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Resumen

emos explorado, experimental y tedricamente, la distribucidn,
orfentacion promedio, interaccién y dindmica de 4,4-dimetil-
| 1,4,5,8,9,10-hexahidroantraceno-1,9,10-tricna (1), 9,10-dihidroxi-4,4-
dimetil-1,4,5,8-tetrahidroantracen-1-ona(ll) y 4,4-dimetil-1,4,9,10-

tetrahidroantraceno-1,9,10-triona (lil), selectivamente deuteradas, disueltas en

cristales liquidos nematicos lidtropos discoidales, hechos en base a decilsulfato de
cesio o dodecilsulfato de sodio y decanol (XDS/ DeOH/M2504/H0, X=Na,Cs, M=Na+,

Cs+,Li+). Estos sistemas fueron estudiados experimentalmente usando

espectroscopia de resonancia magnética nuclear de deuterio (2H-RMN), a través de
los tiempos de relajacién longitudinal (T4} y desdoblamientos cuadrupolares (Avq),

y tedricamente usando dindmica molecular (DM). A partir de estos resultados
encontramos que las moléculas se encuentran distribuidas en la regién interna de la
interfase, modificando la orientacidn de sus componentes con respecto al campo
magnético. La orientacion promedio y movilidad de las moléculas dentro de la
bicapa se ve fuertemente influenciada por los grupos funcionales presentes en su
estructura; es asf como /I alcanza facilmente el centro de la regidn hidrofébica a
través de la formacion de dimeros, a diferencia de /vy /il donde no se observa la

formacion de dimeros.

Ademas, estudiamos el efecto del contra-ion en un cristal liquido liotropo

nematico discoidal, formados por dodecilsulfato de sodio (3% SDS-d,5) vy decanol
(20% DeOH-d,), en solucion acuosa (0.1% D,0) con Na,50, o Li,SO,. A partir de este

estudio encontramos que el reemplazo de Na,50, por Li,SO, en la preparacion del

cristal liquido no modifica el tamafio de los agregados, si no que disminuye el
alineamiento de las cadenas alifaticas con el campo magnético. Finalmente
atribuimos las diferencias observadas a la diferencias en las distribuciones de litio y
sodio en el sistema. Efectivamente, litio se reparte esencialmente en el entorno del
sulfato organico en tanto que sodio se distribuye tanto en la interfase como en la

region acuosa.
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Abstract

e explored experimental and theoretically, distribution, average
}f orientation, interactions and dynamic of 4,4-dimethyl-
1,4,5,8,9,10-hexahydroanthracene-1,9,10-trione i, 9,10-
dihydroxy-4,4-dimethyl-1,4,5,8-tetrahydroanthracen-1-one(ll) vy  4,4-di methyl-

1,4,9,10-tetrahydroanthracene-1,9,10-trione (lll), selectively deuterated, dissolved
in discotic nematic lyotropic liquid crystals, made of cesium decylsulfate or sodium
dodecylsulphate and decanol (XDS / DeOH / M:S04/H;0, X=Cs, Na M = Na+, Cs+,Li+).
These systems were studied experimentally using deuterium nuclear magnetic
resonance spectroscopy (*H-NMR), through longitudinal relaxation times (T,) and
quadrupole splittings (AvQ) and theoretically using molecular dynamics (MD). We
found that the host molecules are distributed in the internal region of the
interface, modifying the orientation of their components with the magnetic field.
The average orientation and mobility of the molecules inside the bilayer is strongly
influenced by the functional groups they posses; it is observed that Il reaches the
bilayer center easily through a dimer formation, whereas / and /I do not show that

capability.

We also study counterion effects in a lyotropic discotic nematic liquid crystals
formed by sodium dodecyl sulphate (3% SDS-dzs) and decanol (20% DeOH-D,), in an
aqueous solution (0.1% D,0) with either Na,SOs or Li;SOs. It is observed that
substitution of Na,504 by Li;S04 do not modify the size of the aggregate, but
decreases the alignment of the aliphatic chains with the magnetic field. Finally, the
observed differences are attributed to the distribution of the ions in the interface.
Effectively, lithium is distributed only near the sulphate head group, whereas

sodium is distributed in the interface as well as the aqueous region.
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Introduccion

1 Introduccion

1 14 de marzo de 1888 el Dr. Friederich Reinitzer, Botanico de la

universidad de Praga, envio una carta de 16 paginas, escrita a mano,

al Profesor Otto Lehmann en la Universidad de Aachen, Alemania,
solicitando la confirmacion de algunas observaciones atipicas que habia encontrado
en el comportamiento fisico del benzoato de colesterilo. Reinitzer descubrio que el
benzoato de colesterilo tenia interesantes propiedades. Encontrd que al calentar la
sustancia a 145°C, esta fundia para formar un liquido lechoso, y a 179°C el liquido
repentinamente se tornaba totalmente transparente. Cuando la sustancia se
enfriaba, se observa el proceso inverso. Reinitzer concluyé su carta con una
disculpa por la molestia y expreso su mas sincero agradecimiento al Dr. Lehmann
por el trabajo tomado por la posible investigacion de las sustancias. Este trabajo

representa el primer informe de lo que hoy conocemos como un Cristal Liquido' .

En lugar de cursar directamente del estado solido al estado liquido, estos
sistemas pasan por una fase intermedia, llamada liquido-cristalino. Esta fase posee
algo de estructura de los solidos (ordenamiento espacial) y algo de la libertad de
movimiento que poseen los liquidos (fluidez), siendo a veces muy viscosos y con

propiedades intermedias entre ambas fases, Figura 1.1.

CRISTAL CRISTAL LiQuIDO LiQuipo

U

orden posicional
orden orientacional

orden orientacional

) ) Anisotropia :
Anisotropia Fluidez Fluidez

Figura 1.1: Diagrama de fase. En el cenfro tenemos un orden bidimensional (izquierda) y
un orden mono dimensional (derecha)
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Introduccién

Ademas estas especies son capaces de rotar el plano de la luz polarizada,
debido a su forma y ordenamiento preferencial en el espacio (anisotropia del
sistema). La IUPAC define el estado liquido cristalino como un estado mesomdrfico
(o mesofase) que posee un orden de largo alcance en lo que respecta a la
orientacion molecular y un orden parcial, o bien desorden, en lo referente a la
posicidn de las moléculas. Asi mismo define a un estado mesomérficc como un
estado de la materia en el cual el grado de orden molecular es intermedio entre el
perfectamente ordenado en tres dimensiones y de largo alcance en cuanto a la
orientacion y posicion que se encuentra en los sélidos cristalinos, y la ausencia de
un orden de largo alcance que se encuentra en los liquidos isdtropos, gases y solidos

amorfos?.

Dependiendo de la especie con que una mesofase es formada, los cristales
liquidos pueden ser clasificados como termétropos o litropos. Las mesofases
termotrdpicas estan formadas por moléculas que son geométricamente anisGtropas
y la fase formada es dependiente de la temperatura. Generalmente se consiguen
calentando ciertos sélidos a una temperatura caracteristica para cada sustancia.
Los cristales liquidos lidtropos son normalmente mesofases formadas por moléculas
anfifilicas o polimeros disueltos en un solvente, las que forman agregados
moleculares, por ejemplo cilindros o bicapas‘. Moléculas anfifilicas, como son los
fosfolipidos en sistemas bioldgicos, poseen una parte hidréfilica (que prefiere
asociarse con el agua) y otra hidréfobica (que tiende a ser excluida de ella). La
fuerza impulsora o energia, necesaria para provocar este ordenamiento, proviene
de interacciones del tipo hidréfobica-hidrofilica y la estructura de la mesofase
formada depende fuertemente de la naturaleza y concentracién de las moléculas,

la temperatura, el solvente y la presion®.

Dentro de los tipos de fase cristal liquido lidtropo, se encuentran los nematicos
discoidales® que pueden ser empleados como modelos de membranas bioldgicas, y

debido a la anisotropia que presenta, nos permite estudiar el comportamiento

dinamico de estos agregados asi como también de moléculas huéspedes disueltos en




Introduceion

ellos a través de resonancia magnética de deuterio (*H-RMN). Recientemente, los
cristales liquidos lidtropos en combinacion con un campo magnético, se han
empleado como medio en la sintesis de estructuras de nanotubos de carbono con
una orientacion preferencial, donde la orientacién es controlada por la capacidad

de orientacién de los cristales liquidos liétropos en un campo magnético’.

Como parte de la gama de moléculas con interés biolégico, como pestisidas®*,
antidepresivos' o anticancerigenos’, los compuestos antioxidantes siempre han
recibido una especial atencion debido al rol que tendrian en la proteccion de las
macromoléculas bioldgicas contra el dafio oxidativo. Algunos de estos compuestos,
como derivados del tocoferol, flavonoides o acidos fendlicos tiene en comiin ser
compuestos con grupos hidroxilos responsables de su actividad antioxidante.'
® También, derivados de quinonas e hidroguinonas, se encuentran dentro det
potencial grupo de moléculas anti o pro oxidantes. La reduccidn u oxidacidon de
estas moléculas por flavoproteinas para dar semiquinonas esta relacionada con la
capacidad de intervenir en procesos bioldgicos tales como citotoxicidad® y
actividad antitumoral™", Si bien, la importancia de estas moléculas esta en las
reacciones quimicas implicadas en la actividad biolégica, parte importante del
proceso para llegar a los objetivos finales es la interaccién, acumulacidn y/o cruce
de ta membrana celular®. El transporte a través de la membrana puede involucrar
variados procesos' en los cuales la acumulacion de substratos en la interfaz de la
membrana podria ser un factor importante para su insercién a la célula® o su
interaccion con los componentes de ella**. Por lo tanto, estudiar propiedades
fisicoquimicas de la membrana o modelos de ella y entender las interacciones de
los anfifilos que (a componen con estos substratos, podria aportar informacion
importante para la elucidacion de los mecanismos de accién de estas moléculas y

el desarrollo de nuevas drogas.
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En esta tesis se estudiaron un grupo de moléculas, derivadas de quinonas e
hidroquinonas, biolégicamente activas, disueltas en un modelo de membrana. Todas
de ellas han sido sintetizadas y estudiadas anteriormente por el grupo del profesor
Ramiro Araya de la Facultad de Quimica y Farmacias de ta universidad de Chile. Las
moléculas a estudiar fueron 4,4-dimetil-1,4,5,8,9,10-hexahidroantracene-1,9,10-
triona (1), 9,10-dihidroxi-4,4-dimetil-1,4,5,8-tetrahidroantracen-1-ona(/ly y 4,4-
dimetil-1,4,9,10-tetrahidroantracen-1,9,10-triona (/!l), Figura 1.2.

D O O DD OH O pp O G
5 I o b L
BOOENSSeNSSE
D 0 D D oH DD o

/ I il

Figura 1.2: 4,4-dimetil-1,4,5,8,9, 10-hexahidroantraceno-1,9, 10-triona ), 9,10-dihidroxi-4,4-
dimetil-1,4,5,8-tetrahidroantracen-l-ona(ll) vy 4,4-dimetil-1,4,9,1 O-tetrahidroantracene-1,9,10-
triona (11}
Antecedentes previos indican que I es permeable a la membrana plasmatica de
Botrytis cinérea, un hongo patogeno de especies vegetales, mostrando una alta
actividad fungicida. A pesar de su permeabilidad, muestra una baja actividad

antitumoral.,

Compuesto | ED,, (pa/mL)
] 114.3433.5
! 70.1+1.5
Tabla 1.1: Efecto de I'y Il en crecimiento micelar de B. cingrea in vitro,

Otros estudios muestran que /I presenta una pequefia actividad fungicida, pero
una interesante actividad antitumoral, inhibiendo la respiracidn mitocondrial en
células carcinogénicas de ratén tipo TA3 y su variante TA3-MTX-R, a pesar de la

similitud entre las estructuras /f y /7.

Compuesto IC50 (mM) TA3 IC50 (mM) TA3-MTX-R
! 0.3 0.34
i 0.080+0.01 0.070+0.01
i 0.22:+0.02 0.17+0.02

Figura 1.3: Inhibicion de la toma de oxigeno

1)
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El propédsito final es buscar propiedades moleculares que podrian ser
parcialmente responsables de las diferencias observadas en sus actividades

bioldgicas.




Cristales Liquidos

1.1 Cristales Liquidos

xisten a lo menos dos clases de estructuras formadas por los cristales

liquidos termotropos y liotropos, las fases nematica y esméctica®. La

fase nematica exhibe ordenamiento Unicamente en una direccion. La
direccion de la anisotropia es fija en el espacio cuando todas las moléculas adoptan
una orientacion similar. El centro de masa de las moléculas aun es capaz de
moverse libremente en el espacio. En la fase nematica quiral, cominmente
conocida como fase colestérica, la direccion de la anisotropia (el vector de
anisotropia) rota a través del espacio generando una hélice, como resultado de los
centros quirales dentro de las moléculas constituyentes. La fase esmeéctica tiene
dos grados de orden; no solamente las moléculas adoptan una orientacion
promedio, sino que también ellas mismas se ordenan en capas. El movimiento de los
componentes practicamente se restringe a los planos de estas capas. Este
incremento en el orden, comparado con la fase nematica, exhibe un

comportamiento mas parecido al de un solido (Figura 1.1.1).

W
-

(. =

Figura 1.1.1: De izquierda a derecha: Fase nematica. Fase colestérica. Vision idealizada de la
trayectoria helicoidal que siguen las capas en la fase colestérica. Fase esméctica.

Como ya lo hemos mencionado en la introduccion, los cristales liquidos liotropos
se forman al disolver ciertas cantidades de moléculas anfifilicas (y a veces sales) en
agua, que dependiendo de su estructura y propiedades pueden generan diversos
tipos de agregados moleculares, con estrecha dependencia de la temperatura,
presion, y las concentraciones relativas de los diferentes componentes de la

mezcla. Estos agregados moleculares constituyen la unidad basica de los cristales
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liquidos liotropos.

El efecto hidrofobico juega el papel mas importante en estos sistemas?. Debido
a esto, especies anfifilicas, forman agregados moleculares, los cuales exponen la
parte polar de su estructura ante el agua, y agrupan la estructura apolar de tal
forma que no interactua con el agua. Esto conlleva a que a distintas
concentraciones de las especies anfifilicas, se logren distintos tipos de agregados
moleculares. La primera estructura en formarse, es la micelar esférica. Esta se
logra sobre la concentracion micelar critica (CMC), que es la minima concentracion

a la cual las especies anfifilicas pueden ensamblarse o agruparse, Figura 1.1.2.

\ =,

Figura 1.1.2: Izquierda: anfifilos bajo CMC. Derecha: micelas esféricas sobre la CMC,
las ecabezas polares (rojo) se encuentran en contacto con el agua e iones y las cadenas
hidrofobicas se encuentran hacia el inferior del agregado.

Debido a que la forma de estos agregados es en promedio esférica, estas
constituyen una solucion micelar isotropica. Al aumentar la concentracion de
especies, los agregados formados comienzan a tener un orden tridimensional,
creando una solucion, generalmente anisotropica y viscosa. Se hace posible formar
agregados cilindricos empaquetados de forma hexagonal separados por agua
intersticial. A diferentes concentraciones (por lo general mayores concentraciones)

se establecen estructuras lamelares, las que se aproximan a bicapas lipidicas de

sistemas biologicos.
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Figura L3 Izquierda:
estructura de la fase hexagonal,
formada por empagquetamiento
de micelas cilindricas; cada
cilindro esta separado del ofro
por agua intersticial. Derecha:
estructura de la fase lamelar.,
formada por bicapas  cuasi-
infinitas; al igual que en la fase
hexagonal, cada bicapas esta
separadas por agua intersticial.

En general, en estos tipos de agregados podemos distinguir tres regiones. La
primera es la region hidrofobica perteneciente a las cadenas hidrocarbonada de los
anfifilos, donde no se encuentran moléculas de agua. La segunda parte corresponde
a la region de la interfase, en donde la parte polar de los anfifilos esta en contacto
con las moléculas de agua, iones y otras moléculas que puedan estar en el sistema,
produciéndose fuertes interacciones electroestaticas. La ultima region esta formada
por las moléculas de agua, iones, en la que podriamos llamar, la parte isotropica del

sistema, (lamada region acuosa, Figura 1.1.4

Figura 1.1.4: Regiones en un sistema de bicapa
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1.2 Resonancia magnética nuclear

oda particula subatémica posee propiedades intrinsecas, como la

masa o la carga eléctrica. Al igual que el electrén, nicleos con

numero cuantico de spin distinto de cero, poseen un rotacidn
intrinseca. Estos nilcleos posee momento angular (distinto de cero), que viene dado
por [a resultante de los momentos angulares de espin de protones y neutrones que
constituyen el nticleo. La magnitud del momento angular de espin esta dada por la

expresion®:

I=[1{1+1)]"* 5 (1)

Donde 1 corresponde a la magnitud del momento angular total, / corresponde al
namero cuantico de espin nuclear y h corresponde a la constante de Planck dividida
por 2m. La proyeccion del momento angular sobre el eje z, I, viene dada por el

numero cuantico magnético, my.
L=m# ®)

Debido a que el nicleo es una particula cargada, el momento angular del espin
nuclear da a lugar al momento magnético nuclear (al igual que el electron)
representado por el simbolo p. Para diferenciar el estado de espin nuclear del
estado de espin electronico, adoptaremos la convencidn de anotar los estados de
espin nuclear con el nimero cuantico magnético de espin nuclear mi, que
caracteriza la componentes z de 1. Como la componente de un vector no puede ser
mayor, a lo sumo igual, a la magnitud del vector, m; puede tomar valores que van
desde -l hasta +l, incrementando en una unidad de momento angular. Asi por
ejemplo, para el protén I=1/2 y m; puede adoptar (nicamente los valores +% o
-Ya{ya que el protdn posee carga opuesta al electron, el estado de baja energia,
para el nucleo, sera con m=+% lo que indica que esta alineado con el campo
magnético), Figural.2.1. Esto da cuenta de las dos posibles orientaciones del

momento magnético del proton, cuando es sometido a un campo magnético
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externo, Bo, a lo largo del eje de aplicacion o cuantizacion, por convencion eje z.
En el caso del deuterio, con I=1, existen 3 posibles orientaciones (estados) del espin
nuclear (m= -1, 0,1) frente a un campo magnético externc. En general, el nimero
total de estados posibles para el espin nuclear, dados por el nimero cuantico

magnético m, es conocido como multiplicidad y es determinado nicamente por I:

Multiplicidad=21+1 3)

Cada uno de estos estados tiene su propio numero cuantico magnético, my en el
rango de  my = -, - +1,..., I-1, | (listado en orden decreciente de energia e

incremento de estabilidad para el caso del espin nuclear).

m=+1/2 my=-1/2
Baja energia  Alta energia

Figural.2.1:Dosposibles orientaciones del momento
magnético (1), de un protén girando en torno a un
campo magnético externo Bo.

Zeeman encontro que solo algunos isdtopos poseian estados miultiples de espin
nuclear, bajo la influencia de un campo magnético externo. Esto es debido a que
solo los is6topos con un ndmero impar de protones y/o un nlimero impar de
neutrones poseen un nimero cuéntico de espin nuclear distinto de cero, ya que el
espin de un protén solo puede ser cancelado con el espin de otro protén, pero no
por el espin de un neutrén, y viceversa?. Por lo tanto, nicleos con espin nuclear
cero no poseen momento magnético nuclear y no pueden ser detectados por
espectroscopia RMN.

El momento magnético de un nicleo es directamente proporcional a su
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momento angular y la constante de proporcionalidad es conocida como la razon
magnetogirica y, que es caracteristica para cada niicleo y corresponde al cociente

entre el momento magnético y el momento angular, ecuacién (4). y describe cuanto
la energia del estado de espin de un nicleo dado varia con cambios en el campo

magnetico externo. El momento magnético cuantico y su componente z son:

i=yai
- 4
7=y, @

Como hemos mencionado anteriormente, un niicleo con espin nuclear | adopta
2141 orientaciones no degeneradas (del espin y por lo tanto del momento
magnético) en presencia de un campo magnético aplicado (eje z). La energia de
interaccion mecano-clasica entre el momento magnético nuclear y el campo

magnético externo aplicado es:

E=—i-B=u||B|cos0 ®)

6 corresponde al angulo formado entre los vectores de momento magnético y
campo magnético aplicado. Si el campo magnético es aplicado en el eje z, la

ecuacion (5) se transforma en:

E:—HZBOZ (6)

La expresion mecano-cuantica para la energia de los estados de espin, Ej, es

directamente proporcional al valor de m;y a la fuerza del campo magnético Bo:

E,=—myBy# (7

A esta separacion de estados por efecto de un campo magnético es llamado
efecto Zeeman nuclear. En ausencia de campo magnético externo, los estados de

espin se encuentran degenerados.
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Figura 1.2.2: Efecto Zeeman nuclear. Izquierda: un micleo con I=%. Derecha: un nicleo con
I=1, Las flechas al lado de cada estado de espin indica la orientacién del momento nuclear
magnético en un campo magnético.

Debido al principio de incertidumbre de Heisenberg, el momento magnético no
se alinea precisamente paralelo o antiparalelo al campo magnético, mas bien, este
se ve forzado a tener un cierto angulo con el vector de campo magnético,
describiendo un movimiento rotatorio en torno a la direccién del campo Bo (ejez) a
una frecuencia fija. Este movimiento es similar al de un trompo al girar, cuando su
eje de rotacion no es vertical. Este movimiento es conocido con el nombre de
precesion. El momento magnético de un nicleo dado, solo precesard a una
frecuencia angular determinada, y es llamada la frecuencia de Larmor, o, gue es

funcion de y v Bo:

B
AE=hv=h120
27

vzﬂ (8)
ln
w=yB,

Los electrones también poseen momento angular de espin y por lo tanto
momento magnético. Por esta razdn los electrones apantatlan o desapantallan al
nicleo, influyendo en su interaccién con el campo magnético externo. Este
fendmeno puede ser tomado en cuenta definiendo el campo magnético efectivo que

actua sobre el nlcleo como:
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B.yr=Bo—B=By(1~0) ©)
Donde B es el campo magnético generado por los electrones proporcional al

campo magnético aplicado, v G es la constante de proporcionalidad conocida como

constante de apantallamiento,

La frecuencia angular de Larmor () en unidades de radianes por segundo,
puede ser transformada en frecuencia lineal, v (reciproco de segundos o Hertz),

dividiendo por 2x:

_yBy(1-0)
V= —

(10)

Figura 1.2.3: Efecto Zeeman. Izquierda: ilustracion de la ovientacion al azar del
momento magnético nuclear en ausencia de un campo magnético externo. Centro
¥ Derecha: precesién del momento magnético nuclear en torno al campo
magnético externo.

Importante es notar que la frecuencia de precesion es independiente de mj, por
lo que todas las orientaciones de espin de un nicles dado precesaran a la misma
frecuencia en un campo magnético fijo. Ademas, segtin el signo de y, positivo o
negativo, la direccién de precesidn del espin nuclear es en el sentido o contra el

sentido de los punteros del reloj (convencién).

Cuando una particula absorbe energia, la de un fotén, la energia asociada con la
radiacion electromagnética modifica las poblaciones de los estados de las
particulas. En equilibrio térmico, ambos niveles (cuando I=12) estan similarmente
poblados, con un pequefio exceso de niicleos en el estado de menor energia (m=+%

o a)®. En el caso del protén, existen dos estados de espin, [a> (+14) y |B> (-14). La
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energia absorbida por el protén causa una transicion del estado de espin con menor
energia al de mayor energia, Figura 1.2.4. En equilibrio, la poblacion de nfcleos se
distribuye en los distintos estados de espin segln la ley de distribucion de
Boltzmann. Este exceso de poblacién en estado a, es el origen del vector de
magnetizacion macroscopico (resultante de la suma vectorial de todos los
momentos magnéticos individuales), M., cuya orientacin esta sobre el mismo eje z
del campo magnético aplicado, por lo que no posee componentes en el plano x,y. Si
ahora, apticamos un pulso de radiofrecuencia o radiacién electromagnética, en la
practica un campo magnético By, perpendicular a By, circularmente polarizado en el
plano xy, oscilando exactamente a la misma frecuencia de los momentos
magnéticos nucleares del sistema, provocard que estos se sitllen en fase (se
enfoquen) y que M; salga del eje z para formar un angulo ¢ (esto es causado por el
desequilibrio de las poblaciones de los estados de espin producido por B.). El angulo
es determinado por la energia y duracién de By. Esto provoca la presencia de

componentes en el plano x,y provenientes de M;, Figura 1.2.4.

Figura 1.2.4: Precesién de un grupo de espin con I=Y alrededor de un campo
magnélico externo. Mz es la suma de todos los vectores individuales de momento
magnético. Izquierda: instante antes de la exposicion a B, Centro: orientacion del
campo magnético B, Derecha: durante la exposicion con B,.

El retorno al equilibrio por parte de los espines nucleares, luego de suspender
B1, esta gobernado por una recuperacién exponencial (ecuacién (11) )caracterizado
por el valor de T4, que determina el tiempo que tarda M en retornar a su posicion
de equilibrio después de haber aplicado el pulso de radiofrecuencia (B1). Este

proceso es denominado relajacion longitudinal y la evolucién de las poblaciones se
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ajusta a la siguiente expresion?:

P,—P, T
9 L—als (11)
Peq—PO

Peq es la poblacion en equilibric de un estado dado, por ejemplo m=+%. P; es la

poblacién del estado a un tiempo ¢t. Py es referida a a poblacién en el tiempo 0, por

tano Peg es la poblacion a f=<°,

Despues que la irradiacién se suspende y Br desaparece, no solo las poblaciones
de m=+% y m=-% regresan a la distribucidén de Boltzmann en equilibrio térmico,
ademas, los momentos nucleares individuales comienzan a perder su coherencia de
fase y retornan de una forma al azar alrededor del eje z. Este dltimo proceso es
[lamado relajacién transversal y causa el decaimiento o desfase de Myy hasta su

valor de equilibrio, 0.

Es importante mencionar algunos mecanismos de relajacion del grupo de
ntcleos magnéticos luego del pulso de radiofrecuencia. Los mecanismos de
relajacion pueden causar dos tipos de efectos; el primero es causado por
transiciones entre estados de espin que implican transferencia de energia entre el
sistema de espines y su entorno (“la red”) y el segundo es causa de modificaciones
de las diferencias de energia entre los estados que afectan a las frecuencias de
precesion, pero no implican cambios en las poblaciones y por tanto no suponen una
transferencia neta de energia entre el sistema de espines y su entorno. Estas

contribuciones se denominan adiabéticas (Figura 1.2.5).
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Previamente espin B

—
Previomente espin

Figura 1.2.5: Un espin a (1) intercambia espontdneamente energia con un espin f8 (]). De esta
Jorma, el espin a es convertido a un espin de alta energia [} y viceversa, sin cambio neto de
energia. Repeticiones de este proceso con otros pares de espin, tendréin el efecto de aleatorizar la
coherencia de fuse, Hevando a cero la componente x,y (Mx,y) de Mz,

Si imaginamos un campo magnético fluctuante arbitrario en la posicién det
nicleo de interés, las fluctuaciones perpendiculares al campo magnético externo
son las responsables de las transiciones entre estados, mientras que las
fluctuaciones paralelas a dicho campo son las que proporcionan la contribucién

adiabatica.

las contribuciones adiabaticas dan lugar a la pérdida de coherencia dentro de
un conjunto de espines y conduce a la relajacién transversal pero no contribuye a
restituir la distribucién de Boltzmann. La pérdida de coherencia entre los espines
también puede ser causada por transiciones esporadicas entre estados. Asi como un
pulso de radiofrecuencia sobre una muestra en equilibric “sincroniza” el inicio de la
precesion de todos los espines afectados, las transiciones esporadicas causadas por
relajacién “interrumpen” la precesidn de forma aleatoria para los distintos espines
de la muestra y dan lugar a la pérdida de coherencia de fase. En general,
tendremos siempre que la velocidad de relajacidn transversal sera siempre mayor o

igual que la de la relajacién longitudinal.

El origen de las interacciones fluctuantes puede encontrarse en el movimiento

global de (a molécula en la que se encuentre un determinado espin o en cambios en
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su entorno local causados por movimientos internos producto de la agitacién
térmica de las moléculas en torno al niicleo. Como resultado de estos movimientos
se generan pequefios campos magnéticos que perturban la interaccién entre los
nucleos magnéticos y Bo. En otras palabras estos movimientos generan fluctuaciones
locales del campo magnético experimentado en el nlcles con componentes
perpendiculares a Bp oscilando a la frecuencia de Larmor, induciendo el proceso de

relajacion, después de haber aplicado B1.

Estos movimientos son principalmente rotacionales, los que producen las
fluctuaciones que relajan a los nicleos. Esta distribucion de frecuencias que
contiene componentes que oscilan a la frecuencia de Larmor (produciendo

relajacién), es denominada densidad espectral.

Para sistemas rigidos, las fluctuaciones que dan lugar a relajacién provienen
esencialmente de la reorientacion de la molécula respecto al campo magnético
externo. Contribuiran a la relajacion aquellas interacciones que posean una
dependencia angular. Para nlicleos con espin ¥ los mecanismos de relajacién mas
importantes son la interaccién dipolo-dipolo y la anisotropia de apantallamiento

quimico.

El acoplamiento dipolar ocurre entre dos dipolos magnéticos a través del
espacio. Como los nicleos alrededor del niicleo en estudio, estan en constante
movimiento (rotacion y traslacion), los campos magnéticos locales debido a los
momentos magnéticos, también oscilaran a cierta frecuencia. Cuando la frecuencia
de estos movimientos es comparable a la frecuencia de precesién de los niicleos en
estudio, ellos pueden intercambiar energia sin cambio neto (Figura 1.2.5). Pero si
estos nucleos no son idénticos, habra un cambio neto de energia que acompaiie el
intercambio. Es decir, o se entregard energia a los niicleos del sistema (si el nicleo
en cuestion pasa a un estado de baja energia) o se absorbera energia de los nicleos
del sistema (si el ndcleo en cuestion pasa de un estado de baja energia a uno de
alta energia)®. Este intercambio continlla a una razén gobernada por T hasta que

el equilibrio es restablecido. El mecanismo dipolo-dipolo anterior para la relajacion
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del espin con su entorno depende de las interacciones de los nlicleos en estudio con
el campo magnético Br de los nlcleos del sistema con momento magnético pi. La
magnitud de B; esta dada por la ecuacidn:

u,(3cos’0—1)

= S (12)

Donde 6 es el angulo formado entre eje del campo magnético externc B vy el
vector r que conecta a los dos niicleos. Esta ecuacion da cuenta que la relajacion
nuclear se incrementa mientras mayor sea p; y mientras mas cercanos estén los
dipolos magnéticos (los nlcleos con I=%4), ya sea en la misma molécula

(intramolecular o con su entorno, intermolecular).

Como hemos mencionado anteriormente, los campos electromagnéticos
generados por los movimientos de rotacién y traslacidn de los nicleos y electrones
del sistema, son importantes a la hora de producir relajacién. Estos no pueden ser
muy rdpidos ni muy lentos. Es comln expresar la frecuencia de este tipo de
movimientos en términos del Uamado tiempo de correlacién .. Si la frecuencia
angular rotacional es o (en radianes por segundo) el tiempo de correlacién
rotacional serd 1/, el tiempo requerido para una molécula (o parte de una
molécula) rotar en 1 radian. Similarmente, el tiempo de correlacidn rotacional
puede ser igualado al tiempo requerido para que una molécula se mueva a una
distancia igual a un diametro molecular. En ambos casos 7. es una medida del
promedio del tiempo que pueden permanecer dos dipolos magnéticos en una
apropiada orientacion para que puedan interactuar. T1 es una funcion de 7. de la

siguiente forma (suponiendo que la correlacién rotacional es exponencial):

T

1+(2mv, 1)

1
?1"0‘ (13)

Dande voes la frecuencia de Larmor del nicleo en estudio (por ejemplo 'H). Esta
ecuacion nos dice que si el movimiento molecular es demasiado rapido (cuando

1>>(2nvotc)?), 1/T1 es proporcional a 7.. Es decir, cuando el tiempo de correlacién
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aumenta (movimiento molecular lento), el tiempo de relajacion disminuye (el ritmo
de la relajacion se incrementa). Reciprocamente, para movimiento molecular lento
(cuando 1 << (2% vp Tc)?), T1 es directamente proporcional a .. El minimo de Ty y

donde se alcanza la mayor eficiencia en la relajacidn es cuando = (27 vo)™.

La liberacién de energia por parte de los niicleos en relajacidn se manifiesta
como un voltaje que decae a cero en el tiempo. Este decaimiento se conoce como
“free induction decay” (FID), o decaimiento inducido libre; decaimiento hacia el
equilibrio, inducido genera un voltaje en la bobina, libre de la influencia de la
radiofrecuencia. Este observable es una sefial generada por la magnetizacién de los
espines de los nlcleos que se encuentran fuera del equilibrio precesando alrededor
del campo magnético Bs. Como vimos, esta magnetizacion es generada por By. Las
componentes X,y del vector de magnetizacidon macroscdpica inducen un voltaje en
una bobina que rodea a la muestra. Este voltaje en funcién del tiempo es
digitalizado y el analisis de las frecuencias se realiza a través de la transformada de
Fourier. Este procedimiento matematico consiste en transformar una funcion f(x) al
espacio inverso de la variable original. Como tiempo y frecuencia son variables
inversas, la transformada de Fourier de la FID genera el espectro de frecuencias de
RMN.

El método para medir T1 es conocido como “inversion-recovery sequence”
(secuencia de inversion-recuperacién) y radica en una serie de pulsos de
radiofrecuencia dados por la bobina que genera el campo magnético B1. Esta misma
bobina recibe la corriente generada por el decaimiento al valor cero, de las

componentes Xy de la magnetizacién macroscopica.

Consiste en aplicar un primer pulso lo bastante largo, que rote el vector de
magnetizacién microscopica, desde la posicién de equilibrio en el eje z en 180°, al
eje -z, 5i el pulso es perfecto M, serd exactamente -M; y no habré componentes en
el plano xy y por lo tanto no se recibira sefal en la bobina emisora/receptora. No
podemos ver de forma directa el efecto del pulso de 180° 0 . Una vez que cesa el

pulso de 180°, la magnetizacion -M. vuelve al equilibrio, +Mz, sin generar
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componentes en el plano xy. Si queremos monitorear la relajacion de la
magnetizacion, debemos causar una componente en el plano xy. Esto se consigue
mediante un segundo pulso de 90° (o =/2), que rotara la magnetizacién desde
cualquiera de los ejes, z 0 -z, al plano xy, produciendo la sefal. Fl pulso de 180° y

90° estan separados por una variable de tiempo t, sobre la cual tenemos control.
La secuencia puede ser escrita como:
180 - t - 90° - adquisicion de sefal (FID)

S5t esperamos un tiempo del orden de 5 veces Ty entre = y n/2, el sistema
retornara al equilibrio cuando el pulso de #/2 es aplicado. La intensidad de la
senal, lp, deberia ser la misma como si el pulso de 180° no hubiese sido aplicado. Si
esperamos un tiempo mas corto Ti, M; posiblemente estara a lo large de -z antes
del segundo pulso, y la sefal detectada por la bobina receptora, aparecera
invertida en el espectro. El experimento es repetido varias veces, cada uno con
distinto tiempo t entre cada pulso. La exponencial de recuperacién de M; tiene la
forma®:

A=Ay (2—e™) (14)

Figura 1.2.6: Izguierda: serie de
espectros oblenidos para el caleulo de T1,
Cada pick representa una secuencia de
pulso. Derecha: grifica de los mdximos
de cada pick de la serie de espectros.
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1.2.1 Interaccién Cuadrupolar

os nlcleos que poseen nimero cuantico de espin nuclear mayor o igual

a 1, poseen momento cuadrupolar eléctrico. Este es un parametro que

’ describe la forma del elipsoide de distribucion de la carga nuclear. Un
momento cuadrupolar Q, distinto de cero, indica que la distribucién de carga no es
esféricamente simétrica. Por convencidn, el valor de Q es positivo si el elipsoide es

posee forma de prolato y negativo si tiene forma de oblato®.

Q>0 Q<0
Prolato Gblato

Figura 1,2.7: Representacion de I distribucion
de carga nuclear

Un cuadrupolo eléctrico interacta con una gradiente de campo eléctrico,
debido a la distribucién de cargas que lo rodean. Para el deuterio {I=1), en un
enlace C-D del tipo sigma, la gradiente de campo eléctrico esta provista por los
electrones del enlace formado entre el deuterio y un atomo, por ejemplo el
carbono. La gradiente es practicamente colineal con el enlace & entre los dos
dtomos. La interaccién cuadrupolar depende del promedio de un angulo 8 formado

por la gradiente de campo eléctrico y el campo magnético By, z por convencion.
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A Figura 1.2.8: Un cuadrupolo

B 0 eléctrico  inferaciia con una

gradiente de campo eléctrico. Para

el deuterio (I=1), la gradiente es

=4 provista por los electrones del
enlace carbono-deuterio

~Ejedeireracidn
9 D cuackupolar

N

En un medio anisotrépico, las transiciones entre m=1y m=0y entre m=0y m;=1

no son energéticamente iguales lo cual se manifiesta en el espectro como la

aparicion de dos sefiales. La separacién entre estas dos sefiales se conoce como

desdoblamiento cuadrupolar Avy. El desdoblamiento de la sefial es debido a que la

energia total depende de dos factores (a) la interaccidén Zeeman (E)) y (b) la

energia de interaccion cuadrupolar:
ET'=—m,y%B, (15)

Ry (3cos’0—1)(m?—a/3)
g j
Eqm)= ) (16)

En un medio isotropico, las moléculas poseen libre rotacién por lo que el angulo

B esta presente, con igual probabilidad, en todas direcciones por lo que el valor
<3cos? 8 - 1> es igual a cero y la energia depende solo del termino E, por lo que

aparece solo una sefal en el espectro. Si la molécula esta en un medio

anisotropico, la energia E ho promedia a cero. Si evaluamos la diferencia entre los

niveles energéticos para m= -1, 0, 1 tenemos entre +1 yO0

ET=E,+E,=—y1B,(0)+K((0)—2/3)=—2/3K (17)

Entre my =0 y my =+1
AE=yhB,~K (18)
AE=yhBy+K (19)
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Donde K es igual a:

:th(3cosze—1)

20
45 G0

K

Lo que conlleva a un desdoblamiento de la sefal que se conoce como

desdoblamiento cuadrupolar.

é Solucién Isotrépica  Solucién Anisotrdpica
< drost — 1 =i < Beos? 1 >34 D)
™ gl :
M ="1 RE——_ E
. :
¥ i
mi =0 _""'”"‘*mm .
w""““-s-....v_.
2 .i.
AN ] AR
v ¥
i =+1 T
ARy =By + I
&El = x"lEg = ’}'&Bﬁ- ﬁE}; = ’}’RB@ -

Sefal en &l Espactro

It | o
Figura 1.2.9: Esquema del desdoblamiento de la seiial de RMN de un
nicleo cuadrupolar, por ejemplo 2H en un medio anisotrépico.
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1.3 Simulaciones computacionales

L desarrollo de los computadores, a partir de la década de los afios 50

ha permitido aplicar la computacién a la resolucién de problemas

" cientificos muy complejos. El objetivo de la simulacion computacional
empleando dinamica molecular es resolver numéricamente las ecuaciones
involucradas en modelos tedricos relacicnados con la problematica en estudio. En el
ambito de la fisica, las simulaciones computacionales, fueron usadas en sus inicios
por Metropolis y col.” para tratar sistemas de muchos cuerpos. En el caso de la
quimica, la simutacion computacional nos permite modelar sistemas moleculares
pequefios ocupando modelos tedricos complejos basados en la aplicacion de la
mecanica cuantica, y por otra parte, también es posible modelar sistemas
moleculares complejos conformados por miles de atomos, usando modelos tedricos
mas simples, basados en las leyes de la mecanica cldsica. Ademas se han
desarrollado metodologias que permiten emplear una mezcla de ambas
formulaciones. La simulacion computacional se ha constituido en una herramienta
de calculo esencial, tanto para experimentalistas como para tedricos. Mediante un
buen modelo computacional no sélo se pueden reproducir experimentos de
laboratorio, sino que ademas, gracias a que se pueden variar libremente los
parametros usados, permite probar (o falsear) modelos tedricos existentes en
rangos de parametros imposibles de alcanzar experimentalmente por ahora,
resolviendo asi conflictos entre explicacién tedrica y observacién. Un papel
fundamental tambien lo juega hoy dia la visualizacién de los resultados obtenidos.
No solo se obtienen datos numéricos que pueden ser contrastados con los

experimentos, sino también una imagen grafica del proceso en cuestién,

Asi, se han logrado estudiar sistemas altamente complejos, como es el caso de

estudios de estructura de proteinas en disolucién y su interaccién con bicapas

lipidicas®, asi como también, estudios de sistemas liquido-cristalinos®'.
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1.3.1 Mecanica Molecular

a mecanica molecular utiliza las leyes de la fisica clasica para predecir

estructuras y propiedades moleculares. Este método esta caracterizado

por:

1. Un campo de fuerza (FF) particular, compuesto por un conjunto de
ecuaciones que define como varia la energia potencial con la posicién de los

atomos en el espacio.

2. Una serie de atomos tipo que definen las caracteristicas de un elemento en
.un contexto quimico especifico. Por ejemplo, el atomo de carbono en un
carbonilo es tratado de diferente forma al atomo de carbono enlazado a tres
hidrégenos. Por tanto, el tipo de atomo depende de su hibridacion, carga y

naturaleza de los atomos a los que se encuentra enlazado.

3. Un conjunto de pardmetros que ajustan las ecuaciones y tipos de atomos a
clertos datos experimentales. Estos parametros estin definidos como
constantes de fuerza, las cuales dan los valores utilizados en las ecuaciones
que retacionan las caracteristicas atémicas con las componentes de energia y

la data estructural como longitudes y angulos de enlace.

El campo de fuerza gobierna tanto las interacciones enlazantes {como
estiramientos de enlace, angulos de enlace y angulos de torsidn) como las no
enlazantes (interacciones electrostaticas y de van der Waals) de los. dtomos
constituyentes del sistema. La mecanica molecular ignora la existencia de los
electrones pero esta optimizada en el célculo basado en la forma de la funcion
potencial de los enlaces quimicos y en las distintas interacciones de pares no
enlazantes. Es decir, los efectos electrénicos se encuentran implicitos en los
campos de fuerza. La energia del sistema se calcula en funcién solo de la posicion
nuclear de los dtomos. Esto hace que sea muy eficiente computacionalmente, al
solo contemplar el termino de energia potencial, y pueda ser utilizada para hacer

calculos en moléculas muy grandes, pero no da ninguna informacion del detalle de
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la distribucidn electronica del sistema, ni de propiedades que dependan del

movimiento molecular al no contemplar el termino de energia cinética del sistema.

La Mecdnica Molecular se basan en un modelo simple que describe todas las
interacciones dentro del sistema, a través de una funcion potencial. La funcién que
se usa para describir la energia potencial del sistema tiene la siguiente forma:

k k
V(r)={ > (SHr-rf)+ 2 (GHe~6f))
Enlaces 2 Angulos 2
Vv
> (k(g=eMD+ Y (—Zﬂ(1+cos(nw-y))z) @1
Impropios Torsiones
N N N N 12 6
q9,9 Ty Ojs
+ — ) 4e [(—H) (=4
(§f§1(4ﬂﬁorfj)) (;‘:;1 EU[("U) (r:‘f”)

v(rM corresponde a la energia potencial del sistema en funcidn de las

posiciones (r) de las N particulas. Un esquema presentado por las siguientes figuras
muestra cada una de las interacciones del potencial V(r').

El primer término de la ecuacion representa la interaccién entre pares de
atomos enlazados. Esta interaccion, una por cada enlace, esta modelada por una
funcidn potencial arménica cuya variable es la longitud de enlace, ry, con respecto
a la posicidn

de equilibrio, R —

)
r.w.
1 150

V, mole™)
2
=3
T

o
=]
T

P 0w

Figura 1.3,1: Extension del enlace vs. Energia Potencial.

El segundo término corresponde a la variacién de los angulos entre tres atomos
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con respecto a la posicion de equilibrio (8,°). Se considera la suma de las energias

potenciales para la deformacion de cada angulo de enlace en la molécula.

&0

'y
=

v, (ki mole™)
2

Figura 1.3.2: Vibracién angular entre tres dtomos contiguos v la representacicn
de su potencial,

El tercer término describe las variaciones en los angulos dihédricos impropios o

deformaciones fuera del plano, presentes en los dtomos con hibridacién sp? de la
molécula, a través de un potencial arménico. Mantienen grupos de atomos con
hibridacion sp?, como anillos aromaticos y otros, en el plano. También se utiliza en

la descripcion de moléculas quirales, para prevenir que cambien a su imagen
especular.

F A S

Figura 1.3.3: Principio de dngulo diddrico impropio (o torsion fuera del plano). Iquierda:
torsicn fuera del plano para un anillo, Centro: substituyentes, por ejemplo, para un anillo.
Derecha: filera del plano para un tetraedro. El dngulo impropio &i se define como el dngulo
enire los planos (i,j,k) y (k1) en todos lo casos.

El cuarto término corresponde a los dngulos diédricos propios, con la definicion
usual para un angulo de torsién y representados por potenciales periddicos dados
por series de Fourier. Esto es la suma sobre todos los pares de atomos alrededor del

enlace i-j en una secuencia de cuatro atomos i-j-k-l. Por ejemplo, para el etano
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H,C-CH,, cada hidrégeno en el carbono tiene de la izquierda tiene una relacion 1-4

con cada uno de los hidrégenos en el carbono de la derecha. El parametro n, en la
funcion que describe las torciones, presente en la ecuacion (21), determina la
periodicidad. Por ejemplo, n=1 describe una rotacién que es peridédica en 360°,
cuando n=2 la periodicidad es en 180°, y asi sucesivamente. V,, determina el tamano
de la barrera rotacional alrededor del entace i-j y depende del tipo de los &tomos. v

determina el angulo de minimo energia.

) . L ‘ 1 N 1 .
] E] 180 A
L]

Figura 1.3.4: diédrico propio (en forma trans) y la representacion de su
potencial.

El quinto y sexto término corresponde a las interacciones no enlazantes del tipo
electrostdtica y van der Waals, respectivamente, para cada par de atomos no
enlazados presente en el sistema. El término electroestatico se toma como suma de
las interacciones electroestaticas que involucran todos los pares de atomos excepto
los pares con relaciones de un enlace entre dos atomos adyacentes y dos enlaces

entre dtomos que forman un angulo. Este potencial se calcula usando la expresion

de la energia de interaccidn electroestatica (couldmbica) donde g, es la constante

dieléctrica del medio y rij €s la distancia entre los atomos. El término de van der

Waals es la suma de la atraccién debida a la fuerzas de dispersién de London y de

repulsion de Pauli. Los campos de fuerza calculan el potencial de van der Waals

utilizando el potencial de Lennard-Jones 12-6, donde 0;; es el parametro de colision
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(la separacion para la cual la energia es cero), £ el minimo de potencial. El
término de repulsion es proporcional a rij” y el término atractivo es proporcional a

rijé 233 Las interacciones de van der Waals y electroestaticas entre atomos con una

relacidn 1-2 y 1-3 se consideran incluidas en forma implicitamente en los

parametros de estiramiento y angulos (deformacion).

La mecanica molecular nos permite calcular propiedades fisicas microscopicas
como por ejempto (a estructura espacial de una molécula en un medio minimizando
la energia de un sistema. Sin embargo para obtener propiedades dindmicas, como
por ejemplo viscosidad de liquidos, procesos de difusién en membranas o tiempos
de relajacion, es necesario introducir la variable tiempo. La Dindmica Molecular es
capaz de proveer informacion acerca de propiedades dinamicas de los sistemas

moleculares.

1.3.2 Dinamica Molecular

inamica Molecular (DM), a diferencia de la mecanica molecular, es una

técnica de simulacién dependiente explicitamente del tiempo, al

contemplar no solo la energia potencia, si no que ademas la energia
cinética del sistema, en la que se permite que atomos y moléculas interactlen y
modifiquen sus posiciones por un cierto periodo de tiempo. En general, los sistemas
moleculares son complejos y consisten de un gran niimero de particulas, por lo
cual, en la practica, serfa imposible encontrar sus propiedades de forma analitica.
Para evitar este problema, utiliza métodos numéricos. Representa un punto
intermedio entre los experimentos y la teoria, y puede ser entendida como un

experimento en la computadora.

En DM, las configuraciones sucesivas del sistema son generadas por la
integracién de las leyes del movimiento de newton. El resultado es una trayectoria
que especifica como las posiciones y las velocidades de una particula en el sistema

varian con el tiempo. Recordando las leyes de Newton, tenemos que:
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1. Un cuerpo sigue avanzando en linea recta a velocidad constante a menos

que una fuerza actué sobre este
2. Fuerza es igual al cambio en el momento lineal con respecto al tiempo
3. Para toda accion hay una reaccidn igual y opuesta

El método de Dinamica Molecular resuelve la ecuacidn de movimiento de
Newton (segunda ley de Newton) para un sistema de N atomos interactuantes,
obteniendo de esta forma la trayectoria o configuraciones sucesivas del sistema en

el tiempo:

a'r,
mi:a?’zFi i=1...N (22)

Esta ecuacion describe el movimiento en el tiempo de una particula de masa m,
a lo largo del eje de coordenadas (r;) con una fuerza inicial F, .Como el sistema es
conservativo la fuerza puede ser expresada como el gradiente negativoe de la

funcidén potencial V(r), con respecto a la posicion:

.0V .0V , 0V
F=-VVirj=— k
==VV(r) (Iax+Jay+ az) 23)

Sabiendo las coordenadas y velocidades iniciales de las particulas del sistema,
se calculan las fuerzas experimentadas por cada particula en el sistema, y
resolviendo la ecuacion diferencial de segundo orden de la segunda ley de Newton
con respecto al tiempo, obtenemos nuevas posiciones y con ellas nuevas fuerzas y
luego, nuevas posiciones y fuerzas, y asi sucesivamente. Este conjunto de datos de
coordenadas en el tiempo es llamado trayectoria. Con esta informacion podemos

calcular, para el sistema, propiedades tanto en equilibrio como dependientes del
tiempo.
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1.3.3 Trayectoria

¢ a trayectoria contiene toda la informacién del sistema. Para realizar la

integracion numérica y asi generar las trayectorias, el paquete de

& programas GROMACS ocupa el algoritmo de Leap-Frog*. Este usa las
posiciones r a tiempo t y, debido a que la integracidn es numérica, para calcular la

aceleracién, primero calcula las velocidades v a tiempo #-At/2. Este ultimo paso

actualiza las posiciones y velocidades usando F; determinado por las posiciones a

tiempo t:
Vo ae =V +f@At (24)
(t+57) (=57 m
r(t+At):r(t)+v(“ATt)A t 25)
Se calcula primero V(:+_‘§2_‘) a partir de las velocidades V(t“%) y la

aceleracion a tiempo t. Las posiciones I'tteae) SON deducidas a partir de las

velocidades simplemente calculado junto con las posiciones a un tiempo r(t). La
velocidad a tiempo ¢t se puede calcular como:

1
=—|Vv
V{r) 2[ (r_ﬂ;t)—*'v(“éit)] (26)

Tﬂ T T1 I Tz |
Figura 1.3.5; Esquema del Método de integracion de Leap-Frog. Caleulo de

{
V(t At) y r(t-i-At) en un desfase de tiempo igual a '-‘:2—

43




Simulaciones computacionales

1.3.4 Condiciones de borde periddico

{ mayor obstacule de una simulacidn es la gran fraccién de moléculas

que se encuentran en los bordes o superficies del sistema. Dado que el

sistema a simular, en una DM, esta encerrado en una caja
tridimensional, la razén entre el numero de moléculas en los bordes de la cajay en
el seno de la solucién es mucho mayor que en la situacidn experimental.
Coloquemos como ejemplo un vaso precipitado de agua donde la razén entre el
ndmero de moléculas que interactdan con las paredes (o bordes) del vaso es mucho
menos que en el interior. De esta forma la contribucién a la energia de las fuerzas
que las moléculas experimentan con la pared del vaso se vuelven despreciables, no
asi en un calculo de dindmica molecular. El problema del efecto de la superficie
puede ser superado implementando condiciones de borde periddico (CBP). La caja
clbica es replicada a través del espacio, en las tres dimensiones. En el transcurso
de la simulacion, una molécula que se mueve en la caja original, tendra una imagen
periddica que se mueve en la misma direccidn en las cajas vecinas virtuales. Asi,
una molécula que se mueve fuera de la caja original del sistema, una de sus
imagenes entrara a través del lado opuesto de la cara de la caja. No hay paredes en
la caja central bajo CBP, y por lo tanto ho existen moléculas en superficie. La Figura
1.3.6 muestra un esquema de CBP. Una molécula de SDS con sus imagenes
periddicas; si esta se mueve a través del borde, sus imagenes también se mueven a
través de sus correspondientes bordes. Por lo tanto, la densidad de la caja central
se mantiene constante,
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Figura 1.3.6: Representacion tridimensional de CBP Moléculas pueden
entrar y dejar cada caja a través de cada borde. La densidad de la caja
central no cambia.

1.3.5 Analisis de Resultados

ROMACS trae implementado una serie de programas con los cuales
podemos extraer informacion de la trayectoria obtenida empleando
dinamica molecular. A continuacion explicaremos en breve algunas de
las herramientas mas usadas para explicar fenomenos de distribucion de las

moléculas en el sistema y asociaciones debidas a afinidad electroestatica.
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1.3.5.1 Densidad de Masa

El paquete de programas GROMACS nos permite calcular la densidad de masa de
cada especie a lo largo del eje z de la caja, con lo cual podemos tener la
distribucion de las moléculas en el sistema y ver como se agrupan entre ellas. El eje
z es el eje normal a la bicapa. La caja del sistema se divide en secciones
perpendiculares al eje z y se calcula la densidad de masa de las moléculas del

sistema, en cada una de estas capas.

Densidad(kg/m?)
~ L : I >

(um) eled ey 9p z alg

” ‘-3; ;
o 'Tﬂ" il
[ ]
. A - | 77‘
| i.""‘i‘ Jﬁ%j«.% ' e
v ,‘;g Y L |

Figura 1.3.7: Izquierda: Representacion grafica del mimero de cortes en la caja de simulacion en el calculo de
densidad de masa en GROMACS. La moléculas de agua estan representadas por dos esferas blancas (hidrogeno) y
una roja (Oxigeno). Derecha: perfil de densidad de masa para Agua (H>0), Dodecilsulfato de Sodio (SDS) y Decanol

(DeOH)

1.3.5.2 Densidad de carga

Ademas de poder realizar el calculo de la densidad de masa, GROMACS nos
permite calcular la densidad de carga en el sistema. Este calculo es muy parecido al
perfil de densidades de masa. También se divide la caja en capas perpendiculares al

eje normal de la bicapa y se suman la carga total de todos los atomos de los grupos,
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por cada corte y se grafica un promedio en el tiempo de las cargas en funcion de las

posicion del centro de masa de cada uno de los grupos a lo largo del eje Z.

-

3,0- 50~
— 2,5 4
" 2,01 +
g 1,51 Cs
S 1,0
= 0,54
g.n 0,04
o 0,54
o -1,0
E -1,54
o -2,04 '
2 -2,51
é -3,0 ‘

’3,5 T T T T T L T =

-1 01 2 3 4 5 6 7 B8

Eje Z de la caja (nm)

Figura 1.3.8: Ejemplo de cdlculo de densidad de carga en GROMACS.

7.3.5.3 Funcion de distribucion radial (rdf)

La funcion de distribucion mas importante en la teoria del estado liquido es la

funcion de distribucién de pares, g'°(F*,®”), que representa la probabilidad de

encontrar dos particulas cualquiera en dos puntos especificos cualquiera en el

espacio con dos orientaciones especificas cualquiera. Para un fluido homogeneo

3 P ’ 5 2)(=2 =2 z A
isotrépico, tal como los liquidos moleculares, g%/ (F?, ©?) se vuelve invariante a la

eleccion de la posicion y orientacion de la primera molécula y es suficiente
. . . . 2)(=2 =2 -2

expresar la funcion de distribucion de a pares como g[ J[r12 @) donde ryes el
=7 . -2 . .l

vector de separacion entre las moléculas 1y 2,y w" representa la orientacion de la

" =2 =2 o . .
segunda molecula. Es de entender que I';; y w" expresan la posicion y orientacion
de la segunda molécula respecto a la de la primera.

Para liquidos atomicos con interacciones que implican simetrias esféricas, la

47




Simulaciones computacionales

funcion de distribucion de pares no contendra una dependencia angular y por lo

tanto la estructura en el sistema (a nivel de pares) esta completamente dada por la

funcion de distribucion radial, g(r), donde r=|?| es simplemente la magnitud de

la separacion entre los dos atomos.

En general, en una simulacion computacional, el calculo de esta funcion entre
dos particulas A y B, donde A puedes estar rodeada de particulas B (y otras
particulas), comienza dividiendo un intervalo radial entre r=0 (donde esta el atomo

central) yr=r,, (donder=r_, por lo general es la mitad de la caja) en N,

max
intervalos de tamano Ar, Figura 1.3.9. Luego para cada intervalo, se calcula la
funcion de distribucion radial. La funcion de distribucion radial corrige la densidad

macroscopica para describir la densidad local. Esta relacion esta descrita por:

g, <pB{r}>
AP <pﬂ>local

Donde (pg)) es la densidad de la particula B a una distancia r al rededor de

(27)

la particula Ay (Pg)wca €S la densidad de la particula B promediada en todas las

esferas al rededor de la particula A con radio maximo rmax.

Figura 1.3.9: Calculo de la funcion de distribucion radial
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1.4 Calculo de energia libre en dinamica molecular

¥ a diferencia de energia libre entre dos estados A y B se puede obtener

facilmente a partir de una simulacion mediante el calculo de la
" distribucion de probabilidad a o largo de la coordenada de reaccion de

union de estos estados:

Py

AG=G,~G,=k,;Tln P,

(28)
donde P, y Ps son las probabilidades de encontrar el sistema en el estado A y B
respectivamente. Estas probabilidades son directamente proporcionales al tiempo
que el sistema gasta en cada estado durante una simulacién. Sin embargo, si los dos
estados estan separados por una gran barrera, es probable que una simulacién de
partida en el estado A muestre sdlo el espacio de configuracién en torno al estado
A. Como no habra un muestreo representativo de estado B, Ps se vera seriamente
subestimada. Cuando se utiliza {a técnica Umbrella Sampling® un potencial de sesgo
fijo se afiade al Hamiltoniano del sistema para conectar los estados A y B. De esta
forma el sistema puede muestrear todo el espacio de configuracidn, El potencial de
sesgo puede ser restado de la energia libre resultante para obtener la energia libre
no restringida. A pesar de que es posible construir el potencial de umbrella
sampling de tal manera que ambos estados pueden ser muestreados en una Unica
simulacion, en las aplicaciones practicas por lo general es mas eficiente dividir la
ruta en mdltiples ventanas o simulaciones de muestreo. Cada ventana posee un
potencial de umbrella sampling en torno a un valor especifico de la coordenada de
reaccion £(r) donde en cada una de estas ventanas se genera un histograma de
configuraciones. Hecho esto, la probabilidad P como funcién de la coordenada de
reaccion y la energfa libre F; para cada simulacion es calculado usando el método

WHAM siguiendo las siguientes ecuaciones:
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Calculo de energia tibre en dinamica molecular

P(X):N; = F"_U:“ (X)) (29)
""'N_e( kaT
=
Vg ulx)
Fi=—k,Tln (ZP(x)e *7 ) 30)

2

1
Usesg,i(x):i k(

) )
Donde Nyms es el numero total de‘simulaciones, N: da el numero total de conteo
en la simulacion i, y n; es el numero de repeticiones que caen en la regidn centrada
en g en la simulacidn i. ks es la contante de Boltzmann y T es la temperatura.
Usess,i(x) es el potencial de sesgo aplicado. P(x) y F; son resueltos de forma iterativa
hasta alcanzar una convergencia satisfactoria. Por ultimo, el calculo de la energia
libre asociada a una coordenada de reaccion (como es el eje z de la caja de
simulacién) conocida como el potencial de fuerza media, se calcula mediante la

siguiente ecuacidn:

W(x)=AG(x)=—k;Tln P(x) (32)
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Hipétesis

2 Hipotesis

a actividad bioldgica de las moléculas que seran estudiadas en este

trabajo, dependeria, entre otras variables, de la distribucion,

7' orientacion promedio, interacciones, dinamica y capacidad de cruce de
las moléculas a través de la membrana celular. Diferencias en la estructura de la
molécula huésped modificaria las propiedades antes mencionadas y en
consecuencia, afectaria la actividad bioldgica.

3 Objetivos
3.1 Objetivos Generales

1. Relacionar propiedades fisicoquimicas moleculares con la actividad bioldgica

en un modeto de membrana.

2, Validar el uso de estos modelos de bicapas en el estudio del reparto de

moléculas bioldgicamente activas entre el agua y el interior de la membrana.

3.2 Objetivos Especificos

1. Sintesis de las moléculas deuteradas a ser disueltas en los miméticos de

membrana.

2. Preparacién de los cl, medicidn de T, y desdoblamientos cuadrupolares

provenientes del agua deuterada, decanol deuterads en C1 y 5DS-dzs, en muestras

sin huésped y con la molécula huésped.

3. Montaje y calculo de trayectorias mediante dindmica molecular, empleando

el ensamble (N,P,T) para los sistemas estudiados experimentalmente.

4. Calculo de propiedades medidas experimentalmente, tales como pardmetros
de orden y tiempos de relajacién longitudinal . Célculo de densidades de carga,
densidades de masa, funciones de correlacién rotacional, funciones de distribucidn

radial, coeficientes de difusién, puentes de hidrégeno e interacciones
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electrostdticas, entre otras, a partir de las trayectorias calculadas empleando
dinamica molecular.
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Localizacién, orfentacitn y dinamica de dos moléculas con actividad mitacondrial, disueltas en liomesofases anidnicas. Un
Estudio en Base a 2H-NMR y Dindmica Molecular

4 Localizacion, orientacién y dindmica de dos moléculas

con actividad mitocondrial, disueltas en liomesofases
anionicas. Un Estudio en Base a H-NMR y Dinamica

Molecular |

continuacidn presentamos el estudio comparatives acerca de la

orientacién promedio, distribucidn y dindmica de dos moléculas

estructuralmente similares llamadas 1l y l1l, selectivamente deuteradas

en las posiciones 5,6,7 y 8 (Figura 4.1), disueltas en un cristal liquido lidtropo

nematico discoidal formado por CsDS/DeOH (20% DeOH-d)/Cs,50,/H,0 (0,1% v/v

DHO). A pesar de su aparente similitud estructural, estas dos moléculas muestran
diferentes actividades anti-cancerigenas: como inhibidor de la respiracion de
celulas turnorales, Il es dos o tres veces mas activa que NI (ICso l = 0.2240.02mM v
ICso [Il =0.08+0.01mM contra la linea celular TA3; ICso il = 0.17£0.02ZmM v [Cso Ill =
0.0720.01mM contra la variante TA3-MTX-R)"7 ¥7.

OH ©
7 j .' 5
6 ' a
on s CH o HsC  CHy

Figura 4.1; De izquierda a derecha: (1) 9,10-dihidroxi-4,4-dimelil-1,4,5,8-tetrdidroantracen-1-ona ), 2) 4,4-
dimetil-1,4,9 1 O-tetraidroantracene-1,9, 10-triona {am

1 EI IC50 miden la coneentracién de una sustancla necesaria para inhibir un proceso biolégico a la mitad {50%)
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Preparacion de la Muestra

4.1 Preparacién de la Muestra

La sintesis de las moléculas deuteradas fueron realizadas mediante
metodologia ya descrita”, reemplazando el 1,3-butadieno por uno completamente
deuterado, disponible comercialmente en el catélogo Aldrich. EL CsDS fue preparado
desde una reaccidn entre acido sulfiirico y decanol, seguido de la neutralizacién de
la solucidn con CsOH. Finalmente fueron realizadas 3 recristalizaciones
(etanol/agua) para la purificacién del cristal, antes de ser usado. La solucién de
cristal liquido fue preparada disolviendo 2.4044g de CsDS, 0,5969g de Cs,S04 v
314ul de DeOH (20% DeOH-d,) en 2,5mL de agua (0,1% v/v DHO). De esta solucién
se separaron tres porciones iguales de 0,8mL y a una de ellas fue agregada 5mg de

I, a otra muestra i1, y la tercera muestra fue usada como referencia.

4.2 Determinacion de las Sefiales

Las sefales para DeOH-d, y DHO ya han sido estudiadas por nuestro grupo®, Para
asignar las sefiales de los derivados deuterados de quinona, se tomaron en cuenta
sus intensidades y los desplazamientos quimicos con respecto a las moléculas no
deuteradas. Todos los espectros de RMN fueron obtenidos a una frecuencia de
64.1MHz y 300 K en un espectrémetro Bruker Avance 400, ubicado en la Universidad
Santiago de Chile. Los valores de T fueron medidos usando (a secuencia de pulsos
T1IR.

4.3 Dinamica Molecular

La Mesofase de CsDS ha sido previamente construida y estabilizada®. Se
calcularon 300ns de trayectoria usando un ensamble N,PT para cada sistema. El
célculo y todos los analisis fueron hechos empleando el paquete de programas
GROMACS v4.5%. Las cargas de todas las especies fueron calculadas desde una
optimizacién de geometria 6-31G*, usando el programa Gaussian®,ajustando las.

cargas al potencial electrostatico. El programa VMD* fue usado para la visualizacidn
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Dinamica Molecular

de la trayectoria y para la obtencién de las imagenes mostradas en este trabajo. La
aproximacion de atomos unidos fue empleada para todos los hidrogenos alifaticos.
En nuestras simulaciones, el campo de fuerza empleado fue GROMOS*. Las
distancias de enlace fueron ajustadas a un valor fijo usando LINCS®, Se uso el
potencial de Ryckaert-Bellemans® para las cadenas hidrocarbonadas de los anfifitos,
en lugar de los parametros del campo de fuerza GROMOS, debido a que este campo
de fuerza reproduce la estadistica de las transiciones cis-trans a lo largo de las
cadenas mucho mas preciso que el campo de fuerza GROMOS. Los pardmetros de Cs*
fueron transferidos desde desde el campo de fuerza OPLS*“, Se uso 1 nm de cut-
off para el potencial de Lennard-Jones. Para las interacciones electrostaticas de
corto y largo alcance se empled PME*. El algoritmo de Berendsen fue empleado
para mantener la temperatura a 300 K y la presidn a 1 atmédsfera, con las
constantes de 0,1ps y 1ps respectivamente”. El tiempo de integracion para el
calculo de la trayectoria fue de 2fs.

-10000

Figura 4.3.1: De izquierda a derecha: espectro *H-RMN para Il y Il disuelto en la mesofase de CsDS. Inferior:
Lxperimento para la medicion de Ty en la muestra de II Los desdoblamientos cuadrupolares fueron medidos
directamente desde los espectros para cada una de las moléculas.
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Mesofase pura | Mesofase+III Mesofase+II IT otra fase
Av(, (Hz)DeOH- 16991 | 17636 | 17682 | 17682 |
d2
Avy (Hz) HDO 330 | 340 | 348 | 348 |
Av, (Hz) CD - | 10134 | 6037 | 19410 |
Avy (Hz) CD, - | 3444 | 6397 | 5002 |
T, (ms)DeOH-d, 96 | 98 | 96 | 96 |
T, (ms) HDO 492 | 451 [ 456 | 456 |
T,(ms) CD | - | 15 | 10 | 9 |
T, (ms) CD, s | 12 | 11 | 11 |

Tabla 4.4.1: Desdoblamientos cuadrupolares y tiempos de relajacion longitudinal para todos los enlaces CD en
la muestra usando *H-RMN. Los errores en AV, para DeOH es de *30Hz conllyllly *3Hz para
DHO. Izquierda a derecha: Mesofase sin molécula, mesofase con III, mesofase con 11, II en la fase desconocida.

La Figura 4.4.1 muestra una imagen de la caja de simulacion para el sistema Il

b azul continuo,

amarillo, los dtomos de cesio como esferas
plomas opacas, los CsDS en naranjo y el
" DeOH en verde. En color azul estan los

dinamica molecular conteniendo

los  sulfatos

11 El

de color
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La Figura 4.4.2 muestra los perfiles de densidades de masa a lo largo del eje z

en cada una de las simulaciones realizadas para Il y lll.

SECERC 40
4100
Hzo <200
mE 4300
= 1 400
< ]
o C6 2 C10 de CsDS ] 300
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= grupo SO, de SDS
GCJ . ‘Cs’ 4700
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o \“w%‘ « 1800
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Figura 4.4.2: Grdfico de densidades de masa para todos los componenies del
sistema a lo largo del eje z de la caja de simulacion. Para una mejor visualizacion
de las grdficas, el CsDS y DeOH estdn divididos en 3 fragmentos cada uno, como

se muestra en la figura

57




Resultados Experimentales y Dinamica Molecular

La Figura 4.4.3 la evolucion temporal del centro de masa para la coordenada z

dell ylll.
1.5 5
7.0 o i
6.5 o — mn
— 50 Region Acuosa
=R
— D2 -:
'::"’ 5_? 4
® 1.3-"
B 4o
R
@ 3.5 ]
T 304
S ..
O 5
(—J 20 4
15
9 Region Acuosa
0.5
4
0.0 - - T T ; . ; ' !
o 5000 10000 15000 20000
Tiempo (ps)

Figura 4.4.3: Coordenada z para el centro de masa para Il 'y 11l. Solo los primeros 20ns
son mostrados . La region acuosa e interfaz estan puesias segun los grdficos de densidad
de masa promedio.

Para una mejor visualizacion de CsDS y DeOH en la Figura 4.4.2, estas dos
moléculas fueron divididas en tres fragmentos cada una, de la siguiente manera: el
primer fragmento contiene el grupo cabeza sulfato o hidroxilo, el segundo
fragmento incluye los primeros 5 carbonos, y el tercer fragmento incluye el resto de
los carbonos en la cadena carbonada. Los grupo de estas moléculas estan indicados
en la grafica. Cada uno de los perfiles de densidad estan calculados con respecto a

los centros de masa de cada uno de los grupos presentados en los graficos.

Es posible calcular la orientacion, de forma completa, de estas moléculas planas
en el sistema de bicapa, empleando 2 angulos ortogonales. Las Figuras 4.4.4y 4.4.5
muestran los histogramas de los angulos entre 2 ejes moleculares y la normal al

plano de la bicapa.
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Figura 44.4: Histogramas de los dngulos entre el efe molecular corto (izquierda) y el eje
molecularlargo(derecha) de Il con respecto al eje z de ln bicapa, el cual es el eje normal al plano de la
bicapa,
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Figura 4.4.5: Histogramas de los dngulos entre el eje molecular corto (izquierda) y el eje molecular
largo(derecha) de II con respecto al eje z de la bicapa, el cual es el eje normal al plano de la bicapa.

Finalmente, para ver la existencia de enlaces de hidrogeno, se realizaron
histogramas de las distancias donor-aceptor entre el grupo OH y el grupo C=0 de [l y
Il con el sotvente y funciones de distribucién radial de los centros de masa para los
grupos anteriores mencionados con respecto al agua. La Figura 4.4.7 presentan
estos resultados.Solo se observa puentes de hidrégeno y estructuras de solvatacion
en los dtomos que se muestran en estas figuras, en el caso de los restantes arupos

funcionales no se observan estas interacciones,
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Figura 4.4.6: Histogramas para las distancias donor-aceptor correspondientes a la formacién de
puentes de hidrogeno entre el grupo C=0 en el carbono C9 de Il y para el grupo OH en el carbono
CI0 de I con las moléculas de agua.
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Figura 4.4.7: Funcion de distribucion radial de las moléculas de agua rodeando a los dtomos de
oxigeno en el grupo C=0 de Il y del grupo OH para ll,
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4.5 Discusidn

El espectro de la muestra de |l muestra cuatro desdoblamientos cuadrupolares
distintos, el mas grande proviene del DeOH-d,, los proximos 2 desdoblamientos
provienen de la molécula huésped, asignados a CD y CD; basados en la intensidad de
las sefiales y sus integrales(1:2). La sefal mas intensa y de desdoblamiento mas
pequefio corresponde a DHO. Por otro lado, el espectro para la muestra [l muestra
12 sefales, atribuibles a 6 desdoblamientos. Una simple comparacion con la
muestra Il permite asignar los desdoblamientos para DeOH-d, y DHO. Debido a que
una muestra sin molécula huésped muestra sélo estos desdoblamientos,
proponemos, en este trabajo, que existe una fuerte interaccidn entre [| y los
componentes de la mesofase, induciendo la formacidn y coexistencia de una
segunda mesofase. De esta forma, || esta repartida entre estas dos fases pero con
diferente alineamiento con respecto  al campo magnético, resultando 2
desdoblamientos extras. Para realizar una asignacion, esto es, determinar que
sefales provienen de la molécula disuelta en el cl y cual proviene de la mesofase
desconocida, preparamos una muestra significativamente mas diluida con respecto
a la concentracion de Il (1.5mg II/1mL de mesofase). Suponiendo que la cantidad de
segunda fase formada es proporcional a la cantidad de [ disuelta, una simple
comparacion entre las razones de la integrales de las diferentes senales, permite
concluir que el desdoblamiento mas pequefio y el mas grande, ambos provienen de
Il disuelta en la fase desconocida, debido a que solo ellas decrecen en intensidad
relativa al bajar la concentracion de huésped. Por lo tanto, las otras dos sefiales,
muy cercanas entre ellas, provienen de !l disuelta en cl, la fase de interés. La tabla
1 incluye los desdoblamientos cuadrupolares y T1 de 1l disuelta en la fase inducida;
este valor para T; apoya la idea de que estas sefiales provienen de una molécula
pequeiia.

La Figura 4.3.1 muestra que los desdoblamientos cuadrupolares de I
son muy similares, mientras que los desdoblamientos para lll son significativamente

diferentes. Ademas, para lil, el desdoblamiento para el grupo CD es relativamente
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menor que el desdoblamiento para el grupo CD,, opuesto a lo observado para II. Una
inspeccion a la tabla 1 indica que, a pesar de las diferencias observadas, los valores
para los desdoblamiento de Il y Iif sugieren que estas moléculas se encuentran
incorporadas en el agregado molecular. Debido a que el desdoblamiento
cuadrupolar es una propiedad que depende de la orientacidn y la movilidad, el
origen de las diferencias no es facilmente observable desde los espectros y podrian
provenir de cualquiera de estas dos variables o una combinacién de ellas. Medidas
de Ty dan informacion acerca de la dindmica reorientacional del cuadrupolo
eléctrico. Cuando el movimiento molecular es mas rapido que la frecuencia de
Larmor, 1/t>>wo,(t: el tiempo de correlacién rotacional y wo la frecuencia de
resonancia), T, es aproximadamente proporcional a 1/1. para el correspondiente
enlace C-D* y por lo tanto proporcional a ta movilidad. De los datos de la tabla 1
para Il y lll se observa que ambas fases muestran, dentro de la condicién senalada
anteriormente, valores similares de Ty, para todos los nicleos. Esto evidencia
sugiere que Il y il tendrian distintas orientaciones promedio dentro del agregado

molecular.

Trabajos previos de nuestro grupo evidencian que el DeOH es un componente
integral de la bicapa, y su sefial gue proviene del carbono adyacente al grupo OH,
cercano a la interfase, nos da una medida de la dindmica de la interfaz en el
sistema. Una inspeccién de la tabla 1 revela que la adicién de cualquiera de las dos
moléculas incrementa el valor del desdoblamiento de la sefial para DeOH.
Considerando que la orientacion del agregado no es modificada, esto revela que
ambas moléculas, cuando son disueltas en la mesofase, incrementan el grado de
alineacion de los componentes de la interfase con el campo magnético, haciendo
mas rigida la interfaz.

El desdoblamiento para el solvente proviene de las moléculas de DHO en la
interfaz del sistema, que estan en un intercambio ripido con las moléculas en la
region isGtropa del sistema (region acuosa), por lo tanto la sefial observada

corresponde a un promedio entre ambas situaciones, El incremento observado en el
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desdoblamiento de la sefial del DHO (tabla 1) con la adicién de los derivados, podria
provenir de una disminucion en la movilidad de las moléculas de agua en la
interfaz, de modificaciones en su orientacién promedio o de un incremento en la
cantidad de moléculas de éolvente en la interfaz. Posiblemente el aumento
observado proviene de modificaciones en la dindmica del solvente en la interfase,
aumentando la rigidez de esta zona. Esto esta apoyado por la disminucién en el
valor de Ty para DHO, después de afadir cualquiera de las dos moléculas, 1 o lil.
Esto sugiere la existencia de una fuerte interaccién entre las molécutas huésped y

el solvente en la interfase.

Para dar una interpretacion microscopica de las observaciones
experimentales, hemos empleado simulaciones de Dindmica Molecular. Se han
estudiado la orientacién promedio, distribucidn, interaccion y dindmica de ambas
moléculas disueltas en un modelo de bicapa del agregado molecular. Se calcularon
300ns de trayectoria para cada sistema. Una inspeccion visual de la trayectoria
muestra que la integridad de la bicapa se mantiene a lo largo de todo el tiempo
calculado. Todas las propiedades fueron calculadas luego de que el sistema alcanzd
un valor de energia total constante. Como se observa en la Figura 4.4.3, ambas
moléculas fueron originalmente posicionadas en la regién acuocsa del sistema,
permitiéndoles moverse libremente hasta que alcanzaran su posicién de equilibrio,
Esta figura muestra que Il y Ill, espontineamente difunden hacia el agregado,

alcanzando su posicién de equilibrio entre la interfaz y la regién hidrofébica.

La Figura 4.4.2 muestra los perfiles de densidades de masa para todos
los componentes det sistema a lo largo del eje z de la caja de simulacion,
incluyendo Il y Ill respectivamente. Estas figuras corroboran que ambas moléculas
estan efectivamente asociadas al agregado, en acuerdo con la magnitud de los
desdoblamientos cuadrupolares, localizado al interior, cercanos a la interfase, como
sugieren los datos experimentales. De estas figuras, podemos claramente distinguir
la estructura de bicapa hecha por DeOH y CsDS, con una regién hidrofébica de

ancho 10A. Podemos notar que la densidad de iones Cs* es mas grande cercano a las
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cabezas polares del CsDS que la regién acuosa del sistema, introduciendo una

polarizacion de cargas cercano a la interfaz, como es de esperar.

Para determinar la orientacién promedio de las moléculas en la bicapa, se
calcularon los angulos entre 2 ejes moleculares seleccionado, (a lo largo del
carbono C5y C8, y a lo largo del carbono C3 y C6) y la normal de la bicapa, el eje z
de la caja de simulacidn. Histogramas de la distribucién de éstos dos angulos son
mostrados en la Figura 4.4.4 y Figura 4.4.5. Estos dos angulos son suficientes para
describir de forma completa la orientacion de las moléculas huésped en la bicapa.
De estos graficos podemos observar que Il esta oscilando esencialmente alrededor
de una orientacion fija, con ambos angulos alrededor de 50° a 70°. Por otra parte [|
esta orientada en su eje pequefio con un angulo de 150° y en el eje mas largo con
dos posibles &ngulos preferenciales, alrededor de 50° y 70°, fluctuando entre
ambos. Por lo tanto, ambas moléculas muestran orientaciones preferenciales y
dinamica reorientacional diferentes. Usando estos valores promedio podemos
posicionar la molécula en el espacio y concluir que las orientaciones promedio de lil
en la bicapa es con el grupo gem-dimetil apuntando hacia la region hidrofdbica,
sugiriendo la existencia de puentes de hidrégeno entre el C=0 en el C9 y el
solvente. Por otro lado, Il aparece orientado con el grupo gem-dimetil apuntando
hacia la interfaz del sistema, sugiriendo la existencia de puentes de hidrogeno
entre el grupo OH en el C10 con las moléculas de solvente. Para probar esta
hipdtesis, se calcularon histogramas de distancias donor-aceptor entre los grupos
C=0 de lil y el grupc OH de Il con moléculas de solvente; las gréficas para estos
datos se muestran en la Figura 4.4.6. Sélo son mostrados los resultados obtenidos
para grupos orientados hacia la interfase, C=0 en €9 para Il y el grupo OH en C10
para ll, los otros grupos muestran histogramas sin un mdaximo definido,
evidenciando la ausencia de interaccién. La Figura 4.4.6 muestra distancias
preferenciales a 2,7A y 2,6A para Il y para Il respectivamente. Entonces la
diferencia entre las orientaciones esta relacionada con la formacién de puentes de
hidrogeno con el solvente. En el caso de Il, el puente de hidrégeno a través de C=0

en C9 esta mas favorecido que en la posicién C10 debido al impedimento estérico
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por la presencia de grupo gem-dimetil y por la hidrofobicidad de este. Por otra
parte, el puente de hidrégeno con el grupo OH en C10 esta favorecido sobre el OH
en C9 debido a que este ultimo ya estaria formando un punte de hidrégeno
intramolecular con el grupo C=0 en C1. La evidencian experimental para esto
proviene del desplazamientos quimico para este protdn en RMN, alrededor de 13
ppm a campo bajo de TMS, donde la asignacidn de todas las sefiales de RMN ya han
sido hechas'. Finalmente la Figura 4.4.7 muestra las distribuciones radiales de
moléculas de solvente en torno al centro de masa del grupo OH en (a posicion C10 y
para el atomo de oxigeno en la posicién €9, calculando esta funcién desde el origen
del grupo de referencia (OH, O) hasta la mitad de la distancia minima de la imagen
periddica del sistema. En estos sistemas, el agua de la interfase posee
caracteristicas orientacionales completamente diferentes del agua en una solucion
isotropa, donde todas las orientaciones son igualmente probables. Este
ordenamiento en la interfase deberia posibilitar la formacién de mas de una esfera
de solvatacion en torno al dtomo central. Estas figuras revelan la presencia de
esferas de solvatacion en ambos casos, sin embargo el numero acumulativo de los
maximos de la rdf de Il son 1, 1y 2 moléculas de agua, en tanto que para {ll esto es
0,3 y 2,5. Estos valores pequefios de los niimeros acumulativos reflejan la baja
densidad de agua en al regidn interna de la interfase. Ademas, para Il la rdf es
significativamente mas definidas, sugiriendo una fuerte interaccién de Il con las
moléculas de solvente en la interfase. Fstas figuras también evidencian una
distancia de 1,6A desde el centro de masa del grupo OH en C10 de 1l y la primera
esfera de solvatacién. Esta interaccién deberia ser suficientemente fuerte para
inducir la coexistencia de una segunda fase.

4.6 Conclusiones

La simulaciones de dindmica molecular han sido muy Gtiles para interpretar los
resultados experimentales. Ambas moléculas se encuentran fuertemente unidas al

agregado del cl y localizadas en el interior de (a bicapa, cercanas a la interfase, sin
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embargo ellas presentan diferentes orientaciones promedios. La inclusién de ambas
moléculas incrementan el alineamiento de todos los componentes de la interfase
con el campo magnético, sugiriendo un aumento de la rigidez del agregado. Los
célculos predicen una fuerte interaccién entre las moléculas huésped y el solvente,
a través de puentes de hidrégeno. Se observa la existencia de esferas de
solvatacidn bien definidas en torno a ambas moléculas. En el caso de Il, esta

interaccion es lo suficientemente fuerte para introducir la coexistencia de 2 fases

formadas.
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5> Efecto del contra-ion sobre cristales liquidos liétropos

nematicos discoidales formados por SDS y Decanol en
solucién de Na,SO, y Na,SO4. Un estudio en base a ZH-NMR

y Dindmica Molecular
¥ ste trabajo estudia el efecto del contra-ion en cristales liquidos

& nematicos discoidales, formados por dodecilsulfato de sodio (3% SDS-

d,5) y decanol (20% DeOH-d,), en solucién acuosa (0.1% D,0) con

Na,S0, (51) o Li,50, (52). El tamafo promedio del agregado fue estimado usando

un experimento de fluorescencia en colaboracion cen el doctor Rodrigo Montesinos,
de la Universidad Catolica de Chile, y la dindmica fue estudiada experimentalmente
empleando RMN-’H, midiendo los desdoblamientos cuadrupolares {Avq) y tiempos de
relajacion longitudinal Ty para todas las especies. Con el fin de proporcionar una
interpretacion a nivel atémico, llevamos a cabo una simulacion computacional del

sistema empleando dindmica molecular. El remplazo de Na,50, por Li,SO,

disminuye el alineamiento de los componentes del agregado con el campo

magnético, preferencialmente afectando los primeros atomos de carbono cercanos
a la interfaz.

El tamaiio de los agregados es insensible al reemplazo de Na,50, por Li,S0,. Las

diferencias observadas provienen de las diferencias en la dinamica interna de los
agregados. Excelente acuerdo se encuentra entre los Avq experimentales vy
calculados para S1 y S2. Se encontraron diferencias significativas entre las
distribucion he interacciones calculadas para Na*y Li". Las repulsiones de Li* y los
solventes (orientados) en la interfaz del sistema y el incremento en las repulsiones

entre los grupos sulfato del SDS podrian ser responsables de los resultadaos
observados.
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5.1 Preparacion de la Muestra

Tanto SDS-hxs (>99%) como SDS-dps fueron adquiridos comercialmente (Sigma-
Aldrich) y usados directamente. El agua para preparar las muestras fue adquirida de

Merck para uso HPLC. La fase de liquido cristal con Na,SO, fue preparada

disolviendo 0,514g de SDS, 0,010g de SDS-dzs, 0,0473g de Na,S0, i, y 0,108 ml de
decanol en 1 ml de agua (51). La segunda muestra fue preparada reemplazando el

Na, S0, por 0.0433g de L1,50,%H,0 (52). Ambas mesofaces fueron equilibradas a lo

menos 24 horas a 310K antes de realizar las mediciones.

Todas las mediciones de RMN fueron llevadas a cabo a 310K a una frecuencia de
64.1MHz en un espectrémetro Bruker Avance 400, ubicado en la Universidad
Santiago de Chile. Los valores de T, fueron medidos usando la secuencia de pulsos
T1IR. El pulso de 90° fue de 19ps y mas de 1000 escanes fueron acumulados en un
archive de 32kB, con una ventana espectral de 40kHz.

5.2 Determinacién de las Sefiales
5.2.1 Asignaciones para las sefiales de SDS-d;sy Decanol-d,

Con el fin de poder asignar inequivocamente los desdoblamientos cuadrupolares
a partir del espectro *H-RMN, se realizaron cuatro experimentos bajo las mismas
condiciones. El primer experimento fueron asignadas las sefiales para DeOH y H,0
empleando sus componentes deuterado (EXP 1). En el segunde experimento se

empleo SDS-dys asignandose las sefiales para toda la cadena hidrocarbonada del SDS
(EXP 2),

La Tabla 5.2.1 muestra los componentes de los 2 experimentos.

BERETCE EXP 2 Tabla 5.2.1: SDS-hy: Dodecilsulfato de

R - sodio no deuterado. SDS-ds: Dodecilsulfato

SDS-hy, SDS-d, e sodio deuterado a lo largo de todzjxr in

DEOH'dz DEOH“dz cadena. DeQH-dy: Decanol deuterado en el

DHO DHO carbono adyacente al grupo hidroxilo.

Na2804 Na2304 DHO: dgua deuterada, Na:SO,: Sulfato de
i$odio anhidro.
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La Figura 5.3.1 (pp. 63) muestra los espectros provenientes de estos
experimentos. En azul se muestra la sefial proveniente del decanol; en rojo la sefial

para el agua y en negro las sefiales provenientes del dodecilsulfato de sodio.

Para diferenciar las sefiales provenientes de cada metileno y el metilo final del
SDS, tomamos en cuenta la movilidad del sistema y las integrales de cada sefal.
Dentro de un sistema de bicapa, la movilidad se incrementa a medida gue nos
acercamos al interior de la zona hidrofébica, por lo tanto, desde el metilo (interior
de la bicapa, C12) hasta el primer metileno (zona adyacente los grupos hidrofilicos,
C1) de la cadena de SDS, los desdoblamientos cuadrupolares se incrementan vy los
tiempos de relajacién longitudinal disminuyen. De acuerdo al valor de las
integrales, para los C12, C11, C10 y C9, es posible hacer una asignacion individual,
sin embargo las sefiales provenientes de C1 a C8, se encuentran muy cercanas entre
si, produciéndose un importante recubrimiento, dificultando la asignacidn
individual. Sin embargo, empleando el valor relativo de las integrales de las sefiales

recubiertas, es posible asignarlas a grupos de 4tomos de la cadena. Por o tanto, el
Avg del C8 fue asignado a un hombro interior; para los carbonos C1-C7 (14
deuterios) no existen muchas posibilidades concordantes con los tres maximos

observados, por lo que la asignacién es C1-C4 al Avq mas grande y C5-C7 al

siguiente.
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- DHO
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Figura 5.3.1: superior: EXP1, inferior: EXP2. Sobre cada pick se han puesto los deuterios de los cuales
proviene cada desdoblamiento, desde lo primeros 9 CD2 cercanos a la sefial del decanol hasta el
doceavo carbono, 12CD3, cercano a la sefial del agua deuterada.
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5.3 Dinamica Molecular

El célculo de la trayectoria y todos los andlisis posteriores fueron hechos
empleando el paquete de programas GROMACS v4.5%. Se calcularon 300ns de
trayectoria usando el colectivo N,RT para cada sistema. La caja de simulacion
consistié en una bicapa con 156 moléculas de SDS, incluyendo el respectivo contra-

ion Na*, 40 DeQH, 2633 H,0 y 40 unidades de Na,50, o Li'2504.

El programa VMD® fue usado para la visualizacion de la trayectoria y para la
obtencidn de las iméagenes mostradas en este trabajo. La aproximacién de atomos
unidos fue empleada para todos los hidrégenos alifticos. Se empleo el campo de
fuerza GROMOS* en todas las simulaciones. Las distancias de enlace fueron
ajustadas a un valor fijo usando LINCS*, Se uso el potencial de Ryckaert-Bellemans®
para las cadenas hidrocarbonadas de los anfifilos, en lugar de los parametros del
campo de fuerza GROMOS, debido a que este campo de fuerza reproduce la
estadistica de las transiciones cis-trans a lo largo de las cadenas mucho mas preciso
que el campo de fuerza GROMOS. Los parametros de Lennard-Jones para el litio
fueron tomados de la literatura®. Se usé 1 nm de cut-off para el potencial de
Lennard-Jones. Las interacciones electrostaticas fueron calculadas con PME®. El
algoritmo de Berendsen fue empleado para mantener la temperatura a 300 K y la
presion a 1 atmdsfera, con las constantes de 0,1ps y 1ps respectivamente® El

tiempo de integracién para el calculo de la trayectoria fue de 2fs.

La Tabla 5.3.1 muestra los parametros de Lennard-Jones empleados vy las cargas
empleadas para todas las especies. Sin embargo, para lograr la estabilidad de (a
caja y la estabilidad de la bicapa, las cargas de todas las especies fueron divididas a
la mitad. Existen variadas razones para esta modificacién y algunas de ellas ya han
sido antes discutidas. La ausencia de polarizabilidad en todas las especies,
particularmente sobre los sulfatos, el uso de la permitividad en el vacio, y la
planaridad de la interfase calculada, cuando es comparada con la interfaz del

agregado, la cual posee mayor curvatura que la simulada, todo contribuye a la
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sobre estimacion de los valores de las interacciones electrostaticas.

2
SDS Carga (g) DeOH Cargafe) 1 O-
7 oM 0,415 7 H 0,652 Os S/ 2
2 OM 0,415 2 0s ~1,444 ; ;:O
3 oM 0,415 3 cH2 0,658 50 3
4 [ 0,450 4 CH2 -0,088
5 0S 0,286 5 CH2 0,000 6
6 CH2 0,108 8 CH2 0,000
7 CH2 -0,028 7 CH2 0,000 7
8 CHz 0,000 8 CH2 0,000
9 CH2 0,000 9 CH2 0,000 8
10 CH2 0,000 10 CH2 0,000 9
11 CH2 0,000 11 CH2 0,000
12 CH2 0,000 12 CH3 0,000 10
13 CH2 0,000 Na* 1,0
14 CH2 0,000 it 1,0 11
15 CHz 0,000 S(804%) 1,504 12
16 CH2 0,000 0(804%) 0,875 13
17 CH3 06,000 14
Atom type cB Ci2 15
OM 2,36210E003 | 1,59E-001
] 9,08440E-003 | 0,13078E-04 186
08 2,26170E-003 | 0,74158E-06
CHz 5,86160E-003 | 2,26E+000
CH3 B8,79230E-003 | 3,38E+000 17
Na* 7,20580E-005 | 0,21014E-07
Li* 1,41800E-003 | 1,9233E-008
H 0 0

10

11

12

Tabla 5.3.1; Cargas Ab-Initio 6-32G* y pardmetros de Lennard-Jones empleados en esta simulacion

5.4 Resultados Experimentales y Dinamica Molecular

La Figura 5.4.1 muestra los espectros de RMN-2H. El desdoblamiento mas
pequefio proviene de DHO y el desdoblamiento mas grande proviene del DeQH-d,.
Estos Avq medidos directamente del espectro, fueron asignados basados en las
intensidades retativas y el hecho que el enlace C-D mas mévil posee el Avg mas
pequeno y el Tt més largo. Para las sefiales del SDS-ds se encontré una

superposicion significativa en los primero 8 carbonos. La Tabla 5.4.1 contiene todos

los resultados experimentales, tanto Avq como Ty, para SDS, DeOH y H,0, como los

resultados de dinamica molecutar.
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REYTANY| TN
JM@JMJJ\J\ML

1DODO 5000 0 —5000 -1 ODOD

Figura 5,4.1: Espectro *H-RMN de S1 y 2.

Avg Slexe, Avg Slsme T;s1 Avg S2Exr. AvS2sim, Ty82 Adv

5DS/NayS0, SDS/MNayS0, SDS/NapS0,4 SDS/LL,S0, SDS/Li4S0, SDS/Liz50, | Av SI—av 52
DHO | 39324 432%5 39514 43245
C12 | 2337210 38845 211310 3734 224
Ci1 | 7891240 | 6604564 14945 7144430 | 5482464 | 17545 747
C10 | 1049640 | 9218,25¢1275 | 1137 9446+30 | 7905+77 | 139:5 1050
Co | 12191460 | 11067477 102+7 | 11045260 | 9690+77 | 11328 1146
Cg | 1386870 | 12533254464 | 98211 | 12597470 | 1 1092477 | 74211 1271
C7 | 13868+70 | 13387,5:179 | 98+11 12597+70 | 11985+77 | 74=11 1271

Cé | 14500£60 14063,25£166 B5&11 1326360 | 12750+77 69412 1237
Cs | 1450060 142804179 85+11 13263::60 | 131324127 | 69+12 1237
Cq4 | 15142160 14445,754242 55+15 13593+60 | 13387+64 59+14 1549
C3 | 15142160 13961,25+217 55+15 13593460 {13005+£102| 59+14 1549
Co | 15142260 | 1 3999,5+242 55+15 13593460 | 13132+77 59+14 1549

Cr |is 142460 | 14573252128 55+15 1359360 | 13770464 59+14 1549
DeOH | 17385:+50 81+10 15816450 142%10

Tabla 5.4.1: Avg calculados y experimentales junto con los T, de DHO, SDS-d25 y DeOH-g-d2 en la mesofase de
SDS/Na:SO: y SDS/LixSO;
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Una inspeccion de la Tabla 5.4.1 revela que en ambas mesofases, existen
regiones de igual alineacion a lo largo de las cadenas alifatica del SDS, esto es,
regiones con movilidad similar. Desde el carbono 1(C1) al carbono 4 (C4)
encontramos la region mas rigida de la bicapa, desde C5 al C6 y C7 a C8 la

movilidad se incrementa y la alineacion del resto de la cadena decrece

sistematicamente desde C% a C12. Ademas, la Tabla 5.4.1 muestra que los Avg
para 51 son aproximadamente un 10% mas pequefios que para S1. El cambio de

Na,50, por Li,50, disminuye el alineamiento de toda la cadena alifatica de SDS con
respecto al campo magnético. La Figura 5.4.2 muestra un grafico de la diferencia
(Avo(S1) - Avg (S2)) contra en nlmero de carbono del SDS. Este muestra una clara

discontinuidad que va desde C4 a C5. Esta observacin sugiere fuertemente que el
principal efecto del Li* sobre la estructura de la bicapa esta manifiesta en la
movilidad de los primeros carbonos de la cadena del SDS, cercanos a la interfaz.
Este resultado no es tan sorprendente, considerando gue en este tipo de sistemas

los contra-iones estan distribuidos significativamente en la regién de la interfaz. El

Avq para el DeOH también disminuye, mientras que el Avq para el agua permanece
constante.

1600
1400
1200- LI B
e 1000. "
800
e 600
400.
200 u
c 2 4 & 8§ 10 19
Nimearo de Carbono

S1- Av S2 [Hb)

Av

Figura 5.4.2: Diferencias de desdoblamiento cuadrypolar ( AvQ SI - AvQ
§2) vs. Niimero de Carbono de la cadena alifatica del SDS:
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Estas observaciones concuerdan bien con un estudio previo acerca de los efectos

del Li* en eritrocitos humanos y modelos de membrana en base a

dimistroilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE)*®, Este
trabajo muestra que Li* induce importantes perturbaciones estructurales sobre las
cabezas polares de las bicapas de DMPC y DMPE, donde Li* interactda con la region

polar de la membrana incrementa la movilidad de las cadenas alifaticas.

Por otro lado, la incorporacion de Li* en bicapas de dialquilfosfatidilserina
(DPPS) induce la formacién de micro-cristales de DPPS, aumentando

significativamente la entalpia y la temperatura de transicién desde la fase cristalina

a una fase mas desordenada de cristal liquido®.

Para la mesofase de este estudio, el reemplazo parcial de Na* por Li* disminuye
el alineamiento general con el campo magnético. Esto, a lo menos, tiene dos

origenes diferentes: i) Modificaciones de la dindmica interna del agregado, o ii)

diferencias en el tamaiio de la micela. Para investigar como el reemplazo de Na,SO,

por Li,50, afecta el tamaiio promedio de los agregados, en colaboracién con el

&octor Rodrigo Montesinos, de la Universidad Catélica, se realizaron medidas del
apagamiento de la fluorescencia, afiadiendo pireno a diferentes concentraciones de
N,N-dimetilanilina. Estos experimentos permiten estimar el numero de agregacion
promedio de cada unidad del cristal liquido, esto es, el numero de SDS y DeOH que
forman la micela discoidal. Los resultados de estos experimentos son 24622
unidades para S1 y 227:26 unidades para S2. Las diferencias observadas en el
tamafio de estos agregados estan dentro del error experimental. Esto sugiere
fuertemente que las diferencias observadas en los Avq no provienen de diferencias
en los tamafios, si no a diferencias atribuidas a comportamientos dinamicos internos
distintos en los agregados, debido, posiblemente, a interacciones diferentes entre

el Li*y Na* con los componentes de la interfase, como sugiere la Figura 5.4.2,

Para buscar una origen a las diferencias observadas a nivel atoémico, se

realizaron calculos de dindmica molecular para los sistemas 51y S2. La Figura 5.4.3
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muestra una imagen del sistema a los 99ns de trayectoria.

Figura 5.4.3: Imagen de 82 a los 99ns de
trayectoria. Los alomos de azufre estan en
amarillo, Na* verdes, Li* negro, oxigenos rojo y
las cadenas alifdticas en azul claro.

La primera propiedad calculada fueron los parametros de orden, Sc», que fueron

obtenidos segun:
1 2
5co=§<3‘305 0-1) (33)

Donde 6 corresponde al angulo entre el enlace C-D y el campo magnético, y el
promedio es sobre todas las orientaciones posibles. Asi, el parametro de orden
obtenido de la simulacion permite una comparacion directa con los Av, obtenidos

de las mediciones de RMN-?H a traves de la expresion:

AVQ=%ASCD (34)

Donde A es la constante cudrupolar y Sc» el parametro de orden. La Tabla 5.4.1

contiene todos los desdoblamientos cuadrupolares calculados. Ya que en la
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simulacién se ha empleado el modelo de atomos unidos para las cadenas alifaticas,
el parametro de orden de carbono 12 no es posible calcularlo, debido a que los
atomos de hidrégeno (o deuterio) de las cadenas alifaticas estdn representados por

un modelo conocido como “attached atoms”, estos se consideran formando parte

de un sdlo atomo con masa 14g/mol para el caso de un CH,. Para el calculo de lo

parametros de orden, se hace necesario generar un vector que represente
adecuadamente ta movilidad de estos protones o deuterios. Para esto se utilizan los
dos atomos inmediatamente vecinos al CH; en cuestién.. La Figura 5.4.4 muestra un
grafico con los desdoblamientos cuadrupolares calculados y medidos, a lo largo de
ta cadena hidrocarbonada para el SDS. Es de apreciar que el acuerdo entre los datos
experimentales y tedricos es bastante satisfactorio. No solamente la tendencia de
los valores experimentales esta bien representados, si no que también la
disminucion general en la alineacién, tanto para S1 como para S2. Estos resultados
validan la simulaciones hechas y justifican el uso de propiedades que no han sido

medidas experimentalmente, como forma de caracterizar el sistema y encontrar el

origen de las diferencias observadas experimentales.

6000y, e o e,
—~ 1000] g
L s000] = 51 exp. N
o . e 51 MD .
4 4000

16000
5 o) TRy s
T goool = 52 exp. 8
T ] —:1-s2MD 2
& 4000 e S

0 2 4 i) 8 10 12
NIrmere de Carbong

Figura 5.4.4: Desdoblamientos cuadrupolares experimentales y calculados
para SIy 52

La Figura 5.4.5 muestra la distribucién de masa de S2. La densidad de todas las

especies, incluyendo Na* se encuentra en la escala de la izquierda, mientras que la
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densidad de Li*, significativamente mas pequefia, se encuentra en la escala de la
derecha. De esta figura podemos apreciar que Li* esta localizado muche mas al
interior de la interfaz que Na‘, incluso podemos ver como el litio no alcanza a
distribuirse en la region acuosa. Una vez que estd alli, el potencial generado por los
otros contra-iones se opone a la difusion a la regién acuosa, y se acumuta. Por otro
lado, Na* esta distribuido tanto en la region de la interfaz como en la region
acuosa. Por lo tanto, el origen de las diferencias observadas entre $1 y $2 deberfan
provenir de diferencias en las interacciones electrostiticas que ocurren entre los
contra-iones y los componentes de la interfaz. Consecuentemente calculamos la
distribucion de la densidades de carga a lo largo del eje z de la caja, incluyendo el
momento dipolar de las moléculas orientadas. Estos resultados se muestran en la
Figura 5.4.6. Esta figura muestra un solapamiento entre la distribucién del Li* y el
lado positivo del momento dipolar de las moléculas de agua orientadas. La
interaccion electrostética repulsiva entre estas dos especies deberia incrementar la
energia del sistema. En efecto, los valores calculados para las interacciones
electrostaticas de Coulomb de corto alcance para Li*-H,0 (i nm de cutt-off) es
+183kJ/mol, dando una interaccién repulsiva. Por otro lado, la distribucidn de Na*
incluye la regién acuosa y la interaccion Na*-H,O calculada es de -9115kJ/mol,

atractiva. Ademads, las interacciones electrostatica para SDS-ion es de -3079kJ/mol
para Na* y -1699kJ/mol para Li*. Por lo tanto, el reemplazo de Na,SO, por Li,SO,

incrementa las repulsiones electroestiticas en la interfaz, disminuyendo el
alineamiento de los componentes del agregado con el campo magnetico. Estas
observaciones sugieren fuertemente que estas interacciones electrostaticas

repulsivas deberian ser las responsables para las diferencias observadas.
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Figura 5.4.5: Perfil de densidad de masa a lo largo del eje z de la caja para todos los
componentes de §2.

il

o 1 2 3 4 5 &
Eje z dela caja [nm)
Figura 5.4.6: Distribucion de la densidad de carga para Na*, Li*, el azufre

del SDS, el oxigeno adyacente al primer carbono del SDS(Os.spg) y el Agua,
alo largo del eje 2 de la caja para la mesofase S2.
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5.5 Conclusiones

El reemplazo de Na,SO, por Li,SO4 no modifica el tamario de los agregados, si

no que disminuye el alineamiento de las cadenas alifaticas con el campo magnético.
Mientras el Na* esta distribuido en la regién acuosa y la interfaz, Li* se acumula
profundamente en el interior de la interfaz, interactuando con el lado positivo del
momento dipolar de las moléculas de agua, orientadas en esta region. Ademas, las
repulsiones entre las cabezas polares de los SDS son mucho mayores en presencia de
Li*, introduciendo mayor desorden.
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6 Distribucién y dinamica de dos derivados de quinona
sobre cristales liquidos liétropos. Un estudio en base a
*H-RMN y Dinamica Molecular,
W n este trabajo presentamos un estudio en base a 2H-NMR y dindmica

molecular, acerca de la orientacidn, dindmica y distribucién de dos
derivados de guinona, la 4,4-dimethyl-1,4,5,8,9,10-
hexahydroanthracene-1,9,10-trione(/) y la 9,10-dihydroxy-4,4-dimethyl-1,4,5,8-
tetrahydroanthracen-1-one(ll), selectivamente deuteradas (Figura 6.1), sobre el
cristal liquido liotropico nematico discoidal hecho en base a dodecilsulfato de

sodio, decanal y Na,S0; disuelto en agua. Se realizaron medidas de desdoblamientos

cuadrupolares (Avq) y tiempos de relajacion longitudinal (T,) de deuterio usando H-
RMN. De éstos valores fue posible observar que ambas moléculas posee diferentes
desdoblamientos cuadrupolares entre ambos sistemas. Considerando que los
tiempos de relajacion longitudinal son los mismos para ambas y que la mayor
contribucion a esta propiedad es el movimiento molecular, logramos concluir que
las diferencias en los desdoblamientos cuadrupolares provienen de diferentes
orientaciones promedio en el sistema. Por ultimo, para obtener infarmacién a nivel
atémico, realizamos calculos de dindmica molecular empleando el software
GROMACS 4.5. A partir de estos resultados, concluimos que I interactia
fuertemente con el agregado a través de la formacién de puentes de hidrégeno con
el decanol, desplazandolo hacia el interior del agregado y permitiéndole mayor
movilidad, lo cual esta en concordancia con el aumento de T1 medido
experimentalmente. Ademas, esta interaccion favorece la difusion de iones Sodio

hacia el interior de la mesofase.

[} CH p ]
D
2
3 5
o
gop D D

Figura 6.1: De izquierda a derecha: 4, 4-dimethyl-1,4,5,8,9,1 O-hexahydroanthracene-1,9,10-trione
(D) y 9,10-dihydroxy-4,4-dimethyl-1,4,5,8-tetrahydroanthracen-1-one {1,
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6.1 Preparacion de la Muestra

La sintesis de las moléculas deuteradas fueron realizadas mediante una
metodologia ya descrita”, remplazando el 1,3-butadieno por uno completamente
deuterado, disponible comercialmente (Sigma-Aldrich). La ruta sintética es
resumida en la Figura 6.1.1. Tanto SDS-h; como SDS-ds fueron adquiridos

comercialmente (Sigma-Aldrich) y usados directamente.

D
D D 0 O D OH O M“Ozs.n coHa

silicagel, refiujo
@h T B )
: ey aDDQ
K4 Tolueno K4 D D

Figura 6.1.1: Sintesis de Ty Il

La mesofase fue preparada mezclando 47,3 mg de Na;S0,, 0,5140 g de SDS-hys,
0,010 mg de SDS-das, 108 pL de DeOH (20% v/v DeOH-d>), 1 mL de H:0 (0,2% v/v de
DHO). Esta mezcla fue separada en tres partes, una sin molécula huésped (S2), una
contenido a If (53), la otra a I (54). Estas muestras fueron agitadas hasta lograr una
solucion homogénea de apariencia uniforme, la que fue caracterizada empleando
microscopia de luz polarizada.

6.2 Determinacién de las Sefales
6.2.1 Asignaciones para la Sefiales de [y /I

Para estudiar el comportamiento de los huéspedes en el agregado y su efecto
sobre la integridad de la mesofase, es necesario asignar inequivocamente las
sefiales de las moléculas agregadas. Para esto es recomendable evitar el
recubrimiento de las sefiales provenientes de las moléculas / o I deuteradas, vy las
demas sefiales del espectro. Con este proposito se prepararon 2 muestras, una
conteniendo SDS-dys y molécuta huésped sin deuterar y la otra conteniendo SDS-hys y
molécula huésped deuterada, evitando asi el recubrimiento de las sefiales interés.

La Tabla 6.2.1 resume este procedimiento.
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Realizando mediciones de la razon de integrales entre un espectro concentrado
y uno diluido, y suponiendo que la cantidad formada de la fase inducida es
proporcional a la cantidad de Il agregada, fue posible asignar los desdoblamientos
adecuadamente. Para diferenciar entre los deuterios en posiciones orto y meta del
anillo deuterado, recurrimos a las integrales bajo la curva de los espectros
correspondientes a la muestra con [l. Para asignar los desdoblamientos
cuadrupolares de la quinona | se emplearon los desplazamientos gquimicos
provenientes del espectro 'H-RMN, que deberian comportarse de manera analoga al

espectro *H-RMN debido a que poseen la misma densidad electronica. La Figura

6.2.1 muestra los espectros para los experimentos de /I.

10000 -5000

A aa\A

oy e ——

EXP A | EXP B Tabla 6.2.1: SDS-h.s: Dodecilsulfato de sodio no
5|3§_c|25 SDS_hz.i deuterado. SDS-d.s: Dodecilsulfato de sodio deuterado
II—hS Tk Ted o 1-d a lo largo de toda la cadena. DeOH-d,: Decanol
4 § * deuterado en el carbono adyacente al grupo hidroxilo.
DeOH-d, DeOH-d, DHO: Agua deuterada. Na;SOy Sulfato de sodio
DHO DHO anhidro. 1l-hs: Hidrogquinona no deuterada. Il-ds
Na-SO, Na~SO Hidroquinona deuterada. I-hs: Quinona no deuterada.
2774 2774 I-ds: Quinona deuterada.
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Figura 6.2.1: Superior: EXP A, Inferior: EXP B
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6.3 Dinamica Molecular

Para los calculos de trayectoria en equilibrio, se emplearcn los mismos
parametro y coordenadas iniciales empleadas en la dinamica molecular para el
sistema con el contra-ion Sodio del Capitulo 5. A estos sistemas se agregaron 6
moléculas de / o {1, 3 por cada monocapa. Las cargas empleadas para cada molécula
se obtuvieron de un calculo ab initio Hartree Fock con una base 6-31G. Estas se

muestran a continuacion:

Carga parcial 1 -0,788 Carga parcial 10 0,852
1 0,083 12 0,461 1 0,104 1 0,52
2 0,071 13 0,602 7 0,544 12 0,174
3 0,082 14 0,012 3 -0,105 13 0,048
4 0,096 15 0,002 4 0,019 14 6,008
5 -0,045 16 0,015 5 0,235 15 0,038
8 0,587 17 0,088 5 0,765 16 0,043
7 -0,65 18 0,08 7 0,542 17, 2,135
B 0,227 1§ 0,424 8| 0,275 18 0,657
9 0,015 20 0,787 9 0,21 19 0,402

10 0,3 21 0,525

Para calcular el potencial de fuerza media (PFM), se uso el método de Umbrella
Sampling®. En el método de Umbrella Sampling {a energia se obtiene desde un
conjunto de simulaciones en equilibrio. Un potencial arménico externo o potencial
de sesgo actiia sobre el centro de masa de un atoma o molécula, para restringir un
cierto grado de libertad. En cada dindmica, llamadas ventana, la molécula huésped
es restringida a permanecer a una cierta distancia desde el centro de la bicapa. El
potencial de sesgo usado para restringir la molécula en cada ventana o dindmica
fue de 3000 kJ mol™ nm™, La distancia entre la molécula huésped y el centro de la
bicapa fue cambiada 0,1 nm de forma sucesiva de ventana en ventana. La variacion
de la distancia fue desde la regidn acuosa (3,1 nm) hasta el centro de la bicapa (0

nm). Para combinar los resultados de todas las simulaciones y producir el perfil de
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energia libre, se empleo el método WHAM. Para realizar este calculo se emplearon

31 simulaciones.
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6.4 Resultados Experimentales y Dinamica Molecular

Carbono Eirs T
1 15142 50 15720 50 578 100 55 15 63 14 8 29
2 15142 60 15720 50 578 110 55 15 63 14 8 25
3 15142 60 15720 50 578 110 55 15 63 14 8 29
4 15142 &0 15720 60 578 120 55 15 63 14 8 29
5 14234 60 14659 60 425 120 85 11 76 12 -9 23
6 14234 60 14659 60 425 120 85 11 76 12 -9 23
7 14234 70 14659 60 425 130 8s 11 76 11 -5 22
8 13868 70 14282 70 414 140 98 11 838 11 =10 22
9 12191 60 128609 60 418 120 102 7 105 8 3 15
16 10496 40 10799 40 303 80 113 7 128 5 15 12
11 7841 40 8143 40 252 80 149 5 164 5 15 10
12 2337 10 2409 10 72 20 388 5 394 4 6 9
DeOH 17285 50 17714 50 429 100 102 10 126 11 24 21
HDO 393 5 400 5 7 10 432 5 433 5 1 10
12} 6271 15 9.4 12
ite4 6601 20 112 10
: el e DITer; : ; 1 Sdcon ; enGie
Carbono | Avgq | Er |Ava 3| Ern. [(S4-52)] Ere T, Erv= T, Ers |(54-52)] Errs
1 15560 50 16087 50 527 100 66 15 37 14 -9 29
2 15560 &0 16087 60 527 120 66 15 57 14 ) 25
3 15560 60 16087 60 527 120 G6 15 57 14 -9 29
2 15560 &0 16087 60 527 120 66 15 57 14 -9 29
5 14524 60 14780 60 256 120 72 11 65 12 -7 23
6 14524 60 14780 60 256 120 72 11 65 12 -7 23
7 14524 70 14780 70 256 140 72 11 65 11 -7 22
8 14302 70 14526 70 224 140 80 11 75 11 -15 22
S 12450 60 12701 60 211 120 107 7 88 8 -19 15
10 10734 40 10918 40 184 80 144 7 114 5 -30 12
11 8096 40 8211 40 115 80 169 5 157 5 -12 10
12 2391 10 2431 10 40 20 377 5 402 4 25 9
DeOH 17601 sp 17853 50 252 100 110 10 113 11 3 21
HDO 411 5 410 5 -1 10 426 5 438 5 12 10
| externo 14387 5 5,8 12
Iinterno 7652 50 10,6 10
Tabla 6.4.1: Desdoblamientos cuadrupolares y tiempos de relgjacion longitudinal para todos los experimentos
realizados

La tabla 6.4.1 resume los valores medidos de desdoblamiento cuadrupolar y
tiempos de relajacion longitudinal para las especies deuteradas, SDS, DeOH, H,0, |
y {l. La columna llamada diferencia es la resta entre los desdoblamientos
cuadrupolares del sistema con y sin molécula. A partir de estos datos podemos
observar que al agregar cualquiera de las dos moléculas en estos sistemas, aumenta

el valor de desdoblamiento cuadrupolar para SDS y DeOH, mas no asi para el agua.

La Figura 6.4.1 muestra el grafico de la diferencia entre los Avq para el sistema con
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y sin I en funcidn del numero de carbono del SDS. Este grafico muestra una notoria
discontinuidad que va desde el carbono C4 al C5. A partir de este resultado
observamos que el efecto de Il es sobre toda la cadena del SDS, pero con mayor
intensidad en los primeros 4 carbonos. Por lo tanto, podemos decir que esta
molécula no solo se encontraria en zonas de la interfaz del sistema i no que logra

introducirse hasta regiones un poco mas internas del agregado.

600

500
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0 2 4 6 8 10 12
Numero de Carbono

Figura 6.4.1: Diferencia de desdoblamiento cuadrupolar en funcicn del
rmimero de carbono de la cadena alifatica del SDS para II.

La Figura 6.4.2 muestra los resultados de las diferencias entre los
desdoblamientos cuadrupolares para el sistema sin I'y el sisterna con 1. Podemos ver
que la diferencia entre el carbono 4 v 5 es mucho mis grande que para /i,

reflejando, especificamente, una marcada perturbacién de estos primeros cuatro
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200—: * .
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Figura 6.4.2: Diferencia de desdoblamiento cuadrupolar vs el mimero
de carbono de la cadena dlifatica del SDS para L.
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carbonos. Por otro parte, al comparar la magnitud en los incrementos de Avq
provocados por la insercion de cualquiera de las moléculas huésped, If en
comparacién con I, provoca mayores aumentos en los desdoblamientos
cuadrupolares, provocando una perturbacidn generalizad mucho mas notoria sobre
los componentes de la membrana. Este ultimo resultado expresa la posibilidad de
hallar, en el seno de la regidn hidrofébica, muchas mas especies de !l que de I.
Ademas, dado que // causa un mayor aumento en los desdoblamientos
cuadrupolares, podemos decir que esta molecular provoca un mayor incremento en

el grado de alineacion de los componentes de la bicapa con el campo magnético.

Para estimar la movilidad de las especies deuteradas, se midieron los tiempos
de relajacién longitudinal. La Tabla 6.4.1 muestra estos resuttados. A partir de los
resultados de las diferencias en los T, para 5D5 no podemos precisar una diferencia
clara debido a que muchos de estos valores se encuentran dentro del error
experimental; al agregar | observamos diferencias reales en los tltimos cuatro
carbonos donde vemos una disminucién de T, exceptuando el ultimo metilo de la
cadena alifatica. Para /I los efectos reales son observables en los dltimos tres
carbonos donde notamos un leve incremento en el valor de T+ a medida que nos
acercamos al Ultimo metilo. A partir de esto podemos ver gque ambas moléculas
tendrian efectos contrarios sobre la movilidad interna del mismo agregado
molecular, donde una estarfa incrementando la movilidad {(Il) v la otra la estaria
disminuyendo (/).

El desdoblamiento cuadrupolar depende de la orientacién y la movilidad del eje
principal del gradiente de campo eléctrico, en nuestro caso el enlace C-D a través
de la ecuacidn Av=(3/2)Q-S, donde Q es la constante de acoplamiento cuadrupolat,
cuyo valor para enlaces C-D de cadenas alifaticas es de 170kHz Y S es el pardmetro
de orden el cual depende tanto de la movilidad como del 4ngulo que forma el
enlace C-D con el campo magnético y cuya formula es S, =1/2<3cos?0-1>. Si

consideramos un calculo de la variacién del angulo 8 a partir de los Av, del SDS en

presencia y en ausencia de 1, nos da como resultado un cambio de -0,003° para C1
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y -0,0004° para C12. Este resultado refleja como pequefias variaciones en el angulo

8, al agregar /I, provocan facilmente diferencias en los Avq de hasta 500 Hz.

Ahora, observemos los cambios que produce !y if en los T, del agua vy DeOH, La
Tabla 6.4.1 resume los resultados para este experimento. Podemos observar que !
incrementa el valor de T; para DeOH traduciéndose en un aumento de ta movilidad
de este, mas no asi para el agua. Como DeOH es un componente internc de la
bicapa, estos resultados confirman la presencia de Il en regiones anisotropicas del
sistema, como es la interfaz y el interior de la membrana, y su fuerte interaccién
con decanol. Para que decanol aumente su valor de T, debe moverse a zonas con
mayor movilidad, como es el interior de la bicapa, por que lo que I no solo
interactlia fuertemente con DeOH, si no que induciria el desplazamiento de DeOH

hacia zonas mas internas del agregado.

Los resultados para I muestran un efecto contrario a /l, donde observamos una
variacion en el T del agua, mas no para el decanol. Estos resultados indican que la
posicion mas estable de / estarfa en la regidn de la interfaz, donde tiene mayor
probabilidad de interactuar con el agua. Ademas, de estos resultados se desprende
que [ se encontrarfa en zonas de baja concentracién de decanol y en zonas de alta
concentracion de SDS, debido a los cambios de T, observados para esta uttima
especie. La causa de este comportamiento la podemos encontrar en las distintas
capacidades que cada molécula tiene para formar puentes de hidrogeno. [ solo
tiene la posibilidad de aceptar protones a través de sus grupos carbonilos, a
diferencia de /I que posee la capacidad de ser tanto aceptor como donor de
protones a traves de sus dos grupos OH.
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Figura 6.4.3: Densidades de masa a lo largo del eje z. Superior: I, Inferior: II.

En orden de buscar un origen a las diferencias observadas a nivel atomico, se
realizaron calculos de dinamica molecular para los sistemas S3 y S4 con |y Il
respectivamente. La Figura 6.4.3 muestra un grafico de las densidades de masa
para cada una de las moléculas huesped y para el grupo OH del decanol. Podemos
ver que ambas moléculas se encuentran distribuidas entre la region de la interfaz y
el interior de la membrana ambas por su caracter anfipatico, dado por los
momentos dipolares de sus grupos funcionales. Para decanol podemos observar

diferencias en su distribucion hacia el interior de la membrana, donde es posible
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apreciar que en el caso de /I, la densidad del grupo OH en el centro de la bicapa no

decae a cero.

La Figura 6.4.4 muestra la trayectoria a lo largo del eje z para cada una de las
moléculas y el grupo OH del decanol. Podemos observar diferencias clara sobre el
efecto que tiene cada una de las moleculas sobre el sistema. Para /, la movilidad a
lo largo del eje z del sistema es practicamente constante, dentro de una region
acotada donde no existen mayores fluctuaciones en la movilidad (entre 1,5-2,1nmy
3,8-4,3nm a lo largo del eje z de la bicapa), en acuerdo con los resultados
experimentales. Asi también, vemos como el grupo OH del decanol se mueve dentro
de un intervalo constante a lo largo del eje z (entre 1,5-2,1nm y entre 3,6-4,6nm).
Para el caso de Il podemos observar un movimiento sincronizado con DeOH y un

desplazamiento conjunto hacia regiones internas de la membrana (estos rangos de
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Figura 6.4.4: Trayectorias de los centros de masa del grupo OH del 91
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tiempos se muestran sefialados a traves de flechas).

Por otra parte hemos calculado el numero de veces que se repite la
formacion de puentes de hidrogeno entre las moléculas huésped con el agua y
decanol, y estos resultados los hemos expresado en terminos de porcentajes, donde
el 100% es el numero total de frames o cuadros de la trayectoria. Esto se muestra

en la Figura 6.4.5.

DeOH: 4% DeOH: 2% i SegHé;i%
H,0:34%  H;0:61% RN -
: a H

| ]

o g I
I

HiC CHy o HyC  CH;

DEQH: 3% DeOH: 69%
H,0:15% H,0: 69%

Figura 6.4.5 Puentes de Hidrogeno enfre I o Il con decanol y agua

A partir de estos resultados encontramos que las interacciones mas
relevantes se encuentran entre los OH de Il con el decanol y agua, y que para / solo
son relevantes las interacciones con el agua. Ademas observamos la formacion de

dimeros entre las hidroquinonas y la formacion de puentes de hidrogeno entre los

entre los dimeros v decanol
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dimeros y decanol, Figura 6.4.6. Estas interacciones son las que dan pie a la
sincronia en la movilidad que observamos entre decanol y /I. La formacion del
dimero, sumada la interaccion con decanol a través de puentes de hidrogeno no
solo provoca una mayor perturbacion en la bicapa, si no que hace mucho mas facil
la difusion de iones sodio hacia el interior de esta. La Figura 6.4.7 muestra los

puentes de hidrogeno en los que participa /I junto al decanol.

Figura 6.4.7: Puentes de Hidrogeno entre 1l y
decanol.

La Figura 6.4.8 muestra la trayectoria de todos los iones sodio a lo largo del

eje z de la caja de simulacion. En el caso del sistema con /I, observamos la

Coordenada z (nm)

Coordenada z (nm)

X [ B ' & i i 3 v “
le+05 2e+05 3e+05 4e+05
Tiempo (ps)

Figura 6.4.8: Trayectoria iones sodio, sistema Iy I]

93




Resultados Experimentales v Dindmica Molecular

existencia de intervalos de tiempo donde Na* permanece en el interior de la bicapa,
coincidiendo con el desplazamiento de if hacia zonas internas del agregado junto
con decanol (Figura 6.4.4). A partir de la Figura 6.4.7 podemos observar que esta
difusién del sodio hacia el interior de la bicapa esta facilitada por la interaccion del
sodio con los oxigenos del decanol y con el dimero, que ademas logra introducir a

las hidroquinonas hasta el interior de la bicapa.

Con el fin de estimar el potencial de cruce de la membrana por parte de /1y
Il, cada una por separado, hemos realizado célculos de energia libre de Gibbs a
través de la técnica Umbrella Sampling®, implementada en el programa GROMACS.
La Figura 6.4.9 muestra los perfiles de engria libre. El grafico superior es el perfil
de energia libre con respecto a la posicién del centro de masa de cada molécula a
lo largo del eje z del sistema (eje normal al plano de la bicapa), donde el valor cero
corresponde al centro de la bicapa. El grafico inferior es el perfil de densidad de
masa para SDS. El primer minimo observable se encuentra a 1,4 nm del centro de la
bicapa correspondiente a / y su valor es de -28,5 kJ/mol. El segundo minimo es de
-29,1 kJ/mol a 1,2 nm del centro de la bicapa y corresponde a Il. Por otra parte,
ambas moléculas presentan un maximo de energia libre en el centro de la bicapa;
+2,77 kJ/mol para Iy +3,54 kJ/mol para ll. A partir de estos resultados podemos
apreciar que ambas motéculas, en el equilibrio, llegaran a regiones cercanas a la
interfaz y el centro hidrofébico, siendo capaces, perfectamente, de afectar a los

primeros 4 carbonos de la membrana.,
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Conclusiones

6.5 Conclusiones

Ambas moléculas se encuentran en regiones anisotropicas del sistema, entre la
regidn de la interfaz y la zona hidrocarbonada. | permanece mucho mas estable
dentro de la region de la interfaz interactuando con el agua a través de puentes de
hidrogeno. /I posee un ancho de distribucién mucho mas amplic teniendo la
posibilidad de llegar hasta el centro de la regidn hidrofébica a través de la
formacién de dimeros. Si bien, a través del calculo de energia libre de Gibbs /I
requiere de energfa para poder localizarse en el centro de la bicapa, la formacion
de dimeros y su interaccién con el decanol, seria un posible mecanismo para que
esta molécula supere esta barrera energética y logre también moverse por esta

region del sistema.

La formacion de dimeros entre las hidroquinonas y su interaccién con decanol a
través de puentes de hidrégeno causa el desplazamiento conjunto de estas dos
especies hacia el interior de la membrana. Estas interacciones también favorece la
difusién de iones Sodio hacia el interior del centro hidrocarbonado, provocando los
cambios de orientacién y movilidad reflejados a partir de los desdoblamientos
cuadrupolares y Ty.
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7.1 Sobre la actividad biolégica de un conjunto de derivados de
hidroquinonas que inhiben la respiracion celular. Un estudio
tedrico

En colaboracién con el Dr. Jorge Soto Delgado de la Facultad de Quimica de la
Pontificia Universidad Catélica de Chile, hemos realizado un estudio tedrico acerca
de las condiciones previas que facititan la incorporacion de una serie de derivados
de quinona a la membrana celular®. A partir de calculos de energfa libre de
formacién y energias de solvatacion, de las distintas especies estudiadas, se
concluyo que las variables que juegan un papel importante a la hora de penetrar la
membrana biolégica son: el estado de protonacion de la especie y su energia de

desolvatacion.

El estado de protonacion de la especie juega un papel importante al momento
de cruzar la membrana, debido a que especies neutras o cargadas positivamente se
acumulan con menor dificultad en el interior de la célula debido a que el potencial
eléctrico interior de ella es siempre negativo con respecto al exterior™. Este

fendmeno también es observable a nivel de la mitocondria®.

Una funcién importante de una membrana biolégica es servir como una barrera
para el mundo exterior, Los resultados de este estudio mostraron que la energia
libre de desolvatacion. de los derivados heutros de hidroquinona es un proceso

importante para el cruce de la membrana.

Por ultimo, una vez cruzada la membrana, la concentracién de especies
radicalarias semiquinonas deberian ser el factor principal en el control de [a
actividad bioldgica. Estos resultados se encontraron en acuerdo con los resultados

experimentales de inhibicién de la respiracién celular?.

A continuacién se muestra la portada de esta publicacion.
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L Introduction

Anti-oxidant praperties of polyphenals are well known. Despite
this, an certain particular concitlons they also present pro-oxidant
activity [1-3). The way by which these molecules roact, as anti-oxl-
dant or pre-oxidants, depends on several factars, such as the con-
centration of chemical species capable to crive the electron
transfer processes, the capability of the molecule to form com-
plexes with redox active metals, the pH of the medium and the
molecular redox potential [4],

The fell oxidation process of hydroguinones and chatecols to
quinones, present a twa electron mechanlsm Initlated by aoneeec-
tron transfer [5]; these redox properties have been assodated to
thefr pro-oxidant activity, which can accelerate oxidative damage
to either SNA or protelns and carbohbydrates. It has been reported
that they also present antiproliferative and cytotoxic properties in
several tumor cell lines [6-8], through the formation of the seml-
quinone radical [9]. In this context, our group has been warking
on the synthesls, mechanlsm of formation and tumer cell resplra-
tan inhibition of quinone and hydroquinane dervatives [10- 12].

Mltochondtia have been suspected to play a crucial role In can-
Cer genesis and for this reason it has become an important target

'mespondlng authors. Tel: 456 2 3544426: fwo 456 2 3544744
{I. Soto-Detpadel, tel: 456 2 97A7342: fax; 456 2 2713E38 (BE, Wess-Lbpez).

E-mall adiresses: Jorsoto@iquadifed (). Sato-Delgade), bweissguchiled
{BE. Welss-Lépez).

2220-271X/% - see front nustter § 2013 Esevier BY, All rights reserved,
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for cancer therapy [13-16]. Consequently, there Is a high probabil-
ity that the active slte of these molecules is tocated Inside the
mitochondria {17]. Therefore, In orderko reach their targets, these
derivatives have to aoss several membranes; however, the proba-
bility that non-protonated polyphenals cross membranes (s low,
Furthermore, due ta the existencd of a proton concentration
gradlent, there s adifference in pH acrossthe peripheral and inter-
nal mitochondrial membranes, generating a potenttal difference.
Wesk adds, possibly protenated in atld medium, diffuse inside

more basic compartments of the syst)
and concentrate there [18]. This proces
to deliver anth-cancer molecules I,

b, become de-protonated
5 is selective and may holp
side the mitechondria, In

healthy tissue the interstitlal pH is nedtral, whereas in cancer tis-

suelt s acidic, mainly because of the ex

cesshve glycolysts, used as a

sourcaof ATP [19-21). Recently, weak dclds have been successully

employed as anti cancer agents [22-25

]

Thermodynamic and eectronle properties of Important biclog-

feal processes are sometimes difficult
Besldes, quantum chemical methods
predict many of thesa properties. For
series of high level ab Initlo and seml-

0 evaluate experimentally.
pave been widely used to
Instance, few years aga a
eraplrical catculations were

performed to made four possible reaction pathways, between
either 2-Butence-14.dione or p-benzofpiinone with triplet state
molecular oxygen [26). More recently, aseries of density functional
theary {DFT) calculations, at different levels of sophistication, were
performed ko study the stability and réaction pathways of o-, m-
and p-dihydroxybenzene derivatives, their semiquinene radicals
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ABSTRACT

,4-Dimethyl-5,3-ditvydroanthracene- 1 2, 10(31)-trions (Q1) ad 9,10-Dibydruxy-,d-dimetliyl-5,8-dihydro-1{(3H)-anthracenone (Q2), two malecules that
inlsfoit cavcer cell respination, were gelectively deuterated 2od dissotved in an anjosic dizentic nematic Tvolropic liquid eryataf (dntlc) sokation. The solution
provides 2 agnetic {cld oriented anisutropic medium, where the locstion, verige crientation and dynamics of Q1 aud Q2 werr exmnined) by measuring SH-NMR
quadrupole splittings (D) and M longitudina! refaation times (T}, The NMR ilata shews that botl molecules ore strongly atlached to the agprepate aud, when
dissolved, increass the aligmnent of the interface components with the magnetic feld, However they present different uverugs orientaticns. To sssist with the
int jon of the experi | teslts, 300ns Molevuiar Dytiaics {MD) trajectaries af'a hilayer inodel of the aspregute were caleulatod. The resalts show that
hath malecndes sportaneously diffuss inside the bilayer, to locnte in the Jimil butween the hydsophohic vire and the interface. The ctientationy of botly molecules

inthe aggregate are delermined by tho furmation of H-bonds with water.

Keywords, Qui Hydroqui Deuterium Qeadrupote Splitting, L

Tinn] Bl

Tirne, Ly l

INTRODUCTION

Polyphenols are uvsually recognized by their anti-oxidant capabilities;
however in ceraln conditions they com also fomclion as pre-oxidants,
Hydroquinanes belong ta 1bls class of compounds and disy are among the
sigongest anti-oxidams? The reduction of quinomes and the oxidation of
bydroquinonss have been related to cylotoxielty and eath-cancer aclivity.*?
Besides, it Is known that quinove derivatives display a variety of biological
uctivitivs, including fungieidsl, through the formation of semi-quinone
radicals.” In the past, signifcant work of our group has been devoted Lo the

hesi: hanism of § jon and bivlogical evaluation 6f qui aad
hydroquinones.'*1t Biological activity of these products has been measyred
trough JC,, values against tumor cell respuration of TA3 cell line and TA3-
MTX-R multidrog resistant variety,W

it is now accepted that mitochondtia are imvolved in cell aApaprosis,
Malfuncilon of mitechondria isvalves Jack of apaptosic and this has been
related 10 cancer ctiolagy." Mitochondrix have been idered an fmportant
target for cancer therapy, and gui and bydrogud are believed o
fenction inside the milochondeia. ™" Tharefore, there is na donbt fhat in ordsr
to reach their targets these molecules must cross severnt membranes, incliding
mitachendrial membranes, Cr the other hand, it is well knowsn that Zz-vivo anti..
oxidant setivity of pelyphenals is lintited by their ability to croes membranss,

The mieraction betweee: biolopieally active moleculer and bilayers has
been a very active £eld of research, In the past we exanined counter-jon
effeets and dynamical behavior of parathion, a well known pesticide, dissolved
in anianic and cafionfc mesophases *1* Inclusion af the pesticids it a catictic
mesophase incresses the onder degree of the imerlace compongals; on the other
hand, when dissolved in anianio mesaphater, the effect is sirongly dependlent
on the natwre of the counter-ion. Work in a similar Teld using several
spectroscopic techaiques hay shown the existonce of & preferential interaction
between  quinolone  derivatives and nepaiively chatged phospholipids
vesicles ™ evidencing again the importance of the spbiphilic head-group
properties, Therefore, increased knowledge about the distribution, average
erientation, interactiens and dynemics of biologically active uolcenles, when
they sz dissolved in an scphiphilic bitayer, a simple model of membrane,
provides vaheable information fr a better und i

P

The molucules are  4,3-dimethyl-5,8-thhydrmaptimcene-1,9,10(44)-tione
{Q1) and 9, 10-Eilydroxy 4 dedimethyl-5,8-dihylco- [(4H-anthracenone (Q2).
They were selectively demeratad at positions 5, 6, 7 and § (ses £ gure 1), and
dissolved in aniomic discotic nematic yotropic liquid crystal {dnllc) sofuticn.
Despite their apparent steuctural ehinilarity these two malecules show different
anl-cancer activity: Q2 is two fo theee times mors active than Q1 a5 a tanor
cell vespiration inhibiter (IC,, Q1 = 0.2240.02M a1 IC,, Q2 »0.08£0,¢1mM
egninst TA3 cell line; 1€, O1 = 0.1720.02mM vnd I, Q2 = 0.0740.0 M
against the TAJ-MTX-R variety) (12, 131, Tn generml, 1€, for oxypen uptake
inhilition are about an onder of magnitade preater i IC,, for eyetoxicity:
however, it is a quick test for preliminary screening of possible antl-cancer
setivity, For instance. (02 exliibits fow micromolar doss-dependent growth
inhibition of the Twman U937 wumor celt line (fnmman monocylic leukentia),
1C, = 7.96 M.

Q1 Qt
Figure 1. Structires of the sludied molevules.

The dnllc is prepared by dissolving cesiuns decylsulfate {CsDB). decanol
(D03, 20% NeOR-2-d) and C5,80, in water (0.0% D401 and consist of a
coucentrated sefution of disc-shaped sagregates, like &l micelles, amide of
decylsuifne fons and DeOH. by the presence of an applied nagnetic Feld they

ing of drug functicting

and rational drug design,
In this azticle we stndy tha aversge orientadon, distrilnstion erd dynamnics
of two stucturally related nuwlecules, a quinore and ils redweed o, the
comesponding hydroquinone, which were selected from: our previous work.

e-malls bvelssGhilect,

pont: Iy otient with the symmetry axig of e oblate pergerdicular ta the
Leld direction, providing an anisatropic needinm. This property mokes these
systems partieslarly goitable to be slied by NMR of quadiopolas nuclet.
HNMR quadrupolar splittings {Dn) and longitudinal relaxetian times (T}
were measuced for all deuteriwm nucleus in all sanples. Stave the stroctures
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Effect of lithium on the properties of a liquid crystal formed by sodium
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Understanding the molccular interactions that rule the physicochemical properties of molecular as-
setblies is of particular interest when trying to explain the behavior of much more complicated
systems, such as the cell membranes, This work was devoted to study a discotic nematic lyotropic
tiquid crystal, formed by sodium dodecylsuiphate (3% SDS-dys) and decanol (20% DeQOH-a-ds),
dissolved in aqueous solutions (0.1% D0} of NazS04 or Li,S04. The average size of the agpre-
gates was estimated using Suorescence quenching experiments, and their dynamics were studied
by measuring the 21i-NMR. quadrupole splitting (v o) and the longitudinal relaxation times (77)
of the deuterated species. To provide an atomic insight into these assemblies, molecular dynamics
simulations of the systems were carried out with atomic detail, As a previous step in this study,
a reparameterization of the standard GROMOS 87 force field was required to perform the equili-
brated simulations and to prevent instabilities emerging during the simulations, Finally, an excellent
agreemnent between simulation and experimental data was obfained. In addition, vadations in the
long range electrostatic interactions at the aggregate/solution interface, the crientation and the re-
orientational relaxation time of the water dipole, the translational diffusion coefficient of sodium
ions, and the amphiphile-counterion coordination associated with the presence of Lit in the solution
were other key aspects investigated to explain the variation in the quadrupole splittings {v g¢)inthe
presence of lithium in solution, € 2013 AIP Publishing LLC. [bup:/dx.doi.org/10.1063/1.481 16781

I. INTRODUCTION

Ionic amphiphiles dissolved in water spontanesusty ag-
gregate to form a variety of different stcuciures. At constant
temperature and pressure, the characteristics of the aggregates
depend on the nature and concentration of he amphiphile,
its counterion, the presence of other components, and the
solvent. At moderate concentrations, sbove the Critical Mi-
celle Concentration (CMC), isotrapic micelles are formed.
If the amphiphile concentration is intreased, anisotropic lig-
uid crystal phases, such as Jamellar and hexagonal assem-
bles (among others), appear. Furthermore, by adding long
chain aliphatic alcchols and increasing the fonic strength of
the aqueous solution by the addition of salt, two types of
nematic Iyotrapic liquid crystals (NLLCs) of finite size can
be penerated: calamitic (NC), derived from the hexapgonal
phase with prolate syimmelry, and diseotic (ND), derved from
the lamellar phase with oblate symmetry,’* Despite their
structural ditferences, all these systems show three charac-
texistic regions: (i) the aqueous phase, containing a small
amount of free amphiphiles and ions dissolved, (i) the in-
terface, where (he most important electrostatic interactions
between liead-groups, ions, and water occus, and (iki) the hy-
drophobic core, fonued by hydrocarbon chainy, These three

MAuthors to whom cotrespondence should be addressed. Electronie
addresses: bweiss@uchile.cl and javierlopezi@upct.es

0021-9605/2013/139(1)/014702/9/830.00

138, 014703-1

regions are also found in the bilayer structure of eukaryotic
cell membranes, where interactions in the Interfacial region
play a critical role determining the curvature of this region,
which strengly affetts the size and shape of the aggregates.™
Hence, a deeper knowledge of the molecular interactions that
govern the physicochemical processes of these refatively sim-
ple molecular assetblies will contribute to 2 better under-
standing of more complicaled structures, such as those of
biological membranes,

Furthermore, the bilayer wrangement displayed by Dis-
cotic Lyolropic Liguid Crystals {DLLCs), combined with
their capucity to be orientated in the presence of magnetic
fields, means they can be considered as simple membrane
models, pasticularly suitable for study by nuclear magnetic
resenance (NMR).? Recently, nematic Iyotropic liquid crys-
tals in combination with magnetic fields have been used in the
synthesis of carbon nanotubes with z given preferential orien-
tation, since their orientation can be controlled by the mag-
netic field applied to the system. They have also been used as
templates for the synihesis of nanowires and for the genera-
tion of meso-structured materialg, 19-14

In this work we present an experimental study on the
size, structure, and dynamics of two discotic nematic ly-
ofropic liguid crystals. The sample denoted as 81 was pre-
pared by dissolving sodium dodecylsulphate (10% SDS-dss)
and decanol (DeOH-&-dh) in an nqueous solution containing

©2013 AIP Publishing LLG
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Counterion and composition effects on discotic nematic
lyotropic liquid crystals
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Abstract

The static flucrescence quenching of pyrene by hromide, ot the interface of mixed TTACYTTAB discotic nematic Iyetropic tiguid crvstals,
allowed an estimation of the equilibrinm constant for the exchange of chlocide by bromide. The affinity of the interface for browmide is much
highez than for chlodide (K, - o = 13.2). For a molecular level niderstanding of the experiiuental results of this and the preceding papes, 20 18
molecular dynamics (MD) simulations were calenlated for samples with TTAB/TTAC molar percent ratios 100/0 (A}, 50/50 (B) and 07100 (C),
The increment in the concentration of chloride induces & wider distribution of aminanium headgroups along the axis nomzl to the bilayer surface,
increasing the widih of the interface. The charge density profile of simulation B shows tlat the concentration of bromide is higher than the

conceniratfan of chloride in the vicinity the ammenium headgroups. The shust rzage contribotion to the electrostatic erergy from the ammoninrm—

anmaeninm repulsion is 294.7 kJ/inel for TTAC and 195.6 kI/mol for TTAB, and the short range

ium-hatide interaction is —6166 kl/n:ol

for TTAC and 6607 LY/ mol for TTARB, from simulations A ahd C,

ively. These results are in agreement with o more neutralized TTAD

interfacs, Consistently, the elzctric dipole moments of water aee significantly more aligned with the larger electsic field of the TTAB interface.

D2007 Elsevier Inc. Al rights reserved.

Kevwords: Counteri liangs equilibrivm

Dissociation degree; Dikeotic nematic yatropic liquid crystal: M clecular dynamics

1. Introduetion

In the preczding paper, a comparative stady about com-
position effects on the size and interface dynamics of dis-
cotic nematic lyotropic liquid erystals, prepared with tetrade-
eyltrimethylammanium halide {TTAX)-decanol (10% Ll
dideuterodecanol}-FaO (0.1% D20)-NaX, with X = C|~ and
Br7, was presented. That article revealed significant differ-
ences in the quadrupole splittings of 1,1-didevterodecanol and
HDO, between hoth mesophases. These dissimilacities were at-
tributed to differences in the dynamics of the interfaces. Since
the only difference between both mesophuses is the connterion,
astudy about the relative affinity of the inlerfuce for chluride or

* Coﬂt:pqnding authars,
E-ma] addrear: hweiss@uchile.c] (LE. Welss-Lépez).

0021-97571% -+ ses [ront maiter €2007 Elsevier Inc. All Kights reserved.
doi: 10,1016/ jeis, 2007,07.050

bromide ions seenms aecessary. For this purpose we have mea-
sured the equitibrium constant for the exchange of €1~ by Br™
at the interface of mixed TIAC/TTAR mesaphases, using the
fluorescence quenciing of pyrene by Br™. The ien exchange
equilibrium to be studied is shown in Eq. (I) and the methodol-
ogy vsed for this pipose has been described slsewhers [1.2],
A brief description of the methed is provided fater.

e K - -
Interface — CI™ +Br Interface — Br™ -k C17, ]

In this work, the equilibriom constant of reaction (I} was
eatimated from the fltorescence intensity mensurements in a
series of 4 mixed samples of TTAC/TTAB mesophases, The
Inolar TTAC/TTAB percent ratios were 90/10, 75/25, 50/50 and
25775, Also, the quadrupale splitting of 1,1-didenterodecunal
for the pure and mixed mesophases were measured using *H
NMR. To assist with ihe interpretation of the experimental find-
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Dynamics and Orientation of Parathion Dissolved
in a Discotic Nematic Lyomesophase
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Parathion, an organcphospharous peslicide, presents serious hazards to the environment and health, 1 inhibits acetyl-
cholinesterase, an enzyme incorporated in the cefl nembrane, A study on the behaviour of parathion in a lipid envirenatent
s interesting from environmental cleaning and biological perspectives. 2EH NMIX quadrupole splimings (v g} and
lengitudinal relaxation times (Ty) of paratition-ds, dissolved in 2 nematic discotic Iyomesophase made of tetcadecyl-
trimethylammonium chloride/decanol {10% 1,1-didenterodecancllwater (0.1% D20)NaCl, have been measured, v Q
and Ty from DHO and 1,1-dideulerodecano] were also obtained. For a detailed understanding of the experimental results,
2 1915 molecular dynamics (MD) simulation of & bilayer fragrent including three parathion molecules was caleulated.
Parathion is strongly attached to the aggregate and the solubilization increases the alignment of the interface components.
Caleulated densilies show that parathion is located in the hydrophobic care, near the interface, and experiences an eloc-
tenstatic interaction, with the ammonium headgroups, Ot average, the molesule orients with the ringt plane containing the

bilayer normal.

Maauscript received: 15 May 2008.
Fial version: 25 September 2008,

Introduction
With the massive development of agricuiture, organophospho-
rous compounds have been widely used os pesticides for plague
management and control, The use of these compountds represents
serious hazards to mamnals' bealth and the environment -1
For this reason they are forbidden in numerous countries, and
when outhorized it is under severe security conditions, The tax-
icity arises from the ability to inhibit acetyleholinesterase at
cholineigic junctions in different sites of the nervons system,
including certain synapses in the central nervous system, 161
Tatoxication is due to the accumulation of acetylcholine and the
Fymptoms are excessive salivation, local sweating, tearing, loss
of coardination, and weakness. Severs polsoning may include
paralysis of the body’s extremities and respiratory mouscles,
causing death, -1

Two of the most toxic chemicals wsed in the agriculture
industry are parathion and methyl parathion {diethoxy-
(d-nirophenoxy)sulfanilidene phospharane and dimethoxy-
(d-itraphenoxy)sulfanilidene ~ phosphorane, respectively).
Parathion itself is not an acetylcholinesterase inhibitor; instead
it is metabolized at fhe liver to produce paraoxon, the actual

& CSIRO 2008

inhibitor.!! %} [n patacxen the sulfur atom is replaced by an
oxygen atom {see Fig. 1). Despite the precautions that should
be taken when spplying the pesticide, every year many peo-
ple become seriously contaminated. The most contmun forms
of intoxication are ingeslion of contaminated food, inhalation,
aid dermal adsorption. In all these eases the pesticide must
oross coll membranes to reach the liver and be transformed into
parzoxon,[1]

The conformations, interactions, and reactivity of parathion
with different wolecules have all been 1he subject of
interest!*-1"1 Of particular imporiance, from an environmental
aud toxicological point of view, is to study the solubilization of
the pesticide in surfactant aggregates and its effects on the struc-
ture of synthetic and natucal membranes.['®-22) fn this context, a
srudy on the average orientation, disteibution, and dynamics of
parathion dissolved in a nematic discotic lyotropic liquid crys-
1al (NDLLC) provides valuable mformation about the behaviour
of the insecticide inside the hydrophobic bilayez, as well o8 the
effects produced on the integrity of the aggregate. The liquid
crystalunitis made of anaggregate of o fow hnndred amphiphiles
with avetage oblate syrmerry. 23]

10.1071/CHO5 299 0004-9425/08/1 20068
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Ingestion of parathion produces catastophic effects on mawmals. Transformed inta paraoxon, it inhibits acetyl-
cholinesterase, producing acetylcholine aceunwlation. The distribution, orieatation, and dynamics of parathion in
different hydrephobic bilayer environments is interesting from both ecological and biutogical perspectives. A study of
parathion-ds dissolved in 1wo nematic discotic lyotropic liquid crysials made of sodiumn and cesitn decylsulfate {CsDS
and NaDS)decanol (10% 1,1-didenteradecano))/water (0.1% Dy0)M2504 (M=Na*, Cs¥), is presented. Deuterivn
quadrupole splittings and relaxation timies of all deuteriated species were mezsured. Pacathion bs strongly attached to hoth
aggrepates, increasing the alignment of CsDS and deczasing the alipgnmest of NaDS, Molecalar dypamics trajectories
were caleulated for both tesophases. CsDS appears more newtratized than NaDS, Desplte the surface charge, parathion

is associated to both aggregates, located near the interface, wi

chains toward the hydrophobic core. When jnclugded in the

ith the nitra group oriented to the Leadgroups and the ethoxy
CsDS interfoce, it stabifizes the system by shielding repulsive

electrostatic interactions among headgroups, Included in NaDS. parathion induces an increase in the distauce among
couutecions and sulfale headgraups, tius decrensing the degree of order,

Manuscript received: 1 August 2009,
Manuseript accepted: 16 Seplember 2009,

Introckiction

Parathion, (diethoxy-(4-nitrophenoxy)sutfonilidene plwospho-
ane), 4 well known organophosphorous pesticide (sea Fig. 0.
Presetits serious hazards for life and the environment. lntoxica-
tion with parathion invalves accumulation of acetvlcholine, and
severe poisoning may cause sericus damage, even death U= A
stady on the dynawmics and distribution of perathion in cationic
and anionic bilayer environments is therefore of koth ecologicat
and biological interest. Recantly, we published a paper concerp-
ing the dynarmnics snd oricntation of parathion-dy dissolved ina
cationje Nematic Discotic Lyotropic Liquid Crystaf (NDLL
using 2H NMR and molecular dynnmics (MD) simulatiors.[®
These NDLLC are agueous selntions of aggregates made of
amphiphilic malecules ussembled like biluyers, simifar to a Nat
micelle, with average oblate symenetry. In the presence of mag-
netic fields, they spontoneously orjent with the symmetry-axis
of the oblate perpendicular to the field direction, geoerating an
anisotropic medium, and allowing the measurement of residnat
quadrizpole splittings, In that paper, the cationic NDLLC was
prepared from tesradecylrimetiylammonium chlot de, decanol,
NaCl, and water. The results showed that parathion s completely
incorporated inside the Lydraphobic care, in agrezment with
previous experimental evidence\} At equilibrium, it is located
aear the interface, with the nitro group interacting with the

©CSIRO 2010
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Flg. 1. Ssh Y fon of i hion-da,

ammaonium headgroups of the agpregate, and the ethaxy chaing
pointing toward the intetior, The addition of parathion increases
the degree of order of all comepouents of the cationic aguregate,
This erdering effect has been observed before 9]

To study counterion effects on the dynamiics, distribution,
aud averoge orientation of parathion dissolved in lydropho-
bic bilayers with an anionic interface, an NMR investigation
of parathion-dy dissolved in two onionic NDLLC was made.
The liguid crystal solutions consisted of sodium aud cestum
decylsul Fate (NaD$ and CsDS), decanol (DeOH), including 6%
L, 1-didenterodecancl, sodivin or cesium sulfats and water {&.1%%
D,0). Deuterinm quadrupole splittings (v Q) and longitudinal
relxxation times (77} were measured for alt deuterium-enriched

10,1071/CHO923 0004-$425/10/080068
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