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2 Resumen

El acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), es un potente herbicida utilizado en el control
de malezas. Actualmente el 2,4-D es el herbicida mds usado a nivel mundial. Ademais estudios
recientes han demostrado que 2,4-D, es un potente carcindgeno. La difusién pasiva de
moléculas biolégicamente activas a través de las membranas presentes en los seres vivos,
incluyendo la membrana celular, suele ser un factor gravitante en la efectividad de los
procesos en que éstas participan. Un mejor conocimiento acerca de los efectos del herbicida
en la estructura de la membrana, podria entregar importante informacién, tanto para una
mejor comprension de su mecanismo de accidn, como para disefiar nuevas estructuras menos
toxicas. En esta tesis se investigé la distribucién, dindmica, orientacién promedio e
interacciones del 2,4-D disuelto en un modelo simple de membrana biolégica, en este caso
cristales liquidos lidtropos neméticos (CLLN), que contienen una mezcla natural de
fosfolipidos y acidos grasos. Para este fin, se utilizaron herramientas tanto teéricas como
experimentales. Experimentalmente, empleando resonancia magnética nuclear de deuterio
(*H-RMN), se midieron los desdoblamientos cuadrupolares y tiempos de relajacién
longitudinal de 2,4-D y otras especies deuteradas en la solucién. Tedricamente, se realizaron
simulaciones computacionales de la evolucién del sistema en el tiempo, empleando Dinamica
Molecular (DM). Se concluye que 2,4-D se incorpora al interior del agregado, y se distribuye
fundamentalmente en la regién interior de la interfase, orientado, en promedio, con la parte
polar de la molécula en direccién del solvente, y con la parte apolar orientada hacia el interior
de la zona hidrofobica. Ademés de tener una gran afinidad por la interfase se encontré que
2,4-D aumenta el grado de alineamiento con el campo magnético. Esta observacién sugiere
que el método de accién como agente carcinégeno posiblemente no es por ingreso a la célula e
interactuando con el material genético, sino que es por medio de la disminucién de la

plasticidad de la membrana.
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3  Abstract

2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is a potent herbicide used for weed control. Currently,
2,4-D is the most widely used herbicide worldwide. Recent studies have shown that 2,4-D, is a
potent carcinogen, which is possibly due to damage to the genetic material. Passive diffusion
of biologically active molecules across membranes present in living organisms, including the
cell membrane, is often a crucial factor in the effectiveness of the processes involving them.
An increased knowledge about the effects of 2,4-D on the structure of cell membranes, may
provide important information to understand their mechanism of action, as well as to design
new less hazardous herbicides. In this thesis, an investigation about the distribution, average
orientation, dynamics and interactions of 2,4-D dissolved in a simple model of biological
membrane, a lyotropic nematic liquid crystals containing a natural mixture of phospholipids
and fatty acids. To this end, we used both theoretical and experimental tools. Experimentally,
deuterium quadrupole splittings and longitudinal relaxation times were measured in
selectively deuterated derivatives, using deuterium nuclear magnetic resonance spectroscopy
(2H-NMR}. Theoretically, computer simulations were perforined on the evolution of the
system over time, using Molecular Dynamics (DM). It was found that 2,4-D is strongly
associated to the bilayer, distributed at the inner part of the interface, oriented, on average,
with the polar side towards the aqueous phase and the non-polar part toward the interior of
the hydrophobic region. Besides its great affinity for the membrane, 2,4-D has the ability to
cross the bilayer, which is should be a condition to suggest a mechanism of action directly

*

affecting the genetic material.




4  Introduccion

4.1 Herbicidas

Los herbicidas son un tipo de pesticida utilizados para destruir las plantas no deseadas
(terrestres o acuaticas), mal llamadas malas hierbas y/o maleza. Estos se clasifican en dos
amplias categorias: inorganicos (por ejemplo, sulfato de cobre, clorato de sodio y arsenito de
sodio) y organicos {por ejemplo, compuestos que contengan grupos clorofenoxi,
dinitrofenoles, bipiridilo, carbamatos, y amidas). Histéricamente, los compuestos inorganicos
fueron los primeros utilizados. Han existido esfuerzos continuos para sintetizar herbicidas
cada vez mds selectivos, que afecten solo ciertas hierbas especificas (malas o malezas), y

dejen intacto al resto de las plantas circundantes.

4.1.1 Antecedentes Histdricos

En la década 1890-1900 se produjo la introduccién de aerosoles para el control de
malezas de hoja ancha en cultivos de cereales, y también se realizaron los primeros esfuerzos,
por el Cuerpo de Ingenieros del Ejército de EE.UU.,, para controlar las plantas acuaticas en las
vias fluviales, con arsenito sddico. En 1925 clorato de sodio {que se aplica directamente al
suelo) se utilizé por primera vez para matar las malas hierbas. La primera importacion (desde
Francia) de nitrocresilato de sodio, como e} primer herbicida selectivo, fue en 1934. El afio
1945 fue testigo de la introduccién de los herbicidas organicos y el advenimiento del 2,4-D
(cido 2,5-diclorofenoxiacético), el cual propicio el desarrollo del 2,4,5-T (4cido 2,4,5-
triclorofenoxiacético ). Durante los afios 1965 a 1970, las fuerzas militares de Estados Unidos
utilizaban el 2,4,5-T {Silvex) y materiales relacionados como defoliantes en Vietnam, sin saber
que un subproducto de la sintesis de 2,4,5-T era el 2,3,7,8-tetraclorodibenzodioxina (dioxina),
una sustancia sumamente toxica. Todavia hay debate sobre el alcance de los efectos

perjudiciales sufridos por los aviadores, soldados y civiles que fueron expuestos a este




material. La dioxina estuvo presente en concentraciones de 2 ppm (mg / kg de muestra) en
algunas de las muestras seleccionadas de 2,4,5-T (llamado agente naranja), pero otras

muestras contenian incluso mas de 30 ppm del sub-producto. (Cox, 2005)

4,1.2 Toxicidad

Finalmente se demostré la toxicidad de las dioxinas en conejillos de indias, el valor para la
DLso que en toxicologfa corresponde a los miligramos de una sustancia por kilogramo de peso
del animal necesarios para matar al 50% de la poblacién fue de 1 ppb o 1 pg, un valor de

toxicidad extraordinariamente alto.

A continuacién se muestra una tabla con las principales caracteristicas de algunos

herbicidas

Tabla 1 CARACTERISTICAS DE HERBICIDAS REPRESENTATIVOS DE LA INSDUSTRIA (Cobb &

Reade, 2010)

. . P, Toxicidad aguda
Herbicida (tipo) Contral / Propésito DLso mg / kg
. 300-1000:ratas,
2’.4-D (acido 2 ’4: . Herbicida de uso sistemaético conejilla de indias
diclorofenoxiacético) .
V conejos

El control de hierbas anuales, mas algunas
Acetocloro malezas de hoja ancha. Cultivos tolerantes 2953: ratas
son el maiz, la soja, el mani, cafia de aziicar.

Las malas hierbas de hojas anchas y > 5000: ratas

Amitrol (triazina) gramineas en zonas no cultivadas, presentan macho
una baja toxicidad.
Acido arsénico . . 48: rata joven
\ o Plantaciones de algoddn -
(inorgédnico) 100; ratas viejas

sin efectos
Ampliamente utilizado herbicida selectivo de | negativos en ratas

Atrazina : . .
hoja ancha y malezas gramineas. y perros con dieta
de 25 ppm
El control de las plantas de semillero, no
afecta a malas hierbas perennes, excepto con
Dinosep(dinitrofenol) tratamientos repetidos. Aplicable a una 58: ratas
amplia variedad de cultivos, excepto
cruciferas.
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Dicuat (dipiridil) Herbicida acuatico 230: ratas
Diuron (carbamato) Lf)s niejores precios y Iatifo}iadas v ’malas 3400: ratas
hierbas en el algoddn, 1a cafia de aziicar, ete.
Herbicidas de amplio espectro utilizado en
Glifosato los cultivos, no cultivables, el control de > 5000 mg Conejos
malezas
Herbicida selectivo utilizado para controlar
Metolachlor gramineas, chufa, maiz, algodén, mani y otros | 2780: Rata
cultivos
El control de malezas durante para e}
Paraquat (dipiridil) establecimiento de los cultivos de semillas de | 138: ratas macho
pasto
Propalnfl (amida L'as gramineas y malfazas de hoja ancha en 1870: las ratas
aromatica) ciertos cultivos de trigo y el arroz

Dinitrofenoles (como sales de metales alcalinos o sales de amina alifaticos) han sido
utilizados en el control de malezas. La exposicién humana a estos compuestos produce
diversos malestares como: nduseas, malestar géstrico, respiraciéon rapida, taquicardia,

cianosis, incluso la muerte.

El Paraquat y Dicuat son los ejemplos mds conocidos de compuestos bipiridilo. Estos
compuestos parecen actuar a través de un mecanismo de radicales libres, privando a las
plantas de un agente reductor esencial. Estos compuestos son peligrosos para los seres
humanos. Cerca de 200 muertes por envenenamiento accidental se produjeron en la década
de 1960. Las autopsias desarrolladas en las victimas mostraron dafio al pulmén, el higado y
los rifiones. Paraquat tiende a concentrarse en el rifién, la acumulacién en el tiempo de

cantidades téxicas termina provocando un severo dafio (Cobb & Reade, 2010).

Propanil es uno de un grupo de herbicidas que contienen grupos funcionales del tipo
amidas (hecho de anilina tratada con 4cidos orgdnicos), y se utiliza ampliamente para
controlar las malas hierbas en cultivos de arroz. El arroz contiene una enzima que hidroliza el
Propanil a 3,4-dicloroanilina y 4cido propidnico, lo cual la hace resistente al herbicida (Cobb &

Reade, 2010). Malas hierbas, que carecen de esta enzima, se ven afectadas negativamente por
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este. (Las células del higado de mamiferos también tienen una enzima que cataliza ésta

hidrélisis.)

Los efectos de las trazas de los herbicidas son una preocupacién importante. Por ejemplo,
el uso de Silvex fue cancelado por la Agencia de Proteccién Ambiental de los EE.UU. (EPA) en
1979 debido a que el herbicida contenfa dioxinas, como se discutié anteriormente, un agente
extraordinariamente tdxico. Sin embargo, el Cuerpo de Ingenieros del Ejército argumento en
contra de la cancelacién, sefialando los beneficios econdémicos de este. La suma total de los
beneficios del control de malezas por Silvex fueron aproximadamente de 40 millones de
ddlares, y la relacién beneficio-costo fue de aproximadamente 11 a 1. Estas cifras se ven
opacadas al compararlas con los costos no evaluados de los dafios producidos por la
presencia de dioxina en el ambiente, cuyos efectos adversos atn estdn siendo evaluados

(Cobb & Reade, 2010)

En el afio 2000, el mercado mundial gastd unos 31 mil millones de délares para la
proteccidn de cultivos, pero probablemente esta cifra no va a crecer en un futuro proximo. Los
herbicidas se venden como formulaciones especiales, y su uso en Estados Unidos se produce
s6lo después de numerosas pruebas y la aprobacién gubernamental. Aunque se estin
desarrollando nuevos productos quimicos, el estancamiento del mercado de los herbicidas se
ha traducido en una reduccién en el niimero de empresas agroquimicas. El niimero de nuevos
herbicidas que estard disponible en el futuro probablemente disminuird a medida que se
endurezcan los controles de calidad y salgan a la luz nuevos descubrimientos respecto de la

toxicidad de estos. (Cobb & Reade, 2010)

El modo de accién de muchos herbicidas es por accién directa sobre la célula vegetal, por

tanto el estudio de estas sustancias sobre miméticos de membrana, como son los cristales
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liquidos, es una buena aproximacién para entender los efectos del herbicida sobre la

estructura de la membrana celular.

4.2 Cristales Liquidos

Los cristales liquidos corresponden a un estado de la materia intermedio entre los
estados sélido y liquido. Estos presentan un mayor grado de orden que los liquidos ordinarios,
pero en contraposicién a sélidos presentan mayor movilidad. Como es una fase intermedia se
les denomina mesofases. Estas mesofases se pueden clasificar en termétropas o lidtropas
segun su origen. Los cristales liquidos termétropos se generan durante la transicién de fase de
compuestos puros desde el estado sélido al estado liquido al modificar la temperatura. Por
otra parte los cristales liquidos liétropos se generan de la mezcla de dos 0 mds sustancias, en
la cual usualmente el compuesto principal lo constituye un anfifilo, una regién hidrofilica
unida a una o més cadenas hidrofébicas, mientras que los otros compuestos que componen
este tipo de cristales son por lo general agua, sales inorganicas y alcoholes de cadena similar a
la del anfifilo. Las estructuras de las diferentes fases liquido-cristalinas que forman este tipo
de sustancias, depende de la naturaleza y concentraciones de los distintos componentes del

sistema, de la temperatura y de las propiedades del solvente.

Ademas de la clasificacién antes expuesta, los cristales liquidos también pueden
catalogarse seglin el orden u orientacién que presentan las moléculas o unidades que lo
componen. De esta forma los cristales liquidos termétropos y liétropos pueden presentar a lo
menos tres tipos de fases: esméctica, colestérica y nemdtica. Las mesofases esmécticas
(Figura 4-1a} se caracterizan por presentar capas ordenadas paralelamente. En este tipo de
fases, las moléculas pueden moverse dentro de su misma capa, pero por lo general no entre
capas vecinas. La mesofase colestérica (Figura 4-1b), al igual que la fase esméctica, forma

capas, pero debido a la existencia de un centro quiral en las moléculas constituyentes se tiene
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que la orientacién del eje director de una capa se ve desplazado con respecto al siguiente en
las capas vecinas, lo que produce que los vectores directores de cada capa describan una
trayectoria helicoidal. Finalmente, estdn las mesofases neméticas (Figura 4-1¢) que presentan "
solamente un cierto grado de orden orientacional, y carecen del ordenamiento en capas

> &
definidas como en las mesofases descritas anteriormente.

.

L

Gy

(@)

Figura 4-1. (a). Estructura de una fase esméctica, se puede apreciar el ordenamiento en capas. (b).
representacion del orden de las fases colestérica, la direccién del eje principal de las moléculas en cada capa se
encuentra levemente desplazado respecto de las capas vecinas.(c). Representacién de una fase nemitica se observa

que los componentes s se encuentran alineados en una direccién pero no forman un orden en capas.

4.2.1 Cristales Liquidos Lidtropos

En los diagramas de fases de las mesofases liétropas, se observa la generacién de una
serie de estructuras por el fenémeno de agregacién de las moléculas. Esto ocurre debido
principalmente al efecto hidrofébico. Las estructuras que se forman dependen de las
caracterfsticas y de la concentracién de las especies en solucién y la naturaleza del solvente.
Cuando un anfifilo se disuelve en agua, las primeras estructuras que se generan, previo a las

mesofases, son las micelas esféricas, las cuales se forman por sobre la concentracién micelar

critica {cmc) del anfifilo, En estas estructuras, las cabezas polares de los anfifilos se




encuentran orientadas hacia el exterior de la micela, en contacto con el agua y los iones de la
interfase, mientras que las cadenas hidrofébicas se encuentran orientas hacia el interior del
agregado. Dichas estructuras, en promedio esféricas, no presentan anisotropfa. Debido a que
esta solucién micro-heterogénea no presenta un comportamiento liquido-cristalino, se le

llama “solucién micelar isotrdopica” (Figura 4-2). fPetrov, 1999)

Flgura 4-2 Representacién de wna solucién micelar isotrépica

Si se incrementa la concentracién del detergente, comienzan a aparecer distintas
estructuras supramoleculares {mesofase liétropa), con un orden estructural en una o mas
dimensiones del espacio, es decir, estructuras anisétropas relativamente viscosas. Estas
soluciones altamente concentradas son las que presentén caracteristicas de cristal liquido.
Los agregados moleculares contienen un gran mimero de anfifilos, donde el tamafio y forma
del agregado dependen de las caracteristicas del anfifflo, su concentracién, la temperatura y

las propiedades del solvente.

Para identificar las fases liquido-cristalinas, se han utilizado diversas técnicas, entre
otras espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), difraccién de neutrones de
angulo pequefio (SANS), difraccién de rayos X de dngulo pequefio (SAXS), y microscopia de luz

polarizada. Estas técnicas permiten reconocer el tipo de fase del sistema como por ejemplo la
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existencia de Ia fase lamelar (L), hexagonal (H), esméctica (Sm), colestérica (Ch), nematica

discoidal (Np) y nemética calamitica(Nc), todas las cuales presentan anisotropfa.

En la fase lamelar las moléculas de anfifilo estdn formando laminas de bicapas cuasi-
infinitas, las cuales estin separadas por agua intersticial (Figura 4-3a). El espesor de cada
ldmina o bicapa es aproximadamente igual a la longitud de dos moléculas de anfifilo, con sus
cabezas polares enfrentando las moléculas de agua. La estructura lamelar est4 ampliamente
difundida en la naturaleza, Ejemplos de esto se encuentran en membranas celulares como la
membrana nuclear, plasmatica, cloroplastos, mitocondria y aparato de golgi. Dependiendo de
las caracteristicas y concentracién del anfifilo, es posible formar agregados cilindricos, los
cuales se encuentran ordenados formando empaquetamientos hexagonales. Esta fase
corresponde a la mesofase hexagonal (Figura 4-3b), donde cada cilindro se encuentra

separado del siguiente por agua intersticial, (Tanford, 2003)

s
N e
Y Nt
{a‘-;%‘ N
SRS A
et o\ AV e
® 7 S AR i L I, =
TR ‘\\u:a‘!:}" : ;ﬁ?‘;{"",’
Sl n .
SRCTACIUN SHIRE) S
L R ?ﬁ &
2o IR e
el ﬁ‘i*'#-’t -}‘g“? vl
LS i 3 syl -‘ﬁﬁ%‘
= ,f,{"u; FR.
GRS Palar 7.0
-‘N‘f 7 E3t N
RGP \'g‘-‘fgcv
WEWET LS s
S S
A Qs
S

Figura 4-3 Representacion esquemética de las fases anisotrépicas. (a). Fase lamelar, formada por bicapas

cuasi-infinitas. y (b). Fase hexagonal, formada por el empaquetamiento de micelas cilindrieas.
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4.2.2 Cristales Liquidos Liétropos Nemdticos

Cuando se agregan electrolitos y alcoholes alifaticos con largo de cadena similar al anfifilo,
en la regién del diagrama de fases en que existen las fases lamelar y hexagonal, es posible
generar estructuras finitas no esféricas, de tamafio reducido. La adicién de estos nuevos
componentes induce una transicién desde dichas fases hacia las mesofases nemdticas. Estas
estructuras conservan muchas caracteristicas de la fase de la cual provienen. Asi los
agregados provenientes de la mesofase hexagonal, forman un fase que se conoce como cristal
liquido calamitico (Nc) donde sus agregados poseen simetria promedio prolato de tamafio
finito (Figura 4-4b) (Petrov, 1999). Por otro lado, a partir de la mesofase lamelar se forma una
fase conocida como cristal liquido nematico discoidal (Nd), donde el agregado posee una
simetria promedio oblato, también de tamafio finito (Figura 4-4a), Dichas estructuras liquido-
cristalinas poseen un ordenamiento del tipo nemético, pues solo conservan orden
orientacional, 1a posicién del centro de masas no est4 restringida en el espacio. Una propiedad
interesante de los cristales liquidos es que poseen la capacidad de orientarse
espontdneamente en presencia de un campo magnético externo. Esto ocurre debido z la
anisotropia de la susceptibilidad diamagnética de las cadenas alifiticas de los agregados, la
cual se atribuye a los electrones de los anfifilos que forman el agregado, los que interactiian
con el campo magnético externo. Para que ocurra la orientacién frente al campo
espontidneamente, el tamafio del agregado debe ser reducido. Esta propiedad resulta de gran
utilidad para el estudio de estos sistemas, y de sustratos disueltos en ellos, por medio de la
resonancia magnética nuclear (RMN), "donde el campo magnético es provisto por el

espectrémeiro de RMN. De los estudios hechos (Petrov, 1999), se descubrié que los cristales

L
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liquidos discoidales se orientan en el campo magnético externo con el vector director del
cristal (eje de simetria del oblato) perpendicular a la direccién del campo magnético externo
(Figura 4-4a), mientras que los cristales liquidos calamiticos lo hacen con el vector director

(eje de simetria del prolato) paralelo al campo magnético externo (Figura 4-4b).

(@) ()

Figura 4-4{a}. Agregado discoidal (b), Agregado calamitico. Ambos agregados se orientan espontineamente en

un campo magnétice externo como se muestra en ka figura

Los cristales liquidos liétropos han sido muy estudiados en recientes investigaciones; se
han aplicado en la sintesis de nanoparticulas metélicas de tamafio controlado, obtencién de
nanotubos de carbono orientados, portadores de firmacos y en estudios de liberacién de
droga prolongada en el tiempo. Ademas se puede considerar como un modelo simple de
bicapa lipidica, presente en muchas de las estructuras liquido cristalinas encontradas en la

naturaleza.

En este trabajo se estudi6 la estructura y propiedades de agregados de cristales liquidos

lidtropos nemdticos con un alto contenide de una mezcla natural de fosfolipidos v Acidos
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grasos extrafdos del poroto de soya. Para dicho estudio se utilizaron las espectroscopias de
resonancia magnética nuclear y cdlculos de dindmica molecular. A continuacién se revisaran

algunos conceptos de las técnicas mencionadas. (Montecinos, 2007)

4.3 Espectroscopia de Resonancia niagnética nuclear (RMN)

La espectroscopia RMN estudia las relaciones energéticas que existen entre nticleos
con espin distintos de cero y un campo magnético externo. La espectroscopia de resonancia
magnética nuclear, RMN, abarca transversalmente las distintas 4reas de las ciencias basicas
experimentales como Fisica, Quimica y Biologfa, y aplicaciones como en medicina y
microscopia. Para entender de mejor manera el fenémeno RMN, se describirdn los conceptos

y fundamentos basicos de esta técnica.

4.3.1 Espines nucleares, momento angular de espin y niveles de energia

Los nticleos estin formados por protones y neutrones llamados nucleones, cada una de
estas particulas posee momento angular orbital y de espin. La combinacién vectorial de estos
forma el momento angular de espin nuclear, I. Este momento angular estd caracterizado
por los operadores de momento angular del espin nuclear, [2 y I Las funciones propias de

espin nuclear,|m;) satisfacen las siguientes ecuaciones de valores propios: (Requena, 2003)
2lmy) = 1(7 + D)R%|my) I=0,%,1,1%...
Imy) = mk|my) mp=-L -I+1,..,1-1,1

Ahora bien, si se visualiza el nticleo de una forma clisica, como una particula cargada

de simetrfa no esférica que rota sobre un eje, esta rotacién genera un momento magnético. El
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momento magnético, al igual que el momento angular, también es un vector que esta
cuantizado, y se le asigna la letra p. El vector fi, es directamente proporcional al momento
angular de espin nuclear, I, y y, la constante magnetogirica, la cual se define como el momento
magnético dividido por el momento angular. Su valor es caracteristico de cada isét_Opo

nuclear:
i = myl

Clasicamente la energia del momento magnético j sometido a un campo magnético B

es igual al negativo del producto escalar entre ambos vectores:
E=—usB = —|uB|cosd

Como B = B, entonces E = —y,B; y ademds como p, = yhl,, entonces ahora se puede

escribir e] Hamiltoniano:
H = —yhB,I,

Se tiene que solamente una componente del momento angulas conmuta con H, por lo
tanto solamente se puede conocer una, por convencién z, las otras dos componentes se
encuentran totalmente indeterminadas. Esto, hace quejprecese en torno a B, A este

movimiento de precesién se le llama precesidn de Larmor (Figura 4-5)
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Figura 4-5, Interaccién entre un dipole magnético p y un campo magnético B

Si se considera que I, = m;h entonces se puede expresar la energfa en términos de m; y B..

Por lo tanto la energia para cada estado es

E = —m;hyB,

En ausencia de campos externos los estados de espin nuclear se encuentran
degenerados. Temando como ejemplo nicleos con /=% hay dos estados de energia
disponibles, estos se encuentran caracterizados por la componente z del momento angular,
que puede tomar los valores mj= +%% y -%. Estos estados estin descritos por dos funciones |e)
y [}, donde se designa a |a) como el estado de menor energia, con x en la misma direccién del
campo magnético, y el estado }8), como el de mayor energia, con ¢ en direccién contraria al
campo magnético externo. En ausencia de campos magnéticos [} y |8) se encuentran con
igual energfa. El desdoblamiento de los niveles de energfa se produce por la presencia del
campo magnético Bp (Efecto Zeeman) (Figura 4-6), la diferencia de energfa entre los estados

€s.

AE = hyB,

Por lo tanto, al ser mayor By mayores son las diferencias de energfa entre los estados.
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Transiciones de los momentos magnéticos nucleares, entre los diferentes estados de

energfa, inducidas por radiacién electromagnética, que se encuentra en la escala de las

radiofrecuencias (Rf), dan origen a las sefiales en el espectro de RMN. Entonces como

AE = hv = hyB,, la expresion para

la frecuencia es;

3%

»

Como se observa la frecuencia aumenta linealmente con el campo magnético.

Enered Campo aplicado By & Energia Campo aplicade B,
4 Energia . -1 pr=—lz=> 17}
4 ”II - ‘;“ =% tﬂ)) !
. *k B, A, = v =yhB,
Son eampo Sin campo
=he=ri5, ek 3 _pr=0=|A)
4 . .
- AE, =hy = yhB,
=y =)
: B, AB, = AE, N mz1«“‘-‘?la'}
@ ®)

Figura 4-6(a). Representacién de la situacién de una particula aislada con espin =4. (b). representa la

sitvacién de una particula aislada con espin = 1.

Debido a la existencia de electrones, se produce un fendmeno conocido como

apantallamiento. Este es responsable del desplazamiento quimico, y se introduce en la

expresion de frecuencia como un campo magnético efectivo Befecivo, descrito como

Bofective = B(1—oy)

donde o; es la constante de apantallamiento, reemplazando en Ia ecuacién de frecuencia se

obtiene la expresion
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v = YB(1 —oy)
t 2

4.3.2 Interaccién Escalar, Dipolary Cuadrupolar

4.3.2.1 Interaccion Escalar

Cuande dos nicleos con espines nucleares I; e I estin mediados y rodeados por
electrones aparece un tipo de interaccién denominada interaccién escalar. A través de la
interaccién magnética de contacto de Fermi entre un electrén v un nicleo, los electrones son
polarizados en la direccién opuesta al espin del niicleo con el que estd interactuando. Esta
polarizaci6n tiene un efecto en los electrones vecinos, lo que afecta el entorno del nticleo. Es
por esto que la interaccién escalar se transmite a través del (los) enlace qufmico que separan

ambos nicleos.

Escrito en términos del Hamiltonianoe, la interaccién escaiar es
=) > 2wl ]
ko J

donde k <

A Jij se le conoce como acoplamiento / v es fuertemente dependiente del niimero de

enlaces que separa ambos nicleos interactuantes.
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4.3.2.2 Interaccién Dipolar y Cuadrupolar

Los ntcleos atémicos suelen ser tratados mds adecuadamente como multipolos

eléctricos, en vez de una distribucién de cargas puntuales. Estos son descritos por:

i

Donde r es la distancia a la carga e/desde el centro de gravedad eléctrico y n es el exponente
que da cuenta del multipolo, por ejemplo, n=1 corresponde a un dipolo, n=2 corresponde a un
cuadrupole, n=3 corresponde a un octupolo, etc. Entre las interacciones nucleares mis
importantes en RMN, por su magnitud, estdn la interaccién dipolar y la interaccién
cuadrupolar. Para entender el origen de estas interacciones debemos definir el eje de
interaccion (Figura 4-7). En la interaccién dipolar, el eje de interaccién corresponde a la recta
que une los dos dipolos magnéticos acoplados dipolarmente. Este eje forma un angulo 8 con el
vector del campo magnético externo, Bo (Figura 4-7a). La interaccién dipolar se observa en el
espectro como un desdoblamiento de las sefiales de ambos ntcleos en interaccién directa. Por
otro lado, la interaccién cuadrupolar se manifiesta entre un niicleo con momento cuadrupolar
eléctrico (1 21) y la gradiente del campo eléctrico en su vecindad. Esta gradiente define el eje
de interaccidén, donde 6 corresponde al dngulo formado entre la gradiente de campo eléctrico
y el vector del campo magnético externo (Figura 4-7b}. Para atomos 2H (espin-nuclear I= 1)
que forman parte de un enlace C-D en una molécula, la gradiente de campo eléctrico es
provista por los electrones que forman el enlace. Ambos ejes de interaccién se muestran en la

Figura 4-7.
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Eje de interaccion
cuadmpolar
x4

() (b)

Figura 4-7Representacién de la interaccién (a). dipolar, que involucra el desplazamiento del eje de interaccidn
entre 2 nicleos dipolares (I = %4) con respecto al vector By y (b). cuadrupolar, que involucra la direccion del

gradiente de campo eléctrico con respecto a By para un enlace C-D

Si el enlace C-D se encuentra fijo en la molécula, este resulta de gran utilidad para el
estudio de la orientacién promedio de la molécula respecto a la direccién del camfpo
magnético externo. La interaccién cuadrupolar se manifiesta en el espectro RMN, como un
desdoblamiento (Av) de la sefal del niicleo observado. La magnitud de esta interaccién
depende de la libertad de movimiento y orientacién promedio que tengan los nicleos en el
medio, para el caso en que los espines se encuentren en un medio uniaxialmente orientados,
como es el caso de los cristales liquidos liétropos nematicos el desdoblamiento esta descrito
porla siguiente expresién,

= g’_ezQsz (2m—1)

1
i A T TR

{3 cos? 8 — 1)

Donde el término e2Qqzy/h corresponde a la constante de acoplamiento cuadrupolar
nuclear, con el momento cuadrupolar’ (eQ) dado por e, la carga del proton y @ el momento

cuadrupolar eléctrico del niicleo, el término (3 cos? 6 — 1) representa el promedio sobre todas.
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las orientaciones posibles del eje de interaccién con respecto al campo magnético externo. En
soluciones isotrépicas, el dngulo 6 puede tomar todos los valores posibles con igual

probabilidad, de modo que el valor promedio de (3 cos28 — 1) es igual a cero.

T 1 1
{3cos?6 —1) =f 5(3 cos?@ — 1) sin 8d6 = —2-[c053 aIr +§[cos 1F =0

0

Por Jo tanto estas interacciones no aparecen en el espectro de este tipo de soluciones.

Desde el punto de vista del analisis estructural, esto resulta ser de gran ventaja, ya que de
no ser asi se perderia toda la estructura hiperfina del espectro, y con esto toda la informacién
estructural de las moléculas estudiadas. En el caso de que una molécula esté disuelta en una
solucién anisotrépica, ésta no podra moverse con igual probabilidad en todas las direcciones
del espacio y el valor promedio (3 cos? 8 — 1) sobre todas las orientaciones posibles sera
distinto de cero. De esta forma, los desdoblamientos dipolares y cuadrupolares, dardn una
medida de la orientacién promedio y del grado de libertad de movimiento de la molécula. La
energia de cada uno de los diferentes estados de espin, para niicleos con [ 21 en presencia de

un campo magnético esta dada por la siguiente expresién.
1 -1
E =yBohm; + hvy(3cos? 0 — 1) (ml-z -3 (1 + 1))(87r))

E} primer término en la ecuacién corresponde a la energia de interaccién Zeeman y el

segundo término corresponde a la energia de interaccién cuadrupolar.

Como se observd, en soluciones isotrépicas las interacciones dipolar y cuadrupolar
promedian cero, lo que tiene como consecuencia que la diferencia de energia promedio entre
los diferentes estados de espin de un niicleo con /21 sea la misma. Esto produce que en el

espectro se observe una tinica sefial. En soluciones anisétropas las diferencias de energia
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entre los estados de espin no son iguales, o que produce un desdoblamiento de la seial
observada debido a las diferencias en las energfas de transicién entre Ios distintos estados
(Figura 4-8). El desdoblamiento de las sefiales recibe el nombre de desdoblamiento
cuadrupolar y su magnitud es funcién del dngulo promedio y del grado de alineacion del eje
de interaccién cuadrupolar y el vector de campo magnético. Es decir, la disminucién de la
movilidad de la especie estudiada incrementara el valor del desdoblamiento cuadrupolar. Este
fenémeno es utilizado para el estudio de la dinidmica re-orientacional de los agregados
liquido-cristalines, particularmente su interfase. Para ello se han utilizado como sondas, las
moléculas deuteradas (I = 1) dodecilsulfato de sodio-dzs (SDS-dzs) y HDO. Todas estas especies
deuteradas se encuentran de una u otra forma asociadas a la interfase del agregado liquido-

cristalino.
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Figura 4-8(a). La diferencia entre niveles de energiz para un niicleo de deuterio (=1} en ur medio isotrépico

en presencia de un campo magnético externo By. (b). En una solucién anisotrépica la energia de los niveles m;=-1,

0, +1, varfa haciendo diferente AE, de AR,




4.3.3 Procesos de Relajacién

En usencia de un campo magnético externo, By, todos los estados nucleares de espin se
encuentran degenerados, por tanto, cada estado estd con igual probabilidad de poblacién.
Cuando, se aplica un campo magnético externo sobre un sistema de espines los estados de
espin pierden la degeneracién, y se restablece una nueva distribucién de equilibrio
(distribucién de Bolfzmann) can un leve exceso de poblacién en el estado de menor energia.
Pero este proceso ocurre en un tiempo finito, y el tiempo que tarda el sistema en restablecer

el equilibrio es lamado tiempo de relajacion longitudinal o espin-red, T

La relacién que gobierna el proceso de relajacién longitudinal, en términos de las
poblaciones de un determinado estado (por ejemplo, para el estado m=+%) se expresa como

una recuperacion exponencial de primer orden

T; depende del tipo de ntcleos, Ia localizacién de los niicleos dentro de la molécula, el
tamafio de la molécula, el estado fisico de la muestra, y de la temperatura. Para liquidos o
soluciones, los valores tipicos oscilan entre 102 y 102 s, algunos micleos con presencia de
cuadrupolos poseen tiempos de relajacién mucho méas cortos, del orden de 10-4-103 s. Para

solidos cristalinos los valores de T; son mucho mis largos.

En nicleos con cuddruplo eléctrico la relajacién ocurre principalmente por interaccién del
cuadrupolo eléctrico nuclear con el gradiente del campo eléctrico entorno al niicleo,

usualmente generada por la densidad -electrénica. En el caso particular de moléculas que
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poseen dtomos de deuterio, es posible relacionar el tiempo de relajacién longitudinal, Ty, con

el tiempo de correlacién re-orientacional del enlace C-D (t¢), de acuerdo con la ecuacién

1 /3 7%\ [ 2meQ (9%V
" (ﬁ) (1 + —3—) (T (@)) (J(wo) + 4/ (2wp))

ZTC
J(we) = “i_l_w—uzrci
2T
J(2wg) = £

1+ 40)027.'(;2

Aqui n es el pardmetro de asimetria de la gradiente de campo eléctrico en torno al nicleo,

igual a 0,05 en el caso del enlace C-D de un anillo aromatico, e igual a 0 en el caso del enlace C-

D de cadenas alifaticas y del enlace 0-D del agua deuterada. El término 2meq 3_23) es la
h \9z?

constante de acoplamiento cuadrupolar en unidades de frecuencia angular. Valores
informados para dicha constante son 185 kHz para el enlace C-D de un anillo aromético,
167kHz para el enlace de cadenas alifaticas y 308 kHz para el enlace 0-D del agua. J(wg) ¥y
J(2wg) son las densidades espectrales a la frecuencia de Larmor y al doble de esta frecuencia
respectivamente. Las densidades espectrales corresponden al campo de radiacién
electromagnética generada por el movimiento Browniano de las particulas que componen el
sistema, y se introducen como un factor de probabilidad de emisién inducida para un sistema
que contenga interacciones fluctuantes con componentes de frecuencia a la frecuencia de
Larmor. Esto se aplica particularmente en espectroscopias de baja frecuencia. La densidad
espectral se obtiene de la transformada de Fourier de la funcién de auto correlacién
orientacional del enlace C-D. En “extreme narrowing” 1> wy?t;?2 y Ti resulta ser

proporcional a 7.1, es decir en estas condiciones T; es proporcional a la movilidad.
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Figura 4-9 Efectos de Ia aplicacién de un campo magnétice externo sobre un grupo de momentos magnéticos
de espin a) magnetizacién macroscopica de un grupo de espines, b) Aplicacién de un campo magnético oscilante c)

resultade de la aplicacién de un campo magnético externo constante y de un campo magnético oscilante

Al momento de colocar la muestra frente a un campo magnético, By, el cual, por definicién,
estd en el eje 2, produce que todos los momentos magnéticos de espin precesen alrededor del
eje z. Si sumamos todos los momentos magnéticos de espfn, tendremos un vector suma, M, el
cual se denomina magnetizacién macroscépica, correspondiente a la suma vectorial de los
espines en el estado de menor energfa. Este vector no se encuentra precesando pero sus
componentes si lo hacen (Figura 4-9a). Para medir en RMN es necesario irradiar la muestra
con fotones de la frecuencia necesaria para generar transiciones de espines del estado de
menor energia hacia el estado de mayor energia, pero la medicién se acaba cuando la
migracién a hecho que ambos estados posean la misma poblacién, entonces la muestra se
habra saturado y no serd posible seguir midiendo. Una forma mas eficiente de obtener el
espectro consiste en irradiar la muestra con un pulso de radio frecuencia (B1), perpendiculara
Bo, a la frecuencia de Larmor caracteristica y que rote en el plano xy (circularmente

polarizada en el plano xy, ver Figura 4-9b, esto con el objeto que todos los espines entren en

fase, otorgdndole asi componentes transversales Myy a M (Figura 4-9c)




El dngulo de inclinacién, o, que forma M en el eje z, hace posible controlar la magnitud de

My con la relacién

M., = Msin«

El angulo de inclinacién a, estd determinado por la energia y la duracién de la irradiacién

de By, es decir laintensidad y duracién del pulso.

Cuando el proceso de irradiacién se detiene, no solo la distribucion regresa a las
poblaciones de equilibrio (distribucién de Boltzmann), sino que ademds los momentos
magnéticos nucleares individuales empiezan a perder la coherencia de fase ¥ regresan a un
arreglo aleatorio precesando alrededor del eje z (Figura 4-9a). El tiempo que demora en
perder totalmente la coherencia de fase transversal, es decir decaer My a cero, se denomina
tiempo de relajacidn transversal o espin-espin, Tz. En condiciones de “extreme narrowing” antes
mencionado, 7z es igual que T3, y por tanto la relajacién transversal (de-coherencia) ¥ la
relajacién  longitudina! (restauracién de la distribucién de Boltzmann) ocurren

simultdneamente. (Macomber, 1998)
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4.3.4 Medicion de T1: experimento “inversion recovery”

Para determinar el tiempo de relajacién transversal, T, se emplea el experimento
“inversion recovery” (T1IR) el cual consiste en el emplec de una secuencia de pulsos

determinada variando un tiempo T entre cada pulso y registrando la intensidad.

180°x 00°x

Figura 4-10 Secuencia de pulsos en el experimento inversion recovery. Primero se da un pulso de 180° se

espera un tiempo Ty luego se da un pulso de 90° para posteriormente registrar el deaimiento de Mx,y.

La secuencia de pulsos empleada en el experimento se resume en el siguiente listado:

1. Se daun pulso de radio frecuencia, Bi(seccién IV.B.3), de 1802
2. Seesperaun tiempo 1

3. Sedaun puiso, Bs, de 902

4. Se abre el detector y se registra Mx,y en el tiempo

5. Serepiten los pasos anteriores variandor.

3

El resumen de la secuencia anterior se encuentra en la Figura 4-10. Una vez finalizado el

experimento lo que se obtiene es una secuencia de espectros de diversas intensidades (Figura

4-11)
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Yigura 4-11 Serie de espectros ebtenidos con el experimento T1IR

En el primero pulso de 1802 My se invierte dejindola en el eje -z, durante la
magnetizacidn experimenta una relajacién espin-red parcial para dar un vector M.(3),
finalmente se da un pulso de 90% rotando M;(x) al plano x-y para inmediatamente registrar la
intensidad, esto se resume en la Figura 4-12. Finalmente ajustando a la grafica de intensidad

vs tiempo a una curva de recuperacién mono exponencial se puede encontrar Ty.
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Figura 4-12 Diagrama que muestra los cambios que sufre la magnetizacién durante el experimento TIIR

4.3.5 Parametros de Orden

El pardmetro de orden del enlace C-D (Scp), es igual a%(B cos? 8 — 1), donde 0 es el dngulo

entre el enlace C-D y el campo magnético, y el promedio es tomado sobre todas las posibles

orientaciones del enlace.

El pardmetro de orden puede tomar valores entre -0,5 v 1. Cuando el eje de interaccién
cuadrupolar es paralelo a la direccién del campo magnético, el valor de Scp es 1, ¥ para un eje
perpendicular a la direccién del campo es -0,5. El valor 0,0 es posible tanto para un eje que
rota libremente con igual probabilidad en todas las direcciones del espacio, como para un eje
que esté orientado con un dngulo promedio 8 de 54,72 {4ngulo magico) respecto del campo

magnético.
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El pardmetro de orden es proporcional al desdoblamiento cuadrupolar y se define como:
3in
Avgl==4]= g —
[Ave] ZA |2(3 cos? g — 1)

El desdoblamiento cuadrupolar también se puede expresar en funcién de dos &ngulos:
uno el dngulo que se forma entre el campo magnético y el eje normal del agregado y el otro

angulo es el que se forma entre la normal del agregado y el eje de interaccién cuadrupolar.
3 4 1s®
|avy| = 4 ISCD| |P>(cos 8)|

Agui A es la constante de acoplamiento cuadrupolar y P,(cos8) = 0,5(3cos? 8 — 1) es el
polinomio de Legendre de segundo orden. Cuando 8 = 02, P,(cos @) es igual a 1 y si 8 = 902

P,(cos8) = —-0,5

Entonces, como el agregado se orienta con su eje director perpendicular a la direccién del

campo magnético, el angulo 6 promedio es 902, por lo tanto, el valor de Avg resulta ser:
3 i
|ave| =—24 |52

Con el valor de Avg es posible calcular directamente el valor del parametro de orden del
enlace, Sco con respecto al eje de simetria del agregado. Por lo tanto Ia obtencién de los
parametros de orden nos puede dar una medida de la dindmica re-orientacional de la

molécula con respecto al campo magnético.

Entonces, empleando la espectroscopia de 2H-RMN se puede obtener informacién acerca
de la distribucién, orientacién promedio y dindmica reorientacional de sustratos deuterados
disueltos en sistemas moleculares anisotrépicos, a través de los desdoblamientos

cuadrupolares y los tiempos de relajacién longitudinal T;. (Ahumada, 2007)
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4.4 Dindmica Molecular (DM)
4.4.1 Mecdnica Moleculary campo de fuerza

La DM es una simulacién mecano-clasica la cual nos permite modelar sistemas
constituidos por cientos de miles de dtomos. Esta se basa en la existencia de un campo

potencial, (Allen & Tildesley, 1989)

k; 2 k; 2 2
Ve = ) Sm-nol Y. R0 Y ke~ )
estiramientos angulos . impropios
v N N %:q
n — )2 _tHj
+ Z 5 (1 + cos(nw — ) +ZZ pre—
torsiones =1 j=i+1
N N o\ 12 g\ 6
2.2l ()]
i=1 j=i+1 ij iy

que gobierna todas las interacciones del sistema, tanto las enlazantes como las no enlazantes

(Figura 4-13)




Angulos Bihedricos
Impropics Propios
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Interacciones no-enlosontes

Electrostaticas van der Woals

Figura 4-13Tipos de interacciones contenidas en el campo de fuerza

"

En la DM se van generando consecutivas configuraciones del sistema en el tiempo. Estas
configuraciones se obtienen integrando la segunda ley de movimiento de Newton con
respecto al tiempo. El resultado de esta simulacién se denomina trayectoria, y contiene toda la
informacion del sistema. La trayectoria se obtiene a través de la resolucién de la ecuacién

diferencial presente en la segunda ley de Newton

Esta ecuacién describe el movimiento de una particula de masa m en el tiempo, a lo largo
del eje de coordenadas {ry) con una fuerza inicial F;, Como el sistema es conservativo la fuerza

es el gradiente negativo de la funcién potencial V{r¥).
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F;=-%WrY) = (_av+_av+kav)
L= T E TR e

Si se conocen las coordenadas y momentos iniciales del sistema, podemos calcular fuerzas
iniciales. Integrando dicha ecuacién diferencial dos veces con respecto al tiempo se calculan
nuevas posiciones y con esto se obtienen las nuevas fuerzas. Integrando nuevamente se
obtienen nuevas posiciones y asf sucesivamente se obtiene la trayectoria del sistema, (Hess &

David van der Spoel, 2010)

Y
g(t -+ df) o

T

v(t)d |

_ 5(t+dt) =

Figura 4-14 Algoritmo global para el cilculo de DM
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4.4.2 Andlisis de Resultados

4.4.2.1 Funcion de distribucion radial

La funcién de distribucion radial o funcién de correlacién de pares, gag(r) es el camino
mas usado para describir la estructura microscépica de un sistema, especialmente en el caso
de liquidos. Esta funcion permite calcular la probabilidad de encontrar una particula B, en el
entorno de una particula A, a una distanciar.

{pg (1))
<P3)

gasp =

Na Np

6(7'11 ~i]
g = (ps )NAZZ 4mr?

(pg(r)) corresponde a la densidad de particulas B a una distancia r alrededor de las
particulas Ay (pg)la densidad de particulas B promediadas sobre todas las esferas alrededor
de la particula A. Na corresponde al niimero de particulas A, 6(7},' —7) = 1 cuando ny=ry0
para todo el resto. En la practica GROMACS calcula gag dividiendo el sistema en capas esféricas
y grafica gas(r) en funcion de r. En la Figura 4-15 se observa un grafico representativo de la

funcién de distribucién radial.

Figura 4-15 Esferas de integracién. Funcién de distribucién radial
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4.4.2,2 Funcion de auto-correlacién rotacional

La funcién de auto correlacién, Hlamada también funcién memoria, permite expresar la
persistencia en el tiempo de una cierta propiedad, la cual es funcién del movimiento
Browniano de los componentes del sistema. Por lo tanto est4 funcién es independiente del
origen del tiempo. La funcién de auto-correlacién rotacional se calcula como el promedio del
producto punto del vector cuya dindmica re-orientacional se quiere calcular, a tiempo cero y a

distintos tiempos t:

GO ={fO)-flt+ 1))

El valor de la funcién de correlacién es 1 cuando T = 0 (100% correlacién) y 0 cuando T
tiende a infinito (total pérdida de correlacién). En la Figura 4-16 se observa el gréfico de la

funcion de auto-correlacién orientacional.

Normalizad correlation fungilons

X
0 5 10 ki bui
fime/ps

Figiira 4-16 Funcién de auto-correlacién rotacional

La rotacién de una molécula es influenciada por las moléculas vecinas. Si suponemos el

ajuste de la funcién de auto-correlacién a un decaimiento mono-exponencial obtenemos el
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tiempo de correlacién ¢ el cual es una medida de la movilidad y este se puede obtener

experimentalmente a través de RMN.

G(1) = exp (—L—?)
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5  Hipétesis

El modo de accién del 2,4-D deberia depender, entre otras variables, de la facilidad de
cruce del herbicida a través de la membrana y del efecto que éste tiene sobre los componentes de

la misma. La distribucién, orientacién promedio, dindmica e interacciones de 2,4-D con la

membrana, son variables importantes en el proceso de difusion pasiva,

6  Objetivos

6.1 Objetivo Principal

Caracterizar la distribucién, orientacién promedio y dindmica del acido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) disuelto en bicapas lipidicas

6.2 Objetivos Secundarios

» Sintetizar el dcido 2,4-diclorofenoxiacético tanto protonado (2,4-D-hs) como
deuterado {2,4-D-ds)

* Preparar los Cristales Liquidos Lidtropos Nematicos (CLLN) con el 2,4-D en estos .
sistemas

» Realizar las mediciones de ZH-RMN de estos sistemas, desdoblamientos
cuadrupolares y tiempos de relajacién longitudinal

. Caléular trayectorias de Dindmica Molecular (DM) de estos sistemas

* Interpretar y analizar los datos experimentales (*H-RMN) y tedricos (DM)
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7  Materiales y Métodos

7.1 Sintesis de 2,4-D-hz y 2,4-D-d3

La sintesis del 2,4-D-hz y 2,4-D-d; siguen caminos identicos, las cuales se inician con la
desprotonacién del fenol-hs (o fenol-ds) y del grupo carboxilico del 4cido 1-cloroacético con
una solucién saturada de hidroxido de sodio.‘ Acto seguido, ambos compuestos, el 1-
cloroacetato y el fenoxido, en proporcion 1:1, se reflujan por 45 minutos (para 2 gramos de
acido 1-clorodcetico y fenol), obteniendo el 4cido fenoxiacético (R.Q., A, & Mc. Ewen), el 4cido
es separado del fenol que no reacciéno, con eter etilico, a pH levemente bésico (pH = 8), en un

embudo de separacién.

OH o
") . D o b ; 1]
O NaOM —_— o OH
—---—.......__......,..
D 13 D D j/
D b 9
D D
——-———+
O D
D
o
TR oH: ‘MaOH .
{':‘......c:" B <k fc-].‘
\ 0 D

Figura 7-1 Esquema de Ia sintesis del 4cido fenoxiacético deuterado 2 partir de fenol-d; y Acido 1-cloreacético

Una vez obtenido del 4cido fenoxiacético deuterado se prosigue con la reaccién

reportada por Abruzzese {Abruzzese, 1992), de acuerdo a la Figura 7-2.
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Figura 7-2, Reaccién de Abruzzese en la sintesis del 2,4-D-d3 a partir del Acido fenoxiacético deuterado

Esta reaccién consiste en burbujear cloro gaseoso al 4cido fenoxidcetico en presencia de

acido acético (3 horas de burbujeo para 30g de 4cido fenoxiacético con 50g de acido acético),
B

una vez realizado el burbujeo con cloro, la mezcla se enfria con agitacién hasta llegar a 152C

donde ocurre la precipitacién el &cido 2,4-D. Finalmente el 2,4-D se extrae de la mezcla por
fikracion al vacio lavando el solido con pequefias cantidades de solucién de dcido acético y

agua.

Las muestras de CL se préﬁégéf'gn, en 2 etapas: la primera etapa consistié en preparar una
tinica muestra de CL que conte?; cloruro de tetradeciltrimetilamonio (TTAC)/ NaCl/Extracto
de poroto de soja (Phl)/decanol{DeOH)/HDO (0,1% D20 en H20), una vez finalizada la
preparacién del CL, constatando que la muestra no presente material no disuelto y
asegurandose que desvie la luz polarizada, se procede a la segunda etapa la cual consiste en
separar esta muestra en 3 tubos de ensayo equitativamente en masa (2g c/u), donde el primer
tubo contenfa un 10% en masa de SDS-dzs ¥ 4% en masa de 2,4-D-h; (Tabla 2-tubo 1), el

segundo tubo contenia solo un 10% en masa de SDS-dzs(Tabla 2-tubo 2) y finalmente el tercer

tubo contenia un 10% en masa de SDS-hzs v 4% en masa de 2,4-D-d; (Tabla 2-tubo 3)
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Tabla 2 Composicién de las muestras de CL

DeOH 01%D20  2,4-D-hy SDS-d>s  2,4-D- SDS-hzs

Tubo NaCl(g) Phi(g) TTAC(g) (pL) (mL) (g) (g) ds(g) _ (g)
1 01770 0,2092  0,4489 117 2 0,007 00173 - -
2 01770 02092  0,4489 117 2 - 0,0105 - -
3 01770 0,2092  0,4489 117 2 - - 0,042 0,102

7.3 Resonancia Magnética Nuclear

Las 3 muestras se dejaron estabilizar por 24 h. a 279C, donde posteriormente se
traspasaron a tubos de RMN de 5mm. Los espectros de RMN fueron tomados a 300K en un
espectrémetro Bruke Avance 400. Los espectros 2H-RMN fueron obtenidos sintonizando el
equipo a [a frecuencia de Larmor del deuterio (61,4 MHz). La secuencia de pulsos para medir
T1 de acuerdo al experimento T1R se encuentra en la,

Tabla 3 y el pulso de 90° medido para deuterio fue de 20us. Para asegurar la
reproducibilidad del sistema se realizé una segunda medicién con muestras distintas de

idénticas concentraciones en 2 equipes RMN Bruker Avance 400 {ver Apéndice 11.3).

Tabla 3 Secuencia valores de t utilizades en el experimento T1IR

Pulsol 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
n N o
m ;M oN o @Y o Soa =2 8 83
T@m e w2 2233288588888
o

46




7.4 Dindamica Molecular

Para el cdlculo de las dindmicas moleculares se construyeron 2 cajas idénticas, de
dimensiones X, ¥, Z nm, donde, solo una de ellas presenta la molécula huésped (2,4-D). El
nimero de especies presentes fue calculado a partir de las concentraciones experimentales
(Tabla 4). El extracto de poroto de soja es una mezcla de 75% de fosfolipidos y 25% de acidos

grasos; todos reportados por Sigma-Aldrich en forma de composicién porcentual en masa del

producto.
Tabla 4 Composicion de las cajas con especies para los cdlculos de DM

Celdal Celda?2
Nombre Abreviatura Nimero Nuamero
Agua , SOL 15255 15255
Catién sodio Na 425 425
Anién cloro Cl 636 636
Acido estedrico AES 1 1
Acido linoléico ALl 16 16
Acido linolénico ALN 2 2
Acido oléico AOL 3 3
Acido palmiftico APA 4 4
Decanol DOH 84 84
Dioleoilfosfatidilcolina DOP 20 20
Palmitoil-oleil-fosfatidiletanolamina POP 8 8
Anién dodecilsulfato SDS 9 9
Cation tetradeciltrimetilamonio TTA 220 220
Acido 2,4-diclorofenol (2,4-D) 24D 2 0

La topologia de las especies se obtuvieron a partir de diversas fuentes, pero todas
calculadas y construidas para el campo de fuerzas GROM0OS53a6 ya que se ha validado como
un buen campe de fuerzas para la simulacién de biomoléculas y membranas (Oostenbrink,
Soares, Vegt, & Gunsteren, 2005); los-4cido grasos (APA, AES, AOL, ALl y ALN) se modelaron

con el programa Avogadro (Hanwell, Curtis, Lonie, Vandermeersch, Zurek, & Hutchison, 2012)
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y posteriormente se obtuvieron las topologfas y las cargas con el programa Dundee
(Schiittelkopf & Aalten, 2004). Para la especie 2,4-D se siguié el mismo procedimiento, pero se
calcularon las cargas con el programa Gaussian03rev2 (Frisch, et al, 2004). A través de una
optimizacién de geometria ab-initio base 6-31G**(d,p) seguido por un cilculo para las cargas
de! tipo Merz-Kollman (MK), para el decanol y el catién tetradeciltrimetilamonio se utilizaron
topologias empleadas en investigaciones anteriores (Bahamonde, 2013). Para los fosfolipidos
dioleoilfosfatidilcolina y palmitoil-oleil-fosfatidiletanolamina se utilizaron topologias de la
base de datos ATB (Malde, et al,, 2011). Para el agua se utilizé el modelo SPC (Chaplin, 2013}
incorporado en el paquete de programas GROMACS v4.5.5 (Spoe), Lindahl, Hess, Groenhof,

Mark, & Berendsen, 2005), al igual que las especies Na* y Cl-.

Como sistema de partida en ambas cajas se construyé una bicapa con condiciones de
borde periddicas, utilizando una distribucién aleatoria de las especies en cada monocapa, y

posteriormente estas ordenadas en forma de bicapa (Figura 7-3),
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Figura 7-3 Distribucion aleatoria en forma de bicapa seleccionada para los sistemas con y sin molécula

huésped.

El calculo de trayectorias y analisis de estas fueron llevadas a cabo utilizando el paquete de
programas GROMACS v4.5.5 desarrollado por Berk Hess, David van der Spoel, Erik Lindahl y
col. El tiempo de duracién de las trayectorias fue de 50ns y el tiempo de integracién de las
simulaciones fue de 2fs (para mas detalles de los parametros de simulacién utilizados
consultar el Apéndice 11.1). Los cdlculos de DM se realizaron en un clister IBM iDataplex con
536 procesadores dedicados, llamado Levque, del Centro Nacional de Computacién de Alto
Rendimiento (NLHPC)/Centro de Modelamiento Matematico (CMM), Universidad de Chile.
Para el anélisis de la DM se utilizaron los programas de analisis incorporados en el paquete de

programas GROMACS v4.5.5.
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8  Resultados y Discusion

8.1 Sintesis de 2,4-D-hzy 2,4-D-d3

Una vez realizada la sintesis del 2,4-D-hs se procedié a tomarle un espectro infrarrojo {IR)

y compararlo con un espectro IR de la literatura (Figura 8-1)

O gt ! Jﬂ o iy
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Figura 8-1 Comparacién espectro IR obtenido (arriba) y de la literatura (abajo) para el dcido 2,4-diclorofensl,

la diferencia de escalas (horizontal) es productoe que el espectro superior posee una escala lineal, y el inferior posee

una escala logaritmica.

Como se puede apreciar las sefiales del espectro superior concuerdan perfectamente con las
sefiales del espectro de literatura (NIST) comprobando la obtencién de un producto de alta

pureza. Las diferencias apreciadas a simple vista son atribuibles a las diferentes escalas en el

eje de la frecuencia.
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Por el contrario cuando se sintetiza el 2,4-D-ds; deuterado en el anillo aromaético, la
comparacién de ambos espectros tiene ciertas dificultades (Figura 8-2), ya que se observa un
desplazamiento general de los peaks y una disminucién de la intensidad de estos atribuible a
2 factores, el primero es que la frecuencia de los modos vibracionales fundamentales para
deuterios, por ejemplo el estiramiento C-D, son iguales a (1/2)¥/2 la frecuencia
correspondiente para hidrogenos, produciéndose un corrimiento de las bandas; el segundo
factor es que al cambiar hidrégenos estables, como son los del anillo aromdtico por deuterios
se pierde la llamada resonancia de Fermi lo cual genera un estrechamiento de las bandas

ademas de una disminucion de las intensidades. (Billes, Endrédi, & Varady, 2001}

100w
._...,“ ,{}v,r,xﬂ %“% M& A
: ¥
B0 .
i |
40
24-D-by
20 H
4000 3800 Q600 3400 G200 000, 2800 2600 2400 Z20D. 2000 | B0 1600 1400 | 1200 . 1000 | B0 . G0
o - : ' Wavenumbers
100
{ 2404
i
13
.._EW_

| i

: , SR—— S—— e : : S— " . ,
4000 3500, 3600 00 3200 DU00  ZB00 2600 2400 2200 | 2000 1800 1650 | 140 1200 | 1e0 00 | 600
’ 3 v Wavonumbors

Figura 8-2 Comparacién 2,4-h; (arriba) y 2,4-d; (abajo)

Para corroborar la presencia de 3 deuterios en el anillo aromético y asf asegurarse que el

proceso de cloracién del anillo fue exitoso se tomé un espectro de deuterio del 2,4-D-ds
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dentro del agregado de CL (Figura 8-3). Ademas esto sirve para comprobar la incorporacion

de la molécula al CL.

Debido a que las sefiales de deuterio fueron débiles no se pudo realizar la integracién
directa de las sefiales del espectro, por lo que para obtener la razén de sefiales y asi
determinar el niimero relativo de deuterios presentes en el anillo aromatico se utilizé un
ajuste Lorentziano del espectro, omitiendo la sefial del Dz0, ya que no es de interés (Figura
8-3). Los resultados de la integracion y las razones entre sefiales se resumen en la Tabla 5. El
area bajo la curva para ambas sefiales (a la izquierda de la sefial de D,0 y a la derecha de la
sefial de D;0) dan la misma razén 1,5:1 (aproximadamente 2:1), resultado coherente con un

anillo aromatico con 3 atomos de deuterio.

P |
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Figura 8-3 Espectro del 2,4-D-d; (linea negra) y espectro ajustado a una lorentziana (linea roja), en el espectro del
2,4-D-d; se pueden distinguir 5 peaks, el peak central (tercer peak) mas grande corresponde a la sefial de deuterio
del D,0, las seiiales a la izquierda del peak del agua y a la derecha, son equivalentes ya que corresponden a las

sefiales de deuterio desdobladas cuadrupolarmente.
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Tabla § Integrales de los peak del 2,4-D-d;y su razén

Area bajola

Peak” Razdn
curva
1 47301,4323 T
2 318130259  L4868:1~15:1
3 385758143

4 572219785 1:1,4833~ 1:1,5

*de izquierda a derecha, omitiendo la sefial de DHO.

53




8.2 Espectroscopia RMN

Se midieron los desdoblamientos cuadrupolares de deuterio para el SDS-dzs en las
muestras sin huésped y con 2,4-D-h; (Figura 8-4), asi como también para la muestra con 2,4-

D-d3y SDS-hzs (Figura 8-3).

Figura 8-4 Espectros RMN de las muestras sin huesped (negro) y con huesped (azul), se puede observar que
existe un aumento de los desdoblamientos cuadrupolares cuando se agrega 2,4-D, el cual se hace mas importante

para las sefiales de deuterio de los primeros carbonos del SDS-d5

Se puede observar en la Figura 8-4 que existen siete sefiales de deuterio desdobladas y
una sefial muy intensa central, la cual pertenece al HDO. Los siete desdoblamientos mayores

estan asociados a los distintos carbonos de la molécula sonda.
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Figura 8-5 Numeracion utilizada para la molécula sonda, SDS

El peak maés préximo a la sefial del agua debe integrar para 3 4tomos de deuterio pues
corresponde al carbono 12 (ver Figura 8-5), las sefiales que siguen hacia el extremo del
espectro corresponden a los carbonos 11, 10, 9, 8 y 7 respectivamente, la tltima sefial, la mas
grande, integra para 12 4tomos de deuterio por tanto corresponde alos carbonos 1,2, 3, 4,5y

6.

Las sefiales de los deuterios de la molécula de 2,4-D-ds (Figura 8-3) muestran altos valores
de desdoblamientos cuadrupolares, revelando que la molécula huésped se encuentra presente

al interior del agregado y/o fuertemente asociada a éste,

Se midieron los desdoblamientos cuadrupolares de deuterio para cada sefial, provenientes
del SDS-dzs, los cuales corresponden a la distancia, en Hertz, de cada par de sefiales del
espectro, para la muestra con y sin huésped (ver Tabla 6), junto con su error respectivo. El
error estimado corresponde a la mitad de la distancia donde es incierta la posicién del
maximo del peak. De esta tabla es posible concluir que la incorporacién de 2,4-D induce una
disminucién en la movilidad general del sistema, excepto para el DHO, para el cual el

desdoblamiento cuadrupolar disminuye.
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Tabla 6Avg para las muestras sin y con huésped

Av Av

NeCarbono o ssped () 2T con huésped (Hz) *ETTOF

12 2805 > 2852 1

11 10633 8 10781 2 .

10 14601 10 14784 3

9 17689 13 18020 4

8 20423 14 20825 5

7 22192 16 22742 5

6 25030 18 25751 6

5 25030 18 25751 6

4 25030 18 25751 6

3 25030 18 25751 6

2 25030 18 25751 6

1 25030 18 25751 6
HDO 18 0,03 9 0,01

Al graficar la diferencia Avq entre las muestras con y sin huésped (Figura 8-6} se
encuentra que el mayor efecto al agregar 2,4-D, se localiza en los primeros carbonos de la*
sonda (SDS}, lo que sugiere que la regién que esta ocupando la molécula en el agregado es

preferentemente la region interna de la interfase.
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Figura 8-6 Diferencia entre los desdoblamientos cuadrupolares del sistema con huésped y el sistema sin

huésped (con huésped menos sin huésped).

También se midieron los desdoblamientos cuadrupolares para el HDO los cuales dieron
8,4+0,01 Hz para el sistema con molécula y 17,6:0,03 Hz para el sistema sin molécula, Esta
diferencia se puede atribuir a 3 causas: (1) la presencia del 2,4-D disminuye el niimero total
de moléculas de HDO en la interfase, desplazindolas a la fase acuosa isotrépica, (2) la
presencia de 2,4-D disminuye el grosor de la interfase, {poco probable considerando la baja
concentracién del herbicida), y (3) 2,4-D altera la dindmica del agua en la interfase,
disminuyendo el grado de alineamiento con el campo magnético. Las causas (1) y (3) parecen

o mas probable,

Por otra parte se midieron tiempos de relajacién longitudinal, T; para cada sefial de cada
muestra (con y sin huésped) (Tabla 7) a partir del conjunto de espectros obtenidos del

experimento T1IR (Figura 8-7)
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Figura 8-7 Set de espectros obtenidos a partir del experimento T1IR, se puede observar claramente el cambio

de intensidad de la seiial de HDO (peak central, el mas intenso)

Tabla 7. Valores de T, para las muestras con y sin huésped y el HDO

N2 Carbono Ti(ms)sin 2,4-D  *error Ti(ms)con2,4-D zerror

31 3 31 3
31 3 31
31 3 31
31 3 31
3
3

—

31 36
31 36
29 29 33 2466
39 44 32 61
74 19 65 12

84 13 83 5

116 6 109

324 3 300 9
HDO 334 7 389 28

O 0 Ny W
W W w W w

—
N o= O
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Cuando se grafican Figura 8-8 se observa que en ambos existe un incremento de Ty a
medida que nos alejamos de la cabeza polar del SDS hacia el extremo apolar, esta aumento de
movilidad se explica en términos de la disminucién de la restriccién rotacional que posee la

cadena alifatica del SDS a medida que se introduce en la regién hidrofébica del agregado.
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Figura 8-8 Grifico de las diferencias de T1 experimentales para los sistemas con menos sin huésped

De la Tabla 10 y 1a figura 7-8 se aprecia una disminucién en los T1 al incorporarse 2,4-D a
la bicapa. Considerando que, como se discute en la seccién 4.3.3, T1 es proporcional a la
movilidad, este resultado es consistente con un aumento en el grado de alineamiento de las

cadenas alifaticas al incorporar 2,4-D.
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8.3 Dindmica Molecular

Para validar los valores de propiedades no medibles calculadas a partir de las
simulaciones, se calcularon los desdoblamientos cuadrupolares para los sistemas con y sin
huésped a 300K, empleando una dindmica de 120ns de duraci6n (Figura 8-10) una vez
alcanzado el equilibrio. Los resultados obtenidos del calculo son graficados en la Figura 8-9,

junto a los valores medidos experimentalmente.
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Figura 8-9 Desdoblamientos cuadrupolares con y sin molécula tanto experimentales como tedricos

Considerando las importantes desviaciones observadas en la Figura 8-9 y con el
propésito de mejorar estos resultados, se aumenté gradualmente la temperatura durante
80ns hasta llegar a 338K, (0,475 °C/ns) lo cual mejoro notablemente el acuerdo entre los
desdoblamientos cuadrupolares calculados y los experimentales, sin embargo se destruye el

ordenamiento de bicapa del sistema formando un agregado que se muestra en la Figura 8-11.
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De ahora en adelante todos los calculos fueron realizados a partir de la dindmica de

80ns a 338K.

Figura 8-10 Estructura de bicapa después de 102ns de dindmica a 300K, imagen superior corresponde al

perfil de la bicapa, y la imagen inferior corresponde a una vista superior.
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Figura 8-11 Estructura formada después de continuar la simulacién por 80ns a 338K, la imagen superior
corresponde a una vista desde una diagonal de la caja y la imagen inferior corresponde a una vista superior la cual

hace notar la forma del agregado.

Los desdoblamientos cuadrupolares obtenidos de la nueva estructura se compararon con
los desdoblamientos cuadrupolares experimentales, como una medida de la correcta

descripcion del sistema.
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Figura 8-12 Grifico de desdoblamientos cuadrupolares teéricos (rojo) y experimentales (azul) para el sistema

sin huesped
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Figura 8-13 Grifico de desdoblamientos cuadrupolares tedricos (rojo) y experimentales (azul) para el sistema

con huésped

Como se observa en ambos graficos existe un notable mejoramiento de los datos

calculados respecto de sus homonimo a 300K. Ademas a esta temperatura (338K) se
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calcularon los Avq para el agua en los sistemas con y sin huesped los cuales dieron valores que
al compararlos con sus homonimos experimentales son coherentes en magnitud y diferencia

(ver Tabla 8).

Tabla 8 Comparacién Avg del HDO para los sistemas con y sin huésped experimentales y tedricos

Con 2,4-D | Sin 2,4-D

Tebrico 9,41 Hz 16,38 Hz
Experimental | 8,4 Hz 17,6 Hz

Las diferencias observables mas importantes en los Avg entre el sistema sin huésped y con
huésped (Figura 8-6) inician en el carbono 1 y terminan en el carbono 6, estds diferencias
pueden ser atribuida a que en dichos carbonos tiene la molécula de 2,4-D su ubicacién
promedio preferencial. Para corroborar esta suposicién, se graficé la distancia del centro de
masas del huésped respecto de cada grupo CD; de la molécula sonda y posteriormente se

realizé un histograma, para obtener la frecuencia de dichas distancias (Figura 8-14).
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Figura 8-14 Histograma de distancia entre los carbonos del SDS (1, 2, 3, etc.) y el centro de masa del 2,4-D.

Como se observa la distancias mas frecuentes corresponden a los carbonos 1 al 7,
demostrando claramente que 2,4-D se distribuye en la regién interior de la interfase,
desapareciendo gradualmente a medida que nos distanciamos de la cabeza polar del SDS. Este

resultado es coherente con los datos experimentales.

Tambien estas diferencias se debe a que la presencia del 2,4-D produce cambios en el
entorno del SDS, para comprobar esto, se calcularon funciones de distribucion radial entre el
centro de masa del SDS y el resto de las especies para los sistemas con (Figura 8-15) y sin

(Figura 8-16) huesped a 338K.
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Figura 8-15 Funcidn de distribucién radial del SDS vs el resto de las especies para el sistema con molécula.
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Figura 8-16 Funcion de distribucién radial del SDS vs. El resto de las especies para el sistema sin molécula.




Como se puede notar la presencia del 2,4-D si altera el entorno del SDS, se puede observar
que para el sistema con huesped el 4cido estearico (AES) y el 4cido linoleico (ALN) son las
unicas especies que superan un valor de 4 en la funcion de distribucion radial, por el contrario
para el sistema sin huesped las especies que superan un valor de 4 en la funcién de
distribucion radial son 3: los fosfolipidos (DOP y POP) y el 4cido oleico (AOL). Estos cambios
en el entorno del SDS pueden ser atribuibles a la presencia del 2,4-D como grupo polar que
altera la distribucion de especies y cargas propia del agregado sin huesped. Para observar

esto, se estudio el entorno del 2,4-D mediante el uso de funciones de distribucién radial.
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Figura 8-17 Funcién de distribucion radial del 2,4-D vs el resto de las especies.
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Como se observa en la Figura 8-17 el 2,4-D claramente altera el entorno eléctrico del
agregado al arrastrar hasta si un gran niimero de cationes sodio los que a su vez arrastran una

gran cantidad de aniones cloro.

Se calcularon tiempos de correlacion rotacional de los carbonos del SDS para obtener los
T teoricos y compararlos con los Ty experimentales, para comprobar si la dindmica rotacional
calculada es coherente con los resultados experimentales. Estos calculos se muestran en las

Figuras 7-18 y 7-19 para los sistemas sin y con molécula respectivamente.
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Figura 8-18 Grifico de los valores de T, tedricos vs los T, experimentales para el sistema sin molécula.
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Figura 8-19 Grifico de los valores de T, tedricos y experimentales para el sistema con huésped.

En ambos graficos el T; teorico para el carbono 12 no se considera producto que sus
valores calculados son 1,61s para el sistema sin molécula y 1,62s para el sistema con
molécula, valores que se diferencian de los medidos en 395% y 441% por sobre el valor
experimental. Este error puede ser atribuido a que el grupo CDs el cual corresponde al
extremo de la cadena del SDS, presenta una dinamica distinta del resto de los grupos CD;, lo

cual obliga a tener consideraciones de tipo traslacional para el calculo de Ti.

Ademas tambien se calcularon los T; del agua para los sistemas con y sin huesped. los

que se pueden observar en la Tabla 9
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Tabla 9 Comparacién T1 para HDO para los sistemas con y sin huésped, tedricos y experimentales

Con 2,4-D | Sin 2,4-D
teoricos | 4145ms | 4116ms
experimentales | 389ms 334ms

El excelente acuerdo entre teorfa y experimento nos permite decir que la simulacién esta

siendo un buen descriptor de la dinamica del agregado.

Para esclarecer la naturaleza de las diferencias de los Avg para el HDO se calculd el
numero total de puentes de hidrégeno que forma el agregado con 2,4-D con las moléculas de
Hz20 y ese valor se compara con el nimero de puentes de hidrégeno que realiza el agregado
sin 2,4-D, en un lapso de tiempo de 1000ps. Como resultado se obtuvo que el sistema con
huesped realiza un total de 374 puentes de hidrégeno, mientras que el sistema sin huesped
realiza un total de 395 puentes de hidrégeno. Considerando que el desdoblamiento del HDO
disminuye a la mitad al incorporar 2,4-D, este no parece ser el motivo de la diferencia

observada.

Para notar si [a molécula de 2,4-D penetra el agregado se grafico la cordenanda Z de las 2
moléculas de 2,4-D que incorporadas, una de ellas, a molécula 2,4-Di se inserto en la zona de
la interfase del sistema, mientras que la otra, Ia 2,4-Db se inserto en la zona acuosa (bulk)
proxima al agregado, ademas se gréficaron los centros de masas de la mitad superior e
inferior de la bicapa inicial (antes que se formara el agregado), se puede notar que la distancia
entre ambas mitades, a pesar de romperse la estructura de bicapa la distancia de ambos
centros de masas es constate a lo largo del eje Z. Como se puede notar en la Figura 7-17 las
moléculas de 2,4-D no cruzan el agregado, solamente saltan de un lugar a otro dentro de una
ubicacién preferencial Ia cual es en las proximidades a la interfase, siendo esta situacién

similar para ambas moléculas. Se puede notar que las moléculas saltan hacia extremos de la
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caja en el eje Z, esto es producto de las condiciones de borde periodicas, ya que al descender

una molécula mas alld de los limites de la caja, estad aparece en la parte superior de la misma.
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Figura 8-20 Grifico de la coordenada Z vs el tiempo de las moléculas de 2,4-Di (linea morada) y 2,4-Db (linea
azul). El 2,4-Di fue ubicado inicialmente en la region de la interface y el 2,4-Db fue ubicado inicialmente en la
region acuosa (2,4-Db). Las lineas gris y café corresponden a los centros de masas de la parte superior ¢ inferior

del agregado respectivamente.

Se calcularon las interacciones por puentes de hidrogeno que realiza la parte polar del 2,4-

D y la parte apolar con la parte acuosa (Figura 8-21) en un lapso de tiempo de 1000ps.
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Figura 8-21 2,4-D dividido en 2 partes, una apolar y otra polar

Como se puede apreciar en la Figura 8-22 que la parte apolar no genera interacciones por
puentes de hidrogeno en la fase acuosa en comparacién con la parte polar que genera en
promedio 3,7 puentes de hidrégeno en 1000ps. Esta evidencia explica la posicién preferencial
del 2,4-D en las inmediaciones de la interface sugiriendo que la orientacién del 2,4-D seria con
la parte apolar orientada hacia la fase acuosa y la parte apolar orientada hacia el interior

hidrofébico del agregado.
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Figura 8-22 Niimero de puentes de hidrégeno de la molécula de 2,4-D vs tiempo.
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Por otro lado se examiné la orientacién promedio de las moléculas de 2,4-D en el sistema
a través del tiempo, tomando los histogramas del dngulo que forman con un vector

seleccionado dentro de la molécula Figura 8-23 contra el eje Z como referencia.

o

Cl O CH

Cl

Figura 8-23 Vector seleccionadoe dentro de la molécula de 2,4-D.
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Figura 8-24 Histograma de angulos para la melécula de 2,4-D inicialmente ubicada en la interface ..
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Figura 8-25 Histograma de &ngulos para la molécula de 2,4-D inicialmente ubicada en la fase acuosa

Como se observa de las Figuras 7-24 y 7-25 la molécula de 2,4-Di posee una orientacion
preferencial entorno a los 302, y la molécula 2,4-Db posee un 4ngulo preferencial en torno a

las 140 pero otro menos definido en torno a los 302 respecto del eje Z del sistema.
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Figura 8-26 Corte transversal del agregado y Ia orientacion de las moléculas de 2,4-D representada por 2
vectores, la cabeza del vector (punta de la flecha) representa el lado polar de la molécula, mientras que el otro

extremo representa la parte apolar.

Esto significa que la parte polar de la molécula se encuentra orientada hacia el bulk,
mientras que la parte apolar (anillo aromatico) se encuentra orientada hacia la regién

hidrofébica, como se muestra en la Figura 7-26.
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Conclusiones

Los datos experimentales permiten concluir que el 2,4-D se incorpora al agregado.

(desdoblamientos en 2,4-D-d3).

La ubicacion preferencial del 2,4-D en el agregado es la interfase.

La orientacidn preferencial es con la parte polar hacia el solvente y la apolar hacia la

regidn hidrofébica (interior de la bicapa).

El 2,4-D NO cruza el agregado lo que hace suponer que su toxicidad podria no ser

consecuencia de su ingreso al interior de la célula.

La incorporacion del 24-D a la membrana aumenta los desdoblamientos
cuadrupolares lo que significa que aumenta la rigidizacion del sistema. (de acuerdo

con su modo de accién en vegetales)

La toxicidad del 2,4-D puede ser atribuida a que produce una disminucién de la

plasticidad mecanica de la membrana plasmdtica.
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11 Apéndice

11.1 Pardametros usados para la simulacion.

En Gromacs para iniciar la simulacién se debe definir todos los pardmetros los cuales
establecen las condiciones de simulacién que se desean, estos pardmetros se ingresan en un

archivo de extension .mdp el cual contiene toda esa informacién.

A continuacién se adjuntan la informacién contenida en los mdp utilizados, tanto para el

sistema con molécula como sin molécula.

; Run parameters

integrator = md ; leap-frog integrator

nsteps = 44750000 ; 0.002 * 44750000 = 89500 ps (89.5 ns)

dt = 0.002 ; 2 fs

;7 Output control

nstxout = 2000 ; save coordinates every 4 ps

nstvout = 2000 ; save velocities every 4 ps

snstxtcout = 1000 ¢ xtc compressed trajectory output every 2
ps

nstenergy = 2000 ;! save energies every 4 ps

nstlog = 2000 ; update log file every 4 ps

energygrps = TTA DOH DOP POP SDS ALI ALN AES AOQL APA 24D

; Bond parameters

continuation = yes ; Restarting after NPT
constraint_algorithm = lincs ; holonomic constraints

constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds)
censtrained

lincs _iter =1 i accuracy of LINCS

lincs order = 4 } also related to accuracy

7 Neighborsearching

ns_type = grid : search neighboring grid cels

nstlist = 5 ; 10 £s

rlist = 1.2 ; short-range neighborlist cutoff (in nm)
rcoulomb = 1,2 s short-range electrostatic cutoff (in nm)
rvdw =1.2 ;i short-range van der Waals cutoff (in nm)

; Electrostatics




coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range
electrostatics

pme_order = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing = 0.16 ; arid spacing for FET

; Temperature coupling is on

tecoupl = Nose-Hoover ; More accurate thermostat

te-grps = system ; three coupling groups - more
accurate

tau t = 0.5 ; time constant, in ps

ref t = 338 i reference temperature, one for each

group, in K
; Pressure coupling is on

pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcouplitype = semlisokropic ; uniform scaling of x-y box vectors,
independent =z

tau p = 2.0 ; time constant, in ps

ref p =1.0 1.0 ; reference pressure, x-y, 2z (in bar}
compressibility = 4.5e-5 4.5e-5 ; isothermal compressibility, bar~-1
; Periodic boundary conditions

pbc = XYz ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_vel = no ; Velocity generation is off

; SIMULATED ANNEALING
; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)

annealing = single

; Number of time points to use for specifying annealing in each group*
annealing npoints = 4

; List of times at the annealing points for each group

annealing time = 0 7500 47500 49500

: Temp. at each annealing point, for each group.

annealing temp = 300 330 330 338
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11.2Script ‘

Un script es un pequefio programa (respecto de lineas de codigo) el cual hace tareas
relativamente sencillas. En esta investigacién se crearon scripts para pesquisar la evolucion
de los desdoblamientos cuadrupolares a partir de los pardmetros de orden cuando se hacfan

cambios de temperatura, el cddigo de dicho script se adjunta a continuacion:

#!/bin/bash

while getopts "a:b:c:d:e:f:i:j::h" opt

do

case Sopt in

var=$0PTARG;; #nombre de su trr con molecula

vari=S0PTARG;; #nombre de su tpr con molecula

var2=$0PTRARG;; #nombre de su trr sin molecula

var3=30PTARG;; j#nombre de su tpr sin molecula

t1=50PTARG;; #tiempo inicial con molecula en ps

t2=50PTARG;; #tiempo final con molecula en ps

t1l s=SOPTARG;; #tiempo inicial sin molecula en ps

t2 s=30PTARG;; #tiempo final sin molecula en ps

echo -e "opciones:\n -a = trr con moleculal\n -b = tpr con molecculialn
-¢ = trxr sin molecula\n -d = tpr sin moleculaln -e = tiempo inicial
{ps)\n -f = tiempo final {(ps)\n -i = tiempo inicial sin molecula en ps\n
~j = tiempo final sin molecula en ps"

exit 1;;

esac

done

S L N o T o T o 1

#limpiar espacio de backups

rm *§

#g order con molecula

g_order -f $var -n SDS_Cl_sm.ndx -s $varl -od cam.xvyg -b $tl -e $t2
g_order -f $var -n SDS €2 sm.ndx -s $varl -od cal.xvg -b $tl -e $t2
g_crder -f $var -n SDS_C3_sm.ndx -s $varl -od cak.xvg -b $tl -e $t2

g _order -f $var -n SDS_C4 sm.ndx -s Svarl -od caj.xvg -b $tl -e $t2

g _order -f $var -n SDS_C5 sm.ndx -s $varl -od cal.xvg -b S$tl -e $t2
g_order -f $var -n SDS _C6 sm.ndx -s $varl -od cah.xvg -b $tl -e $t2

g _order -f $var -n SDS_C7 sm.ndx -s $varl -od cag.xvg ~b $tl -e $t2
g_order ~f $var -n SDS _CB sm.ndx -s $varl -od caf.xvg -b $tl -e $t2
g_order -f $var -n SDS_C9 sm.ndx -s $varl ~od cae.xvg =-b $tl -e $t2
g_order ~f $var -n SDS Cl0_sm.ndx -s $varl -od cad.xzvg -b 5tl -e $t2
g_order -f $var -n $DS _Cll_sm.ndx -s $varl -od cac.xvg -b Stl -e $t2
g_order -f $var -n SDS_Cl2 sm.ndx -s S$varl -od cab.xvyg -b $tl -e $t2
#g_order sin molecula

g _order -f $var2 -n SD5_Cl_sm.ndx -s $var3 -od caml.xvg -b $tl s -e $t2 s
g_order -f $var2 -n SDS_C2_sm.ndx -s $vaxr3 -od call.xvg -b $tl s -e $t2 s
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g order -f $var2 -n SDS_C3_sm.ndx —-s $var3 -od cakl.xvg -b $tl_s -e St2_s
g _order -f $var2 -n SDS_C4_sm.ndx -s $var3 -od cajl.xzvg -b $tl_s -e $t2_s
g:order -%£ $var2 -n SDS_C5_sm.ndx —-s $var3 -od cail.xvg ~-b $tl_s -e $t2_s
g order -£f $var2 -n SDS_C6_sm.ndx —-s $var3 -od cahl.xvg -b $tl_s -e $t2_s
g order —-f $var2 -n SDS_C7_sm.ndx -s $var3 -od cagl.xvg -b $tl_s -e $t2_s
g order -f $var2 -n SDS C8 sm.ndx -s $var3 -od cafl.xvg -b $tl s -e $t2_s
g order —-f $var2 -n SDS_C9 sm.ndx -s $var3 -od cael.xvg -b $tl_s -e $t2_s
g order ~f S$var2 -n SDS_C1l0_sm.ndx -s $var3 -od cadl.xvg -b $tl_s -e
$t2 s

g order -£ Svar2 -n SDS_Cll_sm.ndx -5 $var3 -od cacl.xvg -b $tl s -e

5t2 s

g_o;der -f $var2 -n SbS Cl2 sm.ndx -s $var3 -od cabl.xvg -b $tl_s -e
$t2_s

ftail con molecula

tail -1 cam.xvg > cam

tail -1 cal.xvg > cal
tail -1 cak.xvg > cak
tail -1 caj.xvg > caj
tail -1 cai.xvg > cal
tail -1 cah.xvg > cah
tail -1 cag.xvg > cag
tail -1 caf.xvg > caf
tail -1 cas.xvyg > cae
tail ~1 cad.xvg > cad
tail -1 cac.xvg > cac

tail -1 cab.xvg > cab
#tail sin molecula

tail -1 caml.xvg > caml
tail -1 call.xvg > call
tail -1 cakl.xvg > cakl
tail -1 cajl.xvg > cajl
tail -1 cail.xvg > cail
tail -1 cahl.xvg > cahl
tail -1 cagl.xvg > cagl
tail -1 cafl.xvg > cafl
tail -1 cael.xvg > cael
tail -1 cadl.xvg > cadl
tail -1 cacl.xvg > cacl
tail -1 cabl.xvg > cabl

fcat con molecula

cat cam cal cak caj cai cah cag caf cae cad cac cab > ordexr(

#cat sin molecula

cat caml call cakl cajl cail cahl cagl cafl cael cadl cacl cabl > order01l
#borrar temporales

rm ca*

#export LC_NUMERIC="en US.UTF-8"

fconvertir parametros en desdoblamientos con molecula
gawk '{print $2*-127500}' order0 >> orderl

ficonvertir parametros en desdoblamientos sin molecula
gawk '{print $2+%-127500}*' order0l >> orderil

#pegar todos los datos teoricos

paste -d " " ordertail orderl orderil >> order?
#pegar todos los datos, teoricos y experimentales

cat orderhead order2 >> orderparameter ${echo S$var) ${(date
+"3%d_%m_%y") .xvg h B
#borar temporales
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rm order(0 order(0l orderl ordexll order2z

acho "el nombre del archivo es: orderparameter "$(echo Svar)" "$(date
+"%d_%m_ %y")".xvg"

11.3 Reproducibilidad

Se midieron espectros RMN para los sistemas en los equipos RMN de Ia Universidad de
Santiago, USACH, tanto como de la Pontificia Universidad Catdlica, PUC, los cuales se
compararon para tener una nocion de la reproducibilidad del experimento en cuestién, los
cuales demuestran que el experimento es reproducible, Se utilizaron como datos los

desdoblamientos cuadrupolares.

Tabla 10 Datos de reproducibilidad del experimento,

Desviacion
N2 Carbono  PUC sin USACH_sin Estandar %diferencias PUC_con USACH.con  %diferericias
12 3048.013 2804451 1722243418 8.68% 2980.613 2851967 4.51%
11 11435.667 10632.089 568.215453 7.56% 11278.398 10781.234 4.61%
10 15599.537 14601.093 706.006523 6.84% 15446.013 14783.987 4.48%
9 18913.409 17687.829 B866.6159289 6.93% 18797.33 18020.054 431%
8 21714.287 20422.611 9133528587 6.32% 21624,419 20825.259 3.84%
7 23650.4 22191798 1031.387365 6.57% 23626.7 22742075 3.89%
6 25306.2 25030.261 195.1183381 1.10% 261152 25750973 1.41%
5 25306.2 25030.261 195.1183381 1.10% 26115.2 25750.973 1.41%
4 25306.2 25030.261 195.1183381 1.10% 26115.2 25750973 1.41%
3 25306.2 25030,261 195,1183381 1.10% 26115.2 25750973 1.41%
2 25306.2 25030.261 195.1183381 1.10% 26115.2 25750.973 1.41%
1 25306.2 25030.261 195.1183381 1.10% 26115.2 25750973 1.41%
Promedio 4,13% Promedio 2.84%
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