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RESUMEN

Los ftalatos son unas moléculas sintéticas de uso industrial que le confieren
propiedades de plasticidad a los plasticos, estos estan incluidos dentro de diversos
productos de uso cotidiano como: cuidado personal, alimentos, medicamentos,
material médico, entre otros. En el presente trabajo se estudio la permeabilidad de
membranas biologicas y analisis de la formacion de poros de tres compuestos de
ésteres de ftalato (dimetil ftalato, ftatalo de dietilo y ftatalo de dibutilo) a diferentes
concentraciones por estrategias de simulacion computacional. Se aplicaron técnicas
de analisis de propiedades ADMET, modelado estructural y simulaciones de
dinamica molecular. Los resultados de la simulaciones demostraron que los ftalatos
son compuestos que ingresan facilmente a las membranas biologicas y las
concentraciones altas logran formar agregados.

Como resultado se obtuvo que el dietil ftalato ingresa en menor tiempo a la
membrana seguido del dimetil ftalato y luego el dibutil ftalato. Donde, dietil ftalato
atraviesa la membrana en el siguiente orden: 30 unidades, 15 unidades, 50 unidades,
y 1 unidad. Con respecto al dimetil ftalato el orden fue el siguiente: 1 unidad, 15
unidades, 30 unidades, y 50 unidades, mientras que para el dibutil ftalato el orden
fue el siguiente: 1 unidad, 15 unidades, 30 unidades, y 50 unidades. En conclusion,
podemos ver que los monomeros de los diferentes ftalatos atraviesan facilmente la
membrana durante el tiempo de 100 ns y logran formar agregados los monomeros
qgue no tuvieron contacto con la membrana.

Finalmente, esta investigacion nos brinda un alcance sobre la permeabilidad de
membranas bioldgicas a ésteres de ftalato, utilizando herramientas computacionales.
Palabras Clave: ftalatos, microplasticos, membrana bioldgica, disruptor endocrino,

simulaciones computacionales.
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ABSTRACT

Phthalates are synthetic molecules for industrial use that give plasticity properties to
plastics, these are included in various everyday products such as: personal care,
food, medicines, medical supplies, among others. In the present work, the
permeability of biological membranes and pore formation analysis of three phthalate
ester compounds (dimethyl phthalate, diethyl phthalate and dibutyl phthalate) at
different concentrations were studied by computational simulation strategies. ADMET
property analysis techniques, structural modeling and molecular dynamics
simulations were applied. The results of the simulations showed that phthalates are
compounds that easily enter biological membranes and high concentrations manage
to form aggregates.

As a result, it was obtained that diethyl phthalate enters the membrane in less time,
followed by dimethyl phthalate and then dibutyl phthalate. Where, diethyl phthalate
crosses the membrane in the following order: 30 units, 15 units, 50 units, and 1 unit.
Regarding dimethyl phthalate, the order was as follows: 1 unit, 15 units, 30 units, and
50 units, while for dibutyl phthalate, the order was as follows: 1 unit, 15 units, 30
units, and 50 units. In conclusion, we can see that the monomers of the different
phthalates easily cross the membrane during the time of 100 ns and the monomers
that did not have contact with the membrane manage to form aggregates.

Finally, this research gives us insight into the permeability of biological membranes to
phthalate esters, using computational tools.

Keywords: phthalates, microplastics, biological membrane, endocrine disruptor,

computer simulations
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GLOSARIO
1. NPs = Nanoplastico
2. MPs = Microplastico
3. PVC = Policloruro de vinilo
4. DMP = Dimetil ftalato
5. DEP = Dietil ftalato
6. DBP = Dibutil ftalato
7. HDPE = Polietileno de alta densidad
8. LDPE = Polietileno de baja densidad
9. PET = Polietileno tereftalato

10. PP = Polipropileno

11. PS= Poliestireno

12. PA = Poliamida

13. PBT =Tereftalato de polibutileno

14.DEHP = Ftalato de dietilhexilo

15.DIBP = Siisobutilo

16. DIFAC = Disefio de farmacos asistido por computadora

17. NCBI = Centro nacional de informacién biotecnol6gica

18. CPB = Bypass cardiopulmonar

19. ECMO = Oxigenacion por membrana extracorporea

20.ADMET = Absorcion, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad

21. NVT = Numero de moléculas, volumen y temperatura constante

22. NPT = Numero de moléculas, presiéon y temperatura constante

INTRODUCCION
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En el mundo actualmente se utilizan billones de bolsas plasticas, donde de los
10 millones de bolsas, 8 millones de toneladas son vertidas a los océanos.
Normalmente las bolsas plasticas estan compuestas de polietileno de alta
(HDPE) y baja densidad (LDPE) y polietileno tereftalato (PET) ademas los
polimeros més usados son policloruro de vinilo (PVC), polipropileno (PP),
poliestireno (PS), poliamida (PA), poliéster (PES), etc. constituyendo asi el
90% de la produccion de plastico a nivel mundial.

La degradacion de los plasticos hace posible la liberacion de sus aditivos ya
sea por degradacion quimica, fotodegradacion y oxidacion.(1)

Al usar antioxidantes como aminas y fenoles sobre el polimero, hace que sea
mas lento el deterioro por oxidacion de los polimeros por lo cual el plastico se
mantiene mayor tiempo en estado de descompaosicion.(1)

Los ftalatos son un grupo diverso de sustancias quimicas presentes en
muchos productos de uso cotidiano como: los envases de alimentos, botellas,
cepillo de dientes, cosméticos, entre otros(2). Los esteres de ftalatos son
ampliamente usados en el mundo como plastificantes para la elaboracion de
material médico como bolsas de hemodidlisis o material cosmético como
perfumes, jabones, repelentes y hasta durante el proceso de manufactura del
papel, plaguicida, pelicula fotografica, etc. Estos productos al degradarse
pueden depositarse sobre el suelo, agua o el aire y de esta manera causar
toxicidad en el ser humano. Este efecto toxico se debe a su facil permeacion
hacia las membranas bioldgicas y de este modo ocasionar dafio celular(3).
Hoy en dia se pueden aplicar diversas estrategias de estudio sobre los
ftalatos, en esta presente investigacion se hizo uso de las herramientas
computacionales para estudiar la permeabilidad de membranas biologicas

frente a ésteres de ftalato y analizar la formacion de poros.
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HIPOTESIS

Teniendo en cuenta la cantidad de informacién disponibles en las bases de
datos sobre moléculas, genomas, proteomas, entre otros y el desarrollo de
nuevas estrategias computacionales en el area de la biologia y quimica, es
factible poder analizar la permeabilidad de membranas biol6gicas a los
aditivos para plasticos como son los ftalatos y de como estos pueden ser

perjudiciales para la salud.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la permeabilidad de membranas biologicas a ésteres de ftalato y
analisis de la formacion de poros por métodos bioinformaticas y simulaciones

computacionales: Alcances en el efecto de los aditivos para plasticos.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar una lista de ftalatos de mayor relevancia en nuestro pais.

2. Disefiar una membrana biolégica por método de simulacién
computacional.

3. Analizar la permeabilidad de membranas biolégicas con diferentes tipos
de ftalatos por método de simulacién computacional.

4. Determinar qué tipo de ftalato puede generar agregados facilmente.

17
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.  MARCO TEORICO

1.1. CONTAMINACION DEL AGUA

El agua es el elemento mas importante para la vida humana y animal, el 70%
de la tierra es agua, gran parte de la poblacibn de muchos paises se
abastecen de agua de canales y acequias y en muchos casos es agua
contaminada, también cada afio mueren personas por enfermedades
causadas por el mal uso del agua y los plasticos que llegan al mar son
responsables de la muerte de muchos animales marinos y de contaminar el
agua de uso comun en la poblacién. Aunque la contaminacion del agua puede
provenir de fuentes naturales, también ciertas actividades humanas
contribuyen en la contaminacion actual que en su mayoria son desechos de
basura, productos quimicos, petréleo, agentes patdgenos, etc.(4)(5)

Los desechos marinos no plasticos han existido durante afios, pero los
desechos plasticos son resistentes a la biodegradacién, por lo que esto es de

gran preocupacion ambiental.(6)

1.2 CONTAMINACION POR PLASTICOS

Los plasticos son compuestos sintéticos de polimeros organicos con la
agregacion de ciertos aditivos como son los estabilizantes térmicos,
plastificantes, retardantes de llama, agentes antimicrobianos y resina para
mejorar la apariencia del plastico.(6) Los plasticos constituyen un 60 a 80%
del total de basura que hay en el mar, actualmente se conoce que hay hasta
50 trillones de fragmentos flotando en los océanos y entre ellos las bolsas
plasticas toman el protagonismo ya que permanecen 20 afios en el medio
ambiente y por su capacidad de flotar en el aire y el agua estas son

confundidas por los peces y mamiferos por comida(4).

Actualmente se desconoce el tiempo que tarda en degradarse los plasticos en
los océanos, pero se asume que es mas lento que en la tierra y por accion de

las olas y del sol estas se fragmentan y dan como resultado los microplasticos

19
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y nanoplasticos.(7)
1.2.1 MICROPLASTICOS

Normalmente, la degradacion de dichos plasticos esta sujetos a condiciones
qguimicas, fisicas y biol6gicas provocando el deterioro y fragmentacion;

alcanzando asi un tamario inferior a 5 mm, denominandose microplasticos.

o Los micropléasticos primarios son aquellos de tamafio microscépico como
las microesferas empleadas en productos cosméticos, asi como vectores
de medicamentos que llegan a desembocar en los mares y océanos.(4)
A nivel mundial los desechos plasticos son un problema que causa gran
preocupacion ya que existe una necesidad de estudios y con el aumento
de la poblacion mundial también existe un incremento de desechos. Se
sabe que es esencial mantener limpio los océanos ya que de esta regula
el clima y el calentamiento global que son esenciales para la
humanidad.(8) Por otro lado, el uso de los plasticos aumenta afio tras
afio y solo el 9% es reciclado, terminando asi toneladas de plasticos en

el mar cada afio.(5)

o Los microplasticos secundarios son productos plasticos de mayor
tamafio (0.1 y 5000 micrometros) que al estar expuestos a condiciones
externas como radiacibn UV causan la degradacion de estas. Sin
embargo, se desconoce el efecto de algunos factores como la
salinidad o la presién hidrostatica (plasticos en el fondo del mar) en

ellos.

1.2.2. NANOPLASTICOS

En cuanto a los nanoplasticos, tienen reducido tamafio entre 1 y 100
nandémetros, estas nanoparticulas tienen propiedades quimicas y fisicas
que al interaccionar con otras pueden amplificar el impacto toxico. En el
medio acuatico existe evidencia de los nanoplasticos como producto de la
fragmentacion de los macroplasticos, sin embargo, los nanoplasticos son
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contaminantes emergentes que no han sido estudiados a profundidad.(9)

1.3ADITIVOS DE LOS PLASTICOS

Son sustancias que acompafian al polimero con el fin de mejorar algunas
propiedades y/o comportamiento de éstas sin afectar su estructura molecular.(10)
Generalmente los plasticos requieren de mas de un tipo de aditivo y para esto se
debe tener en cuenta la compatibilidad y movilidad. El aditivo no debe ser volatil en
condiciones del proceso, no debe precipitarse o cristalizarse por envejecimiento;
existen aditivos que actian como agentes antibloqueo, agentes antiestaticos,
aditivos antioxidantes, entre otros. El efecto que puede causar sobre la salud es
amplio ya que los aditivos estan presentes en productos de plastico para alimentos,

productos farmacéuticos y/o hasta jugueteria.(10)

Por ejemplo, el PVC (policloruro de vinilo) es muy sensible a la degradacion térmica
y a la foto degradacion y sin la agregacion de aditivos estabilizadores, antioxidantes
y estabilizadores UV no seria util.(11) El plastificante mas usado en el procesado de
los polimeros es el grupo de los ftalatos ya que poseen excelentes propiedades y

existen una variedad de estos en el mercado.(12)(13)

En la Tabla 1, se muestra una lista de aditivos que acompaian a diferentes

polimeros.

Tabla 1. Uso principal de metales pesados como aditivos en polimeros y sus

efectos en la salud humana.(8)

Metal pesado Aditivos Tipo de Efectos sobre la

polimeros salud

Antimonio (Sb) Retardantes de PVC Céncer de mama

flama y biocidas
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Aluminio Estabilizadores PE, PET, Céancer de mama
inorgénicos, PBT, PVC
retardantes de
flama
Agente -
antideslizante,
Zinc estabilizadores PVC, PE,
de calor, PP

retardante de

flama.
Apoptosis y
Bromo (Br) Retardante de PBT, PE, genotoxicidad
flama PS, PP
Cambios en el
Estabilizadores metabolismo del
de calor, calcio, fosforo vy
Cadmio (Cd) estabilizadores PVC hueso.
UV y pigmentos Peroxidacion
inorgénicos lipidica y en la
promocion de la
carcinogénesis
apoptosis  celular,
metilacion del ADN.
- Formacion de
especies reactivas
Cobre (Cu) biocida de oxigeno:
oxidacion de la
hebra del ADN.
mutageno 0
carcinégeno;
induccion del
Mercurio (Hg) Biocida poliuretano disruptor de la
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estructura
molecular del ADN

y dafio cerebral

Titanio (Ti) Estabilizadores PVC citotoxicidad en
UV y pigmentos células epiteliales
inorgénicos de colon y pulmén

humano
Formacion de

especies reactivas

de oxigeno,
Pigmentos discapacidad
Cobalto (Co) inorgénicos PET neurolégica,

auditiva 'y visual;
déficits

cardiovasculares y

endocrinos.
Reacciones
Pigmentos PVC, PE, alérgicas, dafio
Cromo (Cr) inorgénicos PP renal, hepético,

respiratorio,

neurologico grave.

Pigmento

Bario (Ba) inorganico y PVC Cancer de mama,
estabilizadores enfermedad renal,
uv desorden mental.

1.4 LOS FTALATOS

Son compuestos que se utilizan en la elaboracion de plasticos dandole flexibilidad al
material utilizado, ayudan a mejorar la ductilidad, poseen excelentes propiedades
adhesivas por lo que son utiles en la industria quimica.(9)
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Se encuentras en una infinidad de productos plasticos, productos de aseo,
perfumes, ambientadores, pinturas, etc.(14) Principalmente puede haber ftalatos
como DMP (dimetil ftalato), DEP (dietil ftalato) o DBP (dibutil ftalato).(14)

Durante los ultimos afios se ha detectado que la utilizacion de ftalatos en la industria
cosmética se ve aumentada y entre los mas usados con: DBP (ftalato de dibutilo),
DMP (ftalato de dimetilo), DEP (ftalato de dietilo), y DEHP (ftalato de dietilhexilo),
para el esmalte de ufias, cuidado del cabello y como solvente y fijador de perfumes
respectivamente.(15)

Los ftalatos son liquidos claros de aspecto aceitoso, poco solubles en agua y con
baja volatilidad. Por su forma quimica se utiliza como aditivo plastificante pero este
compuesto tiene varias aplicaciones. Quimicamente los ftalatos son esteres o
diésteres de acido ftalico (acido 1,2 bencenodicarboxilico), donde su estructura
basica es el benceno dicarboxilico con dos cadenas laterales que podrian ser grupos
alquilo, fenilo, bencilo, alcoxi o cicloalquilo, etc.(16)

Se conoce que la principal fuente de exposicion a lo ftalatos es a través de la ingesta
en alimentos, pero existen otras fuentes como los cosmeéticos, suplementos

nutricionales, material médico, medicamentos, etc.

1.4.1 Ftalatos en dispositivos médicos

Algunas personas se encuentran expuestos a niveles altos de ftalatos a través de
ciertos procedimientos meédicos. por lo tanto, el uso especialmente en dispositivos
médicos es de suma preocupacion ya que se utilizan ftalato en la produccion de
estos productos plasticos como son: equipo de micro gotero (volutrol), catéter
umbilical, bolsa de sangre, tubo de infusion, bolsas de alimentacion para nutricion
enteral, sondas nasogastricas, bolsas de dialisis peritoneal, tubos utilizados en los
procedimientos de bypass cardiopulmonar (CPB), tubos para la oxigenacion por
membrana extracorpérea (ECMO), tubos usados durante la hemodialisis, multiples
procedimientos en neonatos enfermos(alta exposicion acumulativa), hemodialisis en
mujeres embarazadas o aun durante la lactancia, nutricién enteral en recién nacidos

y adultos en condicién de salud vulnerable.(17)
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Actualmente los ftalatos se han visto involucrados en la elaboracion de mascarillas lo
cual es de gran preocupacion ya que por la coyuntura actual el uso de mascarillas
ha sido indispensable para evitar contagios y demas. Estudios realizados por el
departamento de pediatria en la escuela de medicina de la universidad de new york,
EEUU muestran como resultado el uso de ftalatos como plastificantes para la
elaboracion de mascarillas faciales.(16)

1.4.2 Biodegradacion de los ftalatos

Los esteres de ftalatos son productos quimicos muy utilizados en la industria por su
propiedad plastificante, pero ésta también es considerada una amenaza para la
poblacién ya que quimicamente no se une al polimero y esto ocasiona que ingresen
a los suelos y por lo cual se acumulan e ingresan al organismo humano a través de
la cadena alimenticia.(18)(19) En cuanto al metabolismo de los ftalatos, es rapida y
se realiza en fases; en la primera se generan monoésteres por hidrélisis y en la
segunda la oxidacion de la cadena lateral del monoéster.(20) Por lo tanto, los
metabolitos al conjugarse con el acido glucurénico se excretan por la orina.(20) La
longitud de la cadena es predominante para determinar la via de metabolismo; por
eso la de cadena corta se elimina mediante metabolitos primarios y la de cadena

larga es por la via oxidativa, eliminacién por metabolitos secundarios.(20)

Enfermedades Desdrdenes
cardiovasculares \ neurolégicos

Enfermedades

N . Diabetes
respiratorias

Enfermedades

Obesidad de la tiroides

Enfermedades
del sistema
reproductor

Enfermedades
renales

Figura Nro. 1 Impacto en la salud de la exposicion a ftalatos
(21) *Figura tomada de J.Ramos (2015).
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1.4.3 Toxicologia de los ftalatos

La influencia de los ftalatos en la salud dependera de la exposicion de cada persona.
Una persona expuesta a objetos que contienes ftalatos no va a sentir dafio alguno
en el momento, sin embargo, si se administraran microddsis de ftalatos estos se
absorben a través de las mucosas y van directamente a la sangre.

Teniendo en cuenta que los ftalatos son plastificantes que pueden filtrarse, migrar o
evaporarse en el medio ambiente, los seres humanos estamos expuesto a estos
compuestos por diferentes vias como: via oral (ingestion), respiratorio (inhalacion) y
dérmico (a traves de la piel).(22)

Asi mismo, esta demostrado que los nifios tienen mayor riesgo de contaminarse con
estos compuestos por estar expuesto a los juguetes. El uso de dispositivos médicos
o0 incluso la administracion de medicamentos pueden ser de gran importancia en la
exposicién a los ftalatos ya que estos pueden contener dicho compuesto en su

elaboracion.(22)

1.4.4 Efectos adversos sobre la salud

Los ftalatos son plastificantes muy usados en industria, pero a su vez ésta es un
contaminante ambiental y en exposicion con el ser humano puede causar efectos
anti-androgénicos o actuar como disruptor endocrino, lo cual perjudica el desarrollo
del aparato reproductor masculino interfiiendo en el buen funcionamiento de las
hormonas de 3 maneras: bloqueandolas, disminuyendo o aumentando su nivel o
simplemente suplantando a las hormonas.(15)

Se menciona también que entre los ftalato de menor peso molecular, ftalato de
diisononilo, produce algunos efectos menores en el desarrollo del tracto reproductivo
masculino y entre los ftalatos de bajo peso molecular, el ftalato de dimetilo(DMP) y
diisobutilo(DIBP), producen efectos adversos en el sistema reproductivo masculino,
mientras que los ftalatos de transicion como el ftalato de dibutilo(DBP) y el ftalato de
di-2(etilhexilo) demostraron tener efectos sobre todo en el tracto reproductor
femenino.(1)
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La exposicion a sustancias quimicas como los ftalatos que son disruptores
endocrinos hace que el sistema desarrolle patologias como el cancer, infertilidad,
aborto espontaneo, interfieren en la calidad del liqguido seminal. y causan
malformaciones genitales como son: criptorquidia e hipospadias (23).

Segun estudios realizados el porcentaje de riesgo entre las mujeres expuestas a
disruptores endocrinos y las mujeres no expuestas a estas sustancias quimicas es
(50,3% frente a 38,6%) aborto espontaneo, (53,3% frente a 38,6%) parto prematuro
(33,3% frente a 15,5%) infertilidad.(24)

Los disruptores endocrinos potenciales se encuentran en materiales de uso
cotidiano como las botellas plasticas, latas de alimentos, dispositivos médicos,
cosmeéticos, juguetes, medicamentos, pesticidas, alimentos, etc. y al interferir con el
sistema endocrino del cuerpo, éstas producen efectos desfavorables en el ser
humano a nivel del sistema inmunoldgico, reproductivo y neuroldgico.(24)

Se conoce también que la exposicion a ftalatos podria aumentar el riesgo a
dislipidemias significativamente.(18)

Uno de los acontecimientos mas importantes es la influencia en el desarrollo
neurolégico en los nifios la exposicion prenatal a ciertos ftalatos guarda relacion con

la disminucién del desarrollo cognitivo del nifio menor de 3 afios.(25)

1.5 TIPOS DE FTALATOS

1.5.1 DMP (ftalato de dimetilo)

Es una sustancia aceitosa incolora sin olor (o cristales de color amarillo palido),
insoluble en agua, soluble en solventes organicos como el éter, cetona, alcohol y los
hidrocarburos clorados.(26) Este compuesto es empleado como fijador en la
preparacién de muestras histolégicas ya que ayudan a mantener la estructura y
forma de los elementos que lo conforman. Es utilizado también como repelente
antimosquitos y la fabricacion de lacas, plasticos, gafas de seguridad, pesticidas,
vidrios de seguridad, etc.

Se absorbe a través de la piel, el tracto intestinal, la cavidad peritoneal y los
pulmones. Su exposicion en los seres humanos puede causar irritacion en la piel, la
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inhalacion irrita la nariz, la ingesta causa irritacion del estbmago, mareos o hasta la

pérdida de conocimiento(26).

I

Figura Nro 2. Estructura ftalato de dimetil (26) *Figura tomada de Pubchem. Se
adjunta el link: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Dimethyl-phthalate

Descripcion quimica
» Nombre IUPAC: dimetilbenceno-1,2-diarboxilato
» Formula molecular: C10H1004
» Peso molecular: 194.18
» Masa: 194.05790880

Tabla 2: Resumen de las propiedades fisicoquimicas ftalato de dimetil (26).

PROPIEDAD VALOR

Estado fisico Sustancia aceitosa incolora sin olor

(color amarillo palido)

Punto de fusion 6°C
Punto de ebullicion 284°C
Densidad relativa 1.19 g/cm3
28
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Solubilidad en agua A g/100ml a 20°C 0.43
Punto de inflamacion 146.0°C

1.5.2 (DEP) Ftalato de dietilo

Es un liquido color amarillo de olor ligero, oleoso que desprende un olor aromatico y
un sabor desagradable(26). Se utiliza para hacer plasticos mas flexibles en juguetes,

envases, material de aseo personal, incluso autopartes, cosméticos, insecticidas y

medicamentos como la aspirina.

Figura Nro 3. Estructura de ftalato de dietil (26). *Figura tomada de pubchem. Se
adjunta el link: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Diethyl-phthalate

Descripcion Quimica:
» Puede liberarse facilmente del producto terminado ya que no forma parte del

polimero que compone el plastico.
» El ftalato de dietilo es el éster dietilico del acido bencenol,2- dicarboxilico que

tiene un papel como agente teratogénico y plastificante.
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Tabla 3: Resumen de las propiedades fisicoquimicas ftalato de dietil

PROPIEDAD VALOR

Estado fisico Liquido transparente sin olor, ni color

significativo e insoluble en agua.

Punto de fusion -67 -44°C
Punto de ebullicién 295°C
Densidad relativa 1.1
Solubilidad en agua ninguna
Punto de inflamacién 117°C

1.5.3 (DBP) Ftalato de dibutilo

El ftalato de N-butilo es muy peligroso por su facil interaccién con el medio ambiente
ya que facilmente puede penetra en el suelo y contaminar las aguas. El ftalato de di
butilo es un compuesto incorporado en plasticos (PVC) de esta manera aumentar la
flexibilidad y suavidad. Por ejemplo, en tazones, cortinas de bafio, impermeables,
envoltura de alimentos, baldosas de pisos.

Actualmente como plastificante se encentra en solvente para tintes, insecticidas,
pesticidas, fijador de fragancias, agente antiespumante, en repelente de insectos,
productos para el cuidado de la limpieza, revestimiento para el suelo, productos de
cuidado personal, suministro de laboratorio, productos de tina, téner y colorantes,
adhesivos y selladores, etc.

El ftalato de dibutilo es super peligroso ya que se encuentra clasificada como muy
toxico y puede dafar al feto durante el embarazo, dafa la fertilidad y produce
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toxicidad en la reproduccioén;(27) es considerado un disruptor endocrino ya que ésta
altera las funciones del sistema endocrino causando asi irregularidades en la
fertilidad, dafia al feto (malformaciones como paladar hendido, deformacién de
vértebras cervicales, costillas y vertebras toracicas), inclusive cancer (mama,
prostata, ovario, testiculo).(14)

Implica una alteracion en la interaccion entre las células germinales y las células de
Sertoli y esta interaccidon es necesarias para la diferenciacion de las células
germinales masculinas y su progresion para luego liberar espermatozoides maduros,
es decir espermatogénesis retardada, alteracibn en gobénadas masculinas
(criptorquidia, hipospadias, etc.).(14)

Los efectos téxicos que se observan son basicamente toxicidad reproductiva
masculina correspondiente con el estrés oxidativo. En roedores se observo una

disminucién en la calidad y el conteo de espermatozoides.(14)

2D

Figura Nro 4. Estructura de ftalato de dibutilo(26) *Figura tomada de
Pubchem. Se adjunta el link:

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Dibutyl-phthalate

Propiedades quimicas:
» Nombre IUPAC: dbutilbenceno-1,2-dicarboxilato
» Formula molecular: C16H2204
» Peso molecular: 278.34
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Tabla 4: Resumen de las propiedades fisicoquimicas ftalato de dibutilo

PROPIEDAD VALOR

Liquido incoloro aceitoso y de olor
Estado fisico caracteristico, insoluble en agua y
soluble en solventes organicos.

Punto de fusién -35°C
Punto de ebullicién 340 °C
Densidad relativa 1.05
Solubilidad en agua A 20°C es 11.2mg/L
Punto de inflamacién 157

1.6 Bioinformatica

La bioinformética permite realizar experimentos de modelacion virtual de atomos,
moléculas, macromoléculas, células, érganos y organismos; esto con el objetivo de
extender alcances en la investigacion y proporcionar mejores resultados con
restriccion de materiales, econdémicas, de trabajo, temporales y ética en el
laboratorio.(28) La bioinformatica nos ayuda a resolver problemas relacionados con
la biomedicina, bioquimica, biologia molecular y biotecnologia, ya que concentra sus
esfuerzos en el desarrollo de métodos de modelacién, procesamiento y simulacion
de datos biolégicos complejos soportados por herramientas dindmicas de alta

potencia. (29)

El objetivo principal de este campo es crear modelos en computadora que apliquen
principios fisicos, quimicos y biologicos para simular y reproducir la conducta de
moléculas y procesos bioldgicos de naturaleza experimental, esto ofrece acelerar el
ritmo y la eficiencia en los nuevos descubrimientos cientificos. Los métodos de
biologia computacional permiten a los cientificos llevar a cabo experimentos in silico
evitando asi el uso de laboratorios. Dentro de los métodos bioinformaticos se
encuentran; el analisis de bases de datos, modelamiento molecular, anélisis

secuencias, descubrimiento de nuevos farmacos, entre otros.
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1.6.1 Bases de Datos

La base de datos biolégico generalmente estda asociada con un software
computarizado disefiado, algunas de esas bases son NCBI (National center for
Biotechnology Information) la cual promueve la ciencia y la salud al brindar acceso a
informacion médica. Otra base de datos interesante es la RCSB PDB (Protein Data
Bank), la cual permite obtener avances en la ciencia a través de estructuras 3D con
herramientas para la exploracion, visualizacion y analisis. Por otro lado, se
encuentra la base de datos Swiss-prot, la cual proporciona secuencias de proteinas

con alto nivel de integracion con otras bases de dato.

1.6.2 Modelamiento Molecular

Los estudios de modelamiento molecular permiten analizar una gran variedad de
metodos computacionales y teéricos enfocados en la estructura molecular, iones y
demas particulas.(30) EI modelado molecular nos proporciona un enfoque diferente
sobre el mecanismo de las interacciones de la superficie ion- mineral a nivel
atomico. La dinamica molecular, monte-Carlo y la optimizacion geométrica son las
técnicas de simulacion mas utilizadas. En estos métodos, las estructuras de
equilibrio de las especies absorbidas y sus energias se derivan sobre la base de
calculos de energia de interaccion interatobmica de acuerdo con las leyes de la

mecanica.(31)

1.6.3 Descubrimiento de nuevos farmacos

Los métodos computacionales tienen aportes significativos en el desarrollo de
nuevos farmacos ya que es un proceso complejo, por ello es necesario la unién de
esfuerzos de diferentes disciplinas cientificas para descubrir y desarrollar farmacos
con efectos clinicos beneficiosos y con menos efectos secundarios, el método in
silico permite codificar con mayor precision los modelos tedricos y ademas tienen
capacidad de procesar grandes cantidades de informaciéon. Ademas, los modelos in
silico contribuyen en el entendimiento del comportamiento de los principios activos
de los medicamentos. DIFAC es el disefio de farmacos asistido por computadora
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que busca disefiar nuevas estructuras con efecto biolégico en categoria terapéutica
deseada, é&reas de la investigacibn como quimio informatica, bioinformatica,

modelado molecular y visualizacion de datos.(32)
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CAPITULO Il
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE EJECUCION

Laboratorio del grupo Computational Biology and Chemistry Research Group de la
Universidad Catolica de Santa Maria. Campus Central, Urb. San José s/n Umacollo,

Arequipa — Peru

2.2 MATERIALES
2.2.1 Hardware

e Ordenador portatil. Intel(R) Core (TM) i3-3110M de 2.40 GHz, con 4
GB de memoria RAM, con un disco duro de 500 GB, 01 Tarjeta
Aceleradora de Video Intel HD Graphics 4000.

e Estacién de Trabajo. Procesador: Intel® Core™ i9-10850k CPU @
3.60GHz x 20 de 64 GB de memoria RAM y dos tarjetas Graficas
NVIDIA GeForce RTX 3070 integradas.

e Servidor IQTC de Universitat de Barcelona - Espafia

2.2.2. Softwares

¢ GROMACS (Groningen Machine for Chemical Simulations): es
un programa de codigo abierto muy utilizado en quimica
computacional, utilizado principalmente para las simulaciones de
dindmica molecular para el estudio de sistemas biolégicos. Asi
mismo, este proporciona un amplio conjunto de tipos de calculo,
herramientas de preparacion y analisis(33). Este servidor se

encuentra en el siguiente enlace: https://www.gromacs.org/

e APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver): Fue disefiado
para evaluar de manera eficiente las propiedades electrostaticas
para tales simulaciones para una amplia gama de escalas de
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longitud para permitir la investigacion de moléculas con decenas
a millones de atomo. Es un paquete de software para la solucién
numerica de la ecuacion de Poisson-Boltzmann (PBE), uno de los
modelos continuos mas populares para describir interacciones
electrostéticas entre solutos moleculares en medios acuosos
salados (34) Este servidor se encuentra en el siguiente enlace:

https://server.poissonboltzmann.org/

e VMD (Visual Molecular Dynamics): programa de visualizacion
molecular potente y rico en funciones que puede usar graficos de
visualizacion en 3-D y scripts integrados, configurar animaciones y
analizar sistemas biomoleculares a gran escala. Es una
herramienta ideal para visualizar los resultados prod ucidos por el
modulo pmemd del paquete de software AMBER. Sin embargo, su
uso no es intuitivo en otros lugares. Por lo tanto, el propésito de
disefiar este tutorial es presentar brevemente como visualizar y
manipular la trayectoria generada a partir de la simulacion AMBER.
(35) Este servidor se encuentra en el siguiente enlace:

https://www.edu/Development/cqi

e Chimera UCSF: es un programa altamente extensible para la
visualizacion interactiva y el analisis de estructuras moleculares y
datos relacionados, incluidos mapas de densidad, ensamblajes
supramoleculares, resultado de acoplamiento, ensambles
conformacionales, trayectorias y alineaciones de secuencia. Se
puede generar imagenes y animaciones de alta calidad. Este

servidor se encuentra en el siguiente enlace:

e https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/tutorials.html

2.2.3 Servidores

e Charmm-gui (Chemistry at Harvard macromolecular mechanics):
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Sirve para la construccion de sistemas complejos(membranas) asimismo
prepara las entradas para simulaciones moleculares (36). Este servidor

se encuentra en el siguiente enlace: https://www.charmm-gui.org/

e NCBI (National Center of Biotechnology Information): Este es
el centro nacional para la informacion biotecnologica, que
promueve la ciencia al brindar acceso a informacion biomédica y
genémica. Es una base de datos de informacion de datos
biolégicos, permite el uso de herramientas de software para
analizar datos moleculares y genémico e investigacion en biologia
computacional (37). Servidor encontrado bajo el siguiente enlace

https://www.nchi.nlm.nih.gov.

e PDB (Protein Data Bank): Es una base de datos para
estructuras tridimensionales de grandes moléculas bioldgicas,
como proteinas y acidos nucleicos(38). Este servidor se

encuentra en el siguiente enlace https://www.rcsb.org.

e ADMETLAB: Es un servidor que permite analizar las propiedades
farmacocinéticas de compuestos moleculares como la absorcion,
distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad(39). Este servidor
se encuentra en el siguiente enlace

https://admetmesh.scbdd.com/

3. METODOS

3.1PREPARACION DE COMPUESTOS MOLECULARES

Esta etapa comprende el andlisis de diferente compuesto de ftalatos
reportados en la literatura y su importancia en nuestro pais. Teniendo en
cuenta la literatura y la base de datos del Pubchem
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(https://pubchem.ncbi.nim.nih.qov), se diseid6 en el programa

computacional Avogadro la estructura 3D de cada uno de los ftalatos.
Cada compuesto molecular fue preparado para generar las topologias
en el servidor ACPYPE disponible en el siguiente enlace

https://www.bio2byte.be/acpype/. Los modelos de estudio fueron

ingresados en el formato de *.pdb, este servidor nos permitié obtener

informacion en el campo de fuerza Amber para cada compuesto.

m) National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Pub@ hem About  Posts  Submit  Contact

Q Search PubChem

COMPOUND SUMMARY

Diethyl phthalate

PubChem CID 6781

Structure /\'ﬂ\é ﬂ\
20 3D

Find Similar Structures

99 Cite # Download

CONTENTS

Title and Summary

1 Structures

2 Names and Identifiers

3 Chemical and Physical Properties
4 Spectral Information

5 Related Records

6 Chemical Vendors

7 Food Additives and Ingredients

8 Pharmacology and Biochemistry
9 Use and Manufacturing

10 Identification

Chemical Safety

Irritant

Figura Nro 5. Interfaz de la base de datos Pubchem. *Figura tomada de
Pubchem. Adjunto el link:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/481107087.

sz ACPYPE Server

Welcome 'nin_mari_bel7778' [ Logout ]

Menu - . -
Upload a file with coordinates
rome Afile in PDB or MOL2 format. Max size is 1 Mb.
Submit

Status

Molecule Project

Molecule file Sin archivos seleccionados

Required: Select a PDB, MDL or MOL2 file

Charge method | bcc (default) v | Optional: Select a charge method.

Net charge Optional: Enter an integer, if ‘auto’ ACPYPE will try to guess.
Atom type GAFF (default) v | Optional: Select atom type.

gy - . .
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Figura Nro 6. Ventana principal del ACPYPE server. *Figura tomada de servidor
Acpype server. Adjunto el link: https://www.bio2byte.be/acpype/

Posteriormente se prepararon cuatro concentraciones de 1, 15, 30 y 50 unidades de

los 3 diferentes ftalatos considerados en este estudio.

3.2DISENO DE UNA MEMBRANA BIOLOGICA

Para el disefio de la membrana biolégica se utilizé el servidor Charmm-gui y se
utilizé la herramienta de disefio de membrana bioldgica, para ello se tomé en cuenta

los siguientes pasos:

3.2.1 Lectura de coordenadas

Donde se cargé los documentos en formato *.pdb de las diferentes
concentraciones y se generaron las topologias y los parametros en el campo

de fuerza de Amber.

3.2.2 Oirientacion de la molécula

El siguiente paso fue ubicar las moléculas en la caja de simulacién. Para lo

cual se determind la orientacion en XYZ, tal y como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Tabla de la orientaciéon de los ftalatos en la membrana biolégica. Las
columnas X, Y, y Z indican la orientacién espacial.

Componente Concentracién X Y Z

Dimetil ftalato 1 0 90 -20
40

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



https://www.bio2byte.be/acpype/

. UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE oSS Y e en
THE o ¢ DE SANTA MARIA
15 0 90 25
30 0 90 -30
1 0 90 -15
Dietil ftalato 15 0 90 .25
30 0 90 -30
50 0 90 -45
1 0 90 25
Dibutil ftalato 15 0 90 -35
30 0 90 40
50 0 90 -45

3.2.3 Disefio de la membrana biologica

Se considero el modelo de lipido DPPC (estructura de un DPPC mostrado en
la Figura (7), se usaron 228 unidades en la parte superior e inferior y
completando un tamafio de caja de 6 x 6 x 5. Finalmente, los compuestos de
las diferentes concentraciones de ftalatos fueron incluidas en el sistema de la

membrana, obteniendo un total 12 sistemas de estudio.

[

0
o
O\ K/[ )I\/\/\/\/\/\/\/\
s B o

/\ !

Figura Nro 7. Imagen de un monémero de DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina).
*Figura tomada de Google.

3.3SIMULACION DE DINAMICA MOLECULAR

41

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

Los sistemas previamente preparados en Charmm-gui fueron posteriormente usados
en el simulador de dinamica molecular Gromacs v. 2021. Estos sistemas fueron
colocados en una caja cubica usando el comando “gmx editconf’, las dimensiones
que se establecieron con el comando “-box”, el cual nos ayud6 a establecer las
longitudes vectoriales de la caja, donde se estimé un tamafio de 6 x 6 x 5y
posteriormente el comando -c nos permitié centrar los sistemas en la caja, la linea

de comando utilizado en este paso fue el siguiente:

gmx editconf -f dim.pdb -0 dim-01.gro -box 66 5 -c

El comando gmx editconf permitié trabajar en el archivo de entrada *.pdb y asi
poder obtener en archivo salida de formato *.gro en el cual se incluye el tamafio de
la caja seleccionada.

Luego de crear la caja se solvatd cada sistema con moléculas de agua. En este
estudio se eligié el modelo de agua TIP3P. Para ello se utilizé el comando “gmx

solvate” y se ejecuto bajo la siguiente linea de orden:

gmx solvate -f dim-01.gro -cs TIP3P.gro -o dim-01-solvate.gro -p topol.top

Los sistemas solvatados pasaron a la etapa de simulaciéon molecular en tres etapas:

3.3.1 Minimizacion de las energias

Se usé en la linea de comandos la opcién “gmx grompp”, con el cual se
crearon los archivos de salida *.tpr, el cual contiene la informacién de los
parametros de minimizacién. El archivo de minimizacién usado se encuentra

en el Anexo 1y la linea de comando fue la siguiente:

gmx grompp -f min.mdp -c dim-01-solvate.gro -p topol.top -0 min.tpr -r
dim-01-solvate.gro -maxwarn 1

gmx mdrun -nice 0 -v -deffnm min
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3.3.2 Dinamica del equilibrio

Se usé el colectivo canonico NVT (numero de moléculas, volumen y
temperatura constante). Se consideré una temperatura de 323 K. El algoritmo
del termostato fue Berensen y el tiempo de simulacion fue de 10 ns. El

archivo de dinamica del equilibrio usado se encuentra en el Anexo 2.

gmx grompp -f nvt.mdp -c min.gro -p topol.top -0 nvt.tpr -r min.gro -

maxwarn 1

gmx mdrun -nice 0 -v -deffnm nvt

3.3.3 Produccioén de la simulacion de dinamica molecular

Se us6 el colectivo candnico NPT (namero de moléculas, presion y
temperatura constante), el termostato fue Berendsen a una temperatura de
309.15 K (36.5 C) y el barostato fue Berendsen con una presiéon de referencia

de 1 bar. Las pruebas de simulacion se dieron en 10 ns, 50 ns, y 100 ns.

gmx grompp -f npt.mdp -c nvt.gro -p topol.top -0 npt.tpr -r nvt.gro -

maxwarn 1

gmx mdrun -nice 0 -v -deffnm npt

3.4ANALISIS DE RESULTADOS

Las propiedades ADMET de cada compuesto se analizaron con el servidor
admetlab (https://admetmesh.scbdd.com/ ). Los resultados de las

simulaciones de dindmica molecular fueron evaluados con las herramientas

de Gromacs v. 2021, donde los diagramas de evolucion en el tiempo fueron
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analizados por el diagrama de RMSD (root-mean-square deviation), RG (radio
de giro), densidad y distancia de poros. Los diagramas de los diferentes
analisis fueron obtenidos y visualizados con gnuplot. Finalmente, las
visualizaciones gréficas se hicieron en los programas Chimera UCSF y VMD

(Visual Molecular Dynamics).

CAPITULO IV
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Descripcion de los ftalatos

Los ftalatos son una familia derivados del benceno que se forman por esterificacion
del acido ftalico (acido 1,2- benzodicarboxilico) con diferentes alcoholes (éster de
acido ftalico). Estos son usados como agentes plastificantes y se incorporan a una
amplia variedad de bienes de consumo, que luego de ser ingeridos pueden exhibir
efectos estrogénicos o anti androgénicos y/o actuar como disruptor endocrino ya que
como agente exdgeno interfieren con la sintesis, secrecion, transporte, metabolismo
y eliminacién de hormonas naturales que estan presentes en el organismo. La
principal via de exposicion a ftalatos es directamente por el consumo de productos
que contengan estas sustancias quimicas, la aspiraciébn de aire contaminado con
ftalatos también es otro mecanismo de exposicion, que en pequefias cantidades
entra en contacto con el cuerpo humano, también se puede introducir directamente a
la sangre por medio del contacto directo con medicamentos o dispositivos médicos

plasticos.

En este trabajo de investigacion se analizaron tres diferentes ftalatos. La Figura 8
nos muestra una representacion en 3D, donde en la parte superior se muestran cada
uno de los ftalatos y en la parte inferior 50 monémeros de ftalatos ubicados en una

caja cubica en un tiempo inicial cero.
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Figura Nro 8. Representacion 3D de los ftalatos. A. Dietil ftalato. B. Dimetil
ftalato. C. Dibutil ftalato. *Figura tomada servidor Charmm-gui

4.2 Analisis de las propiedades de absorcidn, distribuciéon, metabolismo, excrecion
y toxicidad (ADMET)

Para comprender otras caracteristicas de los ftalatos fue necesario analizar las
propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad
(ADMET). En la Tabla 6 se presentan las diversas propiedades ADMET obtenidas
del servidor admetSAR 2.0. En cuanto a la absorcién, se observa que el dimetil
ftalato y dietil ftalato no atraviesan la barrera hematoencefélica (BBB), mientras que
el dibutil ftalato si lo atraviesa (BBB+), la absorcion intestinal humana (HIA+) nos
indica que, si existe absorcion en los tres compuestos, pero en mayor porcentaje el
dibutil ftalato.

En cuanto al metabolismo, los sustratos e inhibidores de CYP (1A 2, AC9, 2C19,
ADG6, 3A4), se consideran como no inhibidores con una puntuacion menor a 1. El
CYP3A4 es una de las enzimas implicadas en la actividad metabolica con un 30% y
70% realizada en el intestino. CYP2C19 y CYP2D6 parte de la familia del citocromo

P450 del cuerpo, es la responsable de descomponer varios medicamentos. El
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CYP1A2 encargada también del metabolismo de farmacos y sintesis de colesterol,

esteroides y lipidos.

En cuanto a la biodegradacion, este es el principal proceso de disipacion ambiental

el cual se obtuvo como resultado que NO son biodegradables.

Por otro lado, la toxicidad de ciertos productos quimicos estad relacionada con

muchas enfermedades humanas agudas y crénicas como la mutagenicidad o

carcinogenicidad y efectos reproductivos

Tabla 6. Propiedades absorcién, distribucion, metabolismo, excreciéon y toxicidad

(ADMET) de los ftalatos.

PubChem CID 8554 6781 6781
Nombre compuesto Dimetil ftalato Dietil ftalato Dibutil ftalato
Férmula C10H1004 C12H1404 Cl1l6H2204
Peso molecular 194.18 222.24 278.15
0.6 0.9854 0.6750
BBB (+/-)
(BBB+) (BBB+) (BBB+)
HIA+ 0.6142 0.6142 0.9897 (+)
Absorcion y (50.22%) (61.42%) (69.82%)
distribucién
Solubilidad -2.060 -2.084 -4.883
acuosa (log S)
b 0.7167 0.5000 0.5000
Inhibidor
CYP1A2 No-Inhibidor  No-Inhibidor  No-Inhibidor
0.9118 0.7034 0.7034
Inhibidor
CYP2C19 No-Inhibidor  No-Inhibidor No-Inhibidor
Metabolismo - 0.9469 0.7056 0.7056
Inhibidor
CYP2C9 No-Inhibidor ~ No-Inhibidor ~ No-Inhibidor
N 0.9619 0.8429 0.8947
Inhibidor
CYP2D6 No-Inhibidor  No-Inhibidor  No-Inhibidor
Inhibidor 0.9692 0.9429 0.9087
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CYP3A4
No-Inhibidor ~ No-Inhibidor No-Inhibidor
0.9750 0.8250 0.7250
Excrecion Biodegradacion No biod Nrod bl No
biodegradable odegradable biodegradable
. 0,8300 0,8900 0,9800
Mutagénesis de " " .
No toxico No toxico No toxico
AMES
Ames Ames Ames
Corrosion ocular No No No
(Si/ No)
Inhibicién de 0.6048 0.7865 0.6048
Toxicidad hERG2 No No No
0.9857 0.6602 0.6223
Carcinogenicidad No No No
cancerigeno  cancerigeno  cancerigeno
0.524 0.292 1.107
T. pyriformis pIGC50 plGC50 pIGC50
(ug/L) (ugil) (ug/L)

4.3 Anadlisis de la simulacién de dinamica molecular

El resultado de la estabilidad estructural de los ftalatos fue evaluado por el analisis
de RMSD (Desviacién media cuadrética), radio de giro, y andlisis de la densidad. El
RMSD es una variable estadistica que mide las posiciones atomicas, es decir la
medida de la distancia promedio que existe entre los a&tomos y esto se usa como una
medida cuantitativa de similitud entre dos o mas estructuras de atomos, cuanto
menor sea el RMSD mejor sera el modelo en comparacion con la estructura objetivo.
En general nuestros resultados mostraron una alta fluctuacién en la zona solvatada y
a medida que los ftalatos ingresaron en las membranas el RMSD se fue haciendo
mas corto, en la Tabla 7 se observa los valores de RMSD.
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Tabla 7. Valores del promedio y desviaciéon del RMSD. Resultados obtenidos del
conjunto de ftalatos durante una trayectoria de 100 ns, donde el valor para los

compuestos con una sola unidad muestra el menor valor.

Compuesto Canti,dad de RMSD
mondmeros

Dimetil ftalato 1 001068+ 0.0308
Dimetil ftalato 15 3.9864 + 0.6189
Dimetil ftalato 30 4.6758 £ 0.6022
Dimetil ftalato 50 5.1658 + 05862
Dietil ftalato 1 0.1365 £+ 0.0293
Dietil ftalato 15 4.1304 +0.7743
Dietil ftalato 30 4.2895 + 1.0289
Dietil ftalato 50 4.3482 £ 0.5191
Dibutil ftalato 1 0.2345 = 0.0441
Dibutil ftalato 15 2.5312 £ 0.5773
Dibutil ftalato 30 3.6765 * 0.8625
Dibutil ftalato 50 3.8736 = 0.5410

Los resultados del radio de giro nos ayudaron a evaluar la formacion de grupos
mayores de compuestos. El radio de giro se define como la distancia cuadratica
media de cada atomo de la proteina a su centro de masa. La medicion de radio de
giro nos proporciond informacion sobre la aglomeracion y/o dispersion de los
compuestos de ftalatos con respecto a la membrana. En la Tabla 8 se observan los
valores de radio de giro, en donde los menores valores se aprecian para los
sistemas con un solo tipo de ftalato. Por otro lado, en el caso de los sistemas con
mas de un mondémero se observa un radio de giro mayor a 2 nm, asi mismo el mayor
radio de giro se observa en dimetil ftalato, le sigue el dibutil ftalato y finalmente el

dietil ftalato.
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Tabla 8. Valores del promedio y desviacion del radio de giro. Resultados obtenidos
del conjunto de ftalatos durante una trayectoria de 100 ns, donde el valor para los

compuestos con una sola unidad muestra el menor valor de radio de giro.

Compuesto Canti,dad de Radio de giro (nm)
mondmeros
Dimetil ftalato 1 0.2627 + 0.0052
Dimetil ftalato 15 4.3132 + 0.6105
Dimetil ftalato 30 4.7071 £ 0.4912
Dimetil ftalato 50 4.6227 + 0.4862
Dietil ftalato 1 0.2935 = 0.0107
Dietil ftalato 15 4.3864+ 0.7962
Dietil ftalato 30 4.2861 + 1.0715
Dietil ftalato 50 3.4562 + 0.7349
Dibutil ftalato 1 0.3540 £ 0.0177
Dibutil ftalato 15 2.1060 + 0.7767
Dibutil ftalato 30 3.6216 £ 0.8774
Dibutil ftalato 50 3.3024 £ 0.9313
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Figura Nro 9. Representacion del radio de giro durante los tiempos de simulacion.
A. Radio de giro del dimetilftalato a 1,15,30, y 50. B. de radio de giro del dietilftalato
1,15,30, y 50. C. Radio de radio de giro de dibutilftalato 1,15,30, y 50. *Figura de
elaboracién propia
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En la Figura 9 observamos el valor de radio de giro de dimetil ftalato, dietil ftalato y
dibutil ftalato a las 4 condiciones de concentraciones (1, 15,30 y 50 monémeros). En
general, se observa que el sistema con un monomero es representado con una linea
de color negro, en esta se observa una similar tendencia en los diferentes ftalatos.
Para el caso del dimetil ftalato, dietil ftalato, y dibutil ftalato se tienen valores
promedio de 0.2627 nm, 0.2935 nm, y 0.3540 nm. Donde el que mayor
compactacion con respecto de su centro de masa es el dibutil ftalato, esto debido a
que dentro de los tres tipos de ftalatos es el que tiene una cadena lateral mas

grande que el dimetil ftalato y dietilftalato.

Los resultados de los diferentes diagramas con respecto a las concentraciones de
15, 30 y 50 monémeros, nos indica que existe una baja compacidad (valor promedio
de radio de giro por encima de 4 nm) con respecto al analisis de un solo monémero.
Esto se debe a que en el caso de los sistemas con mas monomeros el andlisis se
hace en base al grupo de monomeros presentes. Asi mismo este nos ayuda a
comprender que a los monomeros les cuesta encontrar el equilibrio en un tiempo
inicial, pero a medida que estos se van agrupando los sistemas logran incrementar

su compacidad.

Adicionalmente, se analiz6 el radio de giro de los agregados. La Figura 10 presenta
la evolucién en el tiempo de cdmo se fueron agregando un conjunto de ftalatos. Para
esto se consider6 fijar Unicamente los sistemas con 50 unidades de ftalatos y

especificar los ftalatos que formaron parte del agregado.
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Figura Nro 10. Evolucion de la agregacion de un conjunto de ftalatos durante el
tiempo de simulacion. *Figura de elaboracion propia

4.4 Orientacion de los ftalatos en la membrana

Dado que los ftalatos son insolubles en agua, se puede suponer que cuando se
colocan multiples moléculas en el solvente, su comportamiento podria ser diferente
en comparacién con cuando se coloca una sola molécula en el solvente. Para
verificar este fendbmeno, se hicieron analisis a las concentraciones propuestas (1, 15,

30, y 50) por cada tipo de ftalato.
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Cuando se coloca una molécula de ftalato en el solvente, la molécula de dimetil
ftalato y dibutil ftalato logran ingresar a la membrana. A medida que analizamos las
otras concentraciones notamos que estos compuestos van agrupando y forman
pequefios grupos.

En el caso de los sistemas con 50 moléculas se observaron que terminada la
simulacién de 100 ns, estos lograron formar un grupo mayor (Figura 11), mientras
que las moléculas que no lograron formar grupo se ubicaron en la membrana en el

caso del dietil ftalato y dibutil ftalato.

Las moléculas que ingresaron a la membrana entraron en contacto con la cabeza de
los fosfolipidos y prontamente ingresaron a la membrana. El tiempo de ingreso a
cada membrana fue aleatorio y tan pronto como la molécula entra en contacto con la

membrana, esta entra y se queda dentro de la membrana.

En los sistemas con mas moléculas, el solo hecho de formar un grupo mayor no
logra dividirse e ingresar a la membrana durante el tiempo estudiado. Esto puede ser
debido a que la fuerza que se necesita para ingresar a la membrana no es lo

suficiente como la fuerza que tiene una sola molécula.
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Figura Nro 11. Fotogramas finales de la simulacién de los sistemas con
concentraciones de 50 unidades de ftalatos. A. Dimetil ftalato. B. Dietil ftalato. C.
Dibutil ftalato. *Figura de elaboracion propia
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4.5 Perfil de la densidad

Dentro del analisis de las simulaciones de dinamica molecular se encuentra el
andlisis del perfil de la densidad, la cual nos brinda informacion sobre la distribucion

de las moléculas en una o varias direcciones.

Para calcular el perfil de densidad de realizd calculando la densidad local de los
altimos 5 ns de la trayectoria en direccion Z. Para ello en la linea de comandos se
calculo las densidades parciales a través de la caja utilizando el comando gmx

density, los valores de la densidad son reportados en Kg/m?.

La Figura 12 nos muestra el analisis del perfil de la densidad de todo el sistema.
Aqui se observa un similar comportamiento de la membrana y el solvente. Este
resultado nos muestra que los sistemas con una sola unidad y ademas diferente
ftalato muestran una notable diferencia. En los perfiles de densidad se observan que
la longitud sobre el eje Z es mayor del dietil ftalato, le sigue el dibutil ftalato y luego el

dimetil ftalato.

Las Figuras 13, 14 y 15 muestran los ultimos fotogramas de cada simulacion de
dinamica molecular. En estas podemos deducir que a medida que se van
incorporando mayor cantidad de moléculas estas logran formar un grupo mayor. A
pesar de ello, también se observa que las moléculas que no lograron agruparse y se

aproximan a la membrana estas logran ingresar a la membrana.
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Figura Nro 12. Perfil de la densidad del centro de la membrana con respecto al
compuesto, DPPC y agua. A. Dimetil ftalato. B. Dietil ftalato. C. Dibutil ftalato.
*Figura de elaboracion propia
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Figura Nro 13. Resultados del ultimo fotograma de simulacion. A. Un monomero
de dimetil ftalato. B. 15 unidades de dimetil ftalato. C. 30 unidades de dimetil
ftalato. D. 50 unidades de dimetil ftalato. *Figura de elaboracién propia
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Figura 14. Resultados del tltimo fotograma de simulacién. A. Un mondmero de
dietil ftalato. B. 15 unidades de dietil ftalato. C. 30 unidades de dietil ftalato. D. 50
unidades de dietil ftalato. *Figura de elaboracion propia
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Figura Nro 15. Resultados del ultimo fotograma de simulacion. A. Un monémero
de dibutil ftalato. B. 15 unidades de dibutil ftalato. C. 30 unidades de dibutil ftalato.
D. 50 unidades de dibutil ftalato. *Figura de elaboracion propia
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4.6 Analisis del desplazamiento de los ftalatos

Una forma interesante de evaluar la movilidad de las moléculas dentro de la caja de
simulacion es mediante el analisis del desplazamiento cuadratico medio (MSD) en
dos dimensiones. La Figura 16 nos muestra el desplazamiento frente a toda la
trayectoria de los sistemas donde se observo el ingreso a la membrana. Para hacer
el célculo se fijaron las moléculas que ingresaron y se hizo el calculo de toda la
trayectoria. En esta grafica el comportamiento del dimetil ftalato es mayor con
respecto del dibutil ftalato y el dietil ftalato. Para el caso del dietil ftalato se muestra
un movimiento mas lento con respecto los otros compuestos, lo cual aparentemente

hace mas lento su ingreso a la membrana.
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Figura Nro 16. Desplazamiento cuadratico medio (MSD) vs tiempo. *Figura de
elaboracion propia.

4.7 Determinacion del tamafo de poro
Para el calculo del tamafio de poro se utilizaron los fotogramas que contenian las
moléculas en su interior. La Figura 17 nos muestra que el mayor tamafio de poro lo
genera el dibutil ftalato con unas dimensiones aproximadamente de 19.6 A, le sigue
el dimetil ftalato con 18.4 A y el diametro mas pequefio se observa en dietil ftalato

con 16.5 A.

Vista Lateral Vista Superior
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Figura Nro 17. Tamafio del poro generado por las moléculas que ingresaron al
interior de la membrana. *Figura de elaboracion propia.

Finalmente, vemos que con estudios por métodos computacionales podemos
deducir y generar nuevas aproximaciones en cuanto a la penetracion de
contaminantes emergentes como lo son los aditivos de los plasticos en membranas
biologicas. Este estudio muestra un alcance de la facilidad que tienen los ftalatos de
ingresar a las membranas, asi mismo nos muestra que son capaces de agruparse
con sus homoélogos y es probable que prologando el tiempo de simulacion (mas de
100ns) estas puedan ser capaces de atravesar la membrana en grupos mayores 0
quizas no. Por lo que se sugiere continuar con mas estudios con respecto a los

aditivos plasticos.
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CONCLUSIONES

Compuesto Canti,dad de Radio de giro (nm)
mondmeros
Dimetil ftalato 1 0.2627 + 0.0052
Dimetil ftalato 15 4.3132 + 0.6105
Dimetil ftalato 30 4.7071 £ 0.4912
Dimetil ftalato 50 4.6227 + 0.4862
Dietil ftalato 1 0.2935 + 0.0107
Dietil ftalato 15 4.3864+ 0.7962
Dietil ftalato 30 4.2861 + 1.0715
Dietil ftalato 50 3.4562 + 0.7349
Dibutil ftalato 1 0.3540 + 0.0177
Dibutil ftalato 15 2.1060 + 0.7767
Dibutil ftalato 30 3.6216 + 0.8774
Dibutil ftalato 50 3.3024 + 0.9313

1. Se generé una lista de ftalatos de mayor relevancia en nuestro pais. De los
cuales los méas sobresalientes fueron el Dimetil ftalato, Dietil ftalato y Dibutil
ftalato, los cuales funcionan como compuestos plastificantes. Estos al entrar a
los cuerpos de agua viajan grandes distancias y logran entrar en contacto con
el ser humano a través de la piel y via oral. Ademas, se observo la presencia
de estos plastificantes en productos de uso cotidiano como: productos de
aseo, juguetes, material médico, cosméticos, etc. Los problemas en salud
estan relacionados con la presencia de estos contaminantes emergentes en

dosis altas funcionando como disruptores endocrinos.
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2. Se disefid6 una membrana biologica por herramientas computacionales,
utilizando el modelado molecular y simulaciones de dinamica molecular. Esto
nos permitio reproducir el efecto de diferentes concentraciones de tres ftalatos
en un periodo de 100 ns, para ello se consider6 un sistema que contenia una

membrana de DPPC, moléculas de ftalato y el solvente agua.

3. Se analizé la permeabilidad de las membranas bioldgicas con el dimetil ftalato,
dietil ftalato y dibutil ftalato. El resultado nos muestra que el dietil ftalato es un
compuesto que atraviesa la membrana biolégica en forma monomérica en un
corto tiempo, similar comportamiento es producido por el dibutil ftalato y el
compuesto que tarda en atravesar es el dimetil ftalato. Sin embargo, en todos
los casos se observa que si los compuestos no forman agregados y se
encuentran cerca de la membrana estos logran ingresar a la membrana de
manera mas rapida. Por otro lado, se observdé que los ftalatos generan

diferente tamafio de poro en la membrana biolégica.

4. Se determind que el ftalato que generé mayor agregado fue el dibutil ftalto en
las diferentes concentraciones que fueron analizadas. Le siguio el dietil ftalato
y el dimetil ftalato. En el caso del dimetil ftalato el agregado formado se

muestra amorfo y de un volumen menor a los demas compuestos.

5. Finalmente, con esta investigacion se estudio la permeabilidad de membranas
biolégicas a ésteres de ftalato, por lo que estos compuestos de ftalatos
atraviesan la membrana facilmente y estos pueden estar vinculados con

problemas en la salud.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda continuar con las investigaciones sobre los ftalatos en
diferentes tipos de membranas biologicas, asi también considerar expandir el

tiempo de calculo.
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ANEXO 1. Archivo de minimizacion de energias

; 7.3.2 Preprocessing
define = ; defines to pass to the preprocessor

: 7.3.3 Run Control
integrator = steep ; steepest descents energy minimization
nsteps = 2000 ; maximum number of steps to integrate

; 7.3.5 Energy Minimization

emtol = 1000 ; [k3/mol/nm] minimization is converged when max
force is < emtol
emstep =0.01 ; [nm] initial step-size

; 7.3.8 Output Control

nstxout =100 ; [steps] freq to write coordinates to trajectory
nstvout =100 ; [steps] freq to write velocities to trajectory
nstfout =100 ; [steps] freq to write forces to trajectory
nstlog =1 ; [steps] freq to write energies to log file
nstenergy =1 ; [steps] freq to write energies to energy file
energygrps = System ; group(s) to write to energy file

; 7.3.9 Neighbor Searching

nstlist =1 ; [steps] freq to update neighbor list

ns_type = grid ; method of updating neighbor list

pbc = Xyz ; periodic boundary conditions in all directions

rlist =0.8 ; [nm] cut-off distance for the short-range neighbor list

: 7.3.10 Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle-Mesh Ewald electrostatics
rcoulomb =0.8 ; [nm] distance for Coulomb cut-off
; 7.3.11 VdwW
vdwtype = cut-off ; twin-range cut-off with rlist where rvdw >= rlist
rvdw =0.8 ; [nm] distance for LJ cut-off
DispCorr = Ener ; apply long range dispersion corrections for energy
; 7.3.13 Ewald
fourierspacing =0.12 ; [nm] grid spacing for FFT grid when using PME
pme_order =4 ; interpolation order for PME, 4 = cubic
ewald_rtol =1le-5 ; relative strength of Ewald-shifted potential at
rcoulomb
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ANEXO 2. Archivo de dinamica del equilibrio en NVT

title = Dinamica Molecular NVT

cpp = /lib/cpp

include = -l../top

integrator =md

define = -DPOSRES_FC_BB=4000.0 -DPOSRES_FC_LIPID=1000.0 -

DDIHRES -DDIHRES_FC=1000.0

disre = simple

disre-fc = 100000

dt =0.002

nsteps = 50000

nstxout =1000

nstvout = 1000

nstlog =1000

nstenergy =1000

nstxout-compressed = 1000

energygrps =

nstlist =10

ns-type = grid

fourierspacing =0.12

pme-order =4

ewald-rtol =1le-5

pbc = Xyz

tcoupl = Berendsen

tc_grps = LIG PA_PC SOL

tau_t =1.01.01.0

ref t =323 323 323

gen-vel =yes

gen-seed = 173529

gen-temp =323

constraints = h-bonds

cutoff-scheme = Verlet

coulombtype = PME

rlist =1.2

rcoulomb =1.2

vdwtype = Cut-off

rvdw =1.2

DispCorr = EnerPres

continuation =no

constraint_algorithm = lincs

lincs_iter =1

lincs_order =4

disre-mixed =no

nstcomm =100

comm_mode = linear

comm_grps =LIG_PA_PC SOL
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ANEXO 3. Archivo de produccién de la dindmica molecular en NPT

title = Dinamica Molecular NPT
cpp = /lib/cpp

include = -l../top

integrator =md

define = -DPOSRES_FC_LIPID=1000.0 -DDIHRES -DDIHRES_FC=1000.0
disre = simple

dt =0.002

nsteps = 50000000

nstxout =10000

nstvout =10000

nstlog =10000

nstenergy =1000
nstxout-compressed= 50000

xtc-grps =

energygrps =

nstlist =10

ns-type = grid
fourierspacing =0.12
pme-order =4

ewald-rtol =1e-5

pbc = Xyz

tcoupl = Berendsen
tc_grps = LIG PA_PC SOL
tau_t =1.0101.0

ref t =309.15 309.15 309.15
gen-vel =no

gen-seed  =173529
constraints = h-bonds
cutoff-scheme = Verlet
coulombtype = PME

rlist =1.2
rcoulomb =1.2
vdwtype = Cut-off
rvdw =1.2

DispCorr = EnerPres
refcoord_scaling=com
; Bond parameters

continuation =vyes
constraint_algorithm =lincs
lincs_iter =1
lincs_order =4
disre-mixed =no
disre-fc = 10000
disre-tau =0

nstdisreout=0
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; NPT

; Pressure coupling

Pcoupl = Berendsen

Pcoupltype = semiisotropic

tau_p =2.0

compressibility =4.5e-5 4.5e-5

ref p =10 1.0

nstcomm =100

comm_mode = linear
comm_grps =LIG_PA _PC SOL

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN
;gen_vel = no
;continuation = yes
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ANEXO 4. Propiedades ADMET de los ftalatos

Upper Limit () Lower Limit () Compound Properties
MW
LogP nRig
LogS fChar
LogD A nHst
~ \l
|
Lo |
nHA _ffl 4 MaxRin
nHD nRing
TPSA nRot

Figura Al. Representacion grafica de las propiedades ADMET del dimetil ftalato
obtenido de Admetlab. *Figura tomada de servidor ADMETlIab 2.0
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A2. Representacion gréfica de las propiedades ADMET del dietil ftalato obtenido de
Admetlab. *Figura tomada de servidor ADMETIab 2.0.
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Figura A3. Representacion grafica de las propiedades ADMET del dibutil ftalato
obtenido de Admetlab. *Figura tomada de servidor ADMETIab 2.0.
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ANEXO 5. Fotogramas durante la trayectoria de 100 ns para cada tipo de ftalato y
diferente concentracion analizada
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Figura A4. Dimetil ftalato y diferentes concentraciones durante un periodo de 100 ns.
*Figura de elaboracion propia.
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Figura A5. Dietil ftalato y diferentes concentraciones durante un periodo de 100 ns.
*Figura de elaboracion propia.
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Figura A6. Dibutil ftalato y diferentes concentraciones durante un periodo de 100 ns.
*Figura de elaboracion propia.
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