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Introduccion

Las macromoléculas sintéticas tienen gran versatilidad y bajo costo, por lo que la industria produce
mas de 10,000 diferentes materiales para ser usados en diversos productos. Esto gracias al avance
cientifico puesto que se ha llegado al punto donde es factible disefiar una macromolécula con
propiedades quimicas y fisicas especificas para una determinada aplicacion. En la actualidad se le
ha dado una considerable importancia a estructuras poliméricas mas complicadas que las que
poseen los polimeros convencionales, tal es el caso de los polimeros hiper-ramificados y los

dendrimeros, debido a que poseen una gran cantidad de aplicaciones.

Los dendrimeros forman parte de los polimeros, pero su diferencia radica en que la distribucién de
las moléculas que constituyen a los polimeros lineales es probabilistica, en tanto que en el caso de
los dendrimeros, se tiene una estructura quimica precisa, donde los enlaces quimicos entre los

atomos pueden ser descritos con exactitud.

En el Instituto de Investigaciones en Materiales, el estudio de dendrimeros es de gran interés debido
a las buenas propiedades del tipo huésped-anfitrion que presentan dichas macromoléculas,
pudiendo ser disefiadas de manera adecuada para albergar a otras moléculas mas pequefias y que a
su vez requieran de un acarreador, imitando asi a las proteinas en la naturaleza, ya que al igual que
éstas, los dendrimeros presentan cavidades que permiten la encapsulaciéon de moléculas en su
interior lo que aunado a un buen disefio permitira que no solamente exista espacio suficiente sino
que también exista una interaccion favorable entre ambos sistemas. Los tres principales factores
que se toman en cuenta para un disefio apropiado son, por un lado la naturaleza quimica de los
grupos funcionales presentes en el patron fractal, la generacién y la longitud de cadena de sus
ramificaciones que confieren flexibilidad al sistema. La presente tesis parte de un proyecto para
disefiar mediante simulacién molecular sistemas dendriméricos capaces de encapsular un tipo
especifico de farmacos: lactonas macrociclicas y salicilanilidos, que son utilizados como

antihelminticos en la medicina veterinaria. Actualmente, dichos farmacos ven disminuida su accién



ante la incapacidad de llegar a su objetivo por la baja solubilidad que presentan. Debido a su
morfologia globular, los dendrimeros presentan una alta solubilidad y esta propiedad podria ser
utilizada para resolver dicho problema. Uno de los dendrimeros que ya ha sido utilizado como

acarreador de farmacos es el conocido como PAMAM .

Utilizando el programa computacional Chem-3D-Ultra 7.0, se construyeron macromoléculas
dendriméricas con diferentes tipos de patrén fractal (grupos funcionales y longitud de cadena
caracteristicos) con la intencién de evaluar sus propiedades de encapsulamiento para los farmacos
sefialados anteriormente. Mediante los métodos de Mecanica Molecular (MM) y Dinamica
Molecular (MD) de la Quimica computacional se encontraron las estructuras mas estables en
térmicos energéticos, para posteriormente cuantificar el volumen de cavidades que presentan esta
clase de dendrimeros utilizando como método el calculo de volumen de disolvente excluido (SEV)
basado en el Algoritmo de Connolly y finalmente se evaluan la interaccién del sistema

dendrimero-farmaco por métodos de mecanica molecular (MM).
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Capitulo 2

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La potencialidad de los dendrimeros para llevar a cabo procesos de tipo huésped-anfitrion es muy
grande, debido a los numerosos puntos de interaccién y cavidades que presentan estas estructuras.
Una de las areas mas atractivas donde es posible aplicar esta clase de materiales como sistemas
huésped-anfitrién es la quimica farmacéutica donde existen farmacos cuya efectividad terapéutica
se ve disminuida por la incapacidad de llegar a su destino debido a su baja solubilidad. Tal es el
caso de unos farmacos utilizados en la medicina veterinaria como antihelminticos y que pertenecen
a los grupos de las Lactonas macrociclicas y Salicilanilidos. En este sentido las macromoléculas
dendriméricas se presentan como excelentes candidatos para utilizarse como acarreadores /
liberadores de estos fArmacos dadas sus buenas propiedades de solubilidad. Para ello se debera
disefiar el patrén fractal apropiado que permita albergar a los farmacos considerando los siguientes
factores: tamaifio (generacion), flexibilidad (cadena alifatica del patrén fractal) y naturaleza quimica

(grupos funcionales del patrén fractal).



OBIJETIVOS

1. Disefiar dendrimeros con grupos funcionales idéneos para interaccionar con farmacos
pertenecientes a las Lactonas macrociclicas y a los Salicilanilidos, empleando Simulacién

Molecular.

2. Encontrar las estructuras dendriméricas mas estables (que presentan el minimo de energia)
mediante los métodos de Mecanica Molecular (MM) y Dinamica Molecular (MD).

3. Evaluar el espacio disponible (volumen de cavidades) en cada uno de los receptores
propuestos (estructuras dendriméricas), para albergar los respectivos farmacos mediante el método
de Volumen de Disolvente Excluido (SEV) basado en el Algoritmo de Connolly.

Calcular energias totales de los dendrimeros y farmacos mediante MM y hacer una estimacién de
las energias de interaccion de los complejos dendrimero-farmaco mediante el método diferencial.



Capitulo 3

ANTECEDENTES

PARTE I Dendrimeros y sus Aplicaciones

En la actualidad se reconocen basicamente cuatro grandes clases de arquitecturas
macromoleculares: lineal, entrecruzada, ramificada y dendrimérica (Figura 1.1.1). Dentro de la
arquitectura dendrimérica se encuentran entre otros los polimeros hiper-ramificados y los

dendrimeros, tema central de la presente tesis.

I Lineal IL Entrecruzada III1. Ramificada
IV. Dendrimérica

Dendrimens Polimeros Hiper-1amificad os

Figura 1.1.1. Principales arquitecturas macromoleculares.



La introduccién de ramificaciones a materiales poliméricos se ha convertido en un tema de interés y
actividad en afios recientes’ Este interés se debe al deseo de posterior manipulacién para descubrir
nuevas propiedades fisicas, quimicas y mecénicas. Los polimeros hiper-ramificados y los
dendrimeros representan una nueva clase de moléculas con propiedades diferentes a las lineales, y
ocupan un campo aparte en el area de la quimica de los polimeros. Los polimeros hiper-ramificados
y los dendrimeros se caracterizan por tener un gran nimero de puntos de ramificacién con
numerosos grupos terminales, sin embargo un polimero hiper-ramificado presenta una
distribucién aleatoria en el tamafio de las moléculas y en su grado de ramificacién, mientras que el
dendrimero es una macromolécula bien definida con una ramificacion perfecta. Esta diferencia
estructural tiene su origen en el hecho de que los polimeros hiper-ramificados se preparan por una
polimerizacién de un mondémero AB; (ver glosario) en un solo paso mientras que la
macromolécula dendrimérica se prepara por métodos laboriosos empleando la sintesis organica

convencional®

1.1 Historia

Los primeros en investigar este tipo de macromoléculas fueron Végtle, Tomalia, Newkome y
Fréchet'. Fue Vigtle' en 1978, el primero en reportar la preparacién, separacién y caracterizacién
de una estructura ramificada bien definida. El esquema consistia en una secuencia de reacciones
que involucraban una adicion de Michael de una amina a un acrilonitrilo. Sin embargo, fue el
dendrimero conocido como PAMAM (Figura 1.1.2), sintetizado por Tomalia’, el que tuvo mayor
interés. Trabajando con un grupo de colaboradores en los Laboratorios Dow en Midland, Michigan
(USA), Tomalia logré sintetizar dicho compuesto. En 1979 descubrieron que el crecimiento
generacional podia ser llevado a cabo alrededor de varios micleos y que dicho crecimiento podia ser
influenciado dramaticamente por la geometria y multiplicidad del niicleo iniciador. Los esfuerzos
sintéticos de Laboratorios Dow (1981-1984) dieron como resultado el disefio de sistemas
dendriméricos con determinado tamafio, forma, topologia interior, flexibilidad y quimica de
2

superficie a nivel molecular. En 1983, las predicciones matematicas hechas por Gennes”.

mostraron que una serie de dendrimeros podia alcanzar una generacién limite, parando de esta



manera su crecimiento. Esta limitante de crecimiento conduce a una estructura demasiado

compacta evitando seguir adelante en su crecimiento
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Figura 1.1.2. PAMAM (dendrimero de poliamidoamina).

El nombre de “dendrimero” se deriva de la palabra griega dendron = arbol, y del sufijo mer =
segmento. Los dendrimeros son macromoléculas tridimensionales de construccién arborescente.
Dichas moléculas se construyen etapa por etapa mediante la repeticion de una secuencia de
reacciones tales que permiten la multiplicacién del mimero de unidades repetitivas y funciones

terminales.

El dendrimero esta compuesto por 3 partes principales: el niicleo, las ramificaciones y los grupos

terminales, ver Figura 1.1.3.
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Figura 1.1.3. Partes de una molécula dendrimérica

Figura 1.1.4. Crecimiento Generacional

Las macromoléculas dendriméricas presentan una forma de crecimiento generacional. A la
molécula central se le conoce como “generacién 0” y cada unidad repetitiva que se forma de las
ramificaciones serd la siguiente generacién: “generacién 1 (G1)”, “generacién 2 (G2)” y asi

sucesivamente. Cada generacion representa un tamafio de molécula con un peso molecular de



aproximadamente el doble de la generacién anterior y con un nimero de sitios activos de dos veces

respecto a la generacién anterior.(Figura 1.1.4.).

1.2 Sintesis y Caracterizacién

Los métodos sintéticos para la preparacién de dendrimeros se conocen como métodos iterativos de
sintesis. Estos métodos definen el tipo y caracteristicas del dendrimero sintetizado. Se han
reportado en la literatura dos rutas sintéticas que son la convergente (Hawker®) y la divergente
(Tomalia’y Newcome® ), las cuales son utilizadas para construir estructuras dendriméricas.

Superficle
Nucleo
Iniciador _ 3 molacular
- x—(l—rx—¢4 "'&1"‘“% ./
' ; b Sintesis
Direceion radial: del cendro hacla 13 pertteria Divergente
a= 1 L 2 3 4 Punto focal
Superficle :
Molecular
| Sintesis

X Convergente

_,_o—\_“-‘ "
\v-= '
\‘}-x—.:?x—ﬁ ;

H

Direccldn radial: de 1a periferia hacla ol centro

G=10 1 2 3 4

Figura 1.2.1. Métodos de Sintesis

En el método divergente la molécula es construida del niicleo a la periferia. De manera mas formal,
consiste en la construccién secuencial de ramificaciones a partir de un nicleo poli funcional donde
la funcionalidad se incrementa a cada paso, mientras que en el método convergente, el dendrimero

se sintetiza comenzando en la periferia y finalizando en el nicleo; es decir, se preparan precursores



dendriticos para acoplarlos posteriormente, dando productos monodispersos como se muestra en la

Figura 1.2.1.

En la sintesis divergente el crecimiento esta restringido a cierto limite de generaciones ya que,
conforme aumenta el peso molecular, aumenta la funcionalidad en la periferia y por lo tanto la
probabilidad de que se den imperfecciones en la estructura. Para evitarlo se hace uso de reactivos
en exceso, asegurando que la reaccién se de en su totalidad. Por otro lado, la sintesis convergente
evita el uso de exceso de reactivos, facilitando asi los procesos de purificacion. El reto en este
método de sintesis es disefiar hiper-niicleos que permitan el acoplamiento con los dendrones,
evitando, en la medida de lo posible, los impedimentos estéricos.

En la literatura se ha reportado la sintesis de una gran cantidad de dendrimeros como son:
poliamidoaminas (PAMAM), polipropil-1-amina (DAB-dendr-NH;), polieteres, poliesteres,
polialcanos, polifenilenos, polifenilacetilenos, polisilanos®

En cuanto a la caracterizacion que se puede hacer de éstas macromoléculas, ésta va encaminada a
obtener informacién como: estructura quimica, peso molecular, distribucion de pesos moleculares,

tamafio de la macromolécula, forma, entre otros datos.

Al igual que un polimero convencional, la informacién que se obtiene al caracterizar a una muestra
dendrimérica es muy valiosa, ya que se usa para conocer y mejorar las propiedades del producto

terminado y controlar los procesos de obtencion.

Las técnicas mas comunes que se emplean en la caracterizacion de macromoléculas dendriméricas

son las siguientes:
a) Técnicas espectroscopicas comunes como: RMN, FT-IR, UV vis etc.

Técnicas mas sofisticadas como:
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b) Técnicas de Espectroscopia de masas: Electro spray lonization Mass Spectroscopy (ESI-
MS) y Matrix Assisted Laser Desolvation Ionization — Time of Flight Mass Spectroscopy
(MALDI-TOF-MS).

c) Meétodos de dispersién de luz: Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) y Small Angle
Neutron Scattering (SANS).

1.3 Propiedades

Los dendrimeros muestran una serie de propiedades fisicas y quimicas diferentes cuando se les
compara con sus andlogos lineales. Los polimeros lineales tienen conformaciones asimétricas y
relativamente abiertas, mientras que los dendrimeros presentan conformaciones mucho mds
compactas, con simetria cercana a la esférica, debido a la alta densidad de ramificaciones que
conforman un patrén estructural regular y bien definido. En otras palabras, en una reaccién de
polimerizacion convencional, el proceso ocurre de manera aleatoria originando segmentos
moleculares de diferentes pesos moleculares; es decir, una distribucién heterogénea de pesos
moleculares. Esta distribucion se conoce como polidispersidad, que se define como el cociente del
peso molecular promedio en nimero y el peso molecular promedio en peso (Pd = Mw / Mn). La
polidispersidad presente en los polimeros convencionales es >>1, para los polimeros hiper-

ramificados esta en el rango de 2-10 y para los dendrimeros es de 1-1.05.

Entre las propiedades mas importantes de los dendrimeros, junto con su polidispersidad cercana a

1, se encuentran las siguientes:
a) Baja temperatura de transicion vitrea.
b) Baja viscosidad intrinseca.
¢) Alta solubilidad.

d) Capacidad de formar sistemas tipo huésped-anfitrién.

11



Se ha encontrado semejanza de los dendrimeros con las proteinas’(Figura 1.3.1.) puesto que
comparten caracteristicas como: tamafio, peso molecular, estructura bien definida donde cada
atomo y sus enlaces son bien conocidos y finalmente promocion de transporte celular.

Hemoglobina

Figura 1.3.1. Dendrimeros y Proteinas

La desventaja de estas macromoléculas radica en que para su preparacién se requiere de
procedimientos de sintesis por pasos que implican mucho esfuerzo, para obtener al final productos
en cantidades muy limitadas.

1.4 Propiedades tipo huésped-anfitrién

Como se mencionaba en la seccién anterior, los dendrimeros tienen la propiedad de formar
complejos huésped-anfitrién, donde la macromolécula dendrimérica es capaz de actuar como un

12



sistema anfitrion que puede dar cabida a diferentes moléculas en nimero y tamafio. Para ello es

necesario profundizar un poco mas en el tema de compuestos huésped-anfitrién.

Los sistemas huésped-anfitrion se basan en el proceso llamado “Reconocimiento molecular” que
se define como sigue: “Es un proceso que se define por la energia y la informacion involucrada en
el enlace y seleccion de sustratos por un receptor dado”. Un simple enlazamiento no es

Reconocimiento molecular, se requiere la capacidad de leer informacion externa y almacenarla”.

Son tres los principales factores que se consideran para que se disefie correctamente un receptor

(Ej. dendrimero) en un sistema huésped-anfitrién:
a) Sitios enlazantes. (propiedades electrénicas, reactividad, arreglo, etc.)
b) Arquitectura. (forma, tamafio, etc.)
¢) Medio rodeante. (polar, no polar)

El inciso a) se refiere a que los atomos y moléculas pueden interactuar para formar una nueva
molécula, con enlaces covalentes, o bien formar una supramolécula con enlaces no covalentes. A
diferencia de la quimica molecular, la cual se basa primordialmente en enlaces covalentes entre
atomos (el primer caso), la quimica supramolecular se basa en interacciones no covalentes
(segundo caso). Esas interacciones, aunadas a las caracteristicas estereoquimicas y energéticas de
las moléculas, hacen posible el disefio, sintesis y estudio de estructuras perfectamente definidas’
con funciones especificas, tales como de reconocimiento molecular o supramoléculas que simulen
el comportamiento de procesos bioldgicos (Ej. Las proteinas).

Las fuerzas intermoleculares o no covalentes impactan de manera notable a los sistemas huésped-
anfitrién y han sido estudiadas sisteméticamente desde hace algin tiempo. Estas interacciones
varian en intensidad desde las interacciones iénicas (100-350 kJ mo]"), los puentes de hidrégeno,
hasta las débiles fuerzas (no por ello despreciables) de van der Waals (< 5 kJ mol™)'° Para mayor

detalle ver la Tabla 1.4.1.
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Tabla 1.4.1. Interacciones no covalentes''

Tipo de Interaccion Caracteristicas

Electrostaticas Son producidas por la interaccién de dipolos. (Puentes de
hidrégeno, interacciones de van der Waals, Dipolo-Dipolo,
Dipolo-Dipolo Inducido y Dipolo Inducido-Dipolo Inducido.

Puentes de Hidrogeno Se crea cuando un dtomo de hidrégeno, que esta unido a otro

atomo formando una molécula polar con carga parcial positiva en
el hidrégeno, interacciona con un atomo muy electronegativo,

como O, N o F, de otra molécula.

Interacciones de

Transferencia de Carga

Debe existir un buen donador de electrones y un buen aceptor de
electrones entre los cuales habré un flujo de carga del donador al
aceptor y viceversa.

Interacciones mediante un

Ion

Cuando en un sistema se encuentra un i6n metélico como centro

por ejemplo.

Interacciones Hidrofobicas

Estas ocurren en soluciones acuosas de sustancias organicas de
bajo peso molecular, asi como en sistemas bio-macromoleculares

y proteinas.

Ya se ha mencionado la importancia de la interaccion que debe existir entre el huésped y anfitrion

para llevar a cabo dicho sistema. Otro factor que se menciona es el medio rodeante, es decir, el

disolvente donde se encuentra el sistema. La polaridad jugara un papel determinante a la hora de

llevar a cabo el proceso, sin embargo, los fines de esta tesis no abarcan tal aspecto.

Finalmente, el tercero y tema central de esta tesis es el que se refiere a los aspectos estructurales de

la molécula receptora (anfitrién). También conocido como topologia del receptor, consiste en

definir tamafio y forma de cavidad. El tamafio y la forma de cavidad definira la rigidez o

flexibilidad del receptor y con ello quedaran definidas las propiedades de reconocimiento basadas

en factores geométricos.




Los dendrimeros muestran propiedades semejantes a las proteinas, no solo en forma y tamafio sino
que en su interior ambos tienen espacios vacios también llamados cavidades. En las proteinas esto
se presenta de manera natural y es asi como la proteina es mas estable energéticamente, mientras
que en los dendrimeros es posible hacer un disefio para que estas llamadas cavidades sean lo
suficientemente grandes para albergar las moléculas de interés. Esto es posible gracias a la

manipulacién del tamaiio, flexibilidad y naturaleza quimica del patrén fractal del dendrimero.

Varios autores han descrito tedrica y experimentalmente la presencia de cavidades en los
dendrimeros, asi como los distintos factores que son determinantes en la formacién y dimensién de

éstas (pH y fuerza i6nica)'?

En 1989 Goddard y Tomalia’ hicieron estudios te6ricos de los dendrimeros de PAMAM
(poliamidoamina), mostrando que a altas generaciones (arriba de la cuarta), el aspecto del
dendrimero se vuelve globular, encontrandose cavidades en su interior. Como se puede observar en
la Figura 1.4.1., se encontré que el dendrimero de generacién 1-3 presentaba una forma asimétrica
y abierta, mientras que el de generacion 5-7 tenia una topologia como el de un esferoide con
cavidades en su interior, siendo estas iultimas generaciones capaces de encapsular moléculas
huésped.
Relacién momentos
=7 ="
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Figura 1.4.1. Topologia de los dendrimeros.
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La encapsulaciéon basada en el espacio geométrico disponible'’ de un dendrimero da como
resultado generalmente un ovoide o esfera con un radio determinado por el tamafio del niicleo y el
numero de ramas a su alrededor (generaciéon). En general la encapsulacién geométrica de un
dendrimero depende de: el patrén fractal, la flexibilidad de éste, la generacion de los dendrimeros y
por supuesto las interacciones que se dan dentro del dendrimero y con el medio como ya se ha

explicado anteriormente,

Mais adelante se explicard como la encapsulacién dendrimérica es muy util en la parte de medicina /

farmacia y las distintas formas como se puede llevar a cabo ésta.

1.5 Aplicaciones

Las principales aplicaciones y usos potenciales de los dendrimeros son: revestimiento, agente
activador de superficies, catalizadores, modificador de viscosidad, sensor al responder a estimulos
(disolventes quimicos y luz), termopldsticos, nuevos materiales eléctricos, aplicaciones en

medicina farmacia y agente descontaminante.

1.6 Aplicacion de dendrimeros como acarreadores de farmacos

La aplicacion de los dendrimeros en la medicina y quimica farmacéutica se esta convirtiendo
rapidamente en una de las 4reas de mayor interés de los dendrimeros. Una variedad de aplicaciones

han sido exploradas:

Se ha desarrollado un nuevo método en pruebas cardiacas ( por DADE internacional Inc. USA.)
donde las proteinas presentes en una muestra de sangre se mezclan con dendrimeros sobre una
superficie de vidrio. Los resultados muestran si existe algiin dafio en las fibras musculares que

conforman al corazon.
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Otra aplicacién de suma importancia es el uso de dendrimeros como agentes de contraste para
resonancia magnética® . Las imagenes por resonancia magnética (MRI) son un método de facil

diagndstico gracias a las imagenes anatomicas de 6rganos y vasos sanguineos.

Otra aplicacién no menos importante es cuando los dendrimeros actian como agentes de
transfeccion (los llamados vectores), en la terapia genética. Los vectores transfieren los genes a

través de la membrana celular hasta el nuicleo.

La estructura bien definida, compacta globular, forma, tamafio, monodispersidad y funcionalidad
en la superficie hacen de los dendrimeros candidatos excelentes como acarreadores / liberadores de
farmacos. El dendrimero conocido como PAMAM ya ha sido aprobado como anfitrién de
moléculas como el ibuprofeno'® aspirina y el 4cido 2,4 diclorofenoxiacético'’en el laboratorio
aunque también existe antecedente de que comercialmente se aplica como'® suministro de
medicamentos controlados, medicamentos y agentes terapéuticos que son alojados en las cavidades
del interior y en la superficie de los dendrimeros para controlar la velocidad de liberacién de estos

farmacos dentro del cuerpo humano.

La empresa australiana Starpharma es lider en la comercializacion de dendrimeros para
aplicaciones farmacéuticas, teniendo como proyectos actuales el lanzamiento de medicamentos
basados en dendrimeros para el afio 2008: un gel microbicida para prevencién del VIH y otras
enfermedades de transmision sexual en la mujer, agentes chemoterapetiticos, dendrimeros que

ataquen enfermedades respiratorias y enfermedades tropicales.

Los dendrimeros pueden ser usados como agentes acarreadores / liberadores de farmacos en al

menos dos formas, como se menciona en el siguiente apartado.
1.6.1 La molécula es unida covalentemente a la superficie del dendrimero.

Se observa cuando se acopla directamente el farmaco a la superficie del dendrimero mediante

enlaces covalentes. Debido a los numerosos grupos terminales que una estructura dendrimérica



puede tener, la cantidad de farmacos que pueden ser acarreados es grande, aunque si bien es cierto
esto también depende del tamafio del farmaco. Ha habido diversos estudios de este tipo de
complejos, y se ha demostrado que a pesar de que la mayoria de los farmacos son hidrofébicos
cuando estos son unidos al dendrimero en su interior hidrofébico, sus grupos hidrofilicos en la

superficie dan como resultado un complejo soluble.
1.6.2 La molécula es encapsulada fisicamente dentro de la estructura dendrimérica.

Los pardmetros que deben considerarse para llevar a cabo un sistema de este tipo son: las cavidades
presentes en el dendrimero y las interacciones de tipo no covalentes; las primeras con el objeto de
tener espacio geométrico disponible para albergar al firmaco y las segundas para mantener unido el
farmaco al dendrimero sin que esta unién sea demasiado fuerte y que bajo ciertas condiciones (pH,
disolvente, etc.) se pueda llevar a cabo su liberacién. En este sentido ha habido numerosas
investigaciones como la hecha por Meijer”® y colaboradores que reportaron que ciertas moléculas
huésped ( Ej. Rosa de Bengala) podian ser atrapadas fisicamente dentro de la cavidad de un
dendrimero de alta generacién de poli (propilenimina); sin embargo, su liberacién no era una tarea
facil. Por otro lado, Newcome reportd un sistema huésped-anfitrion donde encontré6 un mayor
dominio de las interacciones del tipo puente de hidrégeno''. Es importante aclarar que las
interacciones intermoleculares de las que se ha comentado no pueden existir separadas y aunque
normalmente una de ellas predomina, el poder discemnir el grado de contribucién de cada una

resulta complicado.
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PARTE II Quimica Computacional

La Quimica computacional permite examinar y modelar la estructura de las moléculas en estudio
para obtener valores cuantitativos de energia, propiedades y geometria. Asi, mediante este recurso
es posible calcular el comportamiento de un compuesto o una reacciéon sin necesidad de recurrir a

varios experimentos.

La Quimica computacional se subdivide en mecéanica molecular y métodos basados en mecénica
cuantica. Ambos se usan en la actualidad para el estudio de la estructura y reactividad de las

moléculas. A continuacién se describen sus caracteristicas.

Métodos Quimicos Computacionales

Métodos de Mecanica Molecular Métodos de Mecanica

Cudntica

Métodos Métodos
Semiempiricos ab initio

Figura 1.7.1. Métodos de Quimica computacional.

1.7 Mecanica Molecular

La mecéanica molecular usa como principio basico las leyes de la mecénica clasica (Ley de Hooke,
Ley de Coulomb), considerando a los atomos como particulas puntuales (dotadas de masa y
energia) e interaccionando unas con ofras mediante enlaces que semejan resortes. Ignora los
movimientos electrénicos y permite calcular la energia de un sistema como funcién de las

posiciones nucleares'’.
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Cada método es diferente y se caracteriza por su “campo de fuerza” que es el resultado de la

definicion del sistema. Para definir el sistema se toman en cuenta los siguientes componentes:

a) El conjunto de ecuaciones que determinan cémo varia la energia potencial de una
molécula con respecto a la posicién de los atomos que la componen.

b) El tipo de atomos, lo que define caracteristicas y comportamientos diferentes dependiendo
el ambiente que lo rodee. Ejemplo: un atomo de nitrégeno en el grupo funcional amina y en
el grupo funcional nitro se comporta diferente.

¢) El conjunto de parametros que relaciona las ecuaciones y los tipos de atomos con los datos
experimentales. Estos parametros pueden ser valores de angulos y longitudes de enlace
necesarias para relacionar las caracteristicas atémicas y los componentes de la energia en

una ecuacion.

Las desviaciones a los valores ideales de angulos y longitudes de enlaces desestabilizan la
estructura y aumentan su energia potencial. Este aumento de energia potencial se traduce en energia

de tensién de la estructura'®

La expresion matematica para la energia total potencial, V es:

3 %0- f,o)’+a§“ (g - q.,)uwzmg(ncm(w ”‘L.i.:,i. (%Jz [%] +412‘

Donde LJ representa el potencial de Lennanrd-Jones:
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Y Q las interacciones del tipo Coulémbico:

_ 94;
4ng,,

{

0

En la expresion de energia potencial, se observa que en los términos que describen el estiramiento
de los angulos de enlace, se requiere de grandes valores de energia para modificar los valores de
referencia. Es asi como las variaciones de la estructura y la energia se deben principalmente a
modificaciones en los términos de torsién y no enlace'® En términos generales los componentes

principales de un “campo de fuerza” estan indicados en la Figura 1.7.2.

—a No” N/

Longitud de enlace Angulos de enlace Rotacion de enlace

Interacciones electrostaticas Interacciones de van der Waals

Figura 1.7.2. Representacion esquematica de las cuatro contribuciones principales de un campo de

fuerza

El término de contribuciones de no enlace se encarga de considerar las interacciones a través del

espacio, interacciones tanto electrostaticas como de van der Waals.
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La finalidad de un programa de célculos es buscar la combinacion de angulos de enlace, distancias
de enlace, hibridaciones, entre otras, que den como resultado una molécula de energia potencial
baja. A este procedimiento se le llama minimizacion de energia potencial (Figura 1.7.3. y 1.7.4)),
dado que la estructura mas estable es la menos tensa. La energia absoluta de una molécula en
mecanica molecular no tiene un significado fisico intrinseco; los valores de energia total serdn
representativos siempre que se utilicen con fines de comparacién entre moléculas (Ej. Cuando dos
moléculas forman un complejo y la energia de este es comparada con las energias de las moléculas
individuales antes de llevar a cabo el complejo). En el presente trabajo de tesis, se empled el campo

de fuerza MM2 incluido en el programa Chem-3D-Ultra 7.0"°.

Potential Energy

Figura 1.7.3. Dos dimensiones. Figura 1.7.4. Tres dimensiones.
1.8 Din4mica molecular'®

La utilizacién de mecanica molecular para obtener la energia minima de un sistema, es un primer
paso en la biisqueda de un minimo (de energia) global; es decir, aunque mediante el método de
mecénica molecular es posible encontrar un minimo (de energia), éste no necesariamente sera el
minimo global de energia. Existe un método que al igual que mecanica molecular utiliza las leyes
de la fisica, especificamente las leyes integradas de movimiento de Newton: Dindmica molecular

(MD). El resultado de aplicar este método es obtener una trayectoria que especifique la variacién
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de las posiciones y velocidades de las particulas del sistema con respecto al tiempo. Una
caracteristica de las simulaciones de dinimica molecular es que la longitud de la trayectoria
calculada en un tiempo razonable es varios 6rdenes de magnitud mas corta que cualquier proceso
quimico y que muchos procesos fisicos que normalmente ocurren en nanosegundos o mas. Esto
permite estudiar propiedades que cambian dentro de intervalos cortos de tiempo tales como

fluctuaciones de energia y posiciones atémicas.

Figura 1.8.1. Dindmica molecular (E;<E,).

De manera general, la molécula es calentada a una velocidad y Temperatura determinada con el
objetivo de que la molécula pueda tomar diferentes conformaciones a lo largo de la trayectoria de
calentamiento. Al final del proceso, se obtiene una cantidad finita de conformaciones que es posible
valuar en la bisqueda del conférmero de menor energia. Si bien es cierto el método no es exacto si

nos da una buena aproximacién de la estructura mas estable de la molécula en estudio. Figura 1.8.1.

Dentro de los modelos que utiliza dicho método se encuentra uno muy simple: considerar a los
atomos como esferas rigidas moviéndose a velocidad constante en linea recta entre colisién y
colisién, considerando todas las colisiones perfectamente elasticas. La colisién tiene lugar cuando
la separaci6n entre los centros de las esferas es igual al didmetro de una de las esferas. En modelos

mas reales de interacciones moleculares, la fuerza sobre cada particula cambiara cada vez que
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cambie su posicidn o bien, cada vez que alguna particula que interacciona con esta, cambie su
posicién. Bajo la influencia de un potencial continuo, los movimientos de todas las particulas se
acoplan, dando lugar a un problema de muchos cuerpos que no puede resolverse analiticamente. En
tales circunstancias, las ecuaciones de movimiento se integran mediante diferencias finitas. Este
método se utiliza para generar trayectorias de dindmica molecular con modelos de potencial
continuo. La idea es que la fuerza total sobre cada particula se calcula como la suma vectorial de
sus interacciones con otras particulas, en una configuraciéon dada al tiempo t. Todos los algoritmos
para integrar las ecuaciones de movimiento bajo la metodologia de diferencias finitas asumen que
las posiciones y propiedades dindmicas (velocidades, aceleraciones, etc.) pueden aproximarse

mediante series de Taylor expandidas.

En cuanto a la eleccion del intervalo de tiempo en dinamica molecular, debe tenerse en cuenta que
si éste es demasiado corto, la trayectoria cubrird solo una parte limitada del espacio de
conformaciones y si es demasiado largo, la inestabilidad debida a traslapes de alta energia entre
atomos puede reflejarse en el algoritmo de integracion. En el caso de moléculas flexibles con
enlaces flexibles, el tiempo sugerido para describir movimientos de traslacion, rotacion, torsién y

vibracién no debe ser menor de 10" segundos.
Procedimiento General

a) Se establece un sistema con una configuracién inicial. Dicha configuracion puede obtenerse

a partir de datos experimentales o un método como mecénica molecular.
b) Se asignan velocidades iniciales a los 4tomos y la temperatura de interés.

c) Se evalia cada uno de los conférmeros para encontrar aquel que tiene la estructura mas

estable.
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1.9 Métodos basados en Mecénica Cuéntica'’

Los métodos de estructura electronica, emplean la mecanica cuantica para estudiar el
comportamiento de niicleos y electrones que se consideran particulas puntuales con masa y carga

fijas e invariables.

La mecénica cuéntica establece que la energia y otras propiedades relacionadas de una molécula
pueden ser obtenidas resolviendo la ecuacion de Schrodinger'®
HY=EY

Donde ¥ es la funcién de onda, H el operador Hamiltoniano y E la energia. Existen tres clases
principales de estos métodos:

b) Métodos Semiempiricos

¢) Meétodos ab initio

d) Meétodos de Funcionales de la Densidad

Debido a que no es posible calcular la solucién de manera exacta de la ecuaciéon de Schrodinger
para sistemas con tres o mas particulas interactuando entre si, la solucién unicamente sera

aproximada. Para ello se introducen una serie de aproximaciones como las siguientes:

a) Se asume que los micleos de los atomos no se mueven (Aproximacion de Born-
Oppenheimer)

b) Se reemplaza la funcion de onda de muchos electrones por el producto de funciones de
onda de un electrén, reduciendo en gran medida el nimero de calculos (4dproximacion de
Hartree-Fock)

c) Se expresan los orbitales como una combinacién lineal de un conjunto finito de funciones
preescritas o funciones base (4proximacion LCAO).

Meétodos Semiempiricos.

Los métodos semiempiricos introducen parametros derivados de datos experimentales dando como



resultado una simplificacién y un menor tiempo del calculo. El resultado dependera de la existencia

de dichos parametros para evaluar un sistema determinado.

Meétodos ab initio

Los Métodos ab initio o de primeros principios, basan sus célculos solamente en las leyes de la
mecanica cuantica y solo en un pequefio nimero de constantes fisicas (Ej. Velocidad de la luz, la
masa y carga del electron, etc.). Las aproximaciones que utilizan éstos métodos son

matematicamente muy rigurosas.

Meétodos de Funcionales de la Densidad. (DFT)

Esta tercera clase de métodos de estructura electrénica ha llegado a tener bastante aplicacién por las
correlaciones electrénicas que involucran. Los célculos que realizan estan basados en la mecanica
cudntica y son capaces de calcular la energia de estructuras en donde las interacciones mno
covalentes o bien la ruptura y formacién de enlaces son muy importantes.

Una de las aproximaciones inherentes a esencialmente todos los métodos ab initio es la
introduccién de un conjunto de funciones base. El calculo de un orbital molecular serd mas preciso
si se utilizan una serie infinita de funciones base, sin embargo eso careceria de sentido por lo que es
indispensable presentar una serie finita de funciones base y a medida que ese nimero de funciones

sea mayor se tendra un calculo mas confiable aunque también més lento.

Evaluando los métodos de calculo, los métodos de mecanica molecular son muy econdémicos
computacionalmente y les permite ser aplicados en el estudio de sistemas muy grandes que
contienen muchos miles de atomos’' los métodos semiempiricos predicen con bastante exactitud las
energias de los sistemas moleculares si se cuenta con los parametros necesarios y el gasto
computacional es relativamente barato. En contraste los calculos ab initio predicen con mayor
precision la energia de manera cuantitativa y no estan limitados a un tipo de molécula, sin embargo

el gasto computacional resulta muy elevado.



1.10 Volumen de disolvente Excluido y Superficie accesible al disolvente®

Se puede discutir que las moléculas no tienen superficie ni volumen en comparacién con la
percepcion que tenemos de objetos macroscopicos. Sin embargo es de suma utilidad visualizar las
moléculas de una manera aproximada que permita definir el volumen que ocupa una molécula en el
espacio y sus posibles interacciones tanto en ella misma o con un posible sustrato, prediciendo el

comportamiento de éstas a nivel laboratorio.

Las superficies de interés incluyen la superficie de van der Waals, definida como la superficie de la
molécula cuando los atomos son considerados como esferas rigidas con radio igual al de Van der
Waals (ver Fig. 1.10.1.), la superficie molecular de Connolly (Am) y la superficie accesible al
disolvente (SAS). La superficie molecular y la superficie accesible al disolvente son definidas con

ayuda de una molécula de disolvente (también considerada como una esfera rigida) de radio r.

Figura 1.10.1. Modelo de esferas rigidas.

De manera particular, la superficie molecular (Am) sera aquella en que la molécula de disolvente

hace contacto con la superficie de van der Waals; el volumen que se derive de esta superficie es el
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volumen de van der Waals. Por otro lado la superficie accesible al disolvente (SAS), esta definida

por el trazado que parte del centro de la molécula de disolvente cuando esta rodea la superficie de

Area Connolly

Figura 1.10.2. Area molecular de Connolly.

van der Waals de la molécula de interés; de forma analoga el volumen derivado de esta superficie
correspondera al volumen de solvente excluido (SEV). En otras palabras, ambas superficies toman
como base el rodamiento sobre su superficie de la molécula de disolvente, la diferencia radica que
el area accesible al disolvente se toma a partir de una distancia r que es precisamente el radio del

disolvente. La Figura 1.10.2. y 1.10.3., representa mejor lo dicho anteriormente.

Superficie van der Waals Radio

Disolvente

»

Volumen de wvan der Volumen de Disolvente Excluido

Superficie Accesible al Disolvente

Figura 1.10.3. Area Accesible al Disolvente.



Se han desarrollado para ello varios métodos numéricos y analiticos computacionales para el
célculo de volimenes y superficies moleculares. La mayoria de estas técnicas involucran una
aproximacién donde se aplica una descomposicion del espacio ocupado por la molécula basandose
en figuras geométricas (circulos, tridngulos, poliedros, etc.) o una cubierta de superficies con un
gran nimero de puntos. Todas estas técnicas son mas o menos precisas y rapidas desde el punto de
vista de calculo computacional. Por otro lado los métodos analiticos, lo que persiguen es obtener
expresiones cercanas a la descripcion total desde el punto de vista geométrico de la molécula, sin
embargo esto no es una tarea ficil y si bien es cierto son técnicas que pueden dar un valor mas
cercano a la realidad, el tiempo en obtener resultados es mayor que las anteriores aunado a que no

es tan practico aplicarlo a sistemas muy complejos.

Un método analitico empleado desde los afios 80’s que ha tenido bastante éxito dada su precisién y
rapidez fue desarrollado por Michael L. Connolly” quien pudo elaborar este método basado en la
representacién gréfica de la molécula, pudiendo calcularse areas moleculares y voliimenes a partir
de la representacioén de la superficie. A diferencia de representaciones graficas anteriores, este
método muestra solamente los atomos que son accesibles a una esfera de disolvente. Desde su
creacién hasta nuestros dias este método se ha aplicado en enzimologia, disefio racional de

farmacos y al entendimiento del DNA.

Volumen de wvan der Volumen de cavidades

Waals =

Volumen intersticial 4 i ,ld__ (

Figura 1.10.4. Volumen de cavidades.
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En todos los casos lo que se requiere es el calculo y una representacion lo suficientemente precisa
de la superficie y el volumen. Otra informaciéon muy util es el céalculo de huecos o cavidades
presentes en la molécula que pueden ser calculados de manera indirecta cuando se aplica el

siguiente criterio:

Entonces tenemos que si el:

VTUTAL = [VvanderWaai s + VCavidades + V.’mers.rfcf al ]

Aproximando

Veorup # SEV

Vi

P~
nterstical "~

0

Ve

avidades

= [SEV - Vvanderl‘lr’am's ]

Otro parametro geométrico utilizado para describir a las moléculas es la Ovalidad, que esta

definida como la relacién:

. AreaSuperficieMolecular

AreaSuperficieMinima

El Area Superficial Minima se refiere al 4rea superficial de una esfera, lo que quiere decir que una
esfera perfecta tendria una Ov = 1 y a medida que se va perdiendo el aspecto esférico la Ov sera

mayor que 1. Ver Fig. 1.10.4.
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Ov>1

Figura 1.10.5. Ovalidad.
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Capitulo 3
METODOLOGIA

Todas las estructuras: dendrimeros, farmacos y compuestos huésped-anfitrion (farmaco-
dendrimero) fueron generados en el programa de Quimica computacional Chem-3D-Ultra 7.0.

Los dendrimeros generados tienen dos tipos de patrones fractales descritos a continuacion:

a) Dendrimero conformado por el grupo oxi y amida (en lo subsiguiente denamida):

] L,
P {i‘\& )‘

NHz
[

(o]

Figura 2.1. denamida.

b) Dendrimero conformado por el grupo oxi y urea (en lo subsiguiente denurea):

0

H;

/\_/I'LN_E\OM NH NH;
)

4
TNHZ

(o]

Figura 2.2. denurea.

Para mayor detalle de la constitucién y nomenclatura de un dendrimero cualquiera ver Anexo A.
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Estas “ramas” con un patron fractal caracteristico son colocadas en un punto focal que tiene su base
en el pentaeritriol. Si bien este trabajo no tiene alcances de sintesis de dendrimeros, el siguiente
esquema (Figura 2.3.) explicara como es la sintesis del primero de ellos para tener una idea mas

clara de como se esta atacando el problema desde el punto de vista de Quimica computacional.

I

DCILOoH
HU,.
2)H,010

e rf % /—"’”""’
/_/0 \_\ ,,wu,rni:/_/o

o+

Hyl KoM
04
CHy=CHCONIT_
o4

/\JL
<

Figura 2.3. Sintesis 1° Generacién.

33



AtB

HN N
Denl
1) HHH,0
2) SOC), /CH,CHy 07"".2..
“ﬂ‘a_\ e Q 0:{,
Hmr\o P i L
] o NOC, ~L0 m-@oo_\" Q ﬂ”&
” ‘;3/“0 \w{— ._-R u}g\m °"5"I?m"’
“ %
~ !

Figura 2.3. continuacién.

El patrén fractal utilizado con grupos amida, urea y oxi tiene su fundamento en la existencia del
tipo y numero de puntos de interaccion asi como la flexibilidad (x) y polaridad que redundara en

una mejor solubilidad. Los grupos funcionales (grupo amida, urea y oxi) son grupos que dan origen
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a interacciones del tipo puentes de hidrdgeno, idoneas considerando los grupos polares (-O-, OH,

COOH) que poseen los distintos farmacos.
Las principales variables que se manipularon fueron las siguientes:

a) Longitud de cadena (x) (# de carbonos en la cadena alifatica) (2,3,4,5 y 6)
b) Generacion (G) (2,3 y4)

Para encontrar las estructuras més estables se utilizé el método de Dindmica Molecular (MD).
Estos célculos se llevaron a cabo a una velocidad de calentamiento de 1 Kcal. / Atomo / fs' (siendo
esta velocidad la que determina el monto de energia que se pro;ﬁorciona al sistema para que llegue
al equilibrio) y una temperatura de 300 K ( temperatura que se alcanza en el proceso).
Posteriormente mediante Mecédnica Molecular (MM) se llevé a cabo la optimizacién de cada
conférmero ( estructura con una energia de estabilizacion caracteristica) obtenidos mediante MD;
el campo de fuerza utilizado fue el MM2 que tiene parametros de interacciones electrostaticas y de
van der Waals que mejoran la velocidad de calculo para sistemas moleculares grandes como el que
se esta estudiando; es decir, las energias de interaccion entre dos cargas separadas por una distancia
r es proporcional a 1/r, algunas interacciones como carga-dipolo ,dipolo-dipolo y energias de van
der Waals tienen términos como 1/r y 1/r° , éstos son los términos que en determinado momento se
desprecian para tener un calculo mas rapido pero no por ello erréneo.

Por otra parte, las 12 estructuras de fairmacos utilizadas fueron: Ivermectina Bla-B1b, Avermectina
Bla-B1b, Milbemicina oxime A3-A4 y Moxidectina del grupo de las Lactonas macrociclicas, y
Oxiclozamida, Brotiamida, Closantel, Clioxamida y Niclosamida del grupo de los Salicilanilidos.
La simulacién molecular se llevé a cabo acorde al procedimiento utilizado para los dendrimeros

descrito anteriormente.

"1 Femtosegundo (fs) = 1x105 seg.
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Posteriormente se llevd a cabo un andlisis principalmente geométrico de las estructuras
dendriméricas como posibles encapsuladores de los farmacos y un analisis preliminar de la energia

de interaccion de los sistemas dendrimero-farmaco (unidos mediante interacciones no covalentes).

En primera instancia, utilizando las estructuras mas estables se realizaron calculos de volimenes
basandose en el Algoritmo de Connolly para calcular el SEV (Volumen de disolvente excluido) y
el Volumen de van der Waals con el objeto de calcular el volumen de cavidades. Este algoritmo,
incluido también en el paquete Chem3D-Ultra, obtiene de manera directa el SEV tnicamente
ajustando el parametro p (ver Antecedentes, Pag. 25); ajuste que sera explicado en la parte de
Resultados y Analisis;. En cuanto al Volumen de van der Waals, éste es obtenido aproximando p a

cero. En lo que respecta al volumen de cavidades, éste se obtiene de manera indirecta:

V idades = (S E V = VvanderWaafs )

cavi

Otras propiedades como el drea de disolvente excluido, ovalidad y densidad fueron obtenidas

directa o indirectamente utilizando este mismo algoritmo (Connolly).

Posteriormente, se generaron los complejos dendrimero-farmaco y una vez mas, con los métodos
de MD y MM bajo las mismas condiciones, se encontraron las estructuras mas estables para llevar
a cabo un analisis energético de tipo semicuantitativo, considerando que el nivel de teoria utilizado
no es lo suficientemente alto como para considerarlo netamente cuantitativo, inicamente es usado
con fines comparativos entre los diferentes sistemas.

Para encontrar la energia del complejo dendrimero-farmaco se empleé el Método diferencial o de
variacién que estima indirectamente las energias de los compuestos huésped-anfitrion como la
diferencia entre la energia de sistema huésped-anfitrion y las energias individuales (huésped y

anfitrion)':

AE = |,E huésped-anfitrion (E huésped ¥ Eanﬁtrién)]



Donde:

E huésped = E farmaco Eanﬁrrién = Edendrfmera

E,

uésped-anfitrion — Eﬁirmaco-dendrimem

Esta es una forma répida y menos demandante para el calculo de dicha energia ya que en este
trabajo se estudian sistemas moleculares grandes y alglin otro método implicaria un costo
computacional mucho mayor.

Al ser un trabajo totalmente tedrico se utilizé un trabajo anilogo que presenta resultados
experimentales de laboratorio y corrobora de esta forma la validez de los resultados obtenidos
tedricamente. El sistema huésped-anfitrion de referencia utilizado fue el ibuprofeno-PAMAM
(farmaco usado como antiinflamatorio que pertenece a la clase de los acidos propidnicos y
dendrimero de poliamido amina de 3* y 4* G). Este sistema tiene, por un lado, un dendrimero de
peso molecular y grupos funcionales similares a aquellos presentes en los dendrimeros
considerados en esta tesis (por Ej. tiene grupos amida pero no tiene oxi ni urea) y, por otro lado,
una molécula huésped como el ibuprofeno, que tiene fines farmacéuticos.

Todos los célculos fueron hechos al vacio, es decir sin la presencia de un factor externo como el
disolvente. Esta condicién al vacio se compara con las condiciones teta: de solubilizacién muy

pobre.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Generacion de estructuras y Dinamica Molecular(MD).

Las grificas 4.1.1. y 4.1.2. muestran el comportamiento de las dos familias de dendrimeros
estudiadas (denamida y denurea ver Figura 2.1 y 2.3) cuando se aplica el método de Dinimica
Molecular (MD) en conjunto con el de Mecanica Molecular bajo ciertas condiciones (ve." de 1 kcal
/ atomo / fs y T de 300 K). El objetivo de estos métodos como se mencionaba en el capitulo
anterior es encontrar el conférmero mas estable o de menor energia potencial. En la grafica
tinicamente se muestran los dendrimeros de 2* generacion, variando la longitud de cadena (x),
una de las variables manipuladas en esta trabajo. Se puede apreciar que en general, el conformero
que presenta el minimo de energia estd en la parte de extrema derecha de la grafica para ambas
familias.

MD Denamida 2a G

Energla (kcalimol)

-300
400 500 BOO 700 BOQ 800 1000 100
# Conférmero

Grifica 4.1.1. Dinamica Molecular de denamida.

1 Ve = Vdocidad de calentamiento
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Closantel
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3* Generacion

DENUREA

3* Generacion 4* Generacion

FARMACOS

i

Milbemicina Avermectina

Figura 4.1.1. Relacion de tamafios.
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Grifica 4.1.2. Dindmica molecular de denurea.

Para la familia denamida de 2* generacion, de los 4 casos presentados, inicamente en uno (x = 4)
se observa que el minimo se presenta en un conférmero diferente del ultimo ( # C =1001). Se
grafica la Energia (Kcal. / mol) vs #C (numero de conformero), en donde se representa cada una de
las estructuras con sus respectivas energias caracteristicas a lo largo de toda la trayectoria. Como se
puede observar el dendrimero con una x = 3 representa la estructura mas estable energéticamente
hablando, mientras que aquella con una x = 4 es la menos relajada. Esto se observa no solo
comparando con los otros patrones fractales (x = 3,5 y 6) sino también por su valor positivo de

energia.

Para la familia denurea de 2° generacién, existen dos casos de estructuras cuyos valores de energia
son los mas favorables (x = 4 y 6); al igual que en denamida, denurea presenta un conférmero con

energia desfavorable (valor cercano a cero), tal es el caso del conférmero cuya x es igual a 5.

En ambos casos no se observa una relacion directa entre la energia de estabilizacién y la longitud

de la cadena (x). En general, las dos familias presentan estructuras individuales que tienen energias



de estabilizacion favorables (valor negativo), esto es importante sefialarlo porque tendrd una
repercusion directa cuando se forma el complejo dendrimero-farmaco. Esto significa que una
energia de estabilizacion demasiado buena (negativa, estable) quizds sea un impedimento para
formar posteriormente un complejo, ya que la interaccion que existe en el interior del dendrimero
podria entrar en competencia con aquella que se de con el farmaco y hacer menos estable al
complejo dendrimero-farmaco. Dicho lo anterior, los dendrimeros del tipo denamida presentan
energias favorables pero no tan negativas en comparacién con las de denurea, lo que puede

repercutir en una interaccién mas favorable con los farmacos a tratar.
Pesos moleculares

A continuacion se presentan dos tablas, la 4.1.1. indica los distintos pesos moleculares de las
estructuras dendriméricas a estudiar, de acuerdo a las variables consideradas: longitud de cadena
(x) y generacién (G). La tabla 4.1.2. indica los pesos moleculares de los farmacos de los dos
grupos de antihelminticos (Lactonas macrociclicas y Salicilanilidos).

Tabla 4.1.1 Pesos moleculares de dendrimeros.
Longitud de cadena (x). .
cQ) Denamida Denurea
PM (u.m.a.) PM (u.m.a.)
2 16922.30 19264.60
3 6171.26 6891.96
4 6844.55 7565.26
5 7517.85 8238.55
6 8191.14 8911.85
Generacion (G) (x=2) Denamida Denurea
2 5497.96 6218.67
3 16922.30 19264.60
4 51195.4 58402.5
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Como se puede apreciar en la primera tabla, la variacion del peso molecular respecto a la

generacion es notable siendo en términos practicos de aproximadamente 3 veces de generacion a

generacion. Por otro lado, la variacién del peso molecular cuando la variable es la longitud de

cadena es mucho menor. Esto se entiende debido a la cantidad de grupos que se agregan al

aumentar de generacion a generacién (G), en comparacién con el aumento de longitud de cadena

(x). Definitivamente la introduccién de un Nitrégeno (N) al patrén fractal en la familia denurea

tiene como consecuencia un aumento en el peso molecular respecto a la otra familia (denamida).

Tabla 4.1.2. Pesos moleculares de los fAirmacos.

Farmaco PM (g / mol)
Lactonas macrociclicas
Avermectina Bla 873.0
Avermectina B1b 859.0
ITvermectina Bla 875.1
Tvermectina B1b 861.0
Milbemicina Oxime A3 541.0
Milbemicina Oxime A4 555.0
Moxidectina 639.8
{Salicilanilidos
Oxyclozamida 401.5
Brotiamida 463.6
Closantel 663.0
Clioxamida 541.5
INiclosamida 327.1
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En general, los pesos moleculares de los firmacos comparados con los dendrimeros son inferiores y
del orden de 10>-10°. Las estructuras de cada uno de ellos se presentan a continuacion, nétese que
casi todas ellas tienen grupos polares como oxi e hidroxi, siendo compatibles con los patrones

fractales de las dos familias de dendrimeros elegidas para este trabajo.

Avermectinas

Ivermectina Bla
Ivermectina Blb

Avermectina B1b

Figura 4.1.2. Estructura quimica de los farmacos.
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Milbemicinas

Milbemicina oxime A3

Milbemicina Oxime A4

Moxidectina

Salicilanilidos

Oxiclozamida Brotiamida
o OH, H Cl H'P:’—@—Br
cs
i o~
o cl 2
cl Br
Closantel Clioxamida
1 0
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H CN o
I OH cl
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Figura 4.1.3. Continuacién.



4.2 Anailisis Geométrico del receptor

El analisis de esta tesis se centra principalmente en el aspecto geométrico del receptor, es decir del
dendrimero. Una vez encontrada las estructuras mas estables, en este apartado se lleva a cabo un
analisis geométrico de las dos familias de dendrimeros (denamida y denurea) respecto a la
longitud de cadena (x) y la generacién (G). Para ello, la cuantificacién del volumen de cavidades de
las dos familias de dendrimeros fue indispensable. Ello se realizé mediante el método de Volumen
de Disolvente Excluido basado en el Algoritmo de Connolly (ver Antecentes Pag. 26).

K idades — (SE P VvanderWaa:‘s )

cavi

Radio del disolvente idoneo (p)

Para aplicar este método, (SEV) el primer paso fue encontrar un radio de disolvente (p) adecuado
que permitiera calcular el volumen total (SEV) sin sobreestimarlo, y evitando con ello una
repercusion en el valor del volumen de cavidades. Fue indispensable el uso de dos variables ya

comentadas en los antecedentes: el 4rea accesible al disolvente (SAS) y el Area Molecular de

Connolly (Am), que tienen
Denamida [x=3, G(2)]

8000
7000
6000

aa 5000
g-' 4000
5 3000
2000
1000

o

] 0s 1 15 2 25 3 as 4 45 5
Radio de solvente (p) (A)
]—sns — Area Molecular Connolly ‘

Grifica 4.2.1. Radio del disolvente (p) 6ptimo para denamida 2° Gy x =3
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su principio en el algoritmo de Connolly al graficar ambas areas con respecto al radio del
disolvente (p), se encontraron dos comportamientos distintos (ver grafica 4.2.1). En primera
instancia, se observa que a medida que el radio de disolvente se aproxima a cero, el area accesible
al disolvente (SAS) y el area molecular de Connolly (Am) convergen y estrictamente hablando
llegan a ser la misma érea, es decir, el area correspondiente a la de van der Waals. Por otro lado, a
medida que el radio crece, el area molecular permanece constante ya que representa la forma
intrinseca de la molécula; mientras que el SAS se incrementa, con una consecuente pérdida de
detalles estructurales (ver Figura 4.1.2)

Radio p = 1.4 radio idé
Radio p = 0.1 cercano a la Superficie y op radio idéneo
Volumen de van der Waals

Radio p = 10 Superficie y
Volumen sobreestimado

Figura 4.1.2. Area accesible al solvente a diferentes p’s.



El radio de disolvente 6ptimo, que fue usado mas tarde para calcular las cavidades de la molécula,
se encontr6 a partir de la misma grafica, tomando en consideracién solo el comportamiento que
tiene el SAS respecto al radio de disolvente. El radio éptimo es aquel que corresponde al punto de
inflexién (el minimo) en la grafica. Siguiendo este procedimiento, el radio de disolvente elegido

para cada una de las moléculas dendriméricas se presenta a continuacion en la tabla 4.2.1.

Tabla 4.2.1. Radio éptimo.

Denamida Denurea
p 6ptimo p 6ptimo

Longitud de cadena (G2) 3-6 1.7 14
iGeneracibn (x =2) P iptio i e

2 14 14

2.5 25

4 34 34

Variacion de longitud de cadena

Una vez encontrados los radios 6ptimos fue posible comenzar el analisis de las dos familias de
dendrimeros, utilizando como primera variable la longitud de cadena (x). La tabla 4.2.2. muestra
los valores de SEV y Volumen de van der Waals para aquellos dendrimeros de segunda generacion.

Las graficas 4.2.2. y 4.2.3. muestran el comportamiento que tienen los dos tipos de voliimenes
cuando x se incrementa. La diferencia entre el SEV y el Volumen de van der Waals representa el
volumen de cavidades. Se aprecia graficamente que esa diferencia se incrementa de manera
paulatina conforme la longitud de cadena aumenta. Los valores correspondientes a las terceras
generaciones se indican en las graficas. Se puede observar que no solo es notable el incremento en
ambos volimenes, sino que también la diferencia en dendrimeros de una generacién mayor, crece

notablemente.
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Tabla 4.2.2. SEV y Volumen de van der Waals.
ILongitud de cadena (x) denamida denurea
Volumen (A3) (A3)
SEV 3 7087.26 7442.58
4 8140.00 8584.53
5 9334.87 9511.38
6 10467.00 10731.00
Van der Waals 3 4650.71 5034.67
4 5348.03 5731.16
5 6037.42 6417.17
6 6752.97 7126.26
Denamida 2a G
3a Generacion

Long. Cadena (x)

’—Q—SEV —m— Vol van derWaals]

Grifica 4.2.2. SEV y Volumen de van der Waals vs x (denamida).
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Grifica 4.2.3. SEV y Volumen de van der Waals vs x (denurea).

Ovalidad y densidad. Otras dos propiedades que se calcularon para evaluar el comportamiento de
los dendrimeros variando la longitud de cadena, fueron la ovalidad y densidad. La primera indica
que tan globular es la estructura dendrimérica mientras que la segunda estd directamente

relacionada con las cavidades que presenta el dendrimero.

Tabla 4.2.3. Ovalidad y Densidad.

Longitud de cadena (x) denamida denurea
(A3) (A3)
Ovalidad 3 1.782 1.858
4 2.038 1.984
5 1.891 2.102
6 2.035 2.290
Densidad 3 0.87 0.93
4 0.84 0.88
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Tabla 4.2.3. Ovalidad y Densidad.

Longitud de cadena (x) denamida denurea
5 0.81 0.87
6 0.78 0.83

Nota: Las unidades de la densidad son: u.m.a./ A’

Denamida 2a G

g

|

8
|
|

e = - S — _J

o
»
o

Densidad({uma/A3) y Ovalidad
8

4
8

Long. Cadena (x)

[—#—Densdad —w— Ovaidad |

Grifica 4.2.4. Densidad y Ovalidad vs x (denamida).

De acuerdo a la tabla 4.2.3., la familia denamida presenta las estructuras menos densas en
comparacién con las de denurea. Remontandonos a la tabla 4.1.1. la familia denurea tiene pesos
moleculares mas elevados, sin embargo no es el motivo por el que tenga una mayor densidad,
puesto que presenta también volimenes moleculares (SEV) mas elevados. Una posible explicacion
a ello es la presencia de un mayor volumen de cavidades en la familia denamida, dando como

resultado una proporcién masa / volumen menor que en la familia denurea.
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Grifica 4.2.5. Densidad y Ovalidad vs x (denurea).

En ambas familias, la densidad diminuye y la ovalidad aumenta a medida que crece x. Esto
significa que un aumento en la longitud de cadena trae como consecuencia un dendrimero menos
denso y menos globular. La disminucién en la densidad encuentra su explicacién en el aumento de
los pesos moleculares y volimenes moleculares, en ambas familias el incremento en los pesos
moleculares es constante (m6-m5=m5-m4=m4-m3, etc.), mientras que el incremento en los
volimenes moleculares crece a medida que crece x (v6-v5>v5-v4>v4>v3, etc.). En otras palabras,
el volumen aumenta mas de lo que aumenta el peso molecular del dendrimero para una variacién

de x determinada.

Vol. cavidades y % Cav. Una de las maneras de evaluar dos tipos de receptores (denamida y
denurea) desde el punto de vista geométrico, es la comparacion directa de sus voliimenes de
cavidades. Ya se habia hecho hincapié anteriormente que los valores de densidad eran un indicativo
de un mayor volumen de cavidades en la familia denamida, sin embargo es mediante la

presentacion de resultados en la tabla 4.2.4. que se corrobora esto.
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Tabla 4.2.4. Volumen y % Cavidades.

Longitud de cadena (x) Denamida Denurea
(A3) (A3)
'Volumen 3 2436.55 2407.91
4 2791.97 2853.37
5 3297.45 3094.21
6 3714.03 3604.76
% Cavidades 3 34.38 3235
4 34.30 33.24
5 3532 32.53
6 35.48 33.59
Denamida vs Denurea
i , | ]
o ———
el —
8 : | .
S e — 1

Longitud de cadena (x)

—— Dunamn — e Do 4

Grifica 4.2.6. Volumen de cavidades (denamida vs denurea ).
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La gréfica 4.2.6., muestra que la familia denamida presenta un mayor volumen de cavidades en
todas las estructuras dendriméricas de segunda generacién excepto cuando x es igual a 4. El % de
cavidades calculado como Volumen de cavidades / Volumen total o SEV, es otro indicativo de
como la familia de segunda generacién que presenta un mayor porcentaje de cavidades en su
interior es denamida. Sin embargo, ese mayor volumen de cavidades no es contundente, siendo
solo 6.6 % mayor en el mejor de los casos, lo que quiere decir que las dos familias de segunda
generacion tienen resultados similares para diferentes valores de x. La decisién de usar una u otra
familia como receptor, dependera del tipo de molécula huésped y de un analisis posterior sobre la

interaccion dendrimero-huésped.
Variacion de generacion

La otra variable principal involucrada en este anélisis geométrico del receptor, es la generacion; se
utilizé para ello la 2* 3* y 4* generacidn, siendo la segunda la que fue ampliamente explorada en el

apartado anterior cuando la variacién correspondia a la longitud de cadena (x).

A continuacién se muestran los resultados encontrados en % de cavidades y densidad para las dos

familias estudiadas (denamida y denurea):

Tabla 4.2.5. % de cavidades y densidad.
iGeneracion denamida denurea
% Cavidades % %
2 299 30.27
3 40.82 39.27
4 45.89 44.18
Densidad um.a./ uma./A’
2 0.98 1.01
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Tabla 4.2.5. % de cavidades y densidad.

‘Generacién denamida denurea
3 0.82 0.88
4 0.72 0.81

El % de cavidades se ve beneficiado en ambos casos a medida que la generacion crece. Ese
porcentaje sin embargo tiene un aumento de 10 unidades de 2* G a 3* G mientras que de 3*Ga 4*G
el incremento se ve disminuido a la mitad. Tal parece que el % de cavidades se va viendo mermado
para generaciones superiores, y que pudiera en determinado momento tender a un valor limite, sin
embargo esto iiltimo no deja de ser una hipétesis que para corroborarla seria necesario construir
dendrimeros de generaciones superiores con patrones fractales iguales a los utilizados en este
trabajo. La comparaci6n entre las dos familias deja como resultado nuevamente una ventaja de
denamida respecto a denurea, al menos en la 2*° G y 3* G. La primera de ella ampliamente

corroborada en el apartado anterior.

Por ofra parte, la densidad sigue un comportamiento similar a la mostrada cuando se hace variar la
longitud de cadena. La densidad disminuye cuando crece el peso molecular debido a un cambio
generacional, esto quiere decir nuevamente que el cambio en el volumen (dV), es mayor que en la
masa (dM). El dendrimero de denurea es mas denso en todas las generaciones con una longitud de

cadena de x = 2 en comparacion con el de denurea, dando lugar a un menor volumen de cavidades.

En la grafica 4.2.7. y 4.2.8. se aprecia una comparacion, para ambas familias (denamida y
denurea), del comportamiento del volumen de cavidades respecto a las dos principales variables
utilizadas en este trabajo: longitud de cadena (x) y generacion (G). Se aprecia visiblemente que un
cambio generacional tiene mayores implicaciones en las propiedades topoldgicas de un dendrimero,
que aquellas mostradas por un cambio en la longitud de cadena (x). Sin embargo, vale la pena

sefialar que los dos dendrimeros de 2* G con x = 6 presentan un volumen de cavidades ~50% mayor
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Grifica 4.2.8. Volumen de cavidades vs G y x (denurea).
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a aquellos con una x = 2 y que este volumen es aproximadamente la mitad de aquel mostrado por
un dendrimero de 3" G; esto quiere decir que a pesar de la ventaja topoldgica de un dendrimero de
mayor generacion con respecto a uno de menor generacion pero con mayor longitud de cadena, es
posible encontrar ventajas en este ultimo en cuestion de espacios de cavidades, dependera del
volumen del huésped (farmaco) y la cantidad de éstos que se pretendan introducir en el interior del
dendrimero para evaluar cual es la mejor opcién considerando que subir de generacién desde el
punto de vista sintético tiene su problematica. Lo dicho anteriormente aun no considera

interacciones dendrimero-farmaco, iinicamente evalia el espacio fisico necesario para albergar a la

molécula huésped.
Tabla 4.2.6 Evaluacién geométrica
Denamida |Denurea
4 _ G2
Volumen
de - 4+ a3
Cavidades
4 _ G4

Finalmente, la tabla 4.2.6. presenta una evaluacién de las dos familias de dendrimeros que permite
identificar cual familia tiene el mayor volumen de cavidades variando la generacion (G). Como se
habia comentado anteriormente, la diferencia entre una familia y otra no es notable y el objeto de
esta evaluacion es establecer una jerarquia de cada uno de los dendrimeros y no contemplar a la

familia denamida como la tinica opcién.

Fdarmacos. La tabla 4.2.7. muestra el SEV o volumen molecular de los diferentes farmacos a

utilizarse como moléculas huésped:
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Tabla 4.2.7. Volumen de los fairmacos.
Farmacos SEV (A3)

[Lactonas macrociclicas [Salicilanilidos

IAvermectina Bla 84427 Oxyclozamida 236.02
IAvermectina B1b 82747 [Brotiamida 276.15
lIlvermectina Bla 854.92 Closantel 356.03
llvermectina B1b 831.17 Clioxamida 272.67
Milbemicina Oxime A3 509.54 Niclosamida 216.52
Milbemicina Oxime A4 534.51

Moxidectina 629.38

Comparativo entre las dos familias de dendrimeros

Desde el punto de vista de tamaiios de los dendrimeros y farmacos, es posible establecer una
relacion entre el volumen disponible en el interior de las estructuras dendriméricas (el volumen de
las cavidades) y el volumen de las moléculas huésped (farmacos). Los formacos més voluminosos
son las avermectinas seguidas de las milbemicinas, con un promedio de 850 y 550 A® de volumen
de disolvente excluido respectivamente. Los salicilanilidos son mas pequefios y tienen un rango de
alrededor de 230 A’. La tabla 4.2.8., muestra una estimacién razonable del niimero de moléculas
de los farmacos que podrian ser albergadas en los diferentes dendrimeros, suponiendo claro que los

dendrimeros son estructuras rigidas que no interactiian con el farmaco.

Como se esperaba, existe una pequefia diferencia entre las dos familias de dendrimeros,
nuevamente los dendrimeros compuestos por el patrén fractal oxi-amida son ligeramente mas

ventajosos desde el punto de vista geométrico.
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Tabla 4.2.8. N° de moléculas de fairmaco por dendrimero.

Familia Denamida

Familia denurea

Farmaco 3G 2°Gx=3y4 |2°Gx=5y6 |3'G 2°Gx=3y4 [2°Gx=5y6
Avermectinas ~10 ~3 ~4 ~ 10 ~3 ~3-4
Milbemicinas ~11 ~3 ~5 ~11 ~3 ~4
Salicilanilidos ~ 36 ~11 ~15 ~37 ~11 ~ 14
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4.3 Comparacion con un sistema experimental

SEYV del ibuprofeno. La tabla 4.3.1 muestra la estimacién:

Para avalar los resultados obtenidos teéricamente, se comparo el método utilizado (MD, MM vy
SEV) con otro sistema que involucraba macromoléculas dendriméricas y farmacos. Tal estudio
muestra resultados experimentales obtenidos en laboratorio que son comparados con célculos
tedricos, utilizando los mismos métodos empleados en este trabajo de tesis. El sistema comparativo
estd compuesto por el dendrimero conocido como PAMAM (poliamidoamina) y el firmaco

ibuprofeno. Se estimaron volimenes de cavidades de los dendrimeros de 3* G y 4* G, asi como el

Tabla 4.3.1. Calculos geométricos del sistema PAMAM-ibuprofeno
Dendrimero SEV Volumen Volumen Volumen de
PAMAM 1.9 van der de Ibuprofeno
Waals cavidades 7S
@) @)
3* Gen 8562.9 5380.6 31823 197.70
4* Gen 17721.3 11066.0 6655.0 197.70

La estimacién teérica del mimero de moléculas de ibuprofeno que pueden ser albergadas en los

dendrimeros de PAMAM de 3* G y 4* G se muestran en la siguiente tabla y al lado de ellos los

respectivos datos experimentales:

Tabla 4.3.2. Datos tebricos vs. datos experimentales.
Datos tedricos #moléculas Datos Experimentales Nimero de
Ibuprofeno /dendrimero #moléculas Ibuprofeno Grupos
/dendrimero terminales
~16 32 32
~36 78 64




Se puede observar claramente que mientras los datos tedricos apuntan a un limite de 16 y 36
moléculas de ibuprofeno en el interior del dendrimero, los datos experimentales sefialan
practicamente el doble de moléculas. A simple vista el método tedrico pareciera no satisfacer la
realidad experimental; sin embargo existe un factor que puede estar influyendo notablemente, el
dendrimero de PAMAM tiene una periferia propicia para la complejacion, ya que los grupos
terminales amina del PAMAM vy la molécula de ibuprofeno con su grupo terminal dan lugar a una
fuerte interaccion -NH; y —COOH. En el caso de la 3* G de PAMAM, cada grupo terminal (-NH;)
estd interactuando con una molécula de ibuprofeno, se puede apreciar que el nimero de grupos
terminales y el nimero de moléculas de ibuprofeno coinciden (32), sin embargo para la 4* G de
PAMAM, el niimero de moléculas de ibuprofeno (78) que forman el sistema huésped-anfitrién no
corresponde estrictamente con el numero de grupos terminales (64), tal parece que de las 78
moléculas, 64 se encuentran en la periferia y las 14 restantes se localizan en el interior del
dendrimero. No obstante, esto corresponde con los datos tedricos, debido a que el limite para
albergar moléculas de ibuprofeno es de méximo 36, niimero que no est4 siendo rebasado. Asi, por
un lado se tiene un receptor de 3* G que, a pesar de tener espacio en el interior, no presenta una
funcionalizacion adecuada (lo que si sucede en su periferia) y por otro, un receptor de 4* G que a
pesar de tener una periferia que esta atrayendo a la mayoria de moléculas de ibuprofeno, el mayor
tamafio de cavidades en su interior provoca que un 18% de todas las moléculas si se puedan

albergar en su interior después de saturar los sitios activos en la superficie.

Para asegurarse de lo anterior, se realizaron calculos de mecanica molecular (MM) que permitieran
evaluar la interaccién entre el dendrimero de PAMAM Yy el ibuprofeno tanto en la periferia como en
el interior. Los resultados dan como favorable la interaccién que ocurre en la periferia (tabla 4.3.3.)
para ambas generaciones, en comparacién con aquella que ocurre cuando el firmaco es introducido
en el interior del dendrimero. También existe una buena coincidencia entre la simulacién molecular
(MM) del ibuprofeno en el interior del PAMAM de 4* G, coincidiendo con los resultados
experimentales, ya que mas de 14 moléculas de ibuprofeno en el interior son rechazadas debido a

interacciones no favorables. Queda entonces demostrado que debe existir espacio geométrico
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suficiente en el interior del dendrimero, y aunque este no sea el inico factor que influya, si debe ser
el primero en considerarse ya-que una buena interaccion dendrimero-firmaco dependera, en

primera instancia, del tamafio adecuado de las cavidades.

Tabla 4.3.3 Interior vs periferia.
Dendrimero / Firmaco AE/interior AE/periferia
(Kcal. /mol) (Kcal./mol)
PAMAM-3" gen / ibuprofeno -41.810 -96.370
PAMAM-4a gen / ibuprofeno -42.320 -147.720

Figura 4.3.1. PAMAM de 3° G y de 4* G

* Los dtomos de Hidrogeno son omitidos en la figura para una mejor visualizacion de la molécula,
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4.4 Analisis energético semicuantitativo

El andlisis geométrico representa un primer paso para evaluar la factibilidad de un compuesto
huésped-anfitrion (farmaco- dendrimero) determinado; sin embargo, si bien es un primer paso
necesario, éste no es suficiente. Es indispensable que el receptor tenga espacio para albergar al
huésped, pero ese espacio no es garantia de que el receptor interaccione apropiadamente con ese
huésped. Este apartado no abarca un analisis completo de la interaccién de la estructura
dendrimérica con cada uno de los firmacos, aunque se pretende sentar las bases para que dicho
andlisis se realice de una manera més profunda. Un andlisis confiable y completo utilizaria como
métodos de célculo los llamados métodos de primeros principios o ab initio, basados en mecénica
cuéntica (descritos en Antecedentes Pag. 22). Debido a su complejidad y costo computacional no
fue posible emplear tales métodos en este trabajo, tomando en cuenta el tamafio de los sistemas
moleculares aqui estudiados (macromoléculas). En lugar de ello se emplearon métodos tedricos
basados en Mecanica Molecular (leyes de Newton) que permitieran dar una estimacién de la
interaccién dendrimero-firmaco, aunque estrictamente hablando el resultado fuese tratado

semicuantitativamente.

Las tablas 4.4.1. y 4.1.2. muestran valores de energia totales de las estructuras individuales
(dendrimero y farmaco) sin formar ain el complejo. Como se habia mencionado antes, estos
resultados mas alld de que nos brinden un valor cuantitativo, sirven unicamente con fines
comparativos. Asi por ejemplo, ambos dendrimeros presentan una energia total negativa (estable),
sin embargo el dendrimero de la familia denurea de 3* G es el que tiene un valor mas elevado que
aquel de la familia denamida. Esto quiere decir que en su interior la introduccién de un Nitrégeno
més por parte del grupo urea en comparacién con la otra familia (grupo amida) da como resultado
una interaccion atractiva que incrementa la estabilidad del dendrimero denurea reflejandose en el

valor presentado de la energia.
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Tabla 4.4.1. Energias potenciales (dendrimeros).
Generacién (G) [Longitud de cadena (x) denamida denurea
E (Kcal. / mol) E (Kcal. / mol)
2 6 -94.46 -328.29
3 2 -852.41 -1759.34

Tabla 4.4.2. Energias potenciales
(farmacos).

E (Kcal. / mol)
132.54
51.99
-1.395

Armaco

lAvermectina Bla

Milbemicina Oxime A3

IClosantel

En la tabla 4.4.3. se presentan resultados de las energias de interaccién de compuestos huésped-

anfitrién formados por las dos familias (denamida y denurea) de 3* G y x =2 ytambién de 2* G y

x = 6, evaluando de esta manera los efectos de generacion y longitud de cadena. Por otra parte y

basandose en el caso comparativo de PAMAM / ibuprofeno, donde el ibuprofeno en su mayoria se

encontraba en la periferia, se llevé a cabo el cdlculo en ambos casos: interior y periferia. El farmaco

utilizado fue la avermectina, uno de los farmacos (antihelminticos) mas voluminosos

Tabla 4.4.3. Energias potenciales de sistemas huésped-anfitrion.

Complejo AE AE (Kcal. |Complejo (denurea) AE AE (Kcal.
(denamida)  [Kcal./mol) {mol) (Kcal. /mol) |/ mol)
3#*G,x=2 Interior Periferia 3G, x=2 Interior Periferia
amida/avermectina 17.54 -104.31 urea/avermectina 306.74 -188.09
2°G,x=6 Interior Periferia 22G,x=6 Interior Periferia
amida/avermectina | -500.40 -560.25 urea/avermectina -122.17 -106.27
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Las energias de interaccion son calculadas basandose en el método diferencial (ver Antecedentes,
Pag. 36):

AE = lEhuéspéd-anﬁrﬂén - (Ehuésped + Eanﬁfﬂén)J

Como se aprecia en la tabla, para la 3* G y una x = 2, tanto en danamida como en denurea la
energia de interaccion calculada indica una mayor estabilidad para el compuesto huésped-anfitrién
cuando el farmaco (Avermectina) se localiza en la periferia (ver Figura 4.4.1.). La energia de
interaccion para el complejo cuando el farmaco se encuentra en el interior es positiva, dando como
resultado un compuesto huésped-anfitrion poco estable. Es importante mencionar que esto se da
presumiblemente por que la energia de auto-estabilizacion de los dendrimeros es bastante
favorable, siendo la interaccién en el interior de ellos mismos muy atractiva, sobre todo en el caso
de la familia denurea (-1747 kcal/mol); es decir, existe una competencia entre la interaccion que
existe en el interior del dendrimero y aquella que se da en el complejo dendrimero-farmaco, siendo

la primera la que domina en este caso (3* Gy x =2).

Figura 4.4.1. Farmaco en la periferia.



Para la segunda generacién con x = 6, (2* G y x = 6), el dendrimero denurea presenta una energia
de interaccion mas favorable (mas negativa) cuando el firmaco se encuentra en el interior del
dendrimero. Aunque en denamida se presenta lo contrario (mas favorable en la periferia), esa
diferencia es minima en comparacion con el valor propio de la energia y ambos casos (interior y
periferia) son favorables. En el caso particular de denurea, esta claro que la energia del dendrimero
por separado no es tan negativa (Ver tabla 4.4.1.), mostrando una auto-estabilizaciéon menos
eficiente y dando como resultado una mejor interaccion dendrimero-farmaco en comparacion con el
de 3" G. La Figura 4.4.2. ilustra lo sefialado anteriormente, mientras que la Figura 4.4.3. presenta la
estructura mas estable del complejo denurea-avermentina corroborando lo presentado en el
apartado de andlisis geométrico, donde se indicaba que el receptor (dendrimero) solo tiene espacio

suficiente para 3 moléculas de farmaco de avermectina.

Figura 4.4.2. Farmaco en el interior. Figura 4.4.3. Rechazo de 4°farmaco

La eleccion de la generacion y longitud de cadena para este analisis energético, se llevé a cabo de

esta manera porque el dendrimero cuya longitud de cadena igual a 6 representa una opcion viable
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en comparacién con uno de mayor generacion y menor longitud de cadena (3* G x = 2). Las
ventajas de un dendrimero de 2* G respecto a una de 3* G reducen significativamente el mimero de

pasos en la sintesis.

Después de presentar la evaluacion de cada uno de los patrones fractales considerados en este
trabajo desde el punto de vista geométrico principalmente y en un segundo plano considerando los
aspectos energéticos (de interacciones), en el siguiente apartado se presentan las conclusiones

finales de este trabajo de tesis.



Capitulo 5

CONCLUSIONES

Utilizando la herramienta de la Quimica computacional fue posible evaluar patrones
fractales dendriméricos con grupos funcionales, generacion y longitud de cadena

especificos; para emplearlos como posibles acarreadores de farmacos.

De las dos familias de dendrimeros elegidas para este trabajo (denamida y denurea), se
encontrd que la capacidad para albergar farmacos del grupo de las Lactonas macrociclicas
y los Salicilanilidos (con una misma generacién(G) y longitud de cadena(x)) fue muy
similar en la mayoria de los casos, siendo solo un 6% superior en denamida en el mejor de

los casos.

Una mayor longitud de cadena en el patrén fractal de ambas familias, da como resultado
estructuras mas densas y con un mayor volumen de cavidades; sin embargo ese volumen
de cavidades comparado con el de una estructura de generacién superior es

significativamente menor (50% menor).

Las estructuras de 2* G con x=6 de demamida y denurea, presentan el mayor % de
cavidades en su interior respecto a estructuras de la misma generacién y un volumen de
cavidades 50% menor que el observado en un dendrimero de 3* G y una x = 2. Ello da pie a
pensar en utilizar los primeros como posibles candidatos para el sistema huésped-anfitrién
debido a sus ventajas geométricas respecto a otros de la misma generacion y una

simplificacion en la sintesis al disminuir el niimero de pasos.

Del analisis energético semicuantitativo, se concluye que la estructura denurea de 3* G y x
= 2 presenta una energia de auto-estabilizacién muy grande debido a la fuerte interaccion

que existe internamente (grupo urea) en comparacion con denamida (grupo amida). Esa
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energia de estabilizaciéon elevada da como resultado una energia de interacciéon poco
favorable al momento de formar el sistema farmaco-dendrimero cuando el farmaco es
colocado a proposito en el interior. La energia de interaccién si es favorable cuando el

farmaco se coloca en la periferia.

En contraste, el dendrimero denurea de 2* G y x = 6 presenta mejores resultados para la
formacion del sistema huésped-anfitrion en el interior, especificamente con el farmaco
avermectina, el mas voluminoso (E = -122 Kcal./mol). Esto viene a reforzar la propuesta de

utilizar el dendrimero denurea de 2* G como el acarreador de farmacos.

Para concluir el analisis energético, se propone utilizar métodos de célculo que se basen en
mecanica cuantica y utilicen un método que estudie a la molécula por partes (compuestos
modelo) debido al costo computacional, y de esta manera permitan un anilisis mas a fondo
sobre el tipo de interacciones no covalentes que ocurren entre los dendrimeros con cada

uno de los farmacos.
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RECOMENDACIONES

Dada su naturaleza tedrica, la presente tesis no pretende ser un trabajo terminal, por el contrario
es parte de un proyecto que involucra la realizacion experimental en laboratorio de las

simulaciones tedricas demostradas en este trabajo.

Se recomienda para llevar a cabo la subsiguiente parte experimental seguir los siguientes

puntos:

» Analizar y utilizar toda la informacién disponible en este trabajo y hacer énfasis en las

conclusiones teoricas que se derivan al respecto.

v

Investigar cada una de las técnicas en laboratorio de acoplamiento huésped-anfitrién (en
este caso farmaco-dendrimero) con el objeto de elegir la mejor opcién en base a la

disponibilidad de equipo y materiales en el laboratorio.

> Si los resultados experimentales en el laboratorio corroboran en buena parte lo demostrado
teéricamente con las simulaciones computacionales, establecer la viabilidad técnica y

economica de este proyecto.
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GLOSARIO

Agente acarreador / liberador de firmacos. Receptor que permite que el farmaco (sustrato)
llegue en una dosis apropiada al organismo debido a su alta solubilidad.

Algoritmo de Connolly. Algoritmo matematico que permite calcular el volumen de solvente
excluido colocando una molécula de disolvente tangente a la molécula en estudio.

Area Molecular de Connolly. Es la superficie en la que la molécula de disolvente hace contacto
con la superficie de van der Waals. El volumen que se deriva de esta superficie es el volumen de
van der Waals.

Compuesto huésped-anfitrion. Tiene su base en los procesos de Reconocimiento molecular,
donde el huésped es el sustrato y el anfitrién el receptor.

Conférmero. Estructura caracteristica que presenta una energia potencial también caracteristica.

Chem-3D. Programa de quimica computacional que permite el modelamiento y analisis molecular
de la firma CambridgeSoft.

Dendrimero. Macromolécula monodispersa o bien definida con una ramificacion perfecta.

Denamida. Dendrimero cuyo patron fractal esta compuesto por los grupos funcionales oxi y amida
con un punto focal basado en el pentaeritriol.

Denurea. Dendrimero cuyo patron fractal estd compuesto por los grupos funcionales oxi y urea con
un punto focal basado en el pentaeritriol.

Energia potencial. También llamada energia estérica, es aquella energia que involucra la posicion
de los atomos que tiene una molécula y se compone de términos como son energia de van der
Waals, electrostatica, por estiramiento y acortamiento del enlace, torsién y angulo de enlace.

Femtosegundo. Unidad de tiempo equivalente a 1x10-15 seg.

Fuerzas de van der Waals. Interacciones no covalentes de largo alcance cuya energia es menor a
los 5 kJ mol™.



Generacion. Cada generacién representa un tamaifio de molécula con un peso molecular de
aproximadamente el doble que el anterior y con un nimero de grupos activos de dos veces con
respecto a la generacion anterior.

Interacciones no covalentes. Son aquellas interacciones de largo alcance: interacciones idnicas,
fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno, entre otras.

Lactonas macrociclicas. Grupo de farmacos que son utilizados como antihelminticos en la
medicina veterinaria. Tienes dos grupos principales: avermectinas y milbemicinas.

Ley de Coulomb. La fuerza de atraccion o repulsion que se ejerce entre dos cuerpos cargados
eléctricamente es directamente proporcional a sus cargas e inversamente proporcional a la distancia
que los separa F = g/r.

Ley de Hooke. Ley que describe el fenomeno de la deformacién de los cuerpos elasticos. La fuerza
ejercida por un resorte es proporcional a la posicién que presenta este F = -kx.

Longitud de cadena. Numero de CH pertenecientes al patrén fractal del dendrimero o también
llamada cadena alifética.

Método diferencial o de variacion. Método que estima indirectamente las energias de los
compuestos huésped-anfitrién como la diferencia entre el sistema huésped-anfitrién y las energias

individuales.

Métodos ab initio. También llamados métodos de primeros principios, sus algoritmos se basan en
la ecuacidn Schédinger de la mecénica cuantica.

MD (Molecular Dynamics). Método por el cual la molécula es calentada a una velocidad y
temperatura determinados para encontrar el conformero mas estable.

MM (Molecular Mechanics). Método basado en las leyes de Newton que permite encontrar un
minimo de energia de una molécula.

MM2. Campo de fuerza de la mecénica molecular cuyos parametros fueron proporcionados por el
Dr. N.L. Allinger.

Monomero AB;. Monémeros precursores de un polimero hiper-ramificado, compuesto de dos
unidades repetitivas: A y B, donde A y B representan una parte especifica de la molécula. Ej. A =

OH
P COOH—C
COOH y B =OH, entonces "B puede ser OH.
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Ovalidad. Se define como el cociente del area superficial molecular y el area superficial minima.
PAMAM. Dendrimero de poliamidoamina con buenas propiedades tipo huésped-anfitrién

Patrén fractal. Unidad repetitiva caracteristica (grupos funcionales, longitud de cadena, etc) de un
dendrimero.

Polimero hiper-ramificado. Son polimeros que presentan una distribucién aleatoria en el tamafiote
las moléculas y en su grado de ramificacion.

Porcentaje de cavidades (%). Volumen de cavidades / SEV.
Angstrom. Equivalente a 1e -8 cm.

Quimica computacional. Parte de la quimica que enfoca su estudio de las moléculas basandose en
métodos tedricos para obtener valores cuantitativos de energia, propiedades y geometria.

Quimica supramolecular. Se basa en el estudio de las organizaciones moleculares basadas en
interacciones no covalentes.

Radio de disolvente (p). Radio de van der Waals de una molécula de disolvente cuando esta se
considera como una esfera rigida.

Reconocimiento molecular. Proceso que se define por la energia y la informacién involucrada en
el enlace y seleccion de sustratos por un receptor dado.

Salicilanilidos. Grupo de farmacos que son utilizados como antihelminticos en la medicina
veterinaria. Brotiamida, clioxamida, closantel, niclosamida y oxiclosamida.

SEV (Solvent excluded volume). El volumen de disolvente excluido es como su nombre lo dice el
volumen que excluye al disolvente cuando este es modelado como una esfera rigida.

SAS (Sovent accesible area). El drea accesible al disolvente es el area trazada a partir del centro de
la molécula de disolvente a medida que esta rueda a través de la superficie propia de la molécula de
interés.

Superficie de van der Waals. Es el drea ocupada por los dtomos cuando éstos se consideran
esferas rigidas, es el limite del SEV.

Topologia. Se refiere a tamafio, forma de cavidad y posicién de los sitios enlazantes y con ello las
interacciones intermoleculares del compuesto a formar.



U.m.a. Unidad de masa atémica.

Volumen de cavidades. En términos pricticos es considerado como la diferencia del volumen total
de la molécula menos el volumen de van der Waals de la misma.

Volumen intersticial. Es aquel volumen que se compone de los defectos de empaque entre
aquellos atomos que son demasiado pequefios para que la molécula de disolvente entre. Este es
igual a la diferencia entre el SEV y el de van der Waals.

Volumen de van der Waals. Es el volumen ocupado por los atomos cuando éstas se considera
como esferas rigidas con un radio llamado también de van der Waals.
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ANEXO A. Nomenclatura de dendrimeros.

Dado que los dendrimeros son altamente simétricos y poseen unidades repetitivas bien definidas
algunos investigadores han referido sus moléculas con nombres triviales, por ejemplo, arboroles,
silvanoles, dendrimeros o fractales moleculares. Sin embargo, el incremento en la diversidad de
funcionales y disefios pone de manifiesto la necesidad de una nomenclatura sistematica para este

tipo de macromoléculas.

Una nomenclatura sistematica que representa adecuadamente a los dendrimeros fue propuesta por

Newkome y colaboradores y se describe a continuacién.

Previo a las reglas son necesarias algunas definiciones.

Formula lineal general de un polimero cascada:

CIRi(Ry(-..Ry (- .Ro(T)Non- - - INbi- - - INb2)Nb1 INe

Donde :

C : formula de la unidad del centro

R; : férmula de la unidad repetitiva (o rama)

Npi : multiplicidad de ramificacion de la i-ésima unidad repetitiva

N, : multiplicidad de ramificacion de la unidad central

Numero de unidades terminales
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Para polimeros cascada con la misma unidad repetitiva a través de la estructura, la forma lineal

puede ser simplificada y se representa como:

Unidad Unidad Unidad
Central Repetitiva | Terrmnal -

"

G: numero de generaciones.

Las reglas a seguir son:

1.

En la nomenclatura cascada, los componentes (nombres de unidades) son separados el uno
de los otros por dos puntos y citados en secuencia desde la unidad central hasta la unidad
terminal.

El nombre comienza con el nimero correspondiente al nimero de funcionalidades en la
periferia (Z) seguido por un guién y la palabra “Cascada” (de acuerdo a lo propuesto por
Vigtle, quien fue el primero en reportar este tipo de macromoléculas) y se nombra la
unidad central, unidades intermedias repetitivas y finalmente las unidades terminales.

La multiplicidad de ramificacién en la unidad central es indicada por un nimero en
corchetes cuadrados inmediatamente después del nombre de la unidad central; si son
necesarios nimeros locales, éstos son incluidos dentro de los corchetes, separados por
comas entre si y por un guién de la multiplicidad.

La unidad intermediaria repetitiva consiste de un fragmento molecular extendido desde un
punto de ramificacion hasta el siguiente y se incluye entre paréntesis.

La cadena original de un intermediario o unidad terminal siempre termina en un sitio de
ramificacion.

El superindice de la unidad denotada entre paréntesis es el nimero de repeticiones sucesivas
de la unidad.

La numeracion de cadenas de las unidades, incluyendo el centro y los grupos terminales, es
en orden descendente en la direccién: centro-unidades terminales (este orden preserva las

bien establecidas reglas de la IUPAC).
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8. La repeticion de combinaciones de unidades repetitivas es indicado conservando los
nombres de las unidades repetitivas dentro de los paréntesis y separadas por dos puntos. El
superindice de la unidad denotada entre paréntesis es el nimero de repeticiones sucesivas de
la unidad.

9. Cuando una unidad repetitiva esta compuesta por ramas no equivalentes extendidas desde
un sitio de ramificacion, el nombre de esas unidades incluye el nombre de cada rama.

10. Para moléculas cascada con diferentes ramas que nacen del centro, el nombre de cada
segmento; excepto el del centro, es dado entre corchetes cuadrados. Los nombres de los
segmentos son separados por un guién y arreglados en orden alfabético, precedidos por el
nimero que indica la posicién de origen y la multiplicidad de los grupos, cuando es
necesario.

Por ejemplo:

Férmula: [N][(CH,CH,CONHCH,CH;N), (CH,CH,CONHCH,CH;NH,)];

Nombre: 6-Cascada:amonio[3]: (1,4-diazo-5-oxoheptilideno)':3-azo-4-oxohexilamina
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