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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Propiedades eléctricas de la membrana plasmatica

La membrana plasmatica estd compuesta mayoritariamente de fosfolipidos que se
disponen de manera tal de formar una bicapa lipidica, esta disposicion le da la caracteristica
de presentar un interior hidrofobico y extremos hidrofilicos otorgandole la funcionalidad de
compartimentalizar reservorios acuosos. De esta manera, la membrana representa una barrera
fisica entre el interior celular y su medio circundante, y como tal entre otras funciones, se
encarga de regular el transporte selectivo de sustancias hacia dentro y fuera de la célula que
rodea. Una de las caracteristicas que le permite llevar a cabo esta funcién es su capacidad de

permeabilidad selectiva. [1]

La funcionalidad de la membrana depende del equilibrio dinamico entre contribuciones
eléctricas que conforman el potencial eléctrico total a través de la membrana (ver Figura 1.1).
Una de las contribuciones se debe al movimiento asimétrico de iones desde el medio
extracelular al medio interno de la célula y viceversa que junto con la caracteristica de
permeabilidad selectiva de la membrana producen una diferencia de energia potencial eléctrica
a través de la misma denominado “potencial transmembrana” (AW,,). Este potencial presenta
un rango entre -50 y -200 mV [1] y se compone de diferentes contribuciones. Por otro lado, las
interacciones entre los grupos cargados de las cabezas polares de los lipidos y los iones de la
solucidon acuosa presentes en la de la superficie de la membrana generan un potencial de
superficie (¥;). El potencial de superfici se encarga de controlar la concentracion de los iones
localizados cerca de la superficie de la membrana. Y por ultimo, en el interior de la membrana,
se encuentra el potencial dipolar de membrana (AW;) que surge como resultado de la

alineacion paralela de los dipolos de los fosfolipidos y el agua, (ver Figura 1.2) y varia en



magnitud tanto longitudinal como lateralmente a través de la bicapa, de acuerdo con la

composicion de la membrana y la densidad de empaquetamiento de fosfolipidos [2].

AW (intra)

W4 (intra, alto)

Potencial transmembrana Potencial de superficie Potencial dipolar AWm + AWq(intra-extra)
(A¥m) (¥s) (Pa)

Figura 1.1: Contribuciones al potencial total de la membrana celular: potencial de transmembrana (AY,,),
potencial de superficie (¥s) y el potencial dipolar de membrana (¥;). W, consiste en componentes extra e
intracelulares ¥, (extra), W4 (intra), y por la asimetria de composicién entre hemicapas de membranas
bioldgicas, de una componente de transmembrana , AW, (intra-extra). Las curvas roja y azul en el potencial
dipolar representan los dos estados de este potencial debido a los estados de alto y baja energia que transita
Y, (intra) dependiente de la conformacion de los canales ionicos. Adaptada de [2].
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Figura 1.2: Forma del potencial dipolar (¥,) e
individuales contribuciones en el mismo, calculado por
simulaciones de dindmica molecular de una membrana
modelo de POPC. La curva roja representa el perfil de
potencial eléctrico producido por la alineacion de los
dipolos del agua. La curva negra es el potencial
producido por la alineacién paralela de los fosfolipidos.
La curva verde es la suma de ambas contribuciones y
representa el potencial dipolar total. Adaptada de [2].

Los gradientes electroquimicos generados que dan origen al potencial de
transmembrana son muy importantes para los seres vivos, debido a que provocan el

movimiento de sustancias a través de la membrana y con ello generan energia aprovechable



para la célula.

Cambios en el potencial de membrana suelen ser consecuencia de cambios
conformacionales en las proteinas transmembrana Illamadas canales 16nicos. Estas
macromoléculas constituyen compuertas que se abren o cierran para modificar la
permeabilidad de la membrana dando lugar a corrientes de iones que median la variacion del

potencial de membrana [1].

Las células eléctricamente excitables como las células musculares, células secretoras,
cardiomiocitos y neuronas, ejercen sus funciones generando senales eléctricas en términos de
cambios del potencial de membrana [3,4]. La determinacion de dichos cambios permite
verificar el correcto funcionamiento eléctrico de las células o en caso contrario detectar

enfermedades relacionadas al mal funcionamiento de circuitos eléctricos.
Las membranas presentan diferentes estadios del potencial eléctrico.
1.1.1 Potencial de reposo

El potencial de reposo de la membrana plasmatica es el potencial eléctrico que se
encuentra cuando no se esta transmitiendo sefial eléctrica. Este tipo de potencial se genera
debido a los gradientes i6nicos que atraviesan la membrana plasmatica en estado no excitado y

recibe contribuciones de los potenciales de superficie y dipolar.

En condiciones fisiologicas, los iones involucrados en la generacién del potencial de
transmembrana son dos, sodio (Na") y potasio (K"). La membrana es permeable a Na™ y K*
pero no asi a los iones cloruro Cl° presentes en el interior celular ni a otros aniones que
componen el citosol. La difusividad selectiva a la membrana produce una desigualdad de
cargas a través de ella, desarrollando un voltaje que se opone al gradiente de concentracion de
estos 1ones mientras estan atravesando la membrana. Cuando el gradiente eléctrico equilibra
con exactitud al gradiente de concentracion se produce un equilibrio donde no hay flujo neto

del i6n .
El potencial de equilibrio (Ey) de uni6n X se calcula mediante la ecuacidén de Nernst:

_RT  [X],

x_?l’/l(m) ()

E



donde R es la constante de los gases, 7' [a temperatura del sistema, z la carga del 16n, F' la
constante de Faraday y [X],, [X]; la concentracion del i6n extra e intra celular, respectivamente.
La coexistencia de los potenciales de equilibrio de K"y de Na* producen el potencial de

reposo.

Por ejemplo, las neuronas presentan un potencial de equilibrio (Ex) de -92 mV para el

16n potasio y (Ey,) de +62 mV para el i6n sodio ambos a 37°C.

En las neuronas el potencial de reposo tiene un valor entre -60 y -80 mV, que es un
valor intermedio entre los potenciales de equilibrio de los cationes mencionados, pero es mas

cercano al Ex debido a que este es el que mas contribuye al potencial transmembrana [1].
1.1.2 Potencial de accion

Los potenciales de accion de las neuronas son sefiales breves, de solo 1-2 milisegundos
de duracion, pero de gran amplitud que surgen en respuesta a un estimulo. El estimulo abre los
canales 16nicos reguladores de Na™ presentes en la membrana celular y estos canales permiten
una rapida redistribucién (submilisegundo) de los iones Na* desde el medio extracelular al
citosol, generando una reduccion en la magnitud del potencial denominada “despolarizacion™.

Si la despolarizacién llega a un valor umbral, como se muestra en la Figura 1.3, se
desencadena la apertura sucesiva de canales de Na® en la membrana de las neuronas
produciendo un aumento elevado del potencial transmembrana denominado “potencial de
accion”. Luego se abren los canales reguladores de K™ permitiendo la salida de este i6n al
exterior, lo que produce una repolarizacion hasta sobrepasar el valor del potencial de reposo.
Un aumento en la magnitud del potencial de membrana que sobrepase el valor de el potencial
de reposo se denomina “hiperpolarizacion”. Finalmente a medida que disminuye el paso de

potasio y aumenta el paso de sodio se restituye el potencial de reposo [1].
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Figura 1.3: Perfil de un potencial de accién de una
membrana excitable. Adaptada de [1].

Si bien los cambios en el potencial de membrana son pequefios en mV, determinan
grandes cambios en el campo eléctrico (V/cm) porque la membrana es muy delgada. Por lo
tanto, 100 mV a través de aproximadamente 3 nm de espesor de la membrana equivale a un

cambio de 300000 V/cm en el campo eléctrico local.

La propagacion del potencial de accidn y las corrientes sinapticas también dan lugar a
corrientes extracelulares e intracelulares, lo que significa que también habra gradientes de
voltaje en estos lugares. Sin embargo, estas corrientes extracelulares fluyen a través de
distancias de mm (en lugar de nm) y, por lo tanto, los gradientes de potencial son mas

pequefios en seis érdenes de magnitud [5].

1.2 Determinacion de potenciales de membrana

Las técnicas Opticas para monitorear actividad eléctrica en las células nerviosas han
adquirido gran relevancia en el area de la biofisica por presentar grandes ventajas de medicidén

respecto al método de determinacion convencional (Patch Clamp). Este ultimo método utiliza
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microelectrodos que se colocan en la superficie de las células y miden la corriente a través del
contacto directo con la membrana plasmatica, lo que provoca que sea un método de

determinacion altamente invasivo [6].

Las ventajas de las mediciones Opticas respecto al método convencional son: la
posibilidad de medir diferencias en el potencial eléctrico de membranas que son muy pequefias
para ser medidas con microelectrodos [7]; la mayor resolucion espacial y temporal del orden de
los submicrones y los submicrosegundos respectivamente; la capacidad de registrar
simultineamente voltajes transitorios en diferentes sitios del sistema nervioso, permitiendo
monitorear la actividad eléctrica de cada neurona en un circuito [8]; y la baja invasividad en
comparacioén con los microelectrodos que implican contacto directo con las células y fuerte

excitacion de las mismas [7].

Estas técnicas se basan principalmente en el uso de colorantes sensibles al voltaje
(CSVs) extrinsecos para medir el potencial transmembrana. El grado de invasividad de las
técnicas Opticas esta dado por el efecto farmacoldgico o efecto fotodinamico que produce el

colorante en el organismo.

A pesar del gran potencial de las técnicas Opticas de monitoreo de potencial
transmembrana, quedan muchos desafios por afrontar en el desarrollo de sensores. El primero
es la necesidad de que el sensor este fisicamente en contacto con la membrana, ya que de no
ser asi, no podria sensar el cambio en el potencial eléctrico de la misma. Mas alla de la
longitud de Debye, 10 A, el campo eléctrico se disipa rapidamente a medida que el sensor se
aleja de la membrana, es decir, el desplazamiento del mismo por sélo un nanémentro podria
atenuar considerablemente la sensibilidad de la medicion. De aqui subyace la importancia de
conocer y controlar la localizacion del sensor en escala nanométrica. El segundo desafio tiene
que ver con la restriccion de que la membrana es una superficie bidimensional e implica una
limitacion fisica en el nimero de cromoforos que pueden usarse para informar los cambios.
Este desafio requiere el uso de cromoforos muy eficientes con el fin de no iluminar
intensamente a la membrana y provocarle fotodafio. Por lo tanto es importante conocer y

determinar la eficiencia cuantica de los sensores [§].



1.3 Colorantes sensibles al voltaje CSVs.

Los colorantes sensibles al voltaje son moléculas anfifilicas fluorescentes que se
embeben en la membrana celular y pueden sensar diferencias de voltaje cambiando sus
propiedades espectrales. Los cambios en las propiedades espectrales pueden ser en la longitud

de onda de absorcidon u emision maxima o en la intensidad de fluorescencia [9].
1.3.1 Mecanismos de sensibilidad al voltaje de los CSV'S

Es probable que multiples mecanismos con diferentes escalas de tiempos contribuyan a
la sensibilidad general al voltaje de los CSVs. Sin embargo, en muchos casos un mecanismo
particular parece ser dominante y es el que se utiliza para describir el cromoéforo. La Figura 1.3
ejemplifica los principales mecanismos de sensibilidad al voltaje: redistribucion, reorientacion,
electrocromismo, FRET (transferencia de energia de resonancia de fluorescencia), hibrido,

agregacion, intrinseco, electrodptico y g-dots (nanoparticulas) [8].
1.3.2 Propiedades opticas

Para comprender los posibles mecanismos mediante los cuales los CSVs responden al
cambio en el potencial de transmembrana se debe comprender la quimica-fisica que subyace a

la absorcion y emision de un foton.

Los colorantes tienen en su estructura molecular una regién denominada croméforo
que es donde ocurre la excitacion electronica. Los cromoforos absorben la energia de un foton,
dada por 4V donde / es la constante de Planck y v la frecuencia del foton, solo si esta energia
de excitacion coincide con la diferencia de energia entre el estado fundamental y el estado
excitado del cromoéforo. Como consecuencia de la absorcion se produce una redistribucion de
los electrones en el colorante. Una vez que la molécula es promovida al estado electronico
excitado, decae inmediatamente a través de procesos de relajacion fundamentalmente
vibracionales. Esta relajacion puede ser instantanea al estado fundamental, o puede
permanecer en un estado vibracionalmente relajado pero electronicamente excitado durante
unos nanosegundos, para luego decaer emitiendo un foton. A este decaimiento radiativo se lo
denomina fluorescencia. El hecho de que el estado excitado haya tenido la oportunidad de
relajarse antes de emitir un foton, adoptando una conformacion que sea mas estable para la

distribucién de electrones, produce una longitud de onda mas larga (menor energia) en

10



comparacién con la banda de longitudes de onda que se utiliza para excitar un cromoforo

dado, a lo que se denomina desplazamiento de Stokes [5].

Electrocromismo

El electrocromismo es la propiedad que presentan algunos colorantes de cambiar la
estabilidad relativa de sus estados electronicos fundamental y excitado debido a la presencia de
un campo eléctrico externo. Esto produce que los colorantes, cuando no estan bajo la
presencia de un campo eléctrico y son excitados por fotones, presenten una longitud de onda
de absorcion y emisiéon determinada, pero al estar bajo la influencia de uno, cambian su

longitud de onda de absorcién y/o emision [3].
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Figura 1.3: Mecanismos que pueden estar involucrados en la sensibilidad al voltaje de colorantes. 1 es la
intensidad de fluorescencia, A la longitud de onda de absorcién. Las cargas positiva y negativa indican la
direccion del campo eléctrico. El potencial de membrana se invierte debido al movimiento de cargas positivas
del medio extracelular al medio interno de la célula en membranas celulares 6 en simulaciones de membranas
modelo, produciendo un desbalance iénico a través de la misma. (A) redistribucion, implica el movimiento de
entrada o salida del colorante en la membrana debido a una diferencia de voltaje; (B) reorientacién, donde el
campo eléctrico que actiia sobre el dipolo del colorante y produce un torque que cambia la alineacién del
colorante con respecto a la membrana; (C) electrocromismo, donde el potencial de membrana cambia la
energia relativa del estado basal y los estados excitados del cromoforo alterando la excitacion y longitud de
onda de emision del cromdforo.(D) FRET (transferencia de energia de resonancia de fluordforos Foster), son
proteinas fluorescentes donde los cambios espectrales y conformacionales inducidos por el voltaje alteran la
eficiencia de la fluorescencia. Aqui D hace referencia a la energia de transferencia de Dexter donde disminuye
la intensidad por colisiones con otras moléculas y A hace referencia a interacciones alostericas que cambian el
ambiente del fluordforo; (E) hibrido, el enfriamiento por colision se usa en algunos esquemas hibridos, donde
los movimientos inducidos por voltaje conducen a la transferencia de energia, alterando el rendimiento cudntico
de fluorescencia y la vida ttil, (F) dimerizacion/agregacion inducida por voltaje, donde el cambio de voltaje
induce la agregacién de cromdforos, alterando los espectros; (G) imdgenes intrinsecas (cambios complejos del
indice de refraccion debido a la actividad potencial de accidén); (H) electrodptico, donde los cambios en el
voltaje alteran la y? efectiva, modulando la sefial del sequndo arménico (SHG); (I) nanoparticulas, no es un
mecanismo per se sino que se utiliza como un nuevo cromoéforo o como un "amplificador" de sensibilidad para
los croméforos cercanos existentes [8].
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1.3.3 Antecedentes en simulaciones computacionales de colorantes sensibles al voltaje

En el ambito cientifico se encuentran una gran variedad de trabajos experimentales
abocados a estudiar los colorantes sensibles al voltaje. En particular, en el trabajo de Slovin et.
al. [9] se busco demostrar las ventajas espaciales y temporales que tienen las técnicas Opticas
para monitorear actividad eléctrica en tejidos excitables de mamiferos. Se utilizaron CSVs para
estudiar la evolucion temporal a largo plazo de imagenes de potencial de areas corticales
individuales o interconectadas en cerebro de primates. A partir de estos resultados se lograron
explorar las respuestas espacio-temporales de las poblaciones neuronales a diferentes estimulos
visuales, como asi también examinar la arquitectura funcional y la dinamica retinotopica de
dichas poblaciones. Se demostré que esa técnica no causa dafio acumulado significativo a la
arquitectura cortical y que tiene la capacidad de obtener resultados con una alta relacidén

senial/ruido.

Por el contrario, los trabajos basados en simulaciones computacionales destinados a
aportar informacion molecular subyacente a los mecanismos de sensibilidad al potencial son
mas escasos. Durante los ultimos anos, algunos trabajos de investigacidon que implican
simulaciones computacionales se han llevado a cabo para investigar si las herramientas
computacionales pueden usarse para explicar y predecir la unidén de moléculas anfifilicas como
los colorantes sensibles al voltaje a las membranas lipidicas, utilizando los datos

experimentales disponibles como referencia. Entre ellos se pueden mencionar:

El trabajo de Matson et. al. [10], se enfocoé en elucidar el mecanismo detras de la
respuesta de los colorantes de estireno, di-4-ANEPPS, di-8-ANEPPS, y RH421 con
membranas modelos a través de una combinacion de técnicas experimentales y calculos de
estructura electrénica. En ese trabajo se busco resolver si la respuesta al voltaje por estos CSVs
se debe al electrocromismo, como resultado de la interaccion del campo con la estructura
electronica del colorante, o si también recibe aporte del cambio del entorno: en la alineacion y
grado de oligomerizacion molecular de la sonda en la membrana. Se llevd a cabo un andlisis de
las propiedades opticas de los colorantes en diferentes entornos, de polaridad y viscosidad
variables con el fin de comparar las propiedades de las tres sondas y evaluar los mecanismos de

interaccion con el entorno.

En el trabajo de Hinner et. al. [11] se desarrolld un trabajo que aporto al estudio de la
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interacciéon de los CSVs con biomembranas. En este trabajo se realizaron simulaciones de
dindmica molecular (MD) de un colorante sensible al voltaje de tipo estireno, el di-4-ASPBS,
en una biomembrana modelo. Se utilizé un modelo de grano grueso, el que fue validado por
comparacioén con simulaciones atomisticas. El modelo de grano grueso presenta significativas
ventajas de eficiencia como por ejemplo permitir el calculo de energia libre de particion del
colorante con bajo costo computacional. Este trabajo también puso en evidencia que el
aumento de la longitud de la cadena de la cola lipofilica aumenta la energia libre de union del
colorante a la membrana y mostré el impacto diferencial de la introduccion de grupos éster de

acido fosforico en la cabeza o la cola de estos anfifilos.

En el trabajo de Kulkarni et. al. [4] se realizaron simulaciones de MD para el disefio
racional de indicadores de voltaje fluorescentes ultrasensibles llamados VoltageFluor (VF), con
el objetivo de mejorar el rendimiento de respuesta. Los VF usan el mecanismo de transferencia
de electrones fotoinducida (PeT) como interruptor de deteccidon de voltaje. La tasa de PeT se
ve modificada por el potencial transmembrana de manera que en una hiperpolarizacion el PeT
se acelera y la fluorecencia se apaga, mientras que durante una despolarizacion, la tasa de PeT
decrece y la fluorescencia incrementa. Las simulaciones de MD predijeron un aumento
aproximadamente del 16% en la sensibilidad del voltaje que resulta de una mejor orientacién
de VF con la membrana. Esto se fundament6 en que la interaccion entre el electron transferido
y el potencial de membrana es mas alta cuando el vector de transferencia de electrones (r) y los
vectores de campo eléctrico (E) estan alineados y, es minima, cuando son perpendiculares,
segiin la ecuacion ABPF « AG=qrEcos6 [12,13], donde AEF es la sensibilidad de voltaje
fraccional de un colorante, AG es el cambio en energia asociado con el cambio en longitud de
onda, ¢ es la carga efectiva transferida, r es la distancia que viaja esa cantidad ¢, E es el campo
eléctrico y 6 es el angulo entre el vector r y el vector E. Ademas se confirmo ese hallazgo
tedrico habiéndose sintetizado 10 VF y establecido que todos ellos mostraron el incremento
esperado de aproximadamente el 19% en el rendimiento. Ese desarrollo sinérgico de la teoria y
el experimento permitié la estimacion computacional y tedrica de la orientacion del colorante
VF en bicapas lipidicas y propuso la estructura de un colorante con sensibilidad de voltaje
mejorada sobre otras estructuras conocidas de la familia de los VF basado en PeT. Finalmente
se utilizé este nuevo indicador de voltaje para monitorear los picos de voltaje en las neuronas

del hipocampo de rata y las neuronas dopaminérgicas derivadas de células madre pluripotentes
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humanas.

En el trabajo de Zhang et. al. [14] se diseno, sintetizd y caracterizd una serie de
colorantes fluorescentes en el infrarrojo cercano (NIR), que muestran excelentes propiedades
fotofisicas, incluidos grandes desplazamientos de Stokes, altos rendimientos cuanticos de
fluorescencia, buena fotoestabilidad y baja citotoxicidad. Se disefid un nuevo sensor para Hg*
basado en los colorantes NIR para verificar la aplicabilidad practica de estos CSVs. Se
realizaron célculos de la teoria funcional de densidad dependiente del tiempo (TD-DFT) para
los colorantes RA1-4, RB1-4 usando el programa Gaussian 09 con el funcional y base
B3LYP / 6-31G para obtener calculos teoricos de emisidén y absorcidon, como asi también
comprender el mecanismo detrds de las propiedades de fluorescencia mejoradas de estos
colorantes. Los calculos de los compuestos RA1-4, RB1-4 se realizaron para la transicion
HOMO-LUMO usando geometrias optimizadas del estado fundamental S,y el primer estado

excitado S;. Se confirmé la potencialidad de estos colorantes por medidas de fluorescencia en

células vivas.

1.4 Indocianina Verde

El colorante indocianina verde (ICG, por sus siglas en inglés), cuya estructura molecular se
esquematiza en la Figura 1.4, es una tricarbocianina fluorescente, molécula anfifilica, que
presenta caracteristicas que lo hacen ser un colorante promisorio para medir potenciales de

accion en membranas biologicas.

El ICG puede sufrir cambios en su fluorescencia en respuesta a modificaciones en el
potencial de membrana en el régimen de submilisegundos. Estudios experimentales sobre este
colorante han demostrado que presenta una respuesta aproximadamente lineal al potencial de
membrana y que puede detectar con precision potenciales de accion a velocidades de disparo
comunes en las neuronas de mamiferos y medir actividad eléctrica en cardiomiocitos. Presenta

una robustez que le permite ser usada para medir el voltaje en muchos ambientes y tejidos [15].

El ICG es el unico colorante aprobado por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos de Estados Unidos (Food and Drugs Administration, FDA) [16] para uso
clinico como un agente de contraste administrado intravenosamente. Se ha utilizado en

angiografia oftalmica, en pruebas de gasto cardiaco y funcion hepatica, y ademas, su
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fluorescencia se utiliza como guia en una serie de aplicaciones quirurgicas. Ademas, gracias a

que se ha utilizado en pacientes por mas de 50 anos, se sabe que tiene baja toxicidad [15].

Es un colorante que se excita electronicamente con longitudes de onda en la region del
infrarrojo 780 nm y su emision se encuentra a 8§18-873 nm. La longitud de onda larga permite
sensar actividad eléctrica transdermalmente hasta 2 cm de profundidad debido a que la
dispersion de la luz que limita la profundidad de la penetracidén optica, depende de la cuarta
potencia inversa de la longitud de onda. La excitacion y emision de ICG esta mas desplazada
al infrarrojo que los demas CSVs descriptos con actividad dptica en el infrarrojo cercano
(NIR, por sus siglas en inglés). Esto representa una potencialidad para generar imagenes de
actividad eléctrica con mayor profundidad de lo que se obtiene actualmente. La ICG
marcando células excitables, puede visualizarse transdermalmente con alta resolucion espacial

[15].

Estas caracteristicas proveen en un buen motivo para estudiar la fisicoquimica que subyace

a la respuesta optica de ICG a cambios en el potencial de membrana.

Figura 1.4: Estructura molecular del ICG. Molécula Fluorescente que presenta
excitacion y relajacion electrénica en el infrarrojo cercano.
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Objetivos

La creciente incidencia de enfermedades neurodegenerativas, consecuencia del aumento de
la expectativa de vida, motiva la necesidad de contar con métodos de diagnostico con mayor
resolucion espacio-temporal. De esta manera, se plantea el desafio de mejorar los métodos

convencionales de determinacion de actividad eléctrica a nivel fisiologico e in vitro.

Los métodos oOpticos de medicion surgen como una alternativa a los métodos clasicos
electrofisiologicos. En los ultimos afios se ha hecho un gran esfuerzo en disefiar y sintetizar
nuevas moléculas que sean sensibles al voltaje y en disefiar la instrumentacion para imagenes
de voltaje. Para una sintesis efectiva y un diagnoéstico eficiente es crucial dilucidar la fisico-
quimica que esta involucrada en la respuesta oOptica de los colorantes sensibles al voltaje a

cambios en el potencial transmembrana.

La presente tesis abordé el modelado, construccion y analisis de un colorante sensible al
voltaje, ICG, embebido en una membrana lipidica en dos sistemas con diferente polarizacion.
Como objetivo general se buscd relacionar los cambios en la respuesta 6ptica de ICG con
cambios en el potencial transmembrana, estudiando los determinantes moleculares que
implican la respuesta diferencial. Se busc6 deconvulcionar las contribuciones configuracionales

del efecto electrocromico en la respuesta Optica.
Objetivos especificos

1. Parametrizar un campo de fuerza atomistico para la sonda ICG y equilibrar
sistemas de membranas modelo polarizadas con la sonda integrada en la interfase para un

sistema sin polarizacidn y otro sistema con polarizacion a través de la membrana.
2. Calcular perfiles de energiia libre de transferencia a bicapas lipidicas modelo.

3. Simular los espectros de absorciéon de ICG en membranas de diferente polaridad.
Para este utlimo objetivo se validaran los resultados evaluando, si el espectro de absorcion de
ICG en el sistema polarizado presenta un corrimiento de la longitud de onda de absorcion
(Aavs) Tespecto de la A, del sistema sin polarizacion, hacia longitudes de onda superiores y del

orden del presentado en estudios experimentales [17].
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Capitulo 2

Marco teorico

2.1 Simulaciones computacionales

Los avances rapidos y continuos de desarrollo de hardware en informatica durante los
ulitmos 60 afios, asi como el aumento en la cantidad de calculos que un ordenador realiza por
segundo y en la capacidad de almacenamiento, han hecho posible llevar a cabo analisis de
modelos que describen sistemas de muchas particulas, por ejemplo sistemas en fase liquida.
Esto ha contribuido a resolver el problema de no poder determinarse analiticamente ciertos
calculos para un sistema de muchas particulas interactuantes debido a la complejidad
matematica de los mismos. Las simulaciones computacionales resuelven numéricamente las
ecuaciones que modelan el sistema creado utilizando aproximaciones intermoleculares
derivadas de la teoria y logran obtener ciertas propiedades del sistema. Si bien los modelos se
utilizan para explicar el comportamiento del sistema y determinar sus propiedades
microscopicas, estas ultimas deben comparase con datos experimentales de propiedades

macroscopicas para ser validadas [18].

Las simulaciones computacionales se encuentran junto al experimento y la teoria como
una tercera herramienta para abordar un problema y tienen un papel valioso ya que
proporcionan resultados relativamente exactos que de otro modo solo serian solucionados por

métodos aproximados, o podrian ser intratables [18].
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2.1.1 Descripcion matematica de un sistema molecular en simulaciones computacionales

Para llevar a cabo simulaciones computacionales de un sistema molecular se debe ser capaz
de definir una funciéon de energia potencial (V) que describa las interacciones intra e
intermoleculares del sistema. Esta ecuacion puede provenir del formalismo de la quimica
cuantica (QM, por sus siglas en inglés) o de la mecanica molecular (MM). Ademas, debido a
que el estado microscopico de un sistema puede ser especificado en términos de las posiciones
y los momentos de un set de particulas, ya sean atomos o moléculas, se puede escribir la
energia total del sistema (H) como la suma de las funciones de energia cinética (K) y energia

potencial (V) de las N particulas que componen el sistema.

Las energias mencionadas dependen del conjunto de coordenadas ¢; y momentos p;de cada

particula presente. Adoptando una notacién condensada:

q=(qr,9," ", qn)
p=(pi.p2, -, pn)
la energia total H es:
H(q, p)=K(p)+V(q) @)

Para un sistema atémico simple, la energia cinética K toma la forma

N 2
K:;; Dia (3)

2m,;

donde m;es la masa molecular, y el indice & corre sobre los diferentes componentes (x, y, z) del

momento del atomo i.

Una vez especificada la funcion de energia potencial (V) es posible construir, a partir de H,
una ecuacion de movimiento que gobierna toda la evolucion temporal del sistema y describe
todas sus propiedades mecanicas. La solucion de esta ecuaciéon generalmente se utiliza para

calcular, a partir de ¥, las fuerzas f; y los torques T, que actiian sobre las moléculas.

Por lo general, H (o V) es la entrada basica a un programa de simulacion por
computadora. El enfoque utilizado casi universalmente en la simulacion por computadora

separa } en términos que involucren interacciones de pares, tripletes, etc. [18].

19



2.1.2 Métodos ab initio

Los métodos ab initio se utilizan para obtener la estructura electronica de un sistema
mecanocuantico. Este método utiliza el hamiltoniano molecular verdadero y no hace uso de

datos empiricos en el calculo.

La estructura electronica de un estado k, se obtiene definiendo una funcion de onda (W¥y),
que depende de las coordenadas de todas las particulas del sistema. La resolucion de Wy utiliza
la aproximacién de Born- Oppenheimer la cual toma a los ntcleos de los atomos en posiciones

fijas, generando una configuracién especifica.

Para obtener Wy se debe resolver la ecuaciéon de Schrodinger estableciendo una
configuracion nuclear fija R™ a un instante t determinado (independiente del tiempo). Sean ¥
las autofunciones del operador H, y sean Ey los respectivos autovalores, la ecuacion resultante

es :[18,19]

He(r(”), R(m)‘PK(r("),R(N))=E,<(R(N))1PK(r("),R(N)) @

donde, H, es el hamiltoniano del sistema en estudio, ¥, es la funcidon de onda para los
nucleos y los electrones en el estado k, r™ es el conjunto completo de posiciones de los n
electrones, y R™" es el conjunto completo para las posiciones de los N nticleos. Esta funcion se
encuentra separada en dos términos, una parte dependiendo de los electrones, y otra parte

correspondiente a los nucleos [18,19].

Luego si tomamos la aproximacién de Born-Huang se puede expresar la funcion de onda
total @ como una expansion de las autofunciones ¥ y coeficientes y; dependientes del tiempo:

(I)(I"(n),R(N),'t):Z 1p1<r(n>, R(N))Xl(l”(n),R(N)) (5)

=0
donde las funciones yx; son tiempo dependientes.

Ahora si se coloca a @ en la ecuacién de Schrodinger dependiente del tiempo, [Ec. 6] se obtiene
la dindmica del sistema mecanocudntico, es decir, como cambia la estructura eléctronica en el

tiempo

in D=Hao (", RY ) (6)
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donde el operador hamiltoniano (H) se define como:

IA{_ i —h2 Vz i _hz Vz IA/ (n) R(N) _ i hz vZ ﬁ (n) R(N) (7)
_—1:I 2M1 I_i:I Zme it n—g(r , )—_[:I 2M1 i+ e(}" B )

con V,. siendo la suma de todas las interacciones coulombianas (nucleo-ntcleo, electrones-
electrones y nucleo-electrones), m. es la masa del electron, M; la masa del nucleo I, h es la

constante de planck reducida y H.es el hamiltoniano para el subsistema electronico [18].

El método de Hartree-Fock obtiene la funcion de onda molecular ¥, por medio de una
funcion ¢ antisimetrizada que es producto de una funcion variacional de prueba f, con la

funcién antisimétrica de spin f; y se busca que W minimize la integral variacional [¥,*H ¥, dT.

P, se define como:
W, = Z ¢, 8)

donde ¢; es el set de coeficientes que minimizan la integral variacional y determina el valor de

Y, mientras que y; son las funciones de onda base u orbitales atdmicos.

El método de interaccion de configuraciones (CI), mejora la funcion de onda de Hartree-
Fock usando un conjunto de “funciones de configuracion” que difieren del conjunto y5;en que
tiene en cuenta todas las asignaciones posibles de los electrones a los orbitales disponibles,

tanto del estado fundamental como excitados no ocupados.

Si bien el nivel de exactitud en el comportamiento del sistema en los métodos ab initio es
maximo, presentan la desventaja de limitar el tamafio del sistema y no poder llevarse a cabo
en moléculas grandes, de lo contrario, el tiempo de simulacidn creceria enormemente. Es por
eso que el desarrollo de esta metodologia no desplazé a la dindmica molecular clasica basada

en potenciales empiricos [19].

Al resolver la ecuacidén de Schrodinger se pueden obtener propiedades moleculares como

la geometria molecular, momentos dipolares, energia de los estados excitados, entre otras.
2.1.3 Teoria del funcional de la densidad y método de Khon -Sham

La teoria del funcional de la densidad (DFT) es un método utilizado para calcular

estructura electronica que trabaja con el funcional de la densidad electronica de la molécula en
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lugar de la funcion de onda como lo hacen los métodos ab initio. Esto le confiere un menor
requerimiento de computo y accesibilidad a sistemas mucho mas complejos. DFT emplea un

funcional, Fyk, que define la densidad electronica de la configuracion del estado fundamental,
Po(1):

FHK[pO]:<1P0[p0]|He'|1P0[p]> €)]

donde H', = K[p] + V.. [p], K es el operador de energia cinética electronico y V., es el
potencial que define las interacciones entre electrones. Debido a la carga positiva en los ntcleos
se genera un potencial externo (V.,,) que actua sobre los electrones. Por lo tanto la energia del

estado fundamental se define como:

E[po]:FHK[pO]-'-J‘ Vm(r)po(r(n), R(N))dr (10)
DFT se sustenta de dos teoremas demostrados por Hohenberg- Khon [18].

* El primero establece que existe un unico funcional para el estado fundamental py(r) de

un sistema de n particulas;

* El segundo establece que el funcional de energia E/p/ es minimo en el estado

fundamental p.

El método de Khon-Sham es un enfoque que se desarrolla con el fin de encontrar un
funcional Fux universal. Este método hace uso de la aproximacion de que los electrones no
estan interactuando entre si. Por lo tanto, la energia de este sistema no interactuante se define
como E, = K, + [V,p,dr, donde el subindice s significa electrones no interactuantes. V; es un
potencial local tal que hace a la densidad del estado fundamental del sistema en interaccion,
P,, igual a p,.

Si el estado fundamental de los sistemas que no interactiian se degenera individualmente,
se obtiene:

p()(”):; fi|wi(r)‘2 (11)

donde la sumatoria contabiliza sobre los orbitales ocupados (occ) y f; es el numero de
ocupacion del orbital (0, 1 6 2). Los orbitales individuales y;(r) pueden obtenerse a partir de la

ecuacion de Schrodinger:
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2

~ h ~
Hszi:[_Zme VZ"'VS]‘PI:EI'IPI' (12)

Asi la energia total de Khon-Sham para un sistema interactuante se define por:

E=Kilple [ ar Vo ()olr) 5 [ [ arar 2000 g ) )

donde el primer término corresponde a la energia cinética del sistema de electrones no
interactuantes, el segundo representa la energia de los electrones al estar bajo la influencia del
campo externo generado por los nucleos, (este V., también incluye la interaccion coulombiana
entre los mismos nucleos), el tercer término es la energia potencial de repulsion entre electrones
(aclarado aparte, 4ng,=1 por simplicidad). E, comprende el error de considerar energia

cinética no interactuante y de tratar las interacciones interelectronicas de forma clasica.

E..se denomina energia de correlacion-intercambio. Como no es posible conocer E.. con
exactitud, es necesario plantear una aproximacion. Una primera aproximacién se denomina
aproximacion de densidad local (LDA) en la cual se integra sobre un término &,[0.(7)] que es
la suma de un término de intercambio de un gas de electrones homogéneo. Una mejora a esa
aproximacion es calcular E,, mediante las aproximaciones de gradiente generalizado (GGA
por sus siglas en inglés), construidas a partir de funcionales f.. de la densidad local py(r) y su

gradiente [18]:

ExaGGA[p()“)]N_[drfxc[po<”)’Vpo(”)] (14)

Finalmente un enfoque simple para calcular la energia del estado fundamental para una

configuracion nuclear dada seria la siguiente:
1. Seleccionarun p,(r) de prueba y calcular V;

2. Resolver las ecuaciones de Schrodinger para los orbitales individuales i a partir de la

ecuacion (12):
3. Calcular nuevamente p,(r) mediante la Ec. 9;

4. Tterar el proceso con el nuevo valor de p,(r) hasta llegar a la convergencia y calcular la

energia del estado fundamental a partir de la ecuacion (13) [18].
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2.1.4 Métodos empiricos

El método de mecanica molecular (MM) es un método empirico que no usa el operador
hamiltoniano ni una funcién de onda para describir electronicamente el sistema. Por el
contrario el sistema se visualiza como un conjunto de atomos a los cuales se les otorga una
masa y posiciones en el espacio cartesiano y se describen las interacciones de los atomos tanto
enlazantes como no enlazantes. La expresion matematica que contiene las descripciones de
estas interacciones junto con los parametros que las describen conforman el llamado campo de

fuerza empirico. [19]

Campos de fuerza

Un campo de fuerza es una funcidén utilizada para describir la energia potencial intra e
intermolecular de una coleccion de atomos y los pardmetros que determinan la energia de una
determinada configuraciéon. Es una expresion empirica debido a la necesidad de definir
parametros geométricos de equilibrio (distancias, angulos) y constantes de fuerzas para los
diferentes potenciales. Los parametros utilizados se obtienen a partir de datos experimentales

[18,19].

Los campos de fuerza representan la energia potencial del sisteman de la siguiente manera:

1
V= z 7k,(rij—ro)2

enlaces

1
+ Z §k9(9,~]~k—80)2

angulos

+ Z zk¢,n[cas<n¢ty‘/(/+6n)+1]

torsiones n

4.4, ,A; By
+ Z |:4Jt€0rij+}"12 r6]

pares no enlazantes ij i

(15)

El primer término representa la suma de los enlaces covalentes entre los &tomos mediante
una expresion tipo oscilador armonico, donde k, es la constante de fuerza de tension de enlace,

r,es la longitud de enlace de equilibrio y r;es la distancia entre los atomos iy j.

El segundo término contiene cambios de energia asociados con los movimientos de flexion,

se constituye de la suma sobre todos los angulos de enlace y generalmente tiene una forma tipo
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oscilador armonico. El pardmetro ke es la constante de fuerza de flexidon, 6,; representa el
angulo formado entre los tres atomos i, j, k y 6, es el angulo de equlibrio para los mismo

atomos.

El tercer término es una serie de Fourier (ver Figura 2.1) constituida por los cambios de
energia asociados con los movimientos de torsion, estos movimientos se definen por conjunto
de cuatro atomos ijk/ conectados. El parametro ¢, es el angulo de torsion formado por los
cuatro atomos. El valor n, es la multiplicidad (es decir, el nimero de minimos en una rotacién
de 27 alrededor del enlace j—k); muchos campos de fuerza fijan n = 3, la Figura 2.2 ejemplifica

este término.

¢ (radians)

Figura 2.1: Perfil de energia potencial asociada a los
movimientos de torsion [18].

El cuarto término es una suma sobre las interacciones de no enlace. Describe las
interacciones electrostaticas descriptas mediante un potencial de Coulomb entre las cargas
atémicas ¢; (y ¢q,) y las fuerzas de dispersion de London descriptas mediante un potencial de
Lennard- Jones, (ver figura 2.3). Este término excluye las interacciones entre los pares 1-2 'y 1—
3 en la misma molécula. Algunos campos de fuerza incluyen una interaccién entre los pares 1—
4. Los parametros A; =(4€0; )"y B =(4€0;; )° son los parametros de este potencial. Donde ¢ es

la profundidad del potencial y o es el valor de r que hace al potencial v"'(r)=0.
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Figura 2.2: Representacién grdfica de los
parametros definidos en los términos de
flexion y torsion del campo de fuerza. 1,2,3
y 4 son los dtomos ijkl. Los dngulos 0 y
0’son de flexion y ¢ es el dngulo de
torsion.[18]
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Figura 2.3: Comportamiento de las fuerzas de atraccion
v y replusién v*"'-entre dos dtomos representado por un
Potencial de Lennard-Jones v*' [18].

El potencial especifico usado para cada término de la ecuacidén (15), varia para los
diferentes campos de fuerza. Algunos de los cambios mas comunes que pueden sufrir son: el
potencial armoénico puede ser reemplazado por una forma funcional mas realista, como el
potencial Morse; los enlaces pueden ser fijados a sus valores de equilibrio; se pueden incluir

angulos dihedros impropios que se utilizan para imponer planaridad y el término de repulsion
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de Lennard- Jones r;” se suele reemplazar por r;”.

Los campos de fuerza tienen niveles de descripcion. Los “campos de fuerza atomisticos”
proporcionan parametros para cada atomo en un sistema, mientras que el denominado
“campo de fuerza de atomos unidos” no parametriza los &tomos de hidrégeno de los grupo
metilo terminal y puente metileno, los incluye con el carbono tomando estos grupos como

una sola particula de masa 14 uma o 15 uma respectivamente [18].

2.2 Meétodos de muestreo

Las técnicas de muestreo mas célebres utilizadas al resolver un sistema de N particulas que
interactian a través de un potencial ' como el de la ecuacion (15) son dinamica molecular
(DM) y el método de Monte Carlo. Este ultimo se basa en la mecanica estadistica y genera
configuraciones representativas de las distribucion de Boltzman, sin reproducir la dindmica del
sistema. Monte Carlo utilizaa un método estocastico, el de Metropolis, para generar el

muestreo [18].
2.2.1 Dinamica molecular

El método de simulaciones de dinamica molecular es una técnica computacional que se
fundamenta en la resolucion de las ecuaciones clasicas de movimiento de un sistema de N
particulas (atdmicas o subatomicas, segun el formalismo usado) que interactuan a través de

una energia potencial.

dr,

T = (16)
dvi_ S

di - m; (17)

donde 7 es el tiempo, f; es la fuerza en la particula, r; la posicion, v; la velocidad y m; la masa
de la particula i definida por i= 1,2,..., N. Estas ecuaciones también se aplican al movimiento

del centro de masa de una molécula, donde f;representa la fuerza total sobre la molécula i.

La f; se calcula como el gradiente de la funcion energia del sistema:

oV
fi= ar (18)
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donde V es el campo de fuerza. En lugar de V puede usarse el hamiltoniano cuantico,

dependiendo del método [20].

Una vez obtenida f;, se integra temporalmente dos veces a modo de obtener la evolucion de
velocidad y la posicion de las particulas y producen la trayectoria del sistema. Al obtener la
trayectoria de la simulacion (posiciones y momentos de las particulas con evolucion en el
tiempo), estos datos son usados para describir propiedades microscdpicas del sistema, siempre
y cuando esta propiedad a medir pueda ser expresada en funcidén de alguna de las cantidades

mencionadas.

Uno de los métodos numéricos mas utilizados por la dinamica molecular para integrar

numéricamente este sistema de ecuaciones es el algoritmo de Verlet [18].

Algoritmo de Verlet

El algoritmo de Verlet es un método estandar, simple en su forma y facil de programar,
para la solucién de las ecuaciones clasicas de movimiento [Ecs. (16) y (17)]. Este algoritmo
utiliza un paso intermedio %% dt para calcular la velocidad. A partir de esta velocidad, obtiene
la posicion a un tiempo ¢ + dt y después de esto, realiza una evaluacion de la fuerza para dar
una aceleraciéon a (¢ + dt) para el ultimo paso, ecuacion (21), que completa la evolucion de las

velocidades [20].

v(z+édz):v(z)+édz-a(z) (19)
r(eede)=r(0)+di-v(i+5di) (20)

1 1
v(t+dt)=v(t+7dt)+§dt-a(t+dt) (21)

2.3 Métodos de muestreo aumentado para la determinacion de

energias libres de particion

La energia libre es el potencial termodinamico de mayor importancia en sistemas donde las

particulas alcanzan el equilibrio térmico mediante la interaccion entre ellas. Un analisis

28



imprescindible a la hora de obtener informacion sobre las interacciones biomoleculares es el
calculo de la energia libre de particiéon de moléculas hidrofobicas en membranas. Una manera
de llevar a cabo esta determinacién es por medio de la obtencién del potencial de fuerza media
(PMF) a través de simulaciones moleculares. EIl PMF es una aproximacién a la energia libre
que se obtiene midiendo el trabajo reversible intercambiado para llevar la molécula desde la
solucidn hasta su localizacion termodindmicamente mas probable en el seno de la membrana.

El calculo de PMF se lleva a cabo definiendo una variable colectiva () .

El PMF se relaciona con el perfil de probabilidad pp(§) por medio de la relacion de

Boltzmann:

po(&)=e (22)

Umbrella sampling es un método de muestreo aumentado utilizado para calcular el PMF
como una aproximacion a la energia libre de un proceso. Este método toma el hamiltoniano
del sistema y le agrega términos armonicos para restringir al sistema en valores discretos &; de

la variable colectiva. De este modo se obtiene un valor sesgado de la energia del sistema V:
' ] 2
V'(E)=r+2 5k,(5-8) (23)

donde k,, es la constante armonica y &; son los valores de variable colectiva a los cuales se

restringe el sistema.

Los potenciales de restriccién se imponen a una molécula de interés para limitarla a un
lugar definido a lo largo de la variable colectiva &. Esto permite el muestreo del espacio de las
fases en regiones que no son accesibles a la molécula, debido a la presencia de barreras
energéticas mayores a la energia térmica (RT). Estas barreras obstruyen el muestreo

homogéneo.

En la practica, se efectuan simulaciones en paralelo para cada valor de §,;, denominadas
ventanas, y se obtienen las distribuciones de probabilidad sesgada p’p(§) para cada una de
ellas. La condicion de convergencia es que dichas distribuciones presenten considerable
superposicion entre sus extremos, de modo tal de emular una distribucién de probabilidad
p’p(€) continua. El método de analisis de histogramas ponderados (WHAM) permite
recuperar pp(€) sin sesgo y obtener el PMF a partir de la ecuacion (22) [21].
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2.4 Métodos de calculo de propiedades opticas en fase condensada

El calculo de propiedades opticas de estados excitados de un sistema molecular, requiere la
resolucion de la ecuacidon de Schrodinger dependiente del tiempo, [Ec. (6)], donde el estado de
menor energia corresponde al estado basal de la molécula y el resto de los estados obtenidos
son sus estados excitados. Este calculo permite describir procesos de redistribucion de la

estructura electronica tales como polarizacion o transferencia de carga.

El método de la teoria del funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT)
permite llevar a cabo el calculo de estados excitados basandose en la propagacion temporal del
funcional de la densidad electronica de una molécula, luego de la aplicacion de una

perturbacion inicial, a través de la resolucion temporal de las ecuaciones de Kohn-Sham.

Los métodos de mecanica cuantica (QM) son prohibitivos para moléculas en fase
condensada, por lo que se utilizan potenciales hibridos de mecanica molecular y mecanica

cuantica (QM/MM) para modelar la estructura del sistema [18].

El tratamiento mediante estos potenciales hibridos implica la divisiéon del sistema en dos
subsistemas: la regidn excitable, compuesta por la molécula, que es tratada a través de métodos

de estructura electrénica (QM), y el entorno cuya descripcion es a nivel MM.

Las interacciones de la molécula con atomos del entorno se incorporan explicitamente
utilizando un enfoque multiescala aditivo en el cual la energia total (H7) se construye con una
suma de tres términos: un término clasico puro, un término cuantico puro y un término de

acoplamiento [22].
ItIT:I:IQM+I:IMM+I:IQM/MM (24)

En el caso de que la frontera entre ambos subsistemas no atraviese enlaces quimicos, el
término de acoplamiento solo presenta términos no enlazantes tales como las interacciones
coulombicas entre la densidad electronica y las cargas puntuales clasicas, ademas de los

términos de dispersion que evitan que el entorno clasico colapse sobre el subsistema cuantico.

30



Capitulo 3

Metodologia

3.1 Sistema de estudio

Se llevo a cabo el armado de una caja de simulacion comprendida por dos bicapas lipidicas
separadas por dos compartimientos acuosos. Las bicapas se constituyeron de 256 moléculas de
palmitoilfosfatidilcolina (POPC), un fosfolipido neutro, repartidos equitativamente formando
dos bicapas lipidicas de 128 fosfolipidos cada una con 64 fosfolipidos en cada hemicapa. Los
dos compartimientos acuosos suman un total de 17129 moléculas de agua. Iones de la sal
NaCl fueron agregados a la solucion acuosa por medio de la herramienta genion de
GROMACS (herramienta que permite configurar la concentracion de los iones que se requiere
y definir si se solicita neutralidad en el sistema), a fines de alcanzar una concentracion
fisiologica salina de 0,15 M en ambos compartimientos. Los compartimientos acuosos
contenian aproximadamente 6 nm de espesor cada uno. La Figura 3.1 permite visualizar el
sistema, la molécula de ICG el colorante que se desea estudiar se encuentra en el seno del
compartimiento acuoso exterior. Este compartimiento se denomina de esta manera con el

propésito de recordar que el exterior celular tiene carga neta postiva

3.1.1 Modelo molecular del colorante

Las coordenadas de la molécula de colorante fueron obtenidas utilizando el editor
molecular Avogadro. La optimizacion de geometria se efectud utilizando el paquete de calculo
de estructura electronica Gaussian 09 utilizando DFT con el funcional B3LYP y la base 6-
31G** [22]. Se obtuvo un set de cargas parciales a través del método de ajuste de la superficie
electrostatica (ESP de su sigla en inglés) utilizando el mismo nivel de teoria. Los demas

parametros del campo de fuerza para potenciales de enlace, flexion angular, torsiones y
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potenciales de Lennard Jones para la parte dispersiva, fueron obtenidos por homologia con
moléculas disponibles en la base de datos del campo de fuerza GROMOS versién G54a7 [23].
Esto se efectuo utilizando el servidor Automated Topology Builder (ATB) [24] .

Figura 3.1: Caja de simulacién utilizada para llevar
a cabo las simulaciones de dindmica molecular. Se
excluyeron las moléculas de agua para facilitar la
visualizacién. Los lipidos de las membranas se
representan en lineas con cddigo atémico de colores:
C en celeste, O en rojo, N en azul y P de la interfaz
en esferas ocre. La ICG se halla representada en
esferas con el mismo cddigo atomico de colores (S en
amarillo e H en blanco). Las esferas celestes y
grandes en el espacio acuoso representaron los iones
CI y las esperas azules y pequefias a los iones Na".
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Se eligio el campo de fuerza GROMOS ya que permite combinar una descripcion de
atomos unidos del entorno del colorante con la descripcion atomistica del ICG. Este campo de
fuerza ha sido disenado en base a la reproduccién de energias libres de hidratacion

experimentales.

3.2 Generacion del potencial transmembrana

Se preparon dos sistemas de la manera descripta en la seccidn 3.1. La unica diferencia entre
ellos es la cantidad de iones sodio Na™ respecto de iones cloruro CI presentes en cada uno de
los compartimientos acuosos del sistema. Si bien la totalidad de Na* repartidos en ambas
soluciones acuosas (interna mas externa) es 49 y la totalidad de iones Cl es 48, ya que se debe
considerar la carga negativa que porta el colorante para alcanzar la neutralidad del sistema, la

distribucién de estos iones fue distinta para los dos sistemas en estudio.

Uno de los sistemas se compuso por 17 CI" con 18 Na” en el compartimiento exterior y
por 31 Na®y 31 CI' en el interior. El colorante, con carga neta de -1, se localizé en el
compartimiento exterior. Esa distribucion de iones resultd en la ausencia de carga en ambos
compartimientos, y por lo tanto, de diferencia de potencial a través de la membrana. A este
sistema se lo llamo “O0V”. El otro sistema, en cambio, se compuso por 17 CI" junto con el
colorante de carga neta de -1 (lo que suma un total de 18 cargas negativas) y 22 Na"en la
solucion exterior y por 27 Na*y 31 Cl ~ en la solucion interior. Por lo tanto, se presentd un
desbalance i6nico de 8§ cargas a través de la membrana, +4 en el compartimiento interior y -4
en el compartimiento exterior. Esta separacion de cargas genera una diferencia de energia

potencial eléctrica a través de la membrana que se denomina potencial transmembrana.

Si bien la carga neta dentro de cada compartimiento acuoso fue de +4 6 -4, esa carga se
repartié dentro del compartimiento e influencié la mitad de la misma en cada bicapa que
limitaba esa solucion acuosa. Por lo tanto, cada bicapa recibioé un aporte de +2 por un lado y
-2 por el otro lado, provenientes de las soluciones acuosas. La Figura 3.2 esquematiza la

distribucién de las cargas.
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27 Na* A2
31Cl T -2

Compartimiento acuoso interior

22 Na* @ A +2
17 ¢l
ICG (-1) ( +2

Compartimiento acuoso exterior

Figura 3.2: Distribucion de carga sobre las bicapas
lipidicas. Las lineas punteadas representan los limites de
la caja de simulacién que definen la periodicidad.

Con la distribucion i6nica obtenida se pudo conceptualizar a la membrana como un
capacitor ideal, representado el mismo en la Figura 3.3. Para esta conceptualizacion, las
soluciones acuosas representaron las placas conductoras y la membrana el material dieléctrico
entre las placas, esta definicion permitido obtener el voltaje a través de la bicapa lipidica

utilizando la ecuacion para calcular diferencia de potencial en un capacitor ideal:

1 0d
Ve=e 1 (25)

donde Q es la carga total de cada placa, A4 es el area de las placas y d es la distancia entre las
ellas. El sistema polarizado presenta los valores Q = 2, d = 2,25 nm y el area promedio A4 =

47,61 nm* que reemplazados en la ecuacion (25) arrojan una diferencia de potencial de 1,7 V.
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Placa a, area A

/

Diferencia
de potencial= V¢ Placa b, area A

Figura 3.3: Capacitor ideal compuesto por dos capas paralelas conductoras separadas
por un material dieléctrico.

Finalmente por medio de la manera descripta en esta seccién se obtuvieron dos sistemas
destinados a estudio, un sistema sin polarizacién al cual se le llamo6 0V y un sistema polarizado

con 1,7 V llamado 1,7V.

3.3 Simulaciones de dinamica molecular

Las simulaciones de dindmica molecular fueron llevadas a cabo usando el paquete
GROMACS 5.1.5 [20,26,27]. Para llevar a cabo las simulaciones se utiliz6 el termostato v-
rescale con una constante de acoplamiento de 0,1 ps manteniendo la temperatura a 310 K.
También se utilizod el esquema Berendsen para el acoplamiento de presion con una constante
de acoplamiento de 1 ps y se aplico semi-isotrépicamente, acoplando el tensor presion
independientemente al plano paralelo a la membrana (xy), y al eje normal a la misma (z). La
presion de referencia fue de 1,01325 bar tanto en el plano xy como en el eje z, y la
compresibilidad de referencia del sistema fue de 5,3 X107 bar™. Se utilizo una caja triclinica,
en promedio, de 6,85 nm en X, 6,85 nm en y, 18,54 nm en z y se aplicaron condiciones
periodicas de contorno. Las longitudes de los enlaces se restringieron con el algoritmo LINCS.
La geometria del agua se restringié utilizando el algoritmo SETTLE. Las interacciones no
enlazantes fueron calculadas usando el esquema de truncamiento de Verlet con un radio de
corte de 1,0 nm. Se us6 un paso de tiempo de 2 fs. Ambos sistemas fueron pre-optimizados y

pre-equilibrados por al menos 12 ns.
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Las moléculas de agua fueron descriptas con el modelo atomistico de tres centros SPC. Los
parametros para ICG fueron obtenidos como se detalla en la seccion 3.1. El campo de fuerza

para las moléculas de POPC fue el de atomos unidos de Berger [28].

3.4 Potencial de fuerza media

Se calcul6 el perfil de PMF de particion del colorante a una de las bicapas por medio del
método Umbrella Sampling (US), en conjunto con el método WHAM [29] ambos
implementados en el paquete GROMACS.

El sistema en estudio presento la condicion de mantener constante el nimero de moléculas
N, la presién P y la temperatura T por lo tanto es un sistema isocorico-isobarico en el cual la
energia libre de Gibbs alcanza un valor minimo en el equilibrio. El potencial de fuerza media
(PMF), como se menciond en la seccidon 2.3 permitidé obtener una aproximacion a la energia
libre de particion de la molécula de ICG entre la fase acuosa y la membrana lipidica. El valor
de esta energia inform¢ sobre la afinidad que presenta el colorante con la membrana, como asi
también, proporciono la ubicacion de equilibrio de ICG encontrada en el minimo de la curva

de PMF.
3.4.1 Calculo del Potencial de Fuerza Media

Para llevar a cabo el analisis de umbrella sampling, se definié la variable colectiva Z,
definida como la componente z (direccién normal al plano de la membrana) de la distancia
entre los centros de masa del colorante y de la bicapa en que se inserta el mismo, en similitud a

la metodologia usada en el trabajo de Galassi et.al 2015 [30].

Para realizar el analisis de US en primer lugar, se generd una trayectoria del colorante de la
cual se extrajeron una serie de configuraciones que se usaron como la configuracion inicial en
las simulaciones individuales del US. Este primer paso se llevo a cabo a través del método
descripto por Javanainen et. Al [31] donde obtienen la trayectoria pero no llevando el
colorante del centro de la solucion acuosa hasta el centro de la membrana, ya que esta
metodologia produce la deformacion de la membrana, de lo contrario, se coloca el colorante
en el centro de la membrana y luego se lo lleva hacia la solucion acuosa. Para llevar a cabo
esto, en primer lugar se coloco la molécula de ICG a un lado de una de las bicapas, para lo

cual se debié ampliar suficientemente la caja de simulacion en esta dimension. Se aplicd una
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alta presion lateral (10 bar) sobre la dimension de la caja en la cual se adicion¢ el colorante. Se
requirié la aplicacién simultanea de restricciones de movimiento en el eje z a los atomos de
oxigeno de las moléculas de agua y atomos de fosforo de los fosfolipidos para impedir que
dichas moléculas difundan al espacio vacio generado al aumentar el tamafio de la caja.
Finalmente, mediante una simulacion de 2 ns, se logrd obtener al colorante embebido en el
seno de una de las bicapas al ingresarlo lateralmente. Una vez concretado ese proceso se

procedio a remover las restricciones previamente asignadas y se relajo el sistema durante 12 ns.

Luego, para obtener las configuraciones iniciales para las simulaciones de US, se utilizé la
herramienta pulling implementada en GROMACS vy se trasladé al colorante 5 nm desde el
centro de la membrana hasta la solucidén acuosa del compartimiento exterior (compartimiento

con carga neta positiva para el caso del sistema polarizado) .

A partir de la trayectoria generada, se extrajeron 23 configuraciones a lo largo de los 5 nm
muestrados por la variable colectiva Z. En el analisis de US las 23 ventanas se ejecutaron en
simulaciones independientes bajo restricciones armonicas que permitieron a la molécula de
ICG muestrear regiones de interés de la superficie de energia potencial a lo largo de la variable

colectiva Z, estas trayectorias se realizaron durante 50 ns.

El espaciado entre las posiciones de restriccion de las ventanas fue de 0,2 nm desde 0 nm
hasta los primeros 3,2 nm (ubicado a continuacidon de la zona interfacial membrana-agua) y
luego de 0,3 nm hasta los 5 nm. En las primeras 15 ventanas, con menor espaciamiento, se
aplico una constante de fuerza de 1000 kJ mol” nm™en la restriccion armonica, mientras que

las siguientes 8 tuvieron una constante de fuerza de 500 kJ mol' nm™.

Posteriormente se obtuvo el PMF a través del método de anasis de histogramas
ponderados (WHAM, por sus siglas en inglés). Las simulaciones de US y el calculo de PMF
fueron efectuadas tanto para el sistema no polarizado (0V) como para el sistema con
polarizacion (1,7V de potencial de transmembrana). Una vez obtenidos los PMFs para ambos
sistemas, se calculo la energia libre de particion de ICG tomando la diferencia entre el valor de

PMF en el seno de la solucion y el valor del minimo de energia.

3.5 Analisis configuracional del colorante inserto en la membrana.
A los fines de obtener el detalle molecular de la respuesta dptica que presenta el colorante a
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cambios en el potencial eléctrico transmembrana, se propuso evaluar la contribucidén
configuracional, del colorante inserto a la membrana, como asi también la contribucién

electrocromica a la respuesta Optica.

Para evaluar las contribuciones configuracionales, se tomaron las trayectorias de los

minimos de energia de cada sistema de estudio y se les realizaron analisis de:

* La profundidad con que se inserta el colorante en la membrana, siendo ésta el

valor de Z en el minimo de energia;
* La orientacion que presenta en el minimo de energia;
* La variacion conformacional que presenta en su estado de equilibrio.

Para el calculo de promedios configuracionales se descartaron los primeros 20 ns de las
simulaciones de US. Este tiempo de simulacion suele ser el tiempo que toma el sistema para

equilibrarse.
3.5.1 Profundidad del colorante en la membrana

Hallar la localizacién mas favorable del colorante a lo largo del trayecto muestreado por la
variable colectiva (Z), da informacion acerca de la afinidad del colorante a la membrana, y de

si ésta afinidad es sensible a cambios en el potencial de membrana.

Para llevar a cabo este analisis se extrajo el valor de Z correspondiente al minimo de
energia libre de los perfiles de PMF para cada sistema analizado (0V y 1,7V) y se compararon
con ¢l objeto de discernir si los cambios en el potencial transmembrana afectan la afinidad del

colorante en la bicapa lipidica.
3.5.1.1 Analisis de la localizacion de los grupos sulfonatos

Los grupos sulfonatos presentan una densidad eléctronica que podria hacer que estos
grupos se comporten de manera diferente en presencia o ausencia de potencial. Para evaluar
este comportamiento, se realizd un analisis que consistidé en calcular la componente z
(direccién normal al plano de la membrana) de la distancia entre los &tomo de azufre (S1 o
S2) respecto del plano medio formado por los d&tomos de fésforo de la hemicapa mas cercana.
Se llevd a cabo por medio de la herramienta distance de GROMACS. Evaluar esta distancia, la

cual se encuentra en la misma direccién del campo eléctrico, informa el papel que cumplen
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estos grupos en la respuesta diferencial de ICG. Una hipotesis seria que el alineamiento de los
grupos sulfonatos con el colorante cambie en presencia de potencial, indicando que estos
grupos funcionan como antenas. Este analisis ademas, provee informacion de la importancia

de grupos funcionales en la molécula en cuanto a cambios en el potencial.
3.5.2 Orientacion del colorante en la membrana

La orientacion del colorante en la bicapa lipidica es un parametro importante debido a que
esta involucrada en la regulacion de la sensibilidad al voltaje de los CSVs de tipo
electrocrémicos. En este tipo de CSVs el mecanismo de sensibilidad al voltaje dominante es el
electrocromismo. La magnitud del electrocromismo (o perturbacion de las energias orbitales
cromoforas), que da lugar a la sensibilidad al voltaje, es proporcional al angulo que forman la
direccidn del campo eléctrico con la direccion de la distancia en la que viaja la transferencia de
carga efectiva. Ademas como se menciono en la Figura 1.3, el campo eléctrico puede causar un

torque en la molécula y producir un cambio en la orientacion.

Con el objeto de evaluar si la orientacion se ve modificada al cambiar la polarizacion del
sistema y con ello contribuir al estudio del aporte configuracional a la respuesta optica del
colorante, se determindé la orientaciéon que presenta el ICG en la membrana, en el minimo de

energia, tanto para el sistema 0V como para el sistema 1,7V.

El analisis de la orientacion que presenta el colorante en la membrana se llevd a cabo
describiendo el angulo de inclinacién del ICG respecto del eje normal a la membrana. Este
angulo fue calculado definiendo un vector dentro de la molécula de ICG y calculando el
angulo que forma este vector con el eje normal a la membrana, z. Este estudio se realiz6é por
medio de la herramienta gangle de GROMACS. El vector (v) se definié entre dos atomos de
carbono distales de la cadena polivinilica de la molécula de ICG, como se muestra en la Figura

3.5.
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Eje normal a la

membrana °_

Figura 3.5: Angulo de inclinacién de ICG respecto al plano normal a la
membrana. Los carbonos C12-C31 forman el vector (v) del ICG. La
representacién no muestra los dobles enlaces alternados del sistema conjugado.

Se seleccionaron estos dos atomos porque habiendo observado las simulaciones realizadas
en el analisis de umbrella sampling, 1a cadena polivinilica preservaba cierta rigidez durante las
simulaciones. Esto se debe a que los dobles enlaces que conforman el sistema conjugado

extendido de ICG (ver Figura 1.4) no permiten la rotacidn interna de la molécula.
3.5.3 Analisis conformacional del colorante en membranas de POPC

Se efectu6 un andlisis que permitio agrupar las conformaciones visitadas a lo largo de la
trayectoria del minimo de energia del perfil de PMF. La agrupacién de las conformaciones es
en base a la similitud estructural entre ellas. Esta analisis se efectud utilizando el clculo de la
distancia cuadratica media (RMSD por sus siglas en inglés) entre las coordenadas de dos
configuraciones del colorante presentes en la trayectoria. Para realizar este andlisis fue
necesario definir un radio de corte. El radio de corte cumplio la funcidon de agrupar aquellas
configuraciones en las que la suma de las diferencias &tomo-atomo (mismo atomo de dos
configuraciones distintas) de todos los d&tomos del ICG, no supere el valor de radio de corte
fijado. Asi, las estructuras con una RMSD menor a este radio, pertenecian a un mismo grupo
de estructuras o cluster. Este andlisis se efectud a través del algoritmo cluster implementado en
GROMACS, utilizando el método "gromos" y un radio de corte de 0,09 nm, que se ajustd para

obtener 80% de las estructuras en los 15 clusters mas poblados.

Se calcul6 la orientacién de cada una de las configuraciones componentes de los clusters
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para corroborar que no hubiera grandes variaciones configuracionales dentro de los mismos.
Para ello, se obtuvo el promedio y la desviacion estandar de la orientacion del ICG en cada

cluster.

3.6 Calculo de las propiedades opticas

Se investigaron los efectos de las interacciones moleculares y el potencial dipolar de la
membrana en el espectro de absorcion de la ICG en membranas de diferente polaridad. Este

analisis se realizd por medio de calculos con potenciales hibridos QM/MM.

Para este calculo se utilizé el método de la teoria del funcional de la densidad dependiente
del tiempo (TD-DFT) con el funcional B3LYP y la base 6-31G** con correccidén de largo
alcance a través del método Coulomb atenuado (CAM) [30]. Se utilizo la implementacién en
el paquete Gaussian 09 que permite incorporar el campo eléctrico proveniente de la membrana
lipidica y la solucion a través de la malla de cargas puntuales clasicas que las representa. De
este modo, la funciéon de onda del colorante resulta polarizada por el entorno clasico. Estos
calculos permitieron obtener la energia de la configuracion electronica de la entidad quimica

en estado fundamental y estado excitado a través de calculos de dindmica electronica.

El subsistema cuantico sobre el que se efectud la descripcidon electronica estaba formado
por el colorante, mientras que el entorno compuesto por la membrana y la solucidén acuosa se

tratd con el formalismo de la mecanica molecular.

Se calcularon las 10 transiciones de menor energia para las geometrias centrales de los 15
clusters mas poblados de ICG, tanto para el sistema 0V como para el de 1,7V. Con el fin de
obtener el espectro de absorcion del colorante en cada sistema analizado, se realizdo una suma
pesada de las bandas gaussianas de absortividad obtenidas de las geometrias centrales de los
15 clusters y se obtuvo el espectro de absoricién para cada sistema. Las bandas gaussianas
correspondientes a cada una de las configuraciones centrales de los 15 clusters se multiplicaron
por un factor de peso (Wg) que se definid como la cantidad de configuraciones que componian

el cluster en relacidn al total de configuraciones de los 15 clusters.

Se emuldé un espectro del sistema termalizado por extrapolacion de una Gaussiana
centrada en la longitud de onda de excitacion (A;), y una intensidad relativa proporcional a la

constante de fuerza del oscilador (f;), la cual esta relacionada con la fuerza del dipolo del
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colorante. Se definid un ancho de gaussiana arbitrario para cada una de las contribuciones de

o = 1/3099,6 nm [31].

5 (chv=cIn)]
(eln) ZWg,13062974x10 % ) (25)

donde el subindice i se refiere a la excitacion electronica de interés y ¢ es la velocidad de la luz.

Finalmente se obtuvieron los espectros medios de absorcion para ICG en los sistemas
polarizado y no polarizado a trave$S de una combinacion lineal ponderada de las 15
contribuciones, donde los factores de peso de cada contribucion estaba dado por la fraccion de

‘ poblacion en el cluster en cuestion.
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Capitulo 4

RESULTADOS

4.1 PMF y Energia libre de particion

El disefio y mejoramiento racional de los CSVs requiere una comprension detallada del
mecanismo de respuesta Optica de CSVs al potencial de membrana. Para esto es necesario

dilucidar los factores moleculares y energéticos incidentes en el mecanismo de respuesta.

A los fines de cumplimentar este requerimiento, se comenzo estudiando el proceso de
particién de la ICG a membranas modelo de POPC tanto para el sistema sin polarizacion,
sistema OV como para el sistema polarizado, sistema 1,7V, desde un enfoque energético y

configuracional.

Se efectuo el analisis del PMF por medio del cual se determiné la energia libre de particion
del ICG y con ella se estim6 la afinidad del colorante a la membrana para cada sistema en
estudio. La energia libre (APMF) se calculd como la diferencia entre la energia libre en la
solucion acuosa y el minimo de energia, la grafica de la Figura 4.1 ya tiene restado en cada
punto el valor del PMF en solucion acuosa por lo cual ha se ha difinido el cero de energia

cuando el colorante se encuentra en la solucion acuosa.

Esto se llevo a cabo a través del método de umbrella sampling usando la variable colectiva
Z, donde Z es la componente z (direccion normal al plano de la membrana) de la distancia
entre los centros de masa del colorante y de la bicapa en que se inserta el mismo. La curva

negra de la Figura 4.1 muestra el PMF para el sistema sin polarizacion y la curva roja muestra
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el PMF para el sistema polarizado.

PMF (kJ mol )

I L I 1 I 1
0 1 2 3 4 5
Z. (nm)

Figura 4.1: PMF para la insercion de ICG en la bicapa de POPC obtenida por US. La
coordenada Z es la componente normal a la membrana de la distancia entre el centro de
masa ICG y el centro de masa de bicapa en que se inserta. Curva negra: sistema no
polarizado. Curva roja: Sistema con 1,7 V de potencial de transmembrana. La linea
punteada representa la superficie de la membrana. En esta grdfica se ha llevado el cero
de energia a cuando la molécula se encuentra en la solucion acuosa.

La figura 4.1 muestra que el minimo de energia es distinto en magnitud para cada sistema.
Para el sistema en ausencia de potencial transmembrana, el APMF es ~ -75 kJ mol! mientras
que cuando estd polarizada, aumenta a ~ -83 kJ mol”. La energia libre muestra que en el

sistema 1,7V la insercion del colorante es mas favorable que en el sistema 0V.

La linea punteada de la Figura 4.1 presente a 1,7 nm representa la superficie de la
membrana. Se puede observar que cerca de esta linea se encuentra un minimo local, el cual
representa la estabilidad que adquiere la molécula cuando se adsorbe a la membrana. Sin
embargo, al atravesar la interseccion agua-membrana el ICG encuentra su minimo de energia

total absorbido en la membrana.

4.2 Profundidad de insercion del colorante en 1a membrana

La figura 4.1 también da informacion sobre la localizacion mas probable del colorante en

44



la membrana ya que se puede ver el valor de Z al que la energia libre presenta un minimo. La
localizacion mas probable para ICG para el sistema 0V es de 1,3 nm medidos desde el centro
de masa de la bicapa, mientras que para el sistema 1,7 V la localizacion de equilibrio es de 0,8
nm. Esto indica que la localizacién de ICG depende de la polarizacion del sistema. En el
sistema 1,7V, cuando un campo eléctrico esta presente, se vé que el mismo cambia el entorno
molecular del colorante produciéndole una mayor profundidad de insercion ademas de que la

insercion sea mas favorable.

En la figura 4.2 se muestra el colorante absorbido en la membrana en el minimo de energia

para cada sistema analizado.

Figura 4.2: Configuraciones de ICG embebida en la bicapa de POPC obtenidas a partir de las trayectorias
de dindmica molecular de las ventanas de US correspondientes a los minimos en el PMF. E es el campo
eléctrico. A) Sin diferencia de potencial. B) Con diferencia de potencial de 1,7V.

Para el caso del sistema 1,7V se observa que la presencia de un campo eléctrico a través de

la membrana aumenta la afinidad del ICG por el interior hidrofébico de la membrana.

4.2.1 Analisis de la localizacion de los grupos sulfonatos

El analisis del papel que cumplen los grupos sulfonatos de la ICG a la respuesta Optica
diferencial del colorante, en la configuracion del minimo de energia, es interesante debido a
que la densidad electronica que presentan estos sulfonatos alrededor de ellos podria
comportarse de manera distinta en presencia o ausencia de potencial. Para evaluar esta
caracteristica, se calculd la componente z (direccién normal a la membrana) de la distancia

entre los azufres de los grupos sulfonatos de la ICG y el centro de masa de los fosforos que
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integran la hemicapa mas proxima a los sulfonatos.

Los resultados se muestran en la figura 4.2.1. Se puede ver que en el sistema 0V, ambos
azufres se localizan aproximadamente a 0,1 nm del plano medio de los 4&tomos de P de la
hemicapa cis (hemicapa donde se embebe el colorante). En cambio, en el sistema 1,7V ambos
S estan mas alejados de la regidn interfacial, consistentemente con una localizacién mas
profunda de la molécula de colorante en la bicapa. Se puede notar que uno de los S, en ambos
sistemas, se acerca levemente mas al centro de masa de los fésforos que el otro indicando la

inclinacion que presenta la molécula en ambos sistemas.

Ademas es interesante ver que para el sistema OV los azufres tienen una probabilidad de
quedar fuera de la membrana en una distancia de 0,2 nm del centro de masa de los fosforos de

la bicapa.
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Figura 4.2.1: Histogramas de frecuencia de la componente z de la
distancia entre el centro de masa de los dtomos de P de la hemicapa
proximal al ICG y los dtomos de S del colorante. Curva negra: sistema no
polarizado. Curva roja: sistema polarizado. A) S1. B) S2.

4.3 Orientacion del colorante en la membrana

Como parte del analisis configuracional, se evalu6 la contribucidén a la respuesta dptica
diferencial proveniente de la geometria adoptada por el colorante en el minimo de energia.

Esta evaluacion se realizdé midiendo el efecto del campo eléctrico externo en la orientacion del
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ICG, respecto de la membrana lipidica a lo largo de la variable colectiva Z. Los resultados se
muestran en la Figura 4.3 que ademas muestra las fluctuaciones en la orientacidn a través de

las barras de error.

200

150

Angulo (grados)
S
o

£

Z (nm)
Figura 4.3: Angulo medio formado entre el vector C12-C31 de ICG, como se
mencioné en la seccién 3.5.3, y el eje normal a la bicapa lipidica, en funcion de Z.
Curva negra: sistema sin polarizacion. Curva roja: sistema polarizado. La linea
punteada representa la superficie de la membrana.

Se puede apreciar que en la regiéon de la membrana (Z en el rango de 0 a 2,5 nm), el
colorante se orienta aproximadamente paralelo a la membrana (angulo medio de ~ 70°), con
un bajo valor de desviacion estandar que indica escasas fluctuaciones de orientacion en el
medio viscoso y anisotropico de la membrana. A valores de Z mayores, cuando el colorante se
encuentra en el medio acuoso isotrdpico, se observa libre rotacion del mismo plasmada en las

elevadas barras de error.

En la figura 4.5 se muestran los histogramas de frecuencias del angulo de inclinacioén
obtenidos de la trayectoria de dindmica molecular correspondiente al minimo de energia libre

de cada sistema.
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Figura 4.5: Histogramas del dngulo de inclinacién de la ICG obtenidos a partir de las
trayectorias de los minimo de energia libre.

Se evidencia que el angulo de inclinacion en la localizacion mas favorable energéticamente
del colorante en la membrana, es levemente diferente, alrededor de 10°, entre los sistemas
estudiados, el sistema OV presenta un angulo medio de alrededor de 95° mientras que el
sistema 1,7V presenta un angulo de alrededor de 85°. Esta diferencia indica, como se muestra
en la Figura 1.3 de la seccidén 1.3.1 mecanismo de reorientacion, que el campo eléctrico en el
sistema 1,7V realiza un torque en la molécula cambiando su orientacion, la Figura 4.6 resume

los analisis realizados mostrando a la molécula embebida en la interfase.
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Figura 4.6: Diagrama de ICG inserto en la membrana. Se representa el dngulo de inclinacién a formado
por los vectores v y z. El vector v lo forman los carbonos C12-C31 de ICG y el vector z es el eje normal a
la membrana. La linea punteada gris representa el plano medio de la membrana.

4.5 Analisis conformacional de ICG en membranas de POPC

Se hizo un analisis de la variabilidad conformacional que presenta el colorante al unirse a
la membrana, a fines de obtener una muestra representativa de las configuraciones del minimo
de energia y a esta muestra poder calcularles los espectros de absorcion. Para ello, se tomaron
las trayectorias de los minimos de energia libre y se llevdo a cabo el analisis de similitud

conformacional explicado en la seccion 3.5.4.

Como se muestra en la figura 4.6, los 15 clusters mas poblados se componen del 80 % de las
configuraciones muestreadas en las trayectorias. Para cada configuracién componente de los
15 clusters mas poblados, se calculd la orientacion de ICG y se obtuvo el angulo promedio en
cada cluster y la desviacion estandar, lo que se representa en la figura 4.7. Las barras de error
dan cuenta de las fluctuaciones de orientacidn relativamente bajas dentro de cada cluster. Se
considera entonces que dentro de un cluster conformacional, las configuraciones son
equivalentes dentro de las fluctuaciones térmicas, lo que permite conceptualizar a este analisis
de clusterizacion conformacional como configuracional a su vez. De este modo, se consider6 a
cada uno de los 15 individuos (coordenadas centrales de los 15 clusters mas poblados) como
los componentes mayoritarios del muestreo, y se utilizaron en el calculo de propiedades

opticas.
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Figura 4.6: A) Porcentaje de estructuras presentes en cada cluster
obtenido de el andlisis de clustering de las 3000 configuraciones
analizadas. B) porcentaje acumulado abarcado en funcion de la
cantidad de clusters generados.
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Figura 4.7: Promedio y desviacién estdndar del dngulo de inclinacién de la molécula de
ICG en cada cluster obtenido. Los clusters no estan en orden de mayor poblacion, los
clusters se ordenaron, de manera tal de obtener una mejor visualizacion, en orden

creciente de dngulo.

4.6 Propiedades opticas

El método TD-DFT se utiliz6 para calcular la energia de absorcidn necesaria para excitar a
la molécula de ICG del estado fundamental al estado excitado, para ambos sistemas en

estudio. Los espectros de absorciéon se calcularon para cada cluster configuracional, el

resultado se muestra en la Figura 4.8.
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Figura 4.8: Espectros de absorcion para cada una de las geometrias centrales de
los clusters generados para cada sistema. A) Sistema sin polarizacion. B)
Sistema polarizado.

La curva gris para cada espectro de absorcion de los sistemas OV y 1,7V pertenece al

cluster mas poblados con configuraciones. Los clusters presentan menor absortividad a menor
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a menor poblacidn en el cluster.

La Figura 4.9 presenta el espectro de absorcion total de ICG para cada sistema tras

haberse sumado de manera pesada la contribucion de cada cluster.

Los espectros muestran una diferencia en la longitud de onda de absorciéon de
aproximadamente 20 nm con un corrimiento batocromico en el caso del sistema polarizado. El
sistema sin polarizacion present6 su longitud de onda de absorcion a los 580 nm mientras que
el sistema polarizado tuvo su pico de absorcion a los 600 nm aproximadamente. El ancho de
banda, que da cuenta de la dispersion térmica de los espectros es de 300 nm. Esto se debe
tanto al muestreo configuracional (solo 15 espectros) y al ancho 0 de las contribuciones

gaussianas, cuyo valor fue seleccionado para reproducir efectos térmicos experimentales.

La longitud de onda en que se obtienen los espectros esta en el rango de longitud de onda
del visible, y no esta de acuerdo a la longitud de onda experimental, que se encuentra en el
infrarrojo. Se atribuye esto a que la longitud de onda absoluta obtenida a partir de estos
calculos resulta muy dependiente del método de calculo electrénico elegido (funcional y base).
Se hara una calibracion para optimizar el método a utilizar. Sin embargo, la observacion de un
corrimiento batocrémico en el espectro calculado para el sistema polarizado, del orden del

reportado experimentalmente [34], es muy alentador.
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Figura 4.8: Espectros de absorcion de ICG. La curva roja representa la absorcion de ICG para el
sistema polarizado de 1,7 V'y la curva negra es la absorcién de ICG para el sistema no polarizado
El recuadro muestra el espectro de absorcion experimental de ICG. La linea punteada es ICG y la
linea negra es un derivado del ICG (LP-ICG) [35].
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Conclusiones

La molécula de ICG presenta una respuesta Optica diferencial en sistemas de diferente
polarizacion. Esta respuesta optica al campo le confiere interés por su potencial uso para
determinaciones de potencial de membrana in vitro y para registro de la actividad eléctrica en

tejidos excitables in vivo.

La respuesta Optica presenta en general la contribucidén de varios mecanismos moleculares,

aquellos que incluyen efectos configuracionales, como los que presentan efectos electronicos.

Dentro de las contribuciones configuracionales se obtuvo una leve diferencia en el angulo
de inclinacién del ICG en los sistemas analizados, indicando que el mecanismo de
reorientaciéon provee un bajo aporte a la respuesta optica diferencial al voltaje. Ademas la
presencia de un campo eléctrico cambia la localizacion del minimo de energia para el sistema
analizado e inserta mas profundamente al colorante en un sistema polarizado respecto de un

sistema no polarizado, haciendo ademas que esta insercion sea mas favorable.

La contribucidn electronica se manifestd mediante la obtencidn de un corrimiento de la
longitud de onda de absorcidon, del orden de los 20 nm, hacia longitudes de onda mayores
presentado por el sistema 1,7V respecto del sistema 0V. Este corrimiento evidencia el aporte
del mecanismo electrocromico a la respuesta optica diferencial. Este mecanismo implica que
un cambio en el campo eléctrico modula directamente la distribucion electronica y cambia la
estabilidad relativa de los estados electronicos fundamental y excitado, cambiando con ello la
longitud de onda de absorcion para sistemas con diferente polarizaciéon. El corrimiento

batocromico obtenido es del orden del reportado experimentalmente [34].

Las simulaciones computacionales y analisis configuracional obtenidos permitieron
calcular a un costo razonable la respuesta oOptica diferencial de ICG en membranas con
diferente estado de polarizacion. Estos resultados estan de acuerdo con los experimentales en
términos de la capacidad de este cromoforo de sensar campo eléctrico, por lo que valida el

enfoque teorico usado.
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Proyecciones

Entre las posibles metas a futuro, se espera que este trabajo sirva como punto de partida
para un analisis mas profundo del colorante sensible al voltaje estudiado. Un objetivo a corto

plazo propuesto para una continuacién de este proyecto es:

Debido a la asimetria eléctrica a través de la membrana en el sistema polarizado, se
propone determinar el perfil de energia libre desde el plano medio de la membrana hacia el
interior celular (el lado opuesto al desarrollado en el presente trabajo). Esto pemitiria evaluar
completamente el PMF a través de la membrana y calcular con ello caracteristicas como tasas
de flip-flop de la molécula, coeficiente de particion y estudiar si la lipofilicidad interior de la
membrana celular representa una barrera energética que impida el ingreso del colorante a la

célula.

Ademas seria interesante realizar el estudio a diferentes valores de potencial

transmembrana y evaluar si la variacion en las propiedades espectrales es continua.

Se proyecta que los métodos y técnicas utilizadas en este trabajo permitan estudiar
diferentes familias de CSV: el di-3-ANEPPDHQ (de la familia de los derivados del estireno) y
las nuevas sondas fluorescentes VoltageFluor. Como asi también, permitan realizar un estudio
comparativo entre las sondas mencionadas junto con la sonda indocianina verde a fines de
elucidar los determinantes moleculares de la actividad interfacial y de la respuesta optica de
estas moléculas fluorescentes insertas en membranas lipidicas polarizadas. Este estudio se

llevaria a cabo durante la duracién de la beca doctoral obtenida por la alumna.
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