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1. Introducción 

 

El desarrollo de nuevos agentes insecticidas ha tomado vital importancia debido a que por un lado, se 

han agudizado los casos de enfermedades ocasionadas por patógenos virales transmitidos por insectos 

vectores y a su vez, la vida útil de los insecticidas es muy corta debido a que las drogas eliminan 

solamente individuos sensibles, favoreciendo la selección de la resistencia a los productos utilizados [1]. 

Un blanco de acción importante de muchos de los insecticidas que se usan habitualmente (fluralaner y 

fipronil entre otros) es el receptor del ácido gamma aminobutírico (GABA), el neurotransmisor inhibitorio 

más importante del sistema nervioso central. El receptor GABA subclase A (R-GABAA), es un canal de 

iones cloruro que participa en las transmisiones inhibitorias sinápticas rápidas en el sistema nervioso 

central (SNC) de vertebrados [2] y en el SNC y periférico de invertebrados [3], [4]. Este receptor, que 

pertenece a la familia de canales iónicos conocidos como receptores Cys-Loop, es un pentámero que 

forma el canal de cloruro (Fig. 1A) y posee sitios de reconocimiento para numerosos ligandos específicos 

de gran importancia clínica y farmacológica como el GABA, benzodiacepinas, barbitúricos, 

neuroesteroides, etanol, anestésicos, Zn+ y agentes antagonistas de acción neurotóxica como los 

insecticidas gabaérgicos [2], [5]. Existen, a su vez, una gran variedad de compuestos de origen natural 

capaces de modular la actividad de este receptor.  

En invertebrados la gran mayoría de receptores están representados por el homo-pentámero de la 

subunidad conocida como RDL (Rdlhomo5) (Fig. 1B). Compuestos como el fluralaner, que se comportan 

como antagonistas no competitivos (NCAs-siglas en inglés), bloquean el flujo de Cl- provocando una hiper-

excitación neuronal [3]. Este compuesto pertenece a una tercera generación de antagonistas no 

competitivos el cual tiene como sitio de unión denominado NCA-II, localizado en los dominios 

transmembrana, en las regiones de contacto entre distintas subunidades [6] (Fig. 1B).  

 

 
 

Figura 1. Arquitectura del R-GABAA. A), R-GABAA vista en paralelo y superior a la membrana plasmática Cada 

subunidad está de un color distinto. EXT: región extracelular; INT: región intracelular B) Vista superior del poro, 

donde se muestran las subunidades en vertebrados (α, β, γ y subtipos) e invertebrados. Sitio de unión a NCA-II en 

invertebrados (indicado con flechas). A su vez se muestra el poro conformado por las 5 subunidades y el cual es el 

sitio de acción en TMD de los NCA-I (indicado por un círculo naranja).  

 

En este contexto, aunque la actividad farmacológica de receptores conocidos, como el R-GABAA, puede 

ser analizada utilizando teorías de interacción ligando-receptor muy bien descriptas, se debería considerar 

que muchos de los compuestos que reconocen específicamente al receptor son además altamente 

lipofílicos con capacidad de interactuar y modificar las propiedades de su entorno molecular (por ej. 

benzodiacepinas –BZDs, barbitúricos, alcoholes de cadena larga, fenoles, cetonas y anestésicos que son 

capaces de modular al R-GABAA) [7], [8]. También debemos tener en cuenta que la partición del ligando 

a la membrana está involucrada en las vías de acceso por parte del ligando al sitio activo. Por lo tanto, y 

dado que el R-GABAA es una proteína integral de membrana, se espera que su actividad sea modulada 
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por la organización dinámica de la membrana donde está inserta. Esta última podrá a su vez ser modulada 

por: 

 

i) Cinéticas de interacción ligando-proteína. Se ha postulado que los ligandos hidrofóbicos, para 

alcanzar su sitio activo de la proteína funcional, primero deben penetrar dentro la bicapa lipídica, 

segregarse, mediante una difusión lateral rápida y así luego interactuar con el receptor [9]. Por lo tanto, 

la dinámica de asociación al receptor está ligada a las características fisicoquímicas del compuesto. 

 

ii) Los cambios en la composición de la membrana que contiene el receptor. Es interesante tener 

en cuenta que existen diferencias en la composición de la membrana plasmática de vertebrados e 

invertebrados. Los vertebrados modulan la fluidez de sus membranas modificando el nivel de insaturación 

de las cadenas hidrocarbonadas de los lípidos y variando la concentración de colesterol (COL) [10]–[12], 

por lo que la concentración de este esterol es clave en el comportamiento de estas membranas. Por otro 

lado, dado que las células de invertebrados no sintetizan esteroles, y los insectos los obtienen de la dieta 

[10], estas membranas muestran concentraciones mínimas de esteroles como COL cuando se las 

compara con células de mamíferos, y logran regular la fluidez modificando la relación fosfatidiletanolamina 

(POPE) fosfatidilcolina (POPC) [10], [11]. Esta variación en la composición de las membranas de 

vertebrados e invertebrados puede ser altamente relevante cuando se analiza la partición y efecto de 

compuestos lipofílicos sobre la estructura y dinámica de la misma. Especialmente cuando se ha reportado 

que la composición de las bicapas lipídicas donde se encuentra inmerso un receptor transmembrana, 

puede modificar su estructura y por lo tanto su actividad. Por otra parte, se ha reportado que la presencia 

de POPE es crucial para la eficiente tetramerización y estabilidad de miembros de la familia de receptores 

pGLIC [13], [14]. 

 
Figura 2. Representación de las estructuras químicas de los fosfolípidos POPC y POPE, y de COL, indicando los 

donores y aceptores (flecha roja y negra respectivamente) de puentes hidrógeno para cada molécula. A su vez se 

marca como referencia el oxígeno del carbonilo en POPC y los carbonos C3 y C17 usados en la creación del vector 

COL. 

 

iii) La partición en la membrana de agentes lipofílicos gabaérgicos. Hay fenómenos de la 

interacción insecticida-membrana que pueden actuar como moduladores específicos de la organización 

molecular del entorno del receptor. En nuestro grupo, ya hemos reportado anteriormente la capacidad de 

diferentes compuestos gabaérgicos de modificar las propiedades mecánicas de las membranas [7], [8], 

[15], incluyendo agentes insecticidas [16], [17].  

 

Tanto las variaciones en la composición de la membrana, como la partición de compuestos hidrofóbicos, 

pueden generar cambios en la elasticidad en la misma. Se ha reportado que la función del R-GABAA 

puede estar modulada por cambios en dicha elasticidad [18]. Numerosos estudios han demostrado que 
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el COL es un importante regulador de la función de canales iónicos en general [19], y del R-GABAA en 

particular, tanto de manera ligando específica como por modificaciones en las propiedades físicas de la 

bicapa [20]–[22]. 

Finalmente, existen evidencias de interacciones diferenciales con distintos compuestos gabaérgicos, 

dependiendo si el receptor se encuentra dentro o fuera de microdominios de la membrana ricos en COL 

[23]. 

Teniendo en cuenta que las membranas son interfases biológicas complejas, el desarrollo de sistemas 

modelo simplificados que imiten propiedades importantes de las membranas puede permitir la 

caracterización de los principales parámetros de interacción para algunos procesos. [24]. A su vez, el 

nivel de simplificación que se utiliza dependerá del tipo de análisis o parámetros que se quiera controlar. 

Es así que múltiples metodologías han sido utilizadas en el estudio de sistemas modelos para 

membranas, como pueden ser el uso de GUVs (vesículas unilamelares gigantes) [25], [26] o los films de 

Langmuir, entre otros. Específicamente estos últimos cuentan con un gran número de antecedentes 

justificando su empleo [27]–[31].  

Para poder evaluar de forma más acertada la influencia de los componentes que integran las membranas 

biológicas y la forma que interactúan entre sí, enfocarse sobre componentes mayoritarios o de algún 

interés en particular producirá información valiosa que podría constatarse a posteriori con un sistema 

natural o enriquecer con más variables el sistema ya estudiado.  

Es por esto que, para el enfoque de este trabajo, y teniendo en cuenta la diferencia de composición que 

presentan en sus membranas los mamíferos y los insectos, se pretende estudiar el efecto del COL o del 

POPE sobre membranas formadas por POPC utilizando dos sistemas de membranas modelos, bicapas 

y monocapas. Para el estudio de las primeras utilizaremos ensayos in sílico, específicamente 

Simulaciones de Dinámica Molecular (SDM), mientras que para las segundas llevamos adelantes ensayos 

experimentales como son las monocapas de Langmuir. 

Las membranas biológicas presentan dos tipos de fases predominantes, fases ordenadas (gel) y fases 

desordenadas (fluidas) [32]. Estas dos fases pueden ser distinguidas por parámetros como el orden 

configuracional de las cadenas acílicas, y el orden traslacional, el cual se puede calcular mediante la 

función de distribución radial en 2D de las cadenas en el plano XY de la membrana. Para el caso de fases 

desordenadas, ambos parámetros son bajos, mientras que incrementan a medida que se da una 

transición a una fase ordenada [33]. Las propiedades generales de estas membranas, como el área por 

lípido y ancho de la membrana, son poco sensibles a las transiciones de fase. Sin embargo, las 

propiedades estructurales, como los parámetros de orden, son más sensibles, permitiendo una 

caracterización del estado de condensación de dicha bicapa [34]. Por otro lado, las transiciones de fase 

de las bicapas de POPE son más difíciles de caracterizar ya que presentan un amplio rango de 

temperatura, con cambios en las propiedades del sistema más sutiles [34]. 

Las simulaciones de dinámica molecular son una herramienta muy versátil, con un gran potencial para la 

obtención de información molecular/estructural de membranas modelos. Por otra parte, el uso de 

monocapas o films de Langmuir como membranas modelos son una herramienta muy útil para el estudio 

del comportamiento de capas monomoleculares de lípidos. Esta técnica se ha utilizado ampliamente como 

modelo de membrana no solo por su homogeneidad, geometría plana y orientación específica, sino 

también porque los films de Langmuir permiten un análisis termodinámico riguroso y un análisis 

fisicoquímico de las propiedades de la membrana [35].  

Teniendo en cuenta estos antecedentes, es esperable que la actividad de insecticidas gabaérgicos resulte 

del efecto combinado de la interacción específica ligando-proteína receptora, como también de las 

interacciones inespecíficas de dichos ligandos con las moléculas lipídicas que conforman el ambiente 

supramolecular del receptor. Esto generaría efectos diferenciales sobre la modulación inespecífica, por lo 

tanto, es de gran interés el estudio de estas variaciones a la hora de desarrollar nuevos compuestos 

insecticidas gabaérgicos altamente selectivos (alta toxicidad para insectos y baja para mamíferos). 

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo han sido utilizadas herramientas bioinformáticas para la 

caracterización de la modulación específica del RDL de insectos [36].  
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En el presente proyecto nos proponemos caracterizar la interacción del insecticida gabaérgico canónico 

NCA-II, fluralaner, con monocapas y bicapas lipídicas de relaciones molares variables de COL, POPC y 

POPE, con el objetivo de determinar qué tipo de regulaciones inespecíficas pueden estar actuando sobre 

la bioactividad de dichos compuestos. Para ello, se llevará a cabo SDM y ensayos experimentales para 

obtener parámetros cinéticos y mecánicos de las membranas de diferente composición, así como ver la 

variación de dichos parámetros cuando particiona en las mismas un compuesto gabaérgico lipofílico como 

el fluralaner.  

 
Figura 3. Representación de la estructura química del fluralaner donde pueden observarse los carbonos C9 Y C18, 

utilizado para formar la formación del vector. Como así también los donores (flechas rojas) y aceptores (flechas 

negras) de puentes hidrógeno. 

 

 

  

2. Objetivo 

 

2.2 Objetivo General 

 

Teniendo en cuenta la diferencia que existe en la composición de las membranas entre vertebrados e 

invertebrados, y que los compuestos lipofílicos son capaces de modificar sus propiedades, en el presente 

proyecto se propone estudiar el efecto de un insecticida gabaérgico altamente lipofílico (fluralaner) sobre 

la dinámica y estructura de membranas modelo de distinta composición. A su vez, nos proponemos 

estudiar el efecto de la composición de la membrana sobre la cinética de partición en la bicapa. Se espera 

con estos resultados contribuir a la identificación de mecanismos de modulación inespecíficos que puedan 

ejercer compuestos como el fluralaner sobre el R-GABAA, y al desarrollo de insecticidas selectivos (alta 

toxicidad para insectos y baja para mamíferos). 

 

2.3 Objetivos específicos 

 

2.3.a Caracterizar las propiedades estructurales y dinámicas de membranas modelo con relaciones 

molares variables de POPC, POPE o COL, mediante SDM (in sílico) de bicapas y films de 

Langmuir (in vitro). 

2.3.b Analizar la interacción del insecticida fluralaner con las membranas modelos descritas en el 

objetivo anterior, mediante SDM y films de Langmuir. 

2.3.c Evaluar el efecto de la concentración de POPE o COL sobre la partición de fluralaner en las 

membranas modelo, mediante SDM y ensayos de penetración. 

 

3. Materiales y Métodos 

 

3.1 Materiales 
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Los lípidos 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC), y 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfatidiletanolamina (POPE) fueron obtenidos de Avanti Polar Lipid, Inc. (Alabaster, Alabama). El 

colesterol (COL) se obtuvo de Sigma-Aldrich (Misuri, E.E. U.U.). Los solventes cloroformo y Metanol, 

ambos de grado HPLC, fueron obtenidos de Dorwil S.A. (Prov. Buenos Aires, Argentina) y EMSURE 

(Darmstadt, Alemania), respectivamente.  

 

3.2 Films de Langmuir 

 

3.2.1 Isotermas de Presión Superficial (π) en función del Área Molecular Media (MMA). 

 

 Los films de Langmuir realizados corresponden a sistemas puros de POPC y sistemas binarios con 

distintas proporciones tanto de COL y POPE (9:1, 7:3 y 1:1) disueltos en cloroformo/metanol 2:1 a una 

concentración total de lípidos de 2 mM. Se construyó una capa monomolecular de anfifilos sobre la 

superficie de una disolución acuosa (subfase constituida de agua bidestilada y desionizada), mediante el 

sembrado (deposición en la interfase limpia agua-aire) de pequeñas gotas de la solución clorofórmica de 

lípidos, en una cuba rectangular de Teflon® de 180 ml (Minitrough II, KSV Instruments Ltd., Finlandia). 

Posterior a la espera de 5 minutos, permitiendo la evaporación del solvente y la autoorganización de los 

anfifilos en la interfase, se prosiguió a comprimir isométricamente los films a una tasa constante de 5 ± 1 

mm/min mediante dos barreras laterales de movimiento sincrónico. Se registró la presión superficial (π) 

con una placa de platino utilizando el método de la placa de Wilhelmy [37] en ausencia y presencia de 

fluralaner en la subfase acuosa. El insecticida, diluido en DMSO, fue introducido previamente en la fase 

acuosa a una concentración final de 1 μM (concentración final de DMSO 0,25 %).  

El área molecular media (MMA) reportada es el área total de la monocapa dividida por el número total de 

moléculas de lípidos en la interfase. 

Todos los experimentos se efectuaron en una sala cerrada a temperatura controlada (25 ± 1 °C) y 

repetidos al menos tres veces para asegurar su reproducibilidad. Para cada tratamiento, se muestra una 

curva representativa. Para analizar de forma más exhaustiva el comportamiento de los films, se obtuvo el 

módulo de compresibilidad (Cs-1) de cada sistema. El Cs-1 representa la recíproca de la compresibilidad. 

Valores altos y bajos de este parámetro representan una baja y alta elasticidad interfacial, 

respectivamente. El punto de inicio de la transición de fase de la isoterma y la presión de colapso son 

identificados como picos en la variación del módulo de compresibilidad en función del área molecular y 

se obtiene mediante la siguiente ecuación [38]: 

  

𝐶𝑠−1 = −𝑀𝑀𝐴𝜋(
𝑑𝜋

𝑑𝑀𝑀𝐴
)𝑇 (1) 

 

3.2.2 Penetración de Fluralaner en monocapas de diferente composición lipídica. 

 

 Con el propósito de evaluar la capacidad del fluralaner de insertarse en las monocapas, se realizaron 

ensayos de penetración en las distintas composiciones propuestas. Se utilizó una cuba circular de Teflon® 

hecha a medida de 9 ml. El método consistió en sembrar sobre la superficie (interfase limpia agua-aire) 

distintos volúmenes de las mezclas lipídicas con el propósito de formar monocapas con diferentes 

presiones iniciales (πi). 

Luego de 5-10 minutos que la πi de los films se estabilice y el solvente se evapore, se inyectó el fluralaner 

en la subfase de agua bidestilada y desionizada, a una concentración final de 25 μM. Los experimentos 

se llevaron a cabo con agitación constante (150-250 rpm). Se registró la π en función del tiempo 

manteniendo el área constante hasta que la fluctuación de la π fuera menor a 1 mN/m por hora. A partir 

de los datos obtenidos se calculó el Δπ (diferencia entre πfinal y πi), se lo graficó en función de la πi y se 

ajustaron los datos a una regresión lineal (R2 > 0,9; p <0,0001). A partir de esta curva, se determinó el 
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valor de Presión Máxima de Inserción (MIP) (valor de πi cuando Δπ=0), en la cual el fluralaner fue capaz 

de particionarse en la monocapa [39]. 

 

3.3 Simulaciones de Dinámica Molecular. 

 

La construcción de las membranas se llevó a cabo utilizando el programa CHARMM-GUI [40]. Se 

construyó un sistema control de POPC puro, mientras que los sistemas binarios seleccionados de POPC-

POPE y POPC-COL se realizaron con una concentración relativa de 9:1, 7:3 y 1:1, dando origen a 6 

sistemas binarios. Las estructuras iniciales de bicapas lipídicas en las distintas composiciones se 

construyeron colocando un total de 512 moléculas de lípidos (256 por hemicapa de POPC, POPE y/o 

COL dependiendo del sistema), en una caja de ~130Å × 130Å × 95Å, con aproximadamente 62 moléculas 

de H2O (TIP3p) /lípido y 0,15 M NaCl.  

 
Figura 4. Representación molecular del sistema inicial para un sistema de simulación en presencia de fluralaner. 

Se puede apreciar la bicapa lipídica con sus grupos químicos (cian: carbonos, rojo: oxígenos, naranja: fósforo, azul 

nitrógenos, blanco: hidrógenos), las moléculas de fluralaner (violeta) embebidas en los bulk de agua (puntos azules) 

superior e inferior. También se pueden observar los iones Na+ (amarillos) y Cl- (verdes) adicionados para neutralizar 

el sistema. 

 

Estos sistemas se utilizaron para llevar a cabo Simulaciones de Dinámica Molecular (SDM) de detalle 

atómica (All Atom, AA), utilizando el campo de fuerza (CF) Stockholm lipids (Slipids) [41] y el paquete de 

software GROMACS [42]. 

Para equilibrar los sistemas se llevó a cabo una minimización energética con el algoritmo steepest 

descent, seguida de 6 pasos de equilibrio, los cuales se detallan en la tabla 1. En primer lugar, se llevaron 

adelante dos simulaciones a concentración, volumen y temperatura constante (ensamble NVT), con 

restricciones variables sobre el movimiento de los lípidos (Tabla 1) seguido de 5 pasos a concentración, 

presión y temperatura constante (ensamble NPT), en los cuales se fueron disminuyendo paulatinamente 

las fuerzas de restricción sobre los lípidos e incrementando el dt de la simulación. Finalmente, se realizó 

una simulación sin restricciones, en ensamble NPT (Tabla 1). En todos estos pasos se utilizó el algoritmo 

de Berendsen para baróstato y termostato. Para los ensambles NPT se aplicó una presión semi-isótropica, 

(es decir una presión en el plano XY, y otra en el eje Z) de 1 bar. Estos pasos fueron permitiendo de forma 

paulatina un mayor movimiento de los átomos, siendo estos sometidos a una temperatura de 310 °K (37 

°C aprox.). Se utilizó el algoritmo de LINCS (LINear Constraint Solver) para las restricciones de las 

longitudes de los enlaces atómicos, a una distancia de corte de 1,2 nm para las interacciones cercanas y 

el método de grilla de PME (Particle-mesh Ewald) para las interacciones electroestáticas.  
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Tabla 1. Pasos de equilibrado para generar los sistemas lipídicos obtenidos a partir de CHARMM-GUI. 

 Restricciones 
N° de 
pasos 
(x103) 

dt 
(fs) 

Duración 
(ps) 

Ensamble 

Minimización 1000 5  - - - 

Equilibrio 1 1000 125  0.001  125  NVT  

Equilibrio 2 400 125  0.001  125  NVT  

Equilibrio 3 400 125  0.001  125   NPT  

Equilibrio 4 200 250  0.002  500  NPT  

Equilibrio 5 40 y 100 250  0.002  500   NPT 

Equilibrio 6 - 250  0.002  500  NPT  

 

Para finalizar, se realizaron 600 ns de SDM de producción en ensamble NVT, utilizando un dt 0,002 fs. 

Se utilizó el algoritmo de LINCS para las restricciones. La temperatura se mantuvo constante a 310 K 

utilizando el termostato V-rescale. Como baño de presión se utilizó el baróstato Parrinello-Rahman. Las 

distancias de corte para las interacciones coulómbicas y de Van der Waals se establecieron a un valor de 

1,4 nm para corta distancia y de 1,6 nm para las interacciones lejanas. 

La construcción del modelo molecular del insecticida se obtuvo anteriormente [39]. Para los sistemas con 

el insecticida, se tomaron los ensambles previamente producidos y se insertaron 10 moléculas de 

fluralaner, 5 en cada hemicapa de la fase acuosa, distribuidas al azar utilizando herramientas del paquete 

GROMACS. Para remover las moléculas de agua que se solaparon al fluralaner con la inclusión de este 

último, se recurrió al software VMD [43], con un radio de corte de 3,5 Å de las moléculas objetivo. Luego 

se prosiguió de igual manera a minimizar, equilibrar y producir el sistema como se describió anteriormente. 

Para determinar si los sistemas habían logrado alcanzar dicho equilibrio se siguió la evolución de la 

tensión superficial, la cual evolucionó a cero en todos los sistemas analizados. Esto fue calculado 

mediante la herramienta gmx energy del paquete GROMACS aplicando la siguiente ecuación [44]:  

 

𝛾𝑀𝐷 = 𝐿𝑧 (𝑃𝑧𝑧 − 0.5 (𝑃𝑥𝑥 + 𝑃𝑦𝑦))  (2) 

 

Donde γMD es la tensión superficial de la SDM calculada a partir de los componentes laterales y 

tangenciales de la presión del tensor. LZ es la longitud de la caja de la simulación en el plano Z 

(perpendicular a las hemicapas), PZZ es la presión normal a la hemicapa (componente tangencial), y PXX 

y PYY son las presiones en paralelo a las hemicapas (componente lateral).   

 

Una vez obtenida la SDM de producción, se determinaron las propiedades estructurales y dinámicas de 

los sistemas (función de distribución radial, parámetros de orden, orientación de las colas 

hidrocarbonadas, fluidez de la membrana, etc.) mediante las herramientas de análisis del paquete 

GROMACS [42].  

A excepción de algunos análisis específicos, todos los estudios que se describirán a continuación fueron 

realizados en todos los sistemas en ausencia y presencia de fluralaner, también en aquellos que recurren 

a promediar los efectos a lo largo del tiempo se previó de descartar los primeros 150 ns de simulación 

para darle tiempo al sistema en equilibrarse de forma correcta. 

El Área Molecular Media (MMA) fue calculada dividiendo el área total de las hemicapas por el número 

total de lípidos que componen a las mismas, es decir 256, lo que incluye al POPE o al COL en cada 

sistema respectivamente. Por su parte, el ancho de la membrana se obtuvo midiendo la distancia en el 

plano Z de los átomos de fósforo entre ambas hemicapas. 
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Se computó el Parámetro de Orden (Scd) para los átomos de carbono de la cadena hidrocarbonada 

mediante la herramienta de GROMACS gmx order la cual utiliza la ecuación: 

 

𝑆𝑐𝑑 =  
1

2
 {3𝐶𝑂𝑆2 𝜃𝑖 − 1} (3) 

 

Donde θi es el ángulo entre el vector dado por los átomos de carbono del Ci−1 al Ci+1 respecto el eje normal 

de la membrana (eje Z). Mayores valores de Scd denotan un mayor orden de las cadenas 

hidrocarbonadas, siendo el máximo teórico que las cadenas sean paralelas entre sí. Cabe aclarar que 

estos resultados son comparables con los datos experimentales previos mediante el análisis de 

resonancia magnética nuclear de deuterio [45], [46]. 

Se obtuvieron los perfiles de densidad mediante la implementación de la herramienta gmx density tanto 

para los sistemas puros y binarios para determinar la distribución de los diferentes componentes de dichos 

sistemas, utilizando el centro de la bicapa como referencia. Los grupos funcionales de los fosfolípidos 

fueron discriminados en las cadenas hidrocarbonadas, los grupos fosfatos, el glicerol éster y los grupos 

amino (colina para POPC y etanolamina para POPE), mientras que el colesterol y el fluralaner fueron 

analizados en su totalidad. 

La Función de Distribución Radial (RDF) es un parámetro que permite obtener información del sistema 

respecto a su densidad y el estado de fase en el que se encuentra. Describe la probabilidad de encontrar 

una partícula a determinada distancia respecto a otra partícula de referencia. Este análisis nos da una 

probabilidad de distribución en el plano de la membrana y la forma de esta distribución nos da idea del 

estado de orden o estructuración de las moléculas. Por lo tanto, en sistemas cristalinos podemos observar 

picos regulares con máximos marcados que se corresponden a los sitios de los átomos en la red cristalina. 

Por otro lado, en un gas ideal las posiciones son totalmente al azar. En el caso de los líquidos, obtenemos 

un patrón intermedio, es decir de un cristal desordenado. En todas las instancias de análisis que 

describiremos posteriormente, la distancia de separación o radio de corte (Δr) y Δt se mantuvieron 

constantes, siendo de 0,01 nm y 1 ns respectivamente.  

Para determinar la orientación de las moléculas de colesterol y fluralaner en las bicapas, se definieron 

los siguientes vectores para dichas moléculas: en el caso del colesterol, su vector se definió utilizando los 

carbonos C3 y C17 (Fig. 2), mientras que el vector del fluralaner fue definido utilizando los carbonos C9 

y C18 (Fig.3). La orientación de dichas moléculas se determinó mediante el cálculo del ángulo de 

orientación que forman estos vectores con el plano perpendicular a Z. 

Con el objetivo de examinar el efecto del fluralaner de forma más detallada, se realizó un seguimiento de 

la posición relativa de todas las moléculas de fluralaner en el eje Z, para observar la dinámica de 

partición a la bicapa. 

También fueron contabilizados, el número de Puentes de Hidrógeno establecidos entre el insecticida y 

los componentes de membrana. En las figuras 2 y 3 se puede observar la presencia de grupos dadores 

y aceptores de puentes de H en todos los componentes del sistema. El criterio establecido para dicho 

análisis consistió en la presencia de una distancia entre el donor y el aceptor con un valor de corte de 

0,35 nm y un ángulo de 135°. 

Para obtener las tasas de flip-flop de COL, se determinó la posición del grupo hidroxilo para cada 

molécula de COL a lo largo de la simulación, y se contabilizó como un evento de flip-flop cuando dichos 

átomos cruzaron una línea de corte establecida a 0.9 nm de profundidad de cada hemicapa. Los datos 

obtenidos se normalizaron de acuerdo al número de moléculas de COL en cada sistema y se lo expresó 

en número de eventos por segundo. 

Finalmente, el coeficiente de difusión (Dc) se calculó obteniendo los desplazamientos medios 

cuadráticos en gromacs mediante la herramienta “gmx msd” (Mean Square Displacement), y obteniendo 

el ajuste a una ecuación para la región lineal de dicho parámetro. 
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4. Resultados y Discusión 

 

4.1 Análisis del efecto del COL y POPE en sistemas binarios de POPC 

 

4.1.1. Simulaciones de Dinámica Molecular de bicapas binarias  

 

Antes de realizar cualquier análisis sobre los sistemas, se constató que estos estuvieran en equilibrio, 

teniendo en cuenta la evolución en el tiempo de la tensión superficial que, como es de esperarse para 

bicapas, converge a cero tanto para los sistemas en ausencia como en presencia de fluralaner (Anexo 

Fig. 1, 3). A su vez, el área molecular media (MMA) y el ancho de membrana fueron graficados en 

función de los incrementos en las relaciones molares de COL o POPE, y se ajustó una función lineal para 

cada set de datos. 

 
Figura 5. Valores de MMA (A) y Ancho de Membrana (B) en función de la proporción creciente de COL (negro) y 

POPE (rojo) en ausencia de fluralaner. En el caso del MMA, los valores correspondientes al COL se ajustan a una 

función lineal f(x)=66,259-0,501x mientras que para el POPE esta función es f(x)=67,076-0,133x. Para el ancho de 

membrana los valores de COL y POPE se ajustaron a las curvas f(x)=3,642+0,016x y f(x)=3,637+0,005x 

respectivamente. Para todos los casos, las regresiones cuentan con valores de R2 de 0,99. 

 

La recta representa la regresión lineal de la concentración de POPE-COL vs. el MMA o el ancho de 

membrana. Se puede observar como el área por lípido decrece a medida que se incrementa tanto la 

concentración de COL como de POPE (Fig. 5). El efecto condensador del COL es claramente más 

marcado que el efecto de POPE, lo que da un ajuste con una pendiente más marcada. A relaciones 1:1, 

el COL disminuye el MMA en casi un 40% mientras que el POPE lo hace en apenas un 10%. Esto se 

puede ver con claridad tanto por la pendiente de la curva de ajuste (Fig. 5), como en imágenes tomadas 

de las simulaciones que muestra la figura 6. 
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Figura 6. Capturas de las SDM para el sistema de POPC puro y los sistemas binarios de COL y POPE. Se puede 

apreciar la bicapa lipídica y la fase acuosa con sus grupos químicos (cian: carbonos, rojo: oxígenos, naranja: fósforo, 

azul nitrógenos, blanco: hidrógenos). 

 

La incorporación a una bicapa de POPC de moléculas tanto de COL como de POPE significa la 

incorporación de lípidos con un área o región polar de menor volumen, siendo el orden de tamaño de las 

cabezas polares PC>PE>>COL [47]. Es importante tener en cuenta que el MMA de los diferentes lípidos 

está principalmente determinado por las cabezas polares, lo que está en concordancia con los datos 

obtenidos en las simulaciones. Además, la adición de POPE y COL produce un incremento de las 

interacciones atractivas, en el caso de POPE dadas por un aumento de puentes H en la región polar del 

PE, mientras que el grupo hidroxilo de la cabeza polar del COL es capaz de interactuar con las cabezas 

polares de las fosfatidilcolinas [48] y con las cadenas hidrocarbonadas del POPC, haciendo que se 

orienten de manera perpendicular al plano de la bicapa, incrementando su parámetro de orden y el ancho 

de la membrana [49]. Así mismo, debemos tener en cuenta ciertos parámetros geométricos que 

intervienen en la formación de estructuras ordenadas, como la forma molecular, que para el caso de 

POPC es la de un cono truncado, forma similar a la de POPE, pero complementaria a la de COL, la cual 

es un cono invertido. Esta última complementariedad favorece la compactación de las bicapas binarias 

de POPC-COL [50]. Sin embargo, es importante tener en cuenta que las bicapas de lípidos 

monoinsaturados han demostrado tener transiciones de fases complejas, para las cuales el MMA no es 

parámetro suficiente para la descripción del cambio de fase [34]. 

El parámetro de orden SCD es una medida de la orientación y orden de las cadenas lipídicas. Se 

determinó el SCD de las cadenas acílicas de POPC en bicapas puras y binarias con diferentes 

concentraciones de POPE o COL (Fig. 7). Debido a que en los lípidos monoinsaturados estas cadenas 

son diferentes, el parámetro de orden se midió de manera separada para las cadenas Sn-1 y Sn-2. Este 

parámetro se espera que se incremente de manera significativa en una transición de fase líquido cristalino 

a fase gel. Este salto es claramente observado en los valores de SCD de las bicapas binarias con 30% 

de COL, no así en las mezclas binarias de POPE (Fig. 7).  

Trabajos previos de SDM han mostrado que la incorporación de COL a bicapas, incrementa el orden de 

las cadenas especialmente en la región de los carbonos del 4 al 10, región donde los átomos de carbono 

de la cadena se enfrentan al anillo de COL [51]. En nuestros resultados pudimos observar un 

comportamiento similar en los parámetros SCD en los sistemas con COL (Fig. 7 A y B). 
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Figura 7. Análisis de los parámetros de orden del deuterio (Scd) para las cadenas acílicas de los fosfolípidos Sn-1 

(A y C) y Sn-2 (D y B). Se observan los efectos de los sistemas con COL (A y B) y POPE (C y D). POPC (negro), 

POPC-COL y POPC-POPE 9:1 (rojo), POPC-COL y POPC-POPE 7:3 (verde) y POPC-COL y POPC-POPE 1:1 

(azul). 

 

Además, se determinaron los perfiles de densidad para todos los grupos químicos del POPC y el POPE, 

como para la molécula de COL, de los sistemas puros y binarios, para determinar la distribución de los 

diferentes componentes del sistema (Fig. 8). Se puede observar en los perfiles de densidad que en el 

sistema POPC-COL 9:1 hay una distribución homogénea del COL tanto en el centro de la bicapa como 

en ambas hemicapas (Fig. 8 B-D). Sin embargo, esta distribución se ve modificada a partir de la adición 

de 30% de COL, desplazándose hacia ambas hemicapas, lo cual queda claramente marcado con la 

adición de 50% COL (Fig. 8 B-D). Como se esperaba, los resultados mostraron que, en las fases 

desordenadas de las bicapas binarias, las moléculas de COL se encuentran preferentemente en la región 

media de la bicapa, desplazándose hacia las regiones polares de las hemicapas en las fases ordenadas 

[33]. Por otra parte, pudimos observar en las mezclas binarias de POPC-POPE, que las cabezas polares 

del POPE se distribuyen ligeramente más profundo en la hemicapa. Esto puede deberse a las diferencias 

de tamaños entre los grupos colina y etanolamina. También puede observarse que las cadenas 

carbonadas del POPE tienden a distribuirse de forma más homogénea en el centro de la bicapa.  (Fig. 8 

E-G).  
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Figura 8. Análisis de los perfiles de densidad en función del eje z para los sistemas binarios. Se descompusieron 

los principales grupos funcionales en cadenas acilicas (negro), glicerol (azul), grupo fosfato (verde) y grupo amino 

(rojo) para el sistema control (A) y los sistemas con diferentes proporciones de colesterol (marrón) (B-D) y POPE 

(E-G). Las líneas enteras denotan a los grupos químicos del POPC mientras que las líneas punteadas al POPE.  

 

Experimentalmente las bicapas puras de POPC y POPE a 37° C se encuentran en una fase líquida 

desordenada [52], [53], por lo cual se espera que la densidad de las cadenas hidrocarbonadas tenga una 

distribución homogénea. En la figura 8 se puede observar que, efectivamente hay una distribución 

homogénea presente en la bicapa pura de POPC y que se mantiene para todos los sistemas analizados, 

excepto en las relaciones molares 7:3 y 1:1 con COL. Para los sistemas binarios con POPE no se 

observan estos cambios, ni siquiera a relaciones molares 1:1. Esto estaría indicando que hay un cambio 

de fase para las mezclas con COL, pero no así para las bicapas binarias con POPE. La adición de 30% 

de colesterol se sabe que promueve la formación de fases líquido-ordenadas [48]. En las simulaciones 

de detalle atómico realizadas por nosotros pudimos concluir para las mezclas binarias tanto de COL 7:3 

como 1:1, que estas se encuentran en una fase líquido ordenada. Finalmente, no se observaron mayores 

diferencias entre los mismos grupos químicos (fosfato, colina y glicerol) de POPC y POPE, excepto para 

las cadenas acílicas, donde se observa una densidad más homogénea en el centro de las bicapas para 

el POPE. Una posible causa para ello podría ser que esté ocurriendo una interdigitación de los ácidos 
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grasos entre las hemicapas, aunque se sabe que los componentes de membrana que contienen PE tienen 

poca tendencia a formar interdigitaciones de forma espontánea, incluso en presencia de alcoholes o bajo 

diferentes presiones (metodologías usadas en la inducción de interdigitación) [54]. Pero al tratarse de un 

sistema binario cuyo componente complementario contiene PC, el cual sí presenta casos de 

interdigitación espontánea y teniendo en cuenta que las cadenas de palmitoil y oleoil no poseen el mismo 

largo, podría estar ocurriendo interdigitación parcial entre las hemicapas [55] y a medida que aumenta la 

concentración de POPE, dicho efecto disminuye. Tanto las observaciones de los perfiles de densidad de 

las cadenas acílicas de POPE (Fig. 8 E-G) como inspecciones visuales de las simulaciones sustentan 

esta explicación. Con el fin de complementar los análisis de MMA, SCD, densidades parciales y el 

comportamiento del ancho de membrana en función del tiempo; realizamos análisis de RDF del átomo 

de fósforo que compone a la molécula de POPC respecto a sí misma (Fig. 9A, D). Se puede observar que 

tanto las composiciones de COL 9:1 y 7:3 se comportan similar al sistema de POPC puro, a excepción 

del sistema POPC-COL 1:1 (Fig. 9A). En el caso de las mezclas binarias con POPE, se calcularon los 

RDF tomando como referencia los átomos de fósforo de POPC respecto a los del POPE (Fig. 9 E). Para 

determinar el orden traslacional de las moléculas de POPC respecto a las de COL, se midió el RFD entre 

los oxígenos del carbonilo del POPC y el oxígeno del hidroxilo del COL (Fig. 9B). Se ha descripto que el 

hidroxilo del COL está involucrado en la formación de puentes H con los grupos carbonilos de las 

fosfatidilcolinas [56] y que existe una preferencia de este enlace por sobre los puentes H que puede formar 

con el fosfato, a concentraciones menores al 50% de COL [57]. A esto podría deberse la regularidad 

observada en la interacción entre estos dos componentes a todas las concentraciones analizadas de COL 

(Fig. 9B).  

En la figura 9C podemos observar, para los pares de O-O del COL a distancias mayores de 1 nm, la 

presencia de 2 a 3 picos bien definidos en los sistemas 7:3 y 1:1. Esto ha sido observado previamente 

por otros autores en SDM de bicapas binarias de DOPC-COL y DPPC-COL [58], lo que indicaría el 

ordenamiento del COL en el sistema, cosa que no se observa tan claramente en el sistema con POPE. 
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Figura 9. Análisis de la función de distribución radial (RDF) de distintos componentes de los sistemas de COL (A a 

C) y POPE (D a F). Entre los átomos de fósforo (P) de las moléculas de POPC (A y D). Entre el oxígeno 32 (032) 

del carbonilo del POPC y el OH del COL (B), entre los P del POPC respecto a los del POPE (E). Y finalmente entre 

los OH del COL y los P del POPE (C y F). POPC (negro), POPC-COL y POPC-POPE 9:1 (rojo), POPC-COL y 

POPC-POPE 7:3 (verde) y POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (azul). 

 

 

 

 

 

 



  

18 
 

 
Figura 10. Análisis de la orientación del vector colesterol y el ángulo que forma en relación al plano perpendicular a 

Z. Están representados los sistemas POPC-COL 9:1 (rojo), POPC-COL 7:3 (verde) y POPC-COL 1:1 (azul). 

 

Las moléculas de colesterol varían su orientación de acuerdo al estado de condensación de la bicapa en 

la que se encuentran. Con la herramienta “gmx gangle” se calculó el ángulo que se forma entre el plano 

perpendicular al eje Z y el vector construido entre los carbonos C3 y C17, en los extremos de los anillos 

del COL (Fig. 2). A medida que la proporción de COL aumenta, la probabilidad de encontrar moléculas a 

90° es mayor, por lo que podemos inferir que ocurre un ordenamiento de la membrana forzando que el 

COL adopte una posición que favorece un empaquetamiento con mayor densidad (Fig. 10). Teniendo en 

cuenta que las moléculas de COL en el centro de la bicapa (fases desordenadas) están orientadas al azar 

en relación a la normal de la membrana [33], este análisis también sustenta un cambio de fase, por lo 

menos para el sistema de POPC-COL 1:1. 

Teniendo en cuenta los parámetros mencionados además de los físicos analizados para las bicapas, a 

concentraciones variables de COL, podemos concluir que existe una transición en las bicapas desde un 

estado desordenado (fluido) a un estado ordenado (fase gel) a partir de la adición de 30% de COL a las 

bicapas de POPC. Si bien se observa un incremento en el orden de las bicapas binarias de POPC-POPE, 

no se observa una transición clara que esté indicando una transición de estado. Cabe destacar que el 

efecto condensador del COL permite la formación de monocapas de Langmuir en fase ordenada a partir 

de relaciones molares mayores al 30% (Fig. 11) [48]. 

Para caracterizar las interacciones locales que existen entre las moléculas y que pueden estar generando 

las modificaciones de las propiedades físicas de bicapas mixtas, analizamos la evolución de la formación 

de puentes de H en bicapas binarias (Tabla 2). Cuando en las bicapas binarias las moléculas de POPC 

son reemplazadas por moléculas de POPE, las cabezas polares de POPE son capaces de formar puentes 

de H tanto entre sí mismas como con POPC [47], también esto ocurre cuando adicionamos COL, el cual 

tiene un grupo OH capaz de formar puentes de H con el POPC. Si bien la posibilidad existe, antecedentes 

bibliográficos muestran que el PC comparado a otros grupos polares entre los glicerofosfolípidos es el 

que menor afinidad demuestra a la hora de formar puentes H con COL [59]. Se calcularon puentes de H 

formados entre POPC-COL, POPC-POPE y POPE-POPE y la suma de ambos en cada sistema, 

normalizado por moléculas de POPE o COL. Como es de esperarse, a medida que se incrementa la 

proporción de COL o POPE, se ve un incremento en los puentes de H totales que forman los distintos 

componentes de la bicapa entre sí (Tabla 2, Anexo Fig. 2). Sin embargo, en el caso de los sistemas de 

POPC-POPE, observamos un número de enlaces al menos cuatro veces mayor, lo cual es consistente 
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con la presencia tanto de grupos dadores como aceptores de puentes de H (Fig. 2). Por otro lado, se 

observa una tendencia a favorecer los enlaces entre moléculas de POPE con respecto a POPC-POPE, a 

medida que aumenta la relación molar de esta molécula.  

 

Tabla 2. Valores de enlaces puentes H totales promediados a lo largo de la simulación y normalizados de los 
sistemas binarios en las proporciones 9:1, 7:3 y 1:1 (rojo, verde y azul) para POPC-COL, POPC-POPE y POP-
POPE. 

- FLU POPC-COL COL-COL TOTAL POPC-POPE POPE-POPE TOTAL 

9:1 17,36 0,04 17,4 57,65 11,88 69,53 

normalizado 0,33 ≃ 0 0.33 1,11 0,23 1,34 

7:3 48,33 0,11 48,44 128,38 75,64 204,02 

normalizado 0,31 ≃ 0 0.31 0,83 0,49 1,32 

1:1 68,86 0,03 68,89 144,80 182,62 327,42 

normalizado 0,27 ≃ 0 0.27 0,57 0,71 1,28 

 

 

4.1.2. Análisis de las propiedades de sistemas binarios en sistemas experimentales de capas 

monomoleculares  

        

El potencial del uso de capas monomoleculares como sistemas modelos para el estudio de las 

propiedades mecánicas y fisicoquímicas, se basa en que estos sistemas permiten el control preciso y 

monitoreado del empaquetamiento y comprensión de los lípidos en la interfase agua-aire. Al poder 

caracterizar las interacciones de los componentes que forman los films, mediante mediciones de presión 

superficial en función del área, se obtiene gran flexibilidad en el diseño en cuestión de la composición de 

los sistemas modelos, interacciones de moléculas de interés sobre los mismos, e incluso estudios de 

membranas naturales [60], [61]. 

Con el objetivo de caracterizar las monocapas formadas con distinta composición de lípidos, se evaluó el 

efecto de la presencia de COL y POPE sobre las monocapas formadas por POPC. 

Los resultados obtenidos a partir de las isotermas de compresión de POPC (Fig. 11A y 12A) mostraron 

que a medida que el área por lípido va disminuyendo, la presión superficial aumenta. El POPC durante 

toda la compresión presenta un estado líquido expandido con una presión de colapso de 35,6 mN/m a un 

área de 53,6 Å2. Estos resultados son consistentes con los encontrados en bibliografía [62]–[64]. 

La presencia de distintas relaciones molares crecientes de COL mostró un desplazamiento significativo 

de la curva hacia valores menores de área y con una pendiente mayor. 

La adición de incluso una cantidad muy pequeña de COL produce una disminución en el área donde la 

presión se hace distinta de 0 (take-off). El COL interactúa fuertemente con la fase líquida expandida (LE) 

del POPC, retrasando la formación del film y haciendo que la fase gaseosa desaparezca en áreas mucho 

más bajas por molécula [61]. Si bien la presencia de COL produce films más condensados, en la figura 

11 puede observarse que este efecto es más marcado cuando el COL supera una relación molar del 30% 

de la mezcla, mostrando un salto cualitativo en el orden de las cadenas de los lípidos demostrado en los 

ensayos in sílico (Fig. 7). Este efecto condensador y ordenador del COL podría sugerir que el COL 

produce un cambio de fase, de LE a LC (líquido condensado), cuando se supera una relación molar 7:3 

en la mezcla [48]. 

Sin embargo, las presiones de colapso no se ven significativamente afectadas con las distintas mezclas 

binarias (Tabla 6), lo que sugiere que la presencia de COL no produce cambios en la estabilidad de los 
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films, pero se observa una disminución en la elasticidad de la membrana, como puede verse reflejada en 

los valores mayores de los módulos de compresibilidad (Cs-1) (Fig. 11B).  

Estos resultados son consistentes con los calculados en las SDM, donde se observa una disminución del 

área molecular media y un consecuente aumento del grosor de la membrana producido por el aumento 

de COL (Fig. 5). 

  

Figura 11. Efecto del COL en las isotermas de compresión de POPC. (A) Presión superficial (π) vs. área molecular 

media (MMA). (B) Módulo de compresibilidad (Cs-1). POPC puro (negro), POPC-COL con distintas proporciones: 9:1 

(rojo), 7:3 (verde) y 1:1 (azul). 

 

Por otra parte, la presencia de POPE en la isoterma de compresión de POPC no produjo cambios 

significativos con respecto a la de POPC puro (Fig. 12). A pesar de que las mezclas se muestran 

desplazadas levemente hacia la derecha, presentando valores mayores de take-off, no se observaron 

cambios en los resultados obtenidos de presión y área de colapso (Tabla 6). A diferencia del COL, la 

presencia de POPE en las mezclas no produce un cambio de fase en los lípidos. Estos resultados se 

correlacionan con lo obtenido por simulación, en donde los cambios observados en las membranas de 

POPC en presencia de POPE fueron de menor magnitud que los observados para COL (Fig. 5-7).  
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Figura 12. Efecto del POPE en las isotermas de compresión de POPC. (A) Presión superficial (π) vs. área molecular 

media (MMA). (B) Módulo de compresibilidad (Cs-1). POPC puro (negro), POPC-POPE con distintas proporciones: 

9:1 (rojo), 7:3 (verde) y 1:1 (azul). 

 

 

4.2 Caracterización de sistemas lipídicos en presencia de Fluralaner 

 

4.2.1 Caracterización del efecto del Fluralaner en bicapas mediante SDM 

 

El área molecular media y el ancho de membrana de las bicapas binarias en presencia de fluralaner se 

calcularon para determinar si la partición de este insecticida a la bicapa es capaz de modificar dichos 

parámetros (Anexo Fig. 4). Sin embargo, no se pudo observar ninguna diferencia para ninguno de los 

sistemas analizados.  

Por otro lado, los perfiles de densidad nos permiten examinar la ubicación del fluralaner en relación a 

los distintos componentes del sistema (Fig. 13). Se puede observar que el máximo de densidad para el 

fluralaner en todos los sistemas analizados se encuentra dentro de la bicapa. Esto es de esperarse, 

debido a que el insecticida es sumamente hidrofóbico [39]. Para el caso del sistema control de POPC, se 

puede observar una distribución no homogénea del fluralaner dentro de las dos hemicapas, pero con un 

claro máximo en la región del carbonilo del POPC. Este máximo se mantiene para todos los sistemas 

binarios analizados, tanto con COL o POPE. Es para destacar que la distribución asimétrica del fluralaner 

en los sistemas 9:1 y 7:3 de COL pareciera estar acompañado por una distribución no homogénea del 

COL en estos sistemas, en los cuales parece haber un desbalance entre la distribución en ambas 

hemicapas. Este resultado podría estar indicando que la presencia de fluralaner en estos sistemas está 

modificando la tasa de flip-flop de las moléculas de COL. En el sistema POPC-COL 1:1 no se observa 

este patrón de manera clara, lo cual se puede explicar si tenemos en cuenta que los eventos de flip-flop 

son más frecuentes en bicapas con cadenas hidrocarbonadas menos empaquetadas, por lo que en 
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bicapas más ordenadas serían menos frecuentes [65]. También se puede observar en el sistema POPC-

COL 7:3 que se observa densidad para el fluralaner en la fase acuosa cercana a la bicapa. Esto estaría 

indicando una menor solubilidad del fluralaner en este sistema. Finalmente, para los sistemas binarios 

POPC-POPE no se observan diferencias significativas en relación a los sistemas en ausencia de 

fluralaner.  

 

 
Figura 13. Análisis de los perfiles de densidad en función del eje z para los sistemas binarios en presencia de 

fluralaner. Se descompusieron los principales grupos funcionales en cadenas acilicas (negro), glicerol (azul), grupo 

fosfato (verde) y grupo amino (rojo) para el sistema control (A). Se adiciona el colesterol (marrón) a los sistemas 

apropiados (B-D) y las líneas enteras denotan a los grupos químicos del POPC mientras que las líneas punteadas 

al POPE (exclusivo de E-G). 

 

Como puede observarse al analizar los parámetros de orden, el fluralaner no modificó de manera 

significativa dicho parámetro en ninguno de los sistemas analizados. Sí se pudo observar una tenue 

tendencia hacia un efecto ordenador en las cadenas acílicas tanto del POPC puro como en las bicapas 

binarias de POPC-COL 9:1, mientras que en las proporciones de POPC-COL 7:3 y 1:1 las cadenas 

hidrocarbonadas se desordenan levemente (Fig. 14 A, B). Para poder confirmar con mayor rigor este 

efecto diferencial del fluralaner entre los sistemas binarios, se debería realizar repeticiones para descartar 

que las diferencias no sean producto del azar. También podría explorarse el incrementar el número de 

moléculas de fluralaner. De confirmarse dicha tendencia, podría explicarse que en bicapas más 

expandidas la partición del fluralaner aporta interacciones atractivas que se traducen en el incremento de 
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orden, pero en bicapas condensadas y ordenadas a causa de las altas concentraciones de COL, perturba 

las interacciones que se dan entre los componentes de la membrana.   

 
Figura 14. Parámetros de orden en función de los carbonos de las cadenas acílicas Sn-1 (A y C) y Sn-2 (B y D) del 

POPC. Sistemas en ausencia (líneas enteras) y en presencia de fluralaner (líneas punteadas) en distintas 

proporciones de COL (A y B) y POPE (C y D). POPC (negro), POPC-COL y POPC-POPE 9:1 (rojo), POPC-COL y 

POPC-POPE 7:3 (verde) y POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (azul). 

 

Realizamos análisis de RDF del átomo de fósforo que compone a la molécula de POPC respecto a sí 

misma y respecto al POPE, el átomo de fósforo del POPE respecto a sí mismo, el OH del COL en relación 

al O32 del carbonilo del POPC y por último los OH del COL respecto a sí mismos, para los sistemas en 

presencia de fluralaner (Fig. 15 y Anexo Fig. 5). Estos RDF no presentan diferencias significativas 

respecto al mismo análisis realizado para los sistemas en ausencia de fluralaner (Fig. 9). Sí se observaron 

algunas diferencias en los RDF obtenidos entre grupos OH de COL en ausencia y presencia de fluralaner 

para los sistemas con relaciones molares 9:1 y 7:3, donde la presencia de fluralaner incrementa la 

regularidad del patrón (Fig. 15A) o la altura de los picos (Fig. 15B). Nuevamente, puede observarse una 

falta de efecto del fluralaner cuando la proporción COL iguala a la del POPC (Fig. 15C) 

En el caso de los átomos de fósforo del POPE, solo la proporción 9:1 demuestra una modificación por 

parte del fluralaner en el estructuramiento entre las moléculas de este fosfolípido. 
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Figura 15. Análisis de RDF entre grupos OH de COL (A a C) en ausencia (negro) y presencia (rojo) de fluralaner. 

POPC-COL y POPC-POPE 9:1 (A y D), POPC-COL y POPC-POPE 7:3 (B y E), POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (C 

y F). 

 

Se calculó la orientación del vector COL respecto a la normal al eje Z (Fig. 16) para determinar si había 

alguna modificación en presencia del fluralaner. Como se observó en los análisis de RDF (Fig. 15), la 

influencia del fluralaner va disminuyendo a medida que la proporción de COL va aumentando, hasta el 

sistema POPC-COL 1:1, en donde las diferencias son mínimas. En los sistemas 9:1 y 7:3 el fluralaner 

disminuye la proporción de moléculas de COL alineadas con la normal de la membrana, incrementando 

la proporción de las mismas en ángulos de 60° (o 120°) (Fig. 16B).  
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Figura 16. Análisis de la orientación del vector COL en relación al plano perpendicular a Z. Están representados los 

sistemas en ausencia (línea entera) y presencia (línea punteada) de fluralaner. POPC-COL 9:1 (rojo), POPC-COL 

7:3 (verde) y POPC-COL 1:1 (azul). 

 

Del análisis realizado de los puentes de H entre POPC con COL y con POPE, COL-COL y POPE-POPE, 
pudimos observar que la presencia de fluralaner no produjo ningún cambio con respecto a las membranas 
control (Tabla 3, Anexo Fig. 2, 6), si bien el insecticida posee donores y aceptores de puente de H (Fig. 
3), la cantidad de interacciones que es capaz de establecer son despreciables en relación a las que 
ocurren entre los componentes de la bicapa (Fig. 18).  
Estos resultados indican que las modificaciones ejercidas por el fluralaner sobre las propiedades físicas 
de la membrana pueden deberse a otros tipos de interacciones que se forman entre el fluralaner y los 
componentes de la misma, tales como interacciones como fuerzas de Van der Waals.  
 
Tabla 3. Valores de enlaces puentes de H totales promediados a lo largo de la simulación y normalizados de los 
sistemas binarios en las proporciones 9:1, 7:3 y 1:1 (rojo, verde y azul) para POPC-COL, POPC-POPE y POP-
POPE. 

+ FLU POPC-COL COL-COL TOTAL POPC-POPE POPE-POPE TOTAL 

9:1 17,58 0,04 17,62 57,43 12,05 69,48 

normalizado 0,34 ⋍ 0 0,34 1,10 0,23 1,34 

7:3 48,22 0,12 48,34 127,57 73,69 201,26 

normalizado 0,31 ⋍ 0 0,31 0,83 0,48 1,31 

1:1 68,6 0,09 68,69 142,92 178,59 321,51 

normalizado 0,27 ⋍ 0 0,27 0,56 0,70 1,26 

 

Análisis de la partición del Fluralaner en bicapas de diferente composición 

 

Para analizar la dinámica de partición de las moléculas de fluralaner en las diferentes bicapas, se 

determinó la evolución temporal de su posición en el eje Z (Fig. 17). Se puede observar que al final de la 

trayectoria de todos los sistemas analizados todas las moléculas de fluralaner han particionado a la fase 

lipídica. Sin embargo, para un sistema particular, POPC-COL 7:3, ocurre una partición más tardía de las 

moléculas a dicha fase (Fig. 17C). Esto se evidencia también en el perfil de densidad de este sistema 

(Fig. 13C). Dado que la densidad corresponde a una probabilidad de distribución, podemos observar para 

esta relación molar del COL que hay densidad por fuera de la bicapa.  

Una inspección visual de las SDM de todos los sistemas, muestra cómo algunas de las moléculas de 

fluralaner se auto agregan dentro del bulk de agua, migrando a la fase lipídica en conjunto. Esto se 

visualiza en las trayectorias como una coincidencia en el tiempo de partición a la membrana de varias 

moléculas a la vez.  
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Figura 17. Seguimiento de las moléculas de fluralaner que comienzan en el bulk de agua. Los límites de las bicapas 

están delimitados por los átomos de fosforo de los fosfolípidos de ambas hemicapas (negro). POPC (A), POPC-COL 

9:1 (B), 7:3 (C), 1:1 (D), POPC-POPE 9:1 (E), 7:3 (F), 1:1 (G). 

 
Figura 18. Número de enlaces puente H formados entre las moléculas de fluralaner con los distintos componentes 

de los sistemas con COL (A, C y E) y POPE (B, D y F) a lo largo del tiempo. Se graficaron los enlaces del FLU con 

el POPC (negro), con el COL o POPE según corresponda (rojo) y la suma de ambos (verde). POPC-COL y POPC-

POPE 9:1 (A, B), POPC-COL y POPC-POPE 7:3 (C, D) y POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (E, F). 
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Cuando evaluamos los puentes de H formados por el fluralaner con los componentes de las bicapas 

binarias POPC-COL y POPC-POPE (Fig. 18), pudimos observar que la adición de COL al sistema provoca 

una tendencia a disminuir la cantidad de puentes de H del fluralaner con toda la bicapa, debido a la menor 

proporción de estas interacciones que es capaz de establecer el fluralaner con el COL. Por otro lado, en 

los sistemas binarios POPC-POPE la cantidad total de estas interacciones se mantuvo en un rango 

estable, no observándose preferencias claras por el establecimiento de puentes de H con POPC o POPE. 

Complementariamente, determinamos la cantidad de puentes de H establecidos entre los componentes 

de la bicapa en ausencia y en presencia de fluralaner (Tablas 2, 3). Tanto los valores totales como los 

normalizados, si está presente o no el insecticida, son muy similares entre sí, por lo que podemos inferir 

que al menos el número de moléculas de fluralaner utilizadas en las simulaciones no son capaces de 

alterar la red de puentes de H de los sistemas. 

 

 
Figura 19. Probabilidad de distribución en función del ángulo que forma el vector construido a partir de los carbonos 

C9 y C18 de la molécula de fluralaner, con el plano perpendicular al eje z. Orientaciones de las moléculas de 

fluralaner para los sistemas con COL (A) y POPE (B) comparando en el sistema de POPC puro (negro) con las 

distintas proporciones 9:1 (rojo), 7:3 (verde) y 1:1 (azul). Se muestra un esquema representativo (C) de la orientación 

predominante del fluralaner (plateado) en la bicapa, los átomos de oxígeno (rojo), nitrógeno (azul) y fósforo como 

también las cadenas acílicas (cian).  

 

Como se puede observar en la figura 19A, la variación de la concentración de COL en bicapas de POPC, 

tiene un claro impacto sobre la orientación de las moléculas de fluralaner. A bajas relaciones molares 

(9:1 y 7:3) el fluralaner adquiere una orientación alineada con el eje z de la membrana. Sin embargo, a 

igual relación molar que POPC (1:1), se observa una clara división en la orientación del insecticida; ya 

que aparecen dos picos marcados con máximos en 60° y entre 120-150°. En estas disposiciones que 

puede adoptar el fluralaner, se observa que la cadena a partir del carbono C18, que cuenta con los grupos 

dadores y aceptores de puentes de H (Fig. 3), se orienta hacia los grupos polares de los fosfolípidos. El 

resto de la molécula, de carácter más apolar, según como el fluralaner se disponga en la bicapa 

corresponde a los distintos ángulos obtenidos en el análisis (Fig. 19). 

Como mencionamos anteriormente, para la relación molar POPC-COL 7:3, el fluralaner tiende a 

agregarse, encontrándose casi totalmente agregado a la relación molar de 1:1 por lo que los ángulos 

obtenidos corresponden a la posición del fluralaner en dicho estado (Anexo Fig. 8, 9). Por otro lado, 

podemos observar que la variación de la proporción de POPE en la bicapa no tiene un impacto claro sobre 

la orientación de las moléculas de fluralaner (Fig. 19B).  

Este efecto diferencial del COL y POPE sobre la orientación del fluralaner dentro de la bicapa, podría 

tener impacto sobre las vías de acceso del insecticida al sitio de unión en el R- GABAA [9]. Datos in sílico 
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[66] y SDM del R-GABA en presencia de fluralaner (Gastaldi et. al, datos no publicados) indican que la 

vía de acceso al sitio de unión de este insecticida se daría mediante un mecanismo de acceso intra hélice, 

a través de la membrana [9]. La orientación y agregación del compuesto en bicapas de altas relaciones 

molares de COL, podría estar afectando la dinámica de acceso al sitio de unión, como ya se ha observado 

anteriormente para los compuestos moduladores de receptores acoplados a proteína G, entre otros [9], 

[67]. 

Otro de los análisis llevados a cabo, fue la obtención del coeficiente de difusión (Dc) del insecticida para 

todos los sistemas. Se observa que la adición de los componentes, ya sean COL o PE, modifica el Dc del 

fluralaner en la bicapa respecto al POPC puro (Tabla 4). Particularmente se ve un incremento para los 

sistemas binarios con POPC-COL 9:1 y 7:3, y POPC-POPE 7:3, mientras que existe una marcada 

disminución para el caso del POPC-POPE 1:1. Las variaciones no lineales en el Dc de fluralaner con el 

incremento de la relación molar de COL y PE podrían explicarse si el mismo fuera la resultante del orden 

de la membrana y la cantidad de puentes de H del compuesto. Estos dos parámetros podrían disminuir 

el valor del coeficiente, uno interfiriendo con la fluidez general, y el otro anclando las moléculas de 

fluralaner a los lípidos con los cuales se forman los puentes de H. Para el caso de los sistemas con COL, 

el incremento de su proporción disminuye la cantidad de puentes de H que forma el fluralaner con los 

lípidos, a la vez que disminuye la fluidez de la misma. Por otro lado, en los sistemas con PE, no hay una 

disminución de los puentes de H totales que forma el fluralaner, pero sí una disminución de la fluidez de 

la membrana.  

 

Tabla 4. Coeficiente de difusión de fluralaner para el sistema POPC y los sistemas binarios con COL o POPE en 

sus distintas relaciones molares. 

 

Composición Dc (10-5.cm2/s) 

POPC 2,6 

POPC-COL 9:1 3,4 

POPC-COL 7:3 5,1 

POPC-COL 1:1 2,4 

POPC-POPE 9:1 2,8 

POPC-POPE 7:3 3,4 

POPC-POPE 1:1 1,1 

 

Tabla 5. Eventos de flip-flop de COL para los sistemas binarios POPC-COL en sus distintas relaciones molares en 

ausencia y presencia de fluralaner. 

 

Composición Sin fluralaner 
(104.s-1) 

Con fluralaner 
 (104.s-1) 

POPC-COL 9:1 38 32 

POPC-COL 7:3 16 5,4 

POPC-COL 1:1 1,3 3,3 
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La tasa de flip-flops del COL disminuye a medida que incrementa la relación molar de este, tanto en 

sistemas con o sin fluralaner, cayendo hasta un orden de magnitud para la relación molar POPC-COL 1:1 

(Tabla 5). Esto es esperable, dado que los eventos de flip-flop son más frecuentes en bicapas con cadenas 

hidrocarbonadas menos empaquetadas, por lo que en bicapas más ordenadas serían menos frecuentes 

[65]. Por otro lado, el efecto del fluralaner no es lineal, dado que si bien disminuye la cantidad de eventos 

que ocurren para 9:1 y 7:3, no lo hace de manera lineal, y en el caso de 1:1, incluso hay mayor cantidad 

de eventos (Tabla 5). Para el sistema POPC-COL 9:1 se podría considerar que el fluralaner está 

disminuyendo las tasas de flip-flop debido a que está aumentado levemente el orden de la bicapa. Lo 

contrario podría ser cierto también para el sistema POPC-COL 1:1, donde el insecticida, al desordenar la 

membrana, le permite al COL moverse de una hemicapa a la otra. Sin embargo, en sistema 7:3, el 

fluralaner disminuye de manera considerable las tasas de flip-flop, a pesar de no estar modificando los 

parámetros de orden (Fig. 14).  
 

4.2.2 Caracterización del efecto de fluralaner en sistemas experimentales de capas monomoleculares de 

sistemas binarios.  

 

Se analizó el comportamiento de las isotermas de compresión de POPC, POPC-COL y POPC-POPE en 

distintas proporciones en presencia de fluralaner. Los resultados de las isotermas de compresión (Fig. 20 

y 21) mostraron que, en presencia de fluralaner, las curvas se desplazan a áreas mayores. Esta expansión 

de las isotermas, tanto en monocapas formadas por POPC puro, como el de las mezclas, con respecto a 

las curvas sin fluralaner, refleja el hecho de que las moléculas del insecticida son capaces de particionarse 

en la fase lipídica, ocupando un área en la interfase y actuando como espaciadores entre las moléculas 

de fosfolípidos. 

En todas las curvas donde el fluralaner fue disuelto en la subfase, puede observarse una pequeña meseta 

u hombro a los 25 mN/m aproximadamente y un posterior aumento en la pendiente de la isoterma. Este 

hombro en la isoterma se correspondería a una pérdida de moléculas de fluralaner debido al aumento de 

presión. Para este caso, debido a que el insecticida no es capaz de formar monocapas estables [39] y por 

lo tanto no es posible establecer su presión de colapso, no se podría hablar de un colapso del compuesto. 

Además, el cambio abrupto de pendiente en las isotermas por encima de los 25 mN/m, nos sugiere un 

rearreglo del compuesto en la monocapa. Sin embargo, debido a que todas las membranas, con y sin 

fluralaner, mostraron valores semejantes de presiones de colapso, de alrededor de 36 mN/m (Tabla 6); 

esto sugeriría que a esta presión sólo se encuentran presentes los lípidos y el insecticida ya no se 

encuentra en el film, aunque esta hipótesis debería ser corroborada con otras técnicas como microscopía 

del ángulo de Brewster (BAM), microscopía de epifluorescencia o por la determinación in sílico de la 

energía de partición del fluralaner en fases condensadas mediante la obtención de Potencial de Fuerza 

Media.  

En las membranas formadas por las mezclas binarias de POPC-COL y fluralaner en la subfase, se 

observa un claro desplazamiento de las curvas hacia valores menores de área, por encima de los 25 

mN/m (Fig. 20A), viéndose este efecto más marcado a medida que la relación molar del COL aumenta en 

mezcla. 

Además, se observó un aumento en la elasticidad de los films, lo que indicaría que el insecticida vuelve 

más compresible a las membranas (Fig. 20B). Este incremento en la elasticidad de la monocapa ya ha 

sido reportado anteriormente para otro insecticida, el fipronil, lo que indica que la estructura rígida de los 

lípidos bien empaquetados en el film se reduce con la presencia del insecticida inserto entre las moléculas 

de lípidos [16]. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por simulaciones de DM en donde bicapas ordenadas por 

la presencia de COL el insecticida las vuelve más desordenadas (Fig. 14A, B). 
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Tabla 6: Presión de colapso (πc), MMA a πc y Take-off de las isotermas de POPC, POPC-COL y POPC-POPE, en 

ausencia y presencia de fluralaner en la subfase. 

 
Composición 

CONTROL FLURALANER 1 µM 

πc 
(mN/m) 

MMA 

Å2/molécula 

Take-Off 
Å2/molécula 

 

πc 
(mN/m) 

MMA 

Å2/molécula 

Take-Off 
Å2/molécula 

 

POPC 35,3 53,6 91,4 33,6 57,8 124,2 

POPC-COL 
9:1 

36,7 53,8 86,8 34,2 57,6 126,2 

POPC-COL 
7:3 

37,7 34,5 47,7 39,1 33,7 80,1 

POPC-COL 
1:1 

37,7 33,9 40,9 36,4 31,3 65,2 

POPC-POPE 
9:1 

34,7 56,4 101,3 34,5 62,4 116,5 

POPC-POPE 
7:3 

37,3 54,5 95,4 36,5 60,5 129,8 

POPC-POPE 
1:1 

35,7 55,9 97,1 33,1 62,2 133,6 

 

 

 
Figura 20. Efecto del fluralaner en las isotermas de compresión de POPC y POPC-COL de distintas proporciones. 

(A) Presión superficial (π) vs. área molecular media (MMA). (B) Módulo de compresibilidad (Cs-1). Subfase de agua 

limpia (negro), subfase de agua con 1 μM de fluralaner (rojo) 
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Los resultados obtenidos a partir de las isotermas de compresión de las mezclas binarias POPC-POPE 

con fluralaner en la subfase, mostraron comportamientos similares a los obtenidos con COL. El insecticida 

es capaz de particionar en la membrana e interactuar con los lípidos, produciendo una expansión de la 

isoterma con un aumento del take-off. Además, a pesar de que estas membranas presentan valores más 

bajos de Cs-1 (Fig. 21B), la presencia del insecticida produjo valores aún menores que los obtenidos con 

COL, indicando que son más elásticas y compresibles. 

 
Figura 21. Efecto del Fluralaner en las isotermas de compresión de POPC y POPC-POPE de distintas proporciones. 

(A) Presión superficial (π) vs. área molecular promedio (MMA). (B) Módulo de compresibilidad (Cs-1). Subfase de 

agua limpia (negro), subfase de agua con 1 μM de Fluralaner (rojo)  

 

Con el fin de evaluar la capacidad del fluralaner de insertarse dentro de la membrana, se realizaron 

ensayos de penetración. Se midió el cambio de los valores de π en función del tiempo, a distintas π 

iniciales, producidos por la inyección de fluralaner en la subfase (Anexo Fig. 7). 

A partir de estas curvas, se calculó el incremento de π (Δπ) en función de la πi para cada mezcla binaria 

y del ajuste de estos datos a una regresión lineal se obtuvieron los valores de MIP (ver Materiales y 

Métodos). 

Como puede observarse en las tablas insertas en la figura 22, el fluralaner es capaz de particionar en las 

capas monomoleculares formadas por las distintas mezclas a valores superiores a los 50 mN/m. Esto 

estaría sugiriendo que el insecticida sería capaz de interactuar y penetrar fácilmente en membranas 

naturales, las cuales presentan una presión lateral promedio de aproximadamente 30 mN/m [68]. 

En las membranas formadas por POPC-COL se puede observar una leve tendencia del fluralaner a 

disminuir su capacidad de insertarse a altas presiones a medida que la proporción de COL aumenta en 

la mezcla. El insecticida tiene mayor facilidad de interactuar con membranas menos condensadas, pero 

una vez dentro de ellas, mostró una buena permanencia e interacción (Fig. 17). 
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Figura 22. Penetración de fluralaner en monocapas de POPC, POPC-COL (A) y POPC-POPE (B). Variaciones de 

π, causadas por la penetración de fluralaner, en función de la π inicial de las monocapas. Los datos se ajustaron 

con una regresión lineal y se determinó el MIP para cada mezcla. 
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5. Conclusiones 

 

Dado la complejidad de las transiciones de fases que presentan los sistemas modelos de membrana de 

lípidos monoinsaturados, el uso conjunto de SDM y monocapas de Langmuir nos permitió caracterizar, 

mediante de la obtención de parámetros estructurales, las fases predominantes para los sistemas binarios 

de POPC con POPE o COL, en ausencia o presencia de fluralaner. Las SDM nos permitieron tener un 

alto detalle molecular de los procesos de interacción droga-membrana en el sistema modelo que más 

fielmente representa la membrana biológica, es decir las bicapas. Por otro lado, el uso de capas 

monomoleculares de lípidos nos permitieron sobrepasar ciertas limitaciones que nos impone el sistema 

de bicapas, dado que podemos regular fácilmente el empaquetamiento lateral de los lípidos, regulando el 

estado físico de la membrana. Es importante tener en cuenta que las relaciones termodinámicas entre 

monocapas y bicapas son directas. Esta correspondencia entre los sistemas se confirma en nuestro 

trabajo donde pudimos identificar, tanto en las SDM de bicapas como en los experimentos con monocapas 

de Langmuir, un cambio de estado de fase de la membrana de POPC con COL a relaciones molares 

mayores de 30%, mientras que no observamos cambios de estado de fase en el rango de relaciones 

molares de POPC-POPE analizados. 

Pudimos determinar que el fluralaner es capaz de particionarse en la fase lipídica, incluso a presiones 

laterales similares a las presentes en membranas naturales, ocupando un área en la interfase y actuando 

como espaciadores entre las moléculas de fosfolípidos. Las SDM nos permitieron determinar las 

interacciones que se establecen en el proceso de partición, mientras que las monocapas nos permitieron 

obtener una caracterización de las modificaciones de los parámetros físicos que ocurren en este proceso. 

Teniendo esto en cuenta, se pudo observar que el fluralaner se ubica con los grupos dadores y aceptores 

de puentes de hidrógeno orientados hacia la región polar de la bicapa, y el resto de la molécula, de 

carácter más apolar, orientado hacia el centro de la bicapa. Estas interacciones hacen a los sistemas 

lipídicos más elásticos, y por lo tanto más compresibles.  

A medida que se incrementa la concentración de COL en la bicapa, el fluralaner muestra una tendencia 

a disminuir su solubilidad en la fase lipídica, mientras que el POPE tiene un efecto contrario, permitiendo 

una distribución homogénea del insecticida en la bicapa. Esta diferencia podría afectar el acceso del 

fluralaner al sitio de unión en el R-GABAA, pudiendo actuar como un factor de modulación inespecífico 

diferencial entre mamíferos e insectos.  

De acuerdo a los resultados obtenidos, consideramos que para comprender la regulación de la actividad 

del R-GABAA, es importante tener en cuenta las diferencias en la composición de las membranas de 

insectos y mamíferos. 
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7. ANEXO 

 

 
Figura 1. Tensión superficial en función del tiempo en ausencia de fluralaner. Representados los sistemas POPC 

(negro) junto a los sistemas POPC-COL (líneas enteras) y POPC-POPE (líneas punteadas). POPC-COL y POPC-

POPE 9:1 (rojo), POPC-COL y POPC-POPE 7:3 (verde), POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (azul). 

 

 
Figura 2. Análisis de los puentes de hidrógeno entre los componentes de la bicapa en ausencia de fluralaner. 

Número de puentes hidrógeno en función del tiempo. Concentraciones crecientes de COL 9:1, 7:3 y 1:1 (A-C). 

Concentraciones crecientes de POPE 9:1, 7:3 y 1:1 (D-F). POPC-COL/POPE (negro), COL o POPE entre sí (rojo). 
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Figura 3. Tensión superficial en función del tiempo en presencia de fluralaner. Representados los sistemas POPC 

(negro) junto a los sistemas POPC-COL (líneas enteras) y POPC-POPE (líneas punteadas). POPC-COL y POPC-

POPE 9:1 (rojo), POPC-COL y POPC-POPE 7:3 (verde), POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (azul). 

 

 
Figura 4. Valores de MMA (A) y Ancho de Membrana (B) en función de la proporción creciente de COL (negro y 

azul) y POPE (rojo y verde) en ausencia (círculos) y presencia (triángulos) de fluralaner. Para todos los casos, las 

regresiones cuentan con valores de R2 de 0,99. 
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Figura 5. Análisis RDF en presencia de fluralaner (líneas punteadas). Realizado entre átomos de fósforo de POPC 

respecto a si mismos (A y D), entre el átomo de oxígeno O32 del POPC y el grupo hidroxilo del COL (B), entre los 

átomos de fósforo del POPC respecto a los del POPE (E), entre los grupos hidroxilos del COL entre sí (C) y los 

átomos de fósforo del POPE entre sí mismos (F). POPC (negro), POPC-COL y POPC-POPE 9:1 (rojo), POPC-COL y 

POPC-POPE 7:3 (verde) y POPC-COL y POPC-POPE 1:1 (azul). 
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Figura 6. Análisis de los puentes de hidrógeno entre los componentes de la bicapa en presencia de fluralaner. 

Número de puentes hidrógeno en función del tiempo. Concentraciones crecientes de COL 9:1, 7:3 y 1:1 (A-C). 

Concentraciones crecientes de POPE 9:1, 7:3 y 1:1 (D-F). POPC-COL/POPE (negro), COL o POPE entre sí (rojo). 

 

 
Figura 7. Presión superficial en función del tiempo a área constante para el sistema POPC. A partir de estas curvas 

se obtuvieron gráficos de Δπ vs. πi para la obtención de los valores de MIP. 
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Figura 8. Capturas de SDM de un corte transversal de las bicapas lipídicas esquematizando la distribución del 

fluralaner en el plano Z para los sistemas POPC-POPE (A-C) y POPC-COL (D-F). Representados los átomos de 

fósforo (esferas rojas), las cadenas acílicas (plateado), COL (dorado) y fluralaner (cian).  
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Figura 9. Capturas de SDM de la vista superior para los sistemas POPC, y POPC con POPE y COL esquematizando 

la distribución del fluralaner en el plano XY. Representadas las moléculas de POPC (plateado), POPE y COL según 

corresponda (rojo) y fluralaner (verde). POPC (A), POPC-COL 9:1 (B), POPC-COL 7:3 (C), POPC-COL 1:1 (D), POPC-

POPE 9:1 (E), POPC-POPE 7:3 (F), POPC-POPE 1:1 (G). 


