de las estructuras de carbono, a partir de un
modelo atomistico a uno de grano grueso (CG).

Para insertar el NTC en la membrana, la celda se define en las siguientes dimensiones, 6.5
X 7.5 x 6.5 nm, compuesta de 1372 cuentas de agua y 1440 de lipidos, por tanto, 5488
moléculas de agua y 120 moléculas de DPPC, con el algoritmo Nose-Hoover para la
temperatura (310.15 K) y para la presion el algoritmo Barrinello (1 atm), en un conjunto

NPT, durante 150 ns con un tamafio de paso de 10 fs.
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Capitulo 4. Resultados y discusiones.

En este capitulo se presentan los resultados de la optimizacion de la geometria de los
nanotubos de carbono y la bicapa lipidica ademés de la internalizacion del NTC en la

membrana.

4.1. Optimizacion de la geometria de los nanotubos de carbono

La grafica (Figura 16A) muestra los valores de Cp. para el nanotubo de carbono de pared
sencilla (NTCPS) calculado mediante el empleo de los diferentes funcionales de este

trabajo.

En el intervalo de 300-400 K, existe una desviacion entre un 8-10 % en promedio con
relacion a los valores presentados en este trabajo y los trabajos de Mounet [114][115] y
Pradhan et al. [116]. Por lo cual, viendo la tendencia, la magnitud de los datos y la
aproximacion, el funcional mas adecuado es el HCTH-DND. En la comparacion entre el
grafito, grafeno y diamante, (Figura 16C) se puede apreciar una diferencia entre las formas
alotropicas del carbono, mostrando que en el mismo intervalo de temperaturas, el diamante
es menor, lo cual concuerda con Kabo et alii, [117] “en el intervalo de 78 a 398 K, no

puede ser menor el valor de Cp del NTC comparado con el del diamante.”
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Figura 16: Valores de capacidad calorifica del SWCNT y su comparacién con los diferentes
funcionales en este estudio y datos experimentales (A, B) y el contraste con otras formas de
carbono (C) provenientes de la literatura.

Pradhan et al y Mounet, [116] [114] comparan sus resultados con el grafito y el diamante
que son formas alotrépicas del carbono. Los nanotubos en su concepcion mas sencilla son
estructuras enrolladas de grafeno, el cual esta compuesto de carbono. Asi que las tendencias
y magnitudes del grafito (alotropia mas sencilla) y el diamante (estructura mas compleja)
son semejantes con las del grafeno por tanto es posible validar la aproximacion realizada

por los funcionales.

Existen diferencias entre los datos experimentales y su comparacion con los teoricos, pero

es importante sefialar que en un trabajo experimental influyen caracteristicas y errores que
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son dificiles de sortear por ejemplo; el error humano inherente en las técnicas
experimentales y la pureza de los reactivos [117], por su parte el trabajo tedrico inhibe

estos errores.

4.2. indices de Fukui de los nanotubos de carbono.

Los indices de Fukui, la funcién de Fukui o funcién fronteriza fue introducida por Parr y
Yang en 1984. Este concepto permite localizar las zonas de ataque nucleoéfilo, radical y
electrofilo de los sistemas moleculares. Para la funcionalizacion de estas estructuras es
imprescindible conocer estos aspectos, ya que ahi se encontrara el lugar propicio de

interaccion de la membrana con el NTC.

Como es posible observar en la Figura 17, para la estructura atdmica del NTC en la imagen,

se refiere a la zona del radical (A), centro electrofila (B) y la tltima nucleéfila (C).

La localizacién de las zonas de ataque, se encuentran cercanas a los bordes, esto concuerda
con Ramirez-Balderrama, 2017 [118] y Rastogi et alii, 2014 [69] y es posible explicar esto,
porque en ellos los anillos ya no estan completos, debido a la disposicion hexagonal de los
atomos de carbono[69] se pierde la estabilidad en el esqueleto del NTC, de tal forma que
los electrones pueden ser intercambiados con mayor facilidad entre las moléculas
empleadas para la funcionalizacion, por tanto los enlaces se pueden llevar a cabo con
estabilidad en los sitios disponibles generados por la estructura. La funcionalizacion de las
estructuras para desarrollar los célculos de dindmica molecular, se llevara a cabo en las

zonas definidas por los indices de Fukui.
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Figura 17: Zonas preferentes de reaccion de acuerdo con los indices de Fukui (con cargas Hirsfeld),
con el funcional HCTH-DND, radical (A) electréfila (B) y nucledfila (C).

4.3. Optimizacion de la Membrana lipidica.

4.3.1. Area por lipido.

Para validar el uso del campo MARTINI, algunas propiedades de las membranas lipidicas
fueron examinadas. Entre las caracteristicas importantes que caracterizan las membranas
se encuentra, el area por lipido y los perfiles caracteristicos en la conformacion de los

grupos que la componen.[4]

El area por lipido se debe al equilibrio producido en las interacciones que ocurren en la
interfaz de la bicapa, que involucra a los grupos de cabeza y aquellos en el nticleo bicapa,

que involucra las cadenas de acilo.[3]

En la Figura 18 se muestra la evolucion del valor del area por lipido con respecto al tiempo,
(40 ns) obteniéndose un valor promedio de 0.62 nm? este se calcula con la siguiente
formula:
d,d
A, =2 (16)

Nlipidos
2
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Doénde: dx, dy es la distancia de la celda en esos ejes y Niipidos, €l nimero de moléculas
lipidicas en la membrana.[119] Este resultado se aproxima con lo reportado por Nagle
0.629(+1.3) nm? y colaboradores [120], ademas de los trabajos de Lindahl y Edholm. en

un rango de 0.61-0.63 nm2.[121], [122]
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Figura 18: Evolucién del area por lipido (1 ns = 10000 ps)

4.3.2. Composicion y perfiles de concentracion.

Marrink y colaboradores [123] al igual que Mouritsen ef alii en el libro, “Life as a matter
of Fat’[46] hacen una descripcidon del modelo de 4 capas, el cual se emplea para sefalar la
composicion de la membrana lipidica y los perfiles caracteristicas de ella. Marrink

establece las composiciones de las 4 capas.
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En la primera el agua domina los primeros nanometros del espesor de la membrana,
después aparece el grupo donde esta el atomo de nitrégeno (Grupo colina) y a continuacion
el grupo fosfato. Al ser una bicapa, lo mismo se encuentra opuestamente, como si esto se
viera en un espejo, encontrandose que la distancia de cada maximo en la curva de cada
grupo representa la separacion, siendo la distancia entre maximos una medida caracteristica
en este tipo de membranas, la linea verde (DPPC) sefiala la seccion de la capa lipidica

(Figura 19). En la Figura 20, se muestra la capa bilipidica optimizada después de 40 ns.

El trabajo de Marrink [123] consistié en una simulacion. Los datos proporcionados por
Tristram-Nagle et al. [124] son valores aportados por simulaciones y pruebas
experimentales, consistentes en difraccion de neutrones, y los de Bo Song son datos de una
simulacion [4]. Por lo cual los datos de este trabajo y su comparacion con otras fuentes se

presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Perfiles caracteristicos de la capa bilipidica y su comparacién con otras fuentes. (X no

reportado)
Parametros Bo Song | Marrink ef al. | Tristram-Nagle | Este trabajo
(nm) [4] [109] etal [124]
Grupo colina (N) 3.47 3.6 4 3.85
Grupo fosfato 3.71 3 3.8 34
Agua 5.7 4.13 5 4.22
Seccion hidrocarbonada 1.7 X 2.4 2.3

Grupo Glicerol 2.9 X 34 3
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Figura 19: Grafica de la composicion y perfiles caracteristicos de la membrana optimizada.

Figura 20: Membrana optimizada después de 40 ns.
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4.3.3. Funcion de distribucion radial de 1a capa bilipidica.

Esta funcion fue calculada para la capa bilipidica, obteniéndose lo siguiente; Cuando se
toman de referencia las moléculas de agua en la membrana y su proximidad al grupo colina
(Figura 21), la funcién g(r) toma valores altos, traduciéndose como altamente probable
encontrar una molécula de agua muy proxima al grupo colina, lo que muestra que estas
moléculas interactiian fuertemente, siendo la forma mdas probable mediante puentes de
agua, como lo senala Pasenkiewickz [47] y Yang [95], ademas en esta imagen la curva del
grupo colina tiene valores altos, lo cual muestra que las moléculas de este grupo en
particular estdin muy proximas una de otras, es decir, que no se encuentran dispersas en la
capa, por lo tanto los lipidos estan orientados en una misma direccion, podria decirse de
una forma un tanto periddica (en cada grafica la linea denominada total, sefala la

interaccion entre las moléculas de acuerdo al titulo de la figura).
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Figura 21: Funcidn de distribucidn radial, Agua-Grupo colina.

Siendo el mismo caso para el Agua, con lo cual se establece que existe una capa definida

que la contiene, esto concuerda con el modelo propuesto por Marrink y colaboradores [123]

al igual que Mouritsen ef al. en su libro “Life as a matter of Fat’[46], cuando se abordo la

descripciéon de los perfiles de concentracion, estos mostraron zonas de mayor

concentracion de estos elementos y donde este valor disminuye o tiende hacia cero.

En la interaccion de agua y la seccion hidrocarbonada (Figura 22) se puede concluir lo

contrario a lo descrito en la situacion con el grupo colina, por ejemplo: el valor muy alto

en la curva referente a la seccion hidrocarbonada establece que existe una ordenacion y

sobre todo un area confinada donde se encuentran las cadenas hidrocarbonadas de los

fosfolipidos, esto corresponde a lo discutido en la seccidon de perfiles de concentracion.
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El valor tan alto de la funcion g(r) establece que, en esta zona, solamente los hidrocarburos
estan presentes en la misma y la posibilidad de encontrar una interaccion entre los
hidrocarburos y los demas grupos que componen la membrana es pequeiia, estableciendo
estratificaciones muy especificas en el empaquetamiento de la membrana. La posibilidad

que exista una interaccion entre el agua y la seccion hidrocarbonada es practicamente nula.

9- Agua-Hidrocarburos
8 -
7 -
6
Agua
= 54 e T2
5 Seccion hidrocarbonada
4
3
2
1 T N \/\/\:/»{
0 'j I N I T I T T T T T T T I T T T T T 1

r(A)
Figura 22: Funcién de distribucién radial, Agua-seccién hidrocarbonada.
En el caso de Agua-DPPC, (Figura 23) esta funcion muestra lo siguiente: La interaccion
entre el agua y los fosfolipidos es poca, es decir que solo una parte de la molécula esta en
contacto con la misma (grupos de cabeza y fosfato), esto confirma el empaquetamiento y

la formacion de las capas en la membrana.
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Figura 23: Funcién de distribucién radial, Agua-DPPC.

4.3.4. Coeficiente de difusion.

El valor del coeficiente de difusion fue de 1.52x1077 sz/ s, €l cual fue calculado con la
pendiente de la grafica de MSD (A) vs tiempo (Figura 24), tomando los valores centrales

de la grafica. [72]Este valor es consistente con lo reportado experimentalmente por otros

autores,  1.78x1077 sz/5[125] que se encuentra en un rango de

1a10x1077 cm?/s .[95]
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Figura 24: MSD de la membrana optimizada (1 ns = 10000 ps).

A partir de lo mostrado en la Tabla 2, la composicion y los perfiles caracteristicos de los
componentes de la capa bilipidica y las funciones de distribucion radial de los componentes
de esta estructura y el coeficiente de difusion, los resultados son similares a lo reportado

en otros trabajos con lo cual se valida la metodologia empleada en la dinamica.
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4.4. Membrana con el nanotubo de carbono (NTC).

En esta seccion se muestran los resultados de la membrana lipidica y su interaccion con el

NTC.

4.4.1 Composicion y perfiles de concentracion.

En las proximas figuras se aprecia el efecto que ejerce la introduccion del nanotubo en la
membrana lipidica a través del tiempo, con respecto a los perfiles de concentracion y la
distancia propia entre cada uno de los grupos que conforman la molécula lipidica. Se puede
apreciar un cambio en la distancia de los grupos, por ejemplo, la cabeza del fosfolipido,
formado por el grupo colina, paso de tener 3.85 nm de forma experimental a 3.3 nm, una
compresion de 5 A en los primeros 10 ns de la dindmica (Figura 25), el grupo fosfato de
3.4 nm a 3 nm, también una disminucién en el mismo tiempo y una penetracion del NTC

de 10 A.

En la gréfica de la Figura 25, el grupo colina presenta una distancia de 3.3 nm, el fosfato
de 2.6 nm y el NTC 15 A, por tanto, las moléculas del fosfolipido presentan un cambio en
la estructura ya que la nanoparticula hace que esta molécula se comprima soportando el

volumen del NTC.
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Figura 25: Perfiles de concentracidn de la membrana con el NTC (10-30 ns).

Como es posible observar (Figura 26) durante la evolucion de los perfiles de concentracion
y la penetracion del NTC, durante el tiempo de la dindmica (150 ns), toda la membrana
sufre cambios de compresion en todos sus componentes, con el cambio en el perfil de la
seccion hidrocarbonada de los lipidos y la compresion de la parte superior de los mismos
(grupos colina y fosfato), la membrana sufre modificaciones en su estructura pero estas, no

son tan grandes que provoquen un desgarro o una ruptura de la misma.
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Figura 26: Perfiles de concentracion de la membrana con el NTC (60-150 ns).

En la Figura 27 se muestra una evolucion de la penetracion del nanotubo en la membrana,
desde el punto de partida (0 ns, Figura 27A) hasta los 150 ns (Figura 27B), se puede
observar como el nanotubo sufre una torsion en su estructura a los 60 ns (Figura 27C), pero
a medida que este se interna en la membrana, esta disminuye, ya que los extremos del

mismo también se adentran en ella. (Figura 27D)



Figura 27: Evolucidén en la internalizacién del nanotubo en la membrana lipidica. A) 0 ns, B) 10
ns, C) 60 nsy D) 150 ns.
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4.4.2. Funcion de distribucion radial.

En la Figura 28 se puede apreciar una grafica con la funcion de distribucion radial, entre el
NTC y los diversos elementos que componen la capa bilipidica. A los 10 ns, el NTC tiene
como vecinos en la primera coraza de coordinacion a las moléculas de Agua lo cual es
razonable, ya que en primera instancia se encuentra ahi, del exterior hacia el interior de la
capa, y con respecto a los otros grupos, estos presentan valores muy bajos confirmando

que la primera interaccion es con el agua.

Tiempo: 10 ns

2.0
—— Grupo colina

Grupo glicerol
Seccién hidrocarbonada
Agua

1.5 Fosfato

S

1.0 4

0.5 4

0.0 T T T T T T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Radio (A)

Figura 28 Funcidn de distribucion radial, NTC-Capa bilipidica 10 ns

En la Figura 29, a los 20 ns, el maximo valor lo aporta el agua, pero hay un cambio, la
respuesta de la funcion en las otras moléculas aumenta, lo cual concuerda con los datos de

la seccion anterior, en donde se muestra que el NTC ha recorrido una distancia mayor por



61
lo cual ya tiene més proximas a las moléculas de la capa lipidica y la disminucion en el

valor del Agua arrojé que el nanotubo se esta alejando de ella.
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1.25 1
1—-_-. v L Y
o 0.75+ y ‘4"’”
] P Nl
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0.50 4 Grupo glicerol
' Seccion hidrocarbonada
—Agua
Fosfato
0.25
0.00 T T T T T T 1
0 10 15 20 25
Radio (A)

Figura 29: Funcidn de distribucidon radial, CNT-Capa bilipidica 20 ns.

Al tiempo 30 ns, (Figura 30) la seccion hidrocarbonada muestra un mayor valor lo que
significa que el NTC estd mas proximo a este lugar de la membrana, quedandose alojado

en la capa formada por los lipidos.
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Figura 30: Funcidn de distribucion radial, CNT-Capa bilipidica 30 ns.

En el resto de las gréaficas (60-150 ns, Figura 31) hay un intercambio entre las curvas de
los diferentes componentes de la seccion lipidica y la curva del Agua. A medida que
aumenta el tiempo se coloca con el valor mas pequefio de la funcion g(r) en franca muestra
que el NTC se ha internado en el centro de la membrana. Posiblemente con mayor tiempo
en la dindmica y una posicion diferente del nanotubo este pudiera cruzar hacia el lado
opuesto a su entrada, pero se puede concluir que también se encuentra mas proximo a la
otra seccion lipidica por el alto valor de la curva del grupo glicerol y del grupo colina en la

ultima grafica (tiempo 150 ns).
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Figura 31: Funcidn de distribucidn radial, CNT-Capa Bilipidica (60 ns-150 ns).

Por tanto la internalizacion del NTC empleado (6 x 2 nm), sigui6 el proceso de permeacion
directa, pudo cruzar por ella aunque lo ha hecho de una forma muy lenta, quizas la posicion
en la que entro no permite un mayor desplazamiento, es necesario precisar 2 cosas con

respecto a este fenomeno:

Primero Wang [126] y colaboradores sefalan que los nanotubos de pared multiple
(NTCPM) tienden a internarse en la membrana mediante un proceso de constriccion, es
decir la membrana lo envuelve y al cruzar se lleva restos de ella adheridos a su superficie,
para los de pared sencilla (NTCPS), la internalizacion es totalmente diferente, ya que

barrena la membrana mediado por el efecto de las fuerzas de van der Waals, ademas los
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lipidos pueden residir en la superficie interna y externa del tubo y a su vez estos mismos
pueden crear una especie de taponamiento en el frente del tubo, impidiendo que la
internalizacion se lleve a cabo o la realice de forma muy lenta, es necesario sefalar que los
estudios reportados por este autor (Wang y colaboradores) [126] se llevaron a cabo
colocando los tubos de forma perpendicular a la membrana y afiadiendo un impulso extra

a la nanoestructura para que este proceso se llevara a cabo.

Segundo, Nakamura y colaboradores [32] sefialan que la internalizacion directa presenta
una alta eficiencia cuando se trata en la entrega de la sustancia de interés, comparada con
la endocitosis, ya que las NP endocitadas a menudo no pueden escapar de las vesiculas
endociticas y no pueden alcanzar el componente celular objetivo, incluso después de la
translocacion a través de la membrana celular [100] Por tanto esto se traduce en una baja
eficacia en la entrega, que es un problema muy importante en las aplicaciones
farmacéuticas y biomédicas. Por lo cual para que las nanoparticulas puedan penetrar seria
necesario introducir o inducirlas a hacerlo mediante el uso de fuerzas externas, las cuales
pueden llevarse a cabo con el empleo de técnicas como la electroporacion y sonoporacion,

por tanto, este factor también debe ser estudiado a mayor detalle.

El NTC se une a la parte superior de la bicapa al comienzo de la simulacion, con el paso
del tiempo se induce una curvatura en la membrana presumiblemente debido a la
interaccion hidrofébica entre el NTC y las colas de lipidos en la bicapa. Luego, el NTC se

inserta en la region hidrofobica de la bicapa.
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Estos resultados indican que la interaccion hidrofobica entre NTC y la bicapa induce su
insercion, y el grado de la misma puede reducirse por los lipidos que envuelven a la

nanoestructura, esto se aproxima a lo descrito por Hwankyu Lee en su trabajo.[30]
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Capitulo 5. Conclusiones.

Se modeld exitosamente la nanoparticula a la cual se le definieron sitios de reaccion y en

las puntas tiene moléculas de hidrogeno.

La metodologia de la modelacion de la membrana se validé con éxito debido a la buena
aproximacion entre los parametros estructurales aportados tanto de forma tedrica como

experimental.

Se llevoé a cabo la interaccion de la NP con la membrana, se encontr6é que el NTC permeo
de forma directa en la membrana en consecuencia a las interacciones de naturaleza
hidrofobica que se presentan entre la seccion hidrocarbonada de la membrana y la
estructura del nanotubo, este fendémeno se desarroll6 de forma lenta debido al taponamiento

que podrian haber ejercido los lipidos de la membrana.
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Capitulo 6. Recomendaciones.

Se recomienda que el nanotubo de carbono se funcionalice con grupos carboxilo u otro
grupo funcional, siempre y cuando se conozca la naturaleza electrostatica de las moléculas
que se le podrian acoplar a las nanoestructuras. Este factor es clave para la internalizacion
de las mismas en la membrana, ademas se les podria impulsar por medio de una fuerza

externa, este fendmeno también se puede simular para observar su comportamiento.
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