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RESUMEN

Las interacciones de la memlbrana celular con proteinas o con receptores celulares se modifican por la
accion de etanol en la membrana. El etanol y otros alcoholes pequefios, al ser surfactantes naturales de
interfasesacuosas/organicas, actuantambiénsobrelamembrana celular estresandola mecanicamente
e inhibiendo la adsorcion natural de grupos terminales en dichas interfases. En este trabajo se muestra
como el metanol bloquea la adsorcion de los grupos terminales aun a concentraciones muy bajas.
Conforme aumenta la concentracion de metanol en la fase acuosa, la tension interfacial decrece, lo
gue muestra estrés adicional sobre la membrana celular.
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ABSTRACT

The interaction of ethanol on the cellular membrane inhibits the interaction with membrane proteins
or cellular receptors. Ethanol and other small alcohols are natural surfactants of aqueous/organic
interfaces, and also affect the cellular membrane stressing it mechanically, and inhibit the natural
adsorption of terminal groups at the aqueous/organic interface. In this work we show how methanol
inhibits the adsorption of terminal groups even at very small concentrations. As methanol concentration
increases in the aqueous phase, the interfacial tension decreases, showing additional stress over the
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cellular membrane.
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INTRODUCCION

e han propuesto varios mecanismos para explicar
los efectos de alcoholes pequefios en la membrana
celular. Entre estos mecanismos se encuentran
respuestas ampliadas de receptores GABAA (acido
y-aminobutirico tipo A) debido a la presencia de etanol'?,
e inhibicién de receptores glutamato tipo NMDA3®4, Un
mecanismo adicional es la accidn de alcoholes pequefios en la
interfase entre la membrana celular y la fase acuosa que rodea
alacélula®’. El efecto de alcoholes pequefios sobre la interfase
ha sido estudiado en membranas celulares de ratones, donde
se ha encontrado un incremento de la fluidez de la membrana
al ser expuesta al etanol®. Se encontr6 que un nivel dptimo
de fluidez es necesario para algunas funciones fisiologicas.

Nota: Articulo recibido el 25 de abril de 2013 y aceptado el
25 de julio de 2013.

Se sabe que, sin la adicion de etanol, las membranas
sinaptosomales son mas fluidas que las membranas de
mielina, y éstas a su vez son mas fluidas que las membranas
mitocondriales. Todas las membranas estudiadas incrementan
su fluidez en la presencia de etanol a concentraciones bajas
y altas, excepto por las membranas de mielina, que aun a
concentraciones altas de etanol no incrementan su fluidez. El
efecto de la adicion de etanol tiende a desaparecer cuando la
exposicion a esta sustancia es por largos periodos®.

En este trabajo tratamos de demostrar que la molécula de
alcohol mas pequefia, es decir el metanol, bloquea la adsorcion
de las cadenas en la interfase acuosa/organica. En un articulo
previo® se mostro que los grupos hidrofdbicos pertenecientes a
cadenas de hidrocarburos se adsorben preferencialmente en la
interfase donde muestran un moderado aglutinamiento. Este
efecto se puede considerar como equivalente al que ocurre
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cuando se condensa agua sobre superficies hidrofobicas,
donde también cerca de una interfase liquido/vapor las
moléculas de agua muestran una preferencia a adsorberse
en la interfase y eventualmente a condensarse. En este caso
tenemos la adsorcion de grupos hidrofobicos en la interfase
organica (rica en n-alcanos)/acuosa (rica en agua en fase
vapor). Este mismo comportamiento se ha observado en
cadenas con grupos terminales hidrofilicos autoensambladas
en contacto interfacial con agua liquida®®, lo cual es mas
parecido a sistemas bioldgicos reales.

En este trabajo se muestra que al introducir metanol, el mas
pequefio de los alcoholes, desaparece la adsorcion de grupos
terminales en la interfase, debido a que el metanol actla
como surfactante, bloqueando la interaccion de los grupos
terminales con la fase acuosa.

MEeTopoLoGia

Se llevaron a cabo simulaciones de Dindmica Molecular
manteniendo constantes el nimero de moléculas, volumen y
temperatura del sistema (DM-NVT). El sistema consiste de
fases liquidas en bulto con sus correspondientes interfases
para obtener las densidades del bulto y las propiedades
interfaciales (perfil de densidades a lo largo de la interfase y
tension interfacial) de lamezcla binaria agua con n-pentanoy la
ternaria agua con metanol y n-pentano. Todas las simulaciones
se llevaron a cabo usando el algoritmo de Verlet a temperatura
ambiente y constante; el tiempo de paso usado fue de 1 fs.
Las diferentes concentraciones fueron modeladas usando
entre 100 a 540 moléculas de agua, 150 a 350 moléculas de
n-pentano, y de 50 a 220 moléculas de metanol.

Los parametros de los potenciales de interaccion usados para
describir las moléculas de agua, metanol y n-pentano fueron
tomados de la literatura®*®. Las fuerzas intermoleculares
debido a interacciones tipo Lennard—Jones fueron calculadas
usando un potencial truncado esféricamente!4. Sitios en
la misma molécula separados por 3 6 mas enlaces también
se modelaron con el potencial truncado esféricamente. El
radio de corte para las interacciones tipo Lennard—Jones fue
de 15.72 A. Las interacciones electrostaticas se calcularon
usando la técnica de sumatorias de Ewald. Las reglas de
mezclado de Lorentz—Berthelot fueron usadas para calcular
las interacciones cruzadas de sitios disimilares. Después de un
periodo de equilibrio de 150 ps, las propiedades estudiadas se
obtuvieron por un periodo adicional de simulacion de 600 ps.

Las simulaciones DM-NVT de la interfase liquido-liquido
de la mezcla binaria agua—n-alcano se llevaron a cabo a
298.15 K, sin considerar la formacién de una fase gaseosa.
Simulaciones previas a esta temperatura muestran que la
cantidad de moléculas en la fase vapor es despreciable®s,
por lo que la formacioén de una interfase liquido-liquido-
vapor no se espera. Debido a que se forzd la desaparicion de

la fase vapor y su correspondiente interfase liquido-vapor,
el sistema no estd completamente relajado, por lo tanto la
presion del sistema se encuentra lejos de la presion de vapor
de equilibrio del sistema. Para ajustar la presion del sistema a
un valor experimental representativo, el tamafo de la celda de
simulacion se ajustd para producir una presion atmosférica.

La densidad de las fases se calcul6 usando los valores
promedio de los perfiles de densidad, ajustadas a una funciéon
hiperbdlica tangente®. Los perfiles se obtuvieron a lo largo
del eje perpendicular a la superficie de la interfase. La tension
interfacial y la presion del sistema se calcularon a partir de la
definicién molecular del tensor de presiones’.

ResuLtabos

Los perfiles de densidad promediados para el sistema binario
agua—n-pentano en el equilibrio liquido-liquido a 298.15 K 'y
a 1 atm aparecen en la Figura 1. El sistema se extiende en una
celda de largo de alrededor de 28 A, con un espesor interfacial
de alrededor de 5 A. El perfil de densidad del agua esta bien
definido en la interfase, en otras palabras podemos observar
como empieza a decrecer en la fase acuosa y como termina
de cambiar en la fase organica. Para la especie n-pentano, se
puede observar como termina el perfil mondtonamente en la
fase acuosa, pero en la fase organica, cerca de la interfase,
el perfil no decrece de esta forma. Cerca de las interfases,
el perfil de densidad del n-pentano muestra dos picos con

T~ T ™ 17 ' ' :
1 :-‘*-"'f‘u"‘uer\“’}"‘“v""l -
! \
F [ o
A~ ! l[
(o] 1
0.8 ! n
§ | Lo
— - . . .
o, | Y
;U.ﬁ—: RS S P
| [ 1
S | k ‘
W 04 1 .
S I v
T 1 : |
02f 4 .
: g :
H ; ]
0 LN AN
0 2 4 6 8 10 12 14 16
posicion (A)

Figura 1. Perfiles de densidad del sistema en coexistencia
liquido-liquido para la mezcla binaria agua-n-pentano
a 298.15 Ky a 1 atm. Las lineas discontinua y punteada
corresponden a los perfiles de agua y n-pentano,
respectivamente.
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diferencias con respecto al valor de densidad promedio del
bulto de alrededor de 0.08 g/cm®. Estos picos muestran que las
moléculas de densidad se abultan en la interfase, es decir, se
adsorben preferiblemente en la interfase. La tension interfacial
obtenida de este sistema es de 50.84 + 3.16 mN/m, este valor
se compara bien con el resultado experimental obtenido por
Matsubara y asociados?®,

El sistema ternario agua—n-pentano—metanol también se
simul6 en la coexistencia liquido-liquido a 298.15 K y a
1 atm. Se tomod de base una configuracion equilibrada del
sistema agua—n-pentano, donde algunas moléculas de agua
fueron intercambiadas por metanol, para simular diferentes
concentraciones. En la Figura 2 aparece un esquema de
como luce el sistema en una conformacién equilibrada a
una fraccién mol de 0.095 (sélo las moléculas de metanol se
dibujaron en su tamafio normal para facilitar la comprension
de la conformacion del sistema). La mayoria de las moléculas,
a esta concentracion baja de metanol, prefieren ubicarse en
la interfase, o bien dentro de la fase acuosa, pero no dentro
de la fase organica, lo que ubica al metanol como un aditivo
interfacial del sistema agua—n-pentano. Bajo este esquema
de simulacion, se obtuvieron los perfiles de densidad para

fracciones mol de metanol desde 0.024 hasta 0.681. Los perfiles
de densidad para las fracciones mol de metanol de 0.024 y
0.179 se muestran en las Figuras 3y 4, respectivamente. Como
se observa en los perfiles de densidad, una vez que se agrega
metanol al sistema agua—n-pentano, los picos de adsorcion de
n-pentano en la interfase casi desaparecen, y el bulto de la fase
organica aparece un poco mas estructurado, lo cual se muestra
como variaciones constantes de la densidad a lo largo de la
region del bulto en dicha fase.

La concentracion de moléculas de metanol no so6lo se
incrementa en el bulto conforme aumenta la fraccién mol
de metanol; la concentracion de moléculas de metanol en
la interfase aumenta también considerablemente, como se
puede observar en los perfiles de densidad a fracciones mol
de metanol de 0.024 y 0.179. Ademas de interponerse entre
las fases acuosa y organica, las moléculas de metanol también
modifican las interacciones en la interfase, y conforme
aumenta la concentracion de moléculas de metanol en el bulto,
la tension interfacial del sistema decrece como se muestra en
la Figura 5. Estos resultados muestran que las moléculas de
metanol, debido a su naturaleza quimica (polares), cuando
se adicionan a la mezcla agua—n-pentano funcionan como

J

Figura 2. Esquema del sistema ternario agua—-n-pentano-metanol a 298.15 Ky a 1 atm, con una fraccién mol de metanol en la
fase acuosa (izquierda) de 0.095 en equilibrio liquido-liquido. Sélo las moléculas de metanol fueron dibujadas en su tamafio
real para facilitar una visién clara del sistema. Los dtomos de oxigeno, hidrégeno y los grupos funcionales CH, y CH, son

dibujados en gris oscuro, gris claro y negro, respectivamente.
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Figura 3. Perfil de densidades del sistema ternario agua-n-
pentano-metanol a 298.15 K, 1 atm y una fraccion mol de
metanol de 0.024 en equilibrio liquido-liquido. Las lineas
discontinua, punteada y continua corresponden a los
peffiles de agua, n-pentano y metanol, respectivamente.
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Figura 4. Perfil de densidades del sistema ternario agua-n-
pentano-metanol a 298.15 K, 1 atm y una fraccion mol de
metanol de 0.179 en equilibrio liquido-liquido. Las lineas
discontinua, punteada, y continua corresponden a los
pefrfiles de agua, n-pentano y metanol, respectivamente.
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Figura 5. Tension interfacial del sistema ternario agua-
n-pentano-metanol a 298.15 K, 1 atm en equilibrio liquido-
liquido, como una funcién de la fraccion mol de metanol.
Los cuadrados representan los resultados experimentales
de Hampton y colaboradores?®. Los circulos representan los
resultados de este trabajo.

pequefios surfactantes, bloqueando las repulsiones entre las
fases acuosa y organica. No se simularon concentraciones
maés altas de metanol debido a que a estas concentraciones
desaparece la interfase liquido-liquido y aparece un sistema
liquido-vapor.

CONCLUSIONES

Sistemas modelo que intentan recrear las fuerzas interfaciales
entre lamembrana celulary las fases acuosas liquidas, muestran
que el metanol tiene el efecto de bloquear laadsorcién de grupos
funcionales hidrofébicos, preferiblemente en la interfase. El
metanol tiene la misma organizacion de grupos funcionales
que el etanol, del cual ya se ha mostrado sus efectos sobre las
membranas y en general sobre ciertas funciones fisiologicas,
por lo que se espera que este estudio con metanol muestre
la tendencia en los fendmenos moleculares que ocurren con
el etanol. Las cadenas de lipidos se adsorben preferiblemente
en la interfase cuando no hay ningin surfactante (metanol)
presente en el sistema. Tomando en cuenta que a la membrana
celular se le describe como una doble capa de lipidos,
se puede esperar que en ausencia de metanol los grupos
funcionales terminales también se anclen selectivamente en
la interfase, y el efecto del metanol provoque un bloqueo de
esa adsorcion preferente, induciendo una separacion adicional
entre las cadenas de lipidos, incrementando la razén area
superficial/nimero de cadenas. Esta separacion adicional es
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probablemente la causa del incremento de la fluidez de las
membranas celulares.

La adsorcién preferente en la interfase se puede considerar
como el efecto equivalente a la condensacién de moléculas de
agua en superficies hidrofobicas.

Al aumentar la concentracién de metanol en el sistema se
observa un incremento del efecto surfactante del metanol en
la mezcla agua—n-pentano, el cual se manifiesta en una mayor
reduccion de la tension interfacial del sistema.

En sistemas biolégicos reales, la membrana celular esta
compuesta de cadenas donde los grupos terminales en contacto
con la molécula de agua son hidrofilicos, aun en esos sistemas
esperamos el mismo comportamiento que en los sistemas
estudiados en este trabajo, donde las moléculas alcoholicas
actuaran como surfactantes, incrementando la relacion entre
el area superficial y el nimero de cadenas, lo que también
provocard un efecto desorbedor y, finalmente, un aumento de
la fluidez de la membrana celular.

AGRADECIMIENTOS
José Luis Rivera agradece el apoyo del CONACYT en su
programa de Ciencia Basica, bajo el proyecto No. 134508.

REFERENCIAS

1. Korpi, E.R., Kleingoor, C., Kettenmann, H. & Seeburg, P.H.
Benzodiazepine-induced motor impairment linked to point
mutation in cerebeilar GABAA receptor. Nature 361, 356-
359 (1993).

2. Proctor, W.R., Diao, L., Freund, R.K., Browning, M.D. & Wu,
P.H. Synaptic GABAergic and glutamatergic mechanisms
underlying alcohol sensitivity in mouse hippocampal
neurons. J. Physiol. 575, 145-149 (2006).

3. Lovinger, D.M., White, G. & Weight, F.F. Ethanol inhibits
NMDA-activated ion current in hippocampal neurons.
Science 243, 1721-1724 (1989).

4. Lovinger, D.M., White, G. & Weight, F.F. Ethanol Inhibition of
Neuronal Glutamate Receptor Function. Ann. Med. 22, 247-
252 (1990).

5. Mitchell, D.C. & Litman, B.J. Effect of protein hydration on
receptor conformation: decreased levels of bound water
promote metarhodopsin 1l formation. Biochemistry 38,

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

7617-7623 (1999).

Chin, J.H. & Goldstein, D.B. Drug tolerance in biomembranes: a
spin label study of the effects of etanol. Science 196, 684-685
(1977).

Wittenberg, N.J., Zheng, L., Winograd, N. & Ewing, A.G. Short-
chains alcohols promote accelerated membran distention in a
dynamic liposome model of exocytosis. Langmuir 24, 2637-
2642 (2008).

Chin, J.H. & Goldstein, D.B. Electron paramagnetic resonance
studies of ethanol on membrane fluidity. Adv. Exp. Med. Biol.
85A, 111-122 (1977).

Rivera, J.L., McCabe, C. & Cummings, P.T. Molecular simulations
of liquid-liquid interfacial properties: water/n-alkane and
water + methanol/n-alkane systems. Phys. Rev. E. 67, 011603
(2003).

Enze, L., ZhiPing, D. & ShiLing, Y. Properties of a water layer
on hydrophilic and hydrophobic self-assembled monolayer
surfaces: A molecular dynamics study. Sci. China Chem. 56,
773-781 (2012).

Berendsen, H.J.C., Grigera, J.R. & Straatsma, T.P. The missing
term in effective pair potentials. J. Phys. Chem. 91, 6269-
6271 (1987).

Jorgensen, W.L. Transferable intermolecular potential functions.
Application to liquid methanol including internal rotation.
J. Am. Chem. Soc. 103, 341-345 (1981).

Nath, S.K., Escobedo, F.A. & de Pablo, J.J. On the simulation
of vapor-liquid equilibria for alkanes. J. Chem. Phys. 108,
9905-9911 (1998).

Trokhymchuck, A. & Alejandre, J. Computer simulations
of liquid-vapor interface in Lennard-Jones fluids: Some
questions and answers. J. Chem. Phys. 111, 8510-8523 (1999).

Michael, D. & Benjamin, 1. Solute orientational dynamics and
surface roughness of water/hydrocarbon interfaces. J. Phys.
Chem. 99, 1530-1536 (1995).

Alejandre, J., Tildesley, D.J. & Chapela, G.A. Molecular dynamics
simulations of the orthobaric densities and surface tension of
water. J. Chem. Phys. 102, 4574-4583 (1995).

Alejandre, J., Rivera, J.L., Mora, M.A. & de la Garza, V. Force
field of monoethanolamine. J. Phys. Chem. B. 104, 1332-
1337 (2000).

Matsubara, H., Murase, M., Mori, Y.H. & Nagashima, A.
Measurements of the surface tensions and the interfacial
tensions of n-pentane-water and R113-water systems. Int. J.
Thermophys. 9, 409-424 (1988).

Hampton, P., Darde, T., James, R. & Wines, T.H. Liquid-
liquid separation technology improves IFPEXOL process
economics. Oil & Gas J. 99, 54-59 (2001).




