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Resumen

En este trabajo se presenta un estudio teérico-computacional de nanovectores
como acarreadores de farmacos, habiendo seleccionado los fullerenos
funcionalizados, (1,2-metanofullereno C60)-61-acido carboxilico, fullereno metil
nipecotate, [6,6]-tienil C61 éster metilico del acido butirico y [6,6]-fenil Ce1, éster
metilico del acido butirico con derivados de &cidos carboxilicos o ésteres, para
dicho propésito. Se disefiaron 16 nanovectores con la unién de una molécula de
los farmacos anticancerigenos, 4-( 4 (bis (2-cloroetil) amino) fenil) acido butirico,
1-3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea, 5-fluoropirimidina-2-4 (1H, 3H)-diona y 1-
metil-1-nitrosourea, para obtener las 16 combinaciones estudiadas, ya que los
fullerenos presentan una forma tridimensional y efectos electrénicos que
contribuyen a su mejor absorcién, distribucion y excreciéon en aplicaciones
biolégicas. Los estudios de cdlculos cudnticos a nivel de la Teoria de los
Funcionales de la Densidad con nivel de teoria dado por M06L/6-311G(d,p) y en
el caso del modelado de solvente utilizando PCM, como lo son los descriptores
de la reactividad global y la energia libre de Gibbs de solvatacién presentan
valores acordes a los datos quimioinformaticos derivados del modelo QSAR,
LogBB, es decir se predice el mejoramiento de la capacidad de los nanovectores
disefiados en comparaciéon a los farmacos libres para atravesar la barrera
hematoencefédlica mediante los dos tipos de estudios realizados.
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INTRODUCCION

EL trabajo tedrico computacional que se presenta en este proyecto esta dividido
en VI capitulos.

En el capitulo I, se han desarrollado los conceptos basicos correspondientes al
area de la nanomedicina, donde de manera concisa se presenta por secciones y
subsecciones la teoria sobre el tema, desde lo mds general hasta varios puntos
particulares relevantes para el planteamiento del problema a tratar tales como
son el cdncer, tumores cerebrales y barrera hematoencefalica. También se
presenta informacién sobre cuatro farmacos anticancerigenos de interés
comercial para este proyecto. Se explica que es la nanotecnologia y cémo esta
puede ser aplicada a la nanomedicina utilizando nanoparticulas como
acarreadoras de farmacos, enfocados particularmente en nanoparticulas como
los fullerenos y la funcionalizacién de su superficie a través de moléculas
orgénicas llamadas linkers.

En el capitulo II, de manera general se habla de los métodos de la quimica
computacional y disefio in silico, enfocados en la Teoria de los Funcionales de la
Densidad (TFD) y la relevancia de los teoremas de Hohenberg-Kohn asi como de
Kohn-Sham para el desarrollo de dicha teoria, y las aproximaciones utilizadas,
como los funcionales de Minnesota especialmente M06-L, para poder calcular la
energia de intercambio y correlacién. También se habla de los descriptores de la
reactividad global derivados de la TFD Conceptual. Se describe brevemente un
modelo de solvente, PCM, para el calculo de las moléculas de interés en fase
solvente y se da paso a los conceptos de la quimioinformaética, particularmente
se habla del modelo QSAR para el calculo de LogBB y los mejores descriptores
segln nuestros célculos.

El planteamiento del problema, la hipétesis y los objetivos se encuentran en el
capitulo III.

En el capitulo IV se describe la metodologia seleccionada para realizar el proyecto
y en el capitulo V se muestran los resultados y la discusiéon de estos. Los
resultados que se han obtenido son resultados tanto de calculos cuanticos TFD
como de célculos quimioinforméticos (QSAR). La discusion de los dos tipos de
célculos permite constatar su pertinencia y correspondencia con la hipétesis y los
objetivos que se plantearon, es decir, disefiar sistemas nanoestructurados viables
para el trasporte de farmacos anticancerigenos conocidos a través de la barrera
hematoencefélica utilizando fullerenos Ceo funcionalizados con ciertas moléculas
organicas que muestra su utilidad como linkers.

Por altimo, se encuentran las conclusiones y perspectivas en el capitulo VL






CAPITULO I. NANOMEDICINA

1.1 Cancer.
El cancer es una enfermedad que comprende un conjunto de padecimientos

relacionados. Se caracteriza por una reproducciéon incontrolada de células
indiferenciadas.

El cancer puede aparecer casi en cualquier parte del cuerpo; hay mas de 100 tipos,
ya que las células afectadas tienden a invadir los tejidos circundantes.

Las células, que se dividen sin detener forman masas llamadas tumores. Los
tumores invaden los 6rganos a sus alrededores y pueden desprenderse también
de ellos células que viajen a través del torrente sanguineo a otras partes del
cuerpo donde se llegan a formar tumores nuevos, es decir tumores que aparecen
por metdstasis.

Este fendmeno es frecuente en el sistema nervioso central (SNC), el cual es uno
de los lugares de mas dificil acceso para el tratamiento de las células
cancerigenas. Los canceres en el SNC segtin el GLOBOCAN, representaron
256,000 nuevos casos y 189,000 muertes en 2012 (1.8% de canceres nuevos y 2.3%
de muertes por cancer).! Como vemos es un problema fuerte y necesita ser
atendido.

1.2 Tumores cerebrales.
Tomando como base el alto porcentaje de padecimientos por tumores cerebrales,
se hablara sobre el tema a continuacion.

Se sabe que el sistema nervioso central se encuentra aislado con respecto a la
circulacién sanguinea del resto del cuerpo, por una estructura tnica en el
organismo denominada barrera hematoencefalica (BHE), es asi como los tumores
que surgen en el SNC suelen ser de los casos mas dificiles de tratar ya que, para
llegar a las células diana se necesita atravesar esta compleja estructura, de la cual
se hablara en la seccion siguiente.

El cerebro siempre se encuentra activo por lo que demanda altos consumos de
energia y oxigeno, lo cual se ve reflejado en el requerimiento de grandes
cantidades de flujo sanguineo en el cual pueden ir células cancerosas altamente
agresivas y que pese a la presencia de la BHE logran atravesarla hacia el SNC,
alojandose en este.

Los gliomas son los tumores mas frecuentes originados en el SNC. Este tipo de
tumores suelen ser diagnosticados en etapas muy avanzadas y su tratamiento
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quirtrgico es muy complicado. El tratamiento por farmacos también es
complicado por la BHE que dificulta su absorcion. Representan més del 50% de
las neoplasias de origen glial, es decir de las neoplasias desarrolladas en las
células gliales, las cuales forman parte del sistema nervioso junto a las neuronas

Los tumores que se encuentran en el sistema nervioso central se clasifican
comunmente, segtin la organizacién mundial de la salud (OMS), de acuerdo con
su presunta célula de origen (astrocitos u oligodendrocitos), y los clasifica de
grado I a IV. Los tumores de grado I se producen principalmente en la infancia,
los de grado II son tumores de crecimiento lento, y suelen transformarse en un
fenotipo maligno. Los de grado III comprenden astrocitoma anaplésico,
oligoastrocitoma anaplésico mixto y oligodendroglioma anaplésico, y el grado IV
corresponde al glioblastoma.?

1.3 Barrera hematoencefalica.
La barrera hematoencefélica puede definirse como una propiedad funcional de
los vasos sanguineos del SNC.3

La observaciéon de la BHE surgié a finales del siglo XIX, cuando Edwin E.
Goldmann utilizé inyecciones intravenosas de colorante azul tripan en varios
animales y observo que se extendié por todo el cuerpo, excepto el cerebro y la
medula espinal, sin embargo, cuando se inyecto azul tripdn en el espacio
subaracnoideo a nivel lumbar en conejos jovenes, se tifio el SNC,* > lo que
confirma la presencia de una barrera previamente desconocida entre la sangre y
las estructuras del SNC.

No obstante, el término concreto de BHE es atribuido a Lewandowsky cuando
en 1900, descubrié que la inyeccién de un producto neurotéxico sélo tenia un
efecto nocivo si se realizaba dentro del parénquima cerebral, mientras que la
inyeccion del mismo producto resultaba innocua si era inyectada en cualquier
otra parte del cuerpo.®

La barrera hematoencefdlica es la principal barrera para el transporte de
medicamentos hacia el cerebro, ya que impide el intercambio libre de iones y
moléculas organicas entre el plasma sanguineo y el tejido nervioso. Su estructura
estd construida por células endoteliales y éstas estan conectadas mediante un
complejo de unién, los complejos de unién son uniones entre células que forman
estructuras macromoleculares y existen diferentes tipos en este caso el complejo
de unién es llamado unién estrecha, formada por la interacciéon de proteinas
transmembranales que sobresalen del interior hacia el exterior, estableciendo esta
conexion entre las células endoteliales altamente estrecha, ademaés los pies de los
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astrocitos, los cuales son células gliales, rodean la BHE como se muestra en la fig,.

1.1.

Capilarcs de la Barrera Hematoencefalica

Unién estrecha

Pericito

Membrana
basal

Niicleos

Pies de astrocitos

Figura 1.1. Corte transversal de un capilar
en el SNC, donde se observa la barrera
hematoencefalica.

La BHE de esta forma impide el paso de
sustancias al intersticio cerebral de
manera selectiva ya que, el transporte
de sustancias al cerebro depende de los
mecanismos de transporte presentes en
la barrera y la difusion de estos

compuestos depende también de las

caracteristicas fisicoquimicas de la
molécula.
Se han investigado  diferentes

estrategias para la administracién de
medicamentos hacia el SNC. Existen las
técnicas invasivas y las técnicas no
invasivas, representadas en el Esquema
1.1, las técnicas invasivas suelen alterar

la BHE mientras las técnicas no

invasivas buscan alternativas como los métodos quimicos y biolégicos, siendo de

gran interés para nosotros los métodos biolégicos. Dentro de los métodos

biolégicos se encuentra la propuesta del uso de nanoparticulas como

acarreadoras de farmacos, estudios pertenecientes al drea de la nanomedicina.”

Sin embargo, dentro de los métodos quimicos el uso de farmacos

anticancerigenos como tratamientos quimioterapéuticos son utilizados hasta la

fecha de manera importante. Debido a esto hoy se sabe que algunos de los

farmacos que atraviesan la BHE, aunque en bajo porcentaje son por ejemplo: 5-

Fluorouracilo, Carmustina, Clorambucilo y N-metil-N-nitrosourea 8.

| Estrategias para la administracion de farmacos en el cerebro ‘

[ Técnicas invasivas ]

Inyeccion directa
del farmaco

Alteracion BHE

Moléculas vaso-
activas u osmoticas
Administracién
intraventricular

Administracion
intracerebral

[ Técnicas no invasivas ]

CMélodos qu[mlcos) CMétodos bio\Ogicos)

Modificacion
qufmica
del farmaco

Administr.

intranasal

Tecnologlas

Inmunosegmentacion geneticas

Nanoparticulas

Esquema 1.1. Estrategias para la administraciéon de farmacos en el cerebro.
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Como se observa hay un gran grupo de estrategias para la administracién de
medicamentos al SNC, enseguida se hablara particularmente de dos opciones,
farmacos anticancerigenos (cuatro farmacos particulares) y un método biol6gico
de interés en este proyecto, el uso de nanoparticulas.

1.4 Farmacos anticancerigenos.
Se presenta en esta seccion una breve descripcion de los farmacos
anticancerigenos seleccionados en este trabajo: 5-Fluorouracilo, Carmustina,
Clorambucilo y N-metil-N-nitrosourea.

1.4.1 Clorambucilo o 4-( 4 (bis (2-cloroetil) amino) fenil) acido

butirico.
e El clorambucilo® Fig. 1.2, es
\ o estable en solucién acuosa, por
5,/ % /H lo que se absorbe casi en su
"/\ /\c . T totalidad después de la
" H— \C\CH:;\>C‘\E administracién oral. Pertenece
/C\H — \ \H al grupo de los agentes
g J " " alquilantes siendo parte de las
c./ " mostazas nitrogenadas, de las
Figura 1.2. Clorambucilo (F1). cuales su actividad biol6gica

reside en la existencia del grupo bis-cloretilamina unido a un nitrégeno
trivalente. Este farmaco ha sido utilizado para el tratamiento de la leucemia
linfocitica crénica y los linfomas no hodgkinianos.

1.4.2 Carmustina o 1-3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea.

/“ 0 T a Lacarmustinal® Fig. 1.3, deriva de las
Cl H, . sz

" \C\ Pt / nitrosureas!! y pertenece también a
INL A~ TR Iquil lase d

H L N | Sw os agentes alquilantes, una clase de

H
" \ \ tarmacos antineoplasticos
H N

/ ampliamente utilizados, que realizan

. . su accion terapéutica al reaccionar
Figura 1. 3. Carmustina (F2). p )

conel ADN, dando lugar a diferentes
modificaciones a menudo mediadas por reacciones enzimaticas. La alteraciéon de
la estructura del ADN ocurre tanto en las células neopldsicas como en las

normales, causando efectos secundarios bien conocidos durante los tratamientos
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quimioterapéuticos.’? Particularmente, la carmustina se ha utilizado en
astrocitomas malignos, metéstasis cerebral y glioblastomas.

1.4.3 5-Fluorouracilo o 5-fluoropirimidina-2-4 (1H, 3H)-diona.

F

El 5-fluorouracilo’® (F3) en la Fig. 1.4 pertenece al grupo
de los antimetabolitos, es un analogo de las bases I
pirimidinas. Forma parte de un grupo farmacolégico O\c/ \c e

muy importante en el tratamiento antineoplésico, con

actividad de amplio espectro. El 5-fluorouracilo es uno
) P , p oy H/N\ /N\H

de los farmacos mas frecuentemente utilizados en la ¢

quimioterapia del cancer.* Se sabe que su principal

mecanismo de accion es la inhibicién de la sintesis de Figura 14. 5
ADN mediante la inhibicion competitiva de la timidilato g, .ouracilo (F3).

sintetasa, que es la enzima diana para este farmaco.15

1.4.4 N-metil-N-nitrosourea o 1-metil-1-nitrosourea.

N-metil-N-nitrosoureal® (NMU) Fig. 1.5, es una — /"
nitrosourea que pertenece a los agentes alquilantes con N\
propiedades anticarcindégenas y mutagénicas. Su accion

. PoE) . 2 C\-N
citotoxica se debe a la formacion de enlaces covalentes /
entre sus grupos alquilo y diversas moléculas

/"\o

nucleofilicas presentes en las células. Acttan B o,
preferentemente a nivel del ADN vy, en concreto, de las Figura 1.5. N-nitroso-N-
bases nitrogenadas. También pueden reaccionar conlos  metilurea (F4).

grupos fosfato y alquilar bases del ARN.

1.5 Nanotecnologia.
La nanotecnologia es el disefio, caracterizacién, produccién y aplicaciéon de
estructuras, dispositivos y sistemas; controlando forma y tamafio a escala

nanométrica.l”

La escala nanométrica, es una escala propia del nandmetro el cual equivale a una
mil millonésima parte de un metro (Inm = 10-m).

Son estos hechos los que nos permiten disefiar sistemas con ciertas condiciones
y/o modificar la estructura de los ya existentes. Llegando al primer nivel de
organizacion de la materia, es decir, los atomos, definiendo sus propiedades y
funciones. Ahora bien, entre las aplicaciones de la nanotecnologia encontramos
el area de la medicina.
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1.5.1 Nanomedicina.

La aplicacién de las herramientas de la nanotecnologia en el area médica recibe
el nombre de nanomedicina, la cual ha tomado gran auge en las tltimas décadas
gracias a las aportaciones que pueden surgir de ella pues lo que antes se podia
abordar de manera limitada, con la nanomedicina puede ser mejor estudiado
proponiendo con ello soluciones plausibles.

Un ejemplo es el estudio a nivel molecular de fenémenos biolégicos asociados
con el cancer que nos permiten ampliar el entendimiento de estos, asi como, el
desarrollo de nuevas alternativas para el control de dicho padecimiento al aplicar

la nanomedicina.

La nanomedicina contra el céncer se refiere a la aplicacion de agentes
terapéuticos y de diagnodstico para la obtenciéon de imagenes basados en la

nanotecnologia, el seguimiento, prevencién y tratamiento del cancer.1®

Se espera que al aplicar estos conocimientos contra el cdncer cambie la
quimioterapia, entregando una carga de farmaco ttil, cuya farmacocinética sea
favorable, con mayor especificidad, eficacia y, por lo tanto, menor toxicidad
utilizando nanoparticulas como base para quimioterapia en tumores cerebrales,
en lugar de farmacos libres.

1.6 Nanoparticulas.
Las nanoparticulas son particulas coloidales sdlidas ya sea en forma de
nanoesfera o nanocdpsula que varian de 1 a 100 nm de tamafio en al menos una

de sus dimensiones, aproximadamente.

La aplicacién de nanoparticulas como agentes terapéuticos de administracién de
farmacos en el SNC nos ofrece varias ventajas con respecto a otros métodos de
administraciéon de farmacos a través de la BHE, pues las nanoparticulas pueden:

- Enmascarar las caracteristicas limitantes de los farmacos para atravesar la
BHE, por la capacidad de su superficie para ser funcionalizada.
- Controlar la velocidad de liberaciéon del farmaco en el cerebro lo que
disminuye el nivel de toxicidad.?
- Aumentar la acumulacién del farmaco en el tejido tumoral.
- Mejorar la biodisponibilidad del farmaco.?
La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de
Norteamérica (FDA) ha aprobado ya algunos tratamientos anticidncer basados en
nanoparticulas.
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Uno de los primeros farmacos que se emple6 para este tipo de formulaciones
nanoparticuladas de entrega de farmacos en cerebro, fue el hexapéptido dalargin.
Para ello, se emplearon nanoparticulas cargadas con el fdrmaco, de tamafio
cercano a 250 nm, recubiertas con polisorbato-80 (emulsificante) y administradas
por via intravenosa, observando que el uso de nanoparticulas como acarreadores
de farmacos, les permite pasar la BHE.?!

Existen diferentes sistemas nanoparticulados, cuya sintesis ya ha sido llevada a
cabo, donde la droga o principio activo se incorpora por absorcién, adsorcion,
encapsulacion o por enlaces covalentes.?2

Los nanosistemas obtenidos por enlaces covalentes se logran por lo general
mediante una reaccién de acoplamiento entre nanoparticulas funcionalizadas
con grupos amino y su unién a moléculas organicas derivadas de ésteres o
nanoparticulas funcionalizadas con derivados de ésteres unidas a moléculas
organicas que presenten grupos amino. Las propiedades tanto fisicas como
quimicas de las nanoparticulas estan intimamente relacionadas con su eficiencia
funcional y por ello, es de suma importancia su caracterizaciéon. Propiedades
como el tamafio, la morfologia de la superficie, carga superficial, hidrofobicidad
y la concentracion de farmaco son quizas las de mayor importancia en cuanto a
caracterizacion.

Dentro de los diferentes tipos de nanoparticulas que se han disefiado y/o
sintetizado, este trabajo in silico esta centrado en el estudio de los fullerenos.

1.6.1 Fullerenos.

Los buckminsterfullerenos también conocidos como fullerenos son moléculas
cuya estructura asemeja una caja con la particularidad de ser esféricas. Estan
compuestos de atomos de carbono (C) dispuestos en ciclos de 5 o 6 4&tomos con
enlaces de tipo sp? son la tercera forma mas estable del carbono después del
diamante y el grafito.

Los fullerenos fueron descubiertos por H. Kroto, Robert Curl y Richard Smalley
en 1985.23

Los fullerenos pueden presentar diferente nimero de atomos de carbono en su
estructura y por lo tanto también diferente nimero de ciclos, los mas conocidos
son los que tienen en su estructura 12 ciclos pentagonales variando el nimero de
ciclos hexagonales. El nimero de atomos de carbono es muy variado, existen
fullerenos como Ceo, Cro, Crs, Crs, Css2* entre otros. El mas estudiado es el
fullereno Ceo, Fig. 1.6, este esta conformado por 30 dobles enlaces sumados entre
12 ciclos pentagonales y 20 hexagonales, es el mas abundante y estable, el menos
costoso y sobresale por su comportamiento bioquimico.
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El Ceo presenta una configuracién de capa cerrada,
(){/‘—:‘)(‘\\( consta de 30 enlaces con 60 electrones 1 2. El orbital

ﬁ</)\‘>ﬂcj§\ molecular de valencia o el mas alto ocupado HOMO,

i (por sus siglas en inglés, Highest Occupied Molecular
c———//‘»\é“"\/q Orbital) es 1.5-2.0 eV mas bajo que el orbital molecular

i
L\ . evm
Ld” anti-enlace o més bajo desocupado LUMO (Lowest
%Cﬁc\% K(/c ' ] . p (
X =X Unoccupied Molecular Orbital).
C\\(){——m

En estudios de electroquimica anédica de Ceo, ésta
Figura 1.6. Fullereno Cqo. .4 . . . . .
indica comportamiento irreversible, lo que implica

que los fullerenos facilmente donan y aceptan electrones.

1.6.2 Fullerenos funcionalizados.

Fullereno funcionalizado es aquel cuya estructura ha sido modificada con la
adicion de moléculas mayoritariamente organicas, cuyas propiedades
caracterizan de forma particular la superficie de los fullerenos. Estas moléculas
orgdanicas en inglés son llamadas linkers dado que permiten unir el fullereno con
otra molécula de interés, y varian en niimero de acuerdo con las necesidades.

Los fullerenos nativos, son moléculas lipofilicas por lo que si se administran en
el cuerpo humano, tienden a localizarse en regiones ricas en lipidos como las
membranas celulares.?® Son solubles solo en solventes orgédnicos apolares
(tolueno o benceno). Para que un fullereno sea soluble en agua, se recurre a la
modificacién de su estructura adhiriendo diferentes moléculas?’” es decir,

funcionalizdndolo.
Entre otras caracteristicas:

- Al adicionar al fullereno moléculas polares o residuos hidrofilicos con
grupos cargados positivamente aumenta su solubilidad, dandoles
caracteristicas anfifilicas (hidrofilicos e hidrofébicos).?8

Las aplicaciones bioldgicas de fullerenos se han incrementado en los ultimos
afos.

- La deslocalizacién de los 60 electrones en los 30 dobles enlaces llamados
C6-6 entre los pares de hexdgonos, provocan la oxidacién y facil captura
de radicales libres.

- Los derivados de fullereno pueden construirse con reacciones de adicion.

- Ceo puede formar enlaces covalentes con diferentes grupos funcionales.
Los productos resultantes dependen del nimero y la naturaleza del grupo
funcional, asi como de la topologia de los nuevos enlaces.
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- Para incrementar su hidrofilicidad se unen con: -OH, -COOH o -NHoa.

- Su estabilidad y estado energético triplemente degenerado pueden
facilitar el transporte de electrones a través de la bicapa lipidica, ademas
de disminuir su toxicidad al funcionalizarlos.?

Formacion de derivados de fullereno.

Existen diferentes formas de obtener derivados de fullereno, entre las mas
representativas se encuentran los siguientes tres tipos de transformaciones

quimicas posibles para la funcionalizacion de fullerenos.

- Reacciones de adicion.

- Reacciones de trasferencia de electrones.

- Reacciones de apertura de anillo.30 31
Con ellas se ha logrado la preparacion de derivados de fullereno Ceo
hidrogenados, alquilados, arilados, organometalicos etc. Esto principalmente
sobre los enlaces [6:6].32

Y dentro de los métodos que han ofrecido mejores resultados para la
funcionalizacién regioselectiva de Ceo se encuentran las reacciones de
cicloadicion [1+2], [2+2], [3+2], [4+2] que permiten la introduccién de grupos

organicos.

Las cicloadiciones se pueden llevar a cabo en los enlaces [6:6] y [5:6], y en ambos
casos se pueden dejar los anillos abiertos o cerrados. Sin embargo, las
cicloadiciones més favorecidas, cinética y termodindmicamente son las que se
llevan a cabo en los enlaces [6:6] sin la apertura de anillo,3% 3¢ donde la densidad
electrénica es alta y los enlaces [6:6] actian como diendfilos. Ademas, las
reacciones de cicloadiciéon van acompafiadas de una disminucion de la energia
de tensién en la esfera del fullereno Ceo, debido al cambio parcial de hibridaciéon
sp? a sp? en los &tomos de carbono sobre los cuales se lleva a cabo la adicién.30- 35

Ejemplos particulares de fullerenos funcionalizados

Son referidos como derivados funcionalizados de enlace sencillo aquellos
tullerenos que presentan la unién de dos o maés linkers individuales unidos por
enlaces simples a dos 0 mdas atomos de carbono en el fullereno.

Tal es el caso de los fullerenos, (1,2-metanofullereno C60)-61-acido carboxilico
(Ce0-L1), fullereno metil nipecotate (Ceo-L2), [6,6]-tienil C61 éster metilico del
acido butirico o también llamado [60]ThCBM (Ceo-L3) y [6,6]-fenilC61, éster
metilico del &cido butirico3¢ o [60]PCBM (Ceo-L4), cuyas estructuras muestro a
continuacion, fig. 1.7.37,38
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Figura 1.7. Fullerenos funcionalizados: (1,2-metanofullereno C60)-61-acido carboxilico (Ceo-
L1), fullereno metil nipecotate, (Ceo-L2), [6,6]-tienil C61 éster metilico del dcido butirico o
[60]ThCBM Ceo-L3 y [6,6]-fenil Ce1, éster metilico del acido butirico® o [60]PCBM Cgo-L4.3

Dichos derivados han mostrado mayor solubilidad en medios acuosos respecto
al fullereno Ceo nativo, se han realizado pruebas de DLS (Dispersion de luz
dindmica) que indican que se dispersan bien en agua y su solucién acuosa es
bastante estable, también presentan baja toxicidad, lo cual resulta de interés para
ser estudiados como transportadores biol6gicos.

1.6.3 Formacion de nanovectores.

Nanovectores se les llama a los sistemas nanoestructurados, disefiados para el
trasporte dirigido de farmacos, enmascaramiento de sus propiedades
fisicoquimicas, entre otras caracteristicas. La incorporacion de moléculas
organicas a las nanoparticulas le confieren al nanovector caracteristicas que
mejoran su solubilidad y biodisponibilidad, asi como también disminuyen la
toxicidad del farmaco.

Los fullerenos funcionalizados y farmacos libres, (en este trabajo se han
seleccionado farmacos ya probados como anticancerigenos) son concretamente
las moléculas que en este estudio conforman los nanovectores propuestos y cuyas
combinaciones dan como resultado 16 diferentes estructuras estudiadas.

Los fullerenos funcionalizados, ejemplificados en la seccién anterior, son
estudiados en este trabajo como transportadores de farmacos unidos a los
tarmacos: 5-Fluorouracilo, clorambucilo, carmustina y N-metil-N-nitrosourea.
Para su unién se llevan a cabo reacciones entre esteres y amidas, asi como
también entre esteres y &cidos carboxilicos para la formacion de amidas y
anhidridos, respectivamente y mediante enlaces peptidicos.

22



Las amidas abundan en todos los organismos vivos; las proteinas, los acidos
nucleicos y muchos productos farmacéuticos tienen grupos funcionales amida,
la raz6én de esta abundancia de amidas es que son mas estables a las condiciones

que se encuentran en los organismos vivos.4

Las amidas se forman por la sustitucién nucleofilica en el grupo acilo de un acido
carboxilico, sin embargo, la sustitucion directa es dificil en el laboratorio debido
a que el -OH es un mal grupo saliente. Asi, por lo general es necesario
incrementar la reactividad del 4cido, ya sea utilizando un acido fuerte como
catalizador para protonar el grupo carboxilo y hacerlo un mejor electréfilo, o
convirtiendo el grupo -OH en un mejor grupo saliente.4! Sin embargo, bajo las
circunstancias correctas tanto las amidas como los anhidridos pueden prepararse
a partir de acidos carboxilicos o esteres y asi llevar a cabo la formacion de
nanovectores.

0

o)
A
)L *  NHR, e )J\ + H,0
R R NR,

OH

R =-H, -alquil

Esquema 1.2. Reaccion general de formacion de amidas, a partir de un acido
carboxilico.
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QUIMICA COMPUTACIONAL Y DISENO IN SILICO.

2.1 Generalidades.
La Quimica computacional puede definirse como la descripcién matemaética y
simulacion numérica en base a fundamentos de la fisica, de estructuras y
fenémenos quimicos con el uso de calculos computacionales.

La quimica computacional esta construida alrededor de soluciones aproximadas
de ecuaciones y puede ser usada en diversos campos, por ejemplo, se puede
emplear en el modelado de un sistema molecular previo a su sintesis lo cual
tendrd como repercusiones el ahorro de tiempo, ahorro de materia prima y
disminucion de la generacion de desechos; como el disefio in silico de moléculas,
principalmente farmacos.

Para dichos estudios la quimica computacional abarca principalmente la
estructura y reactividad molecular en dos grandes areas: mecanica molecular
(MM) y mecanica cudntica (MC), con la teoria de estas dos areas se pueden llevar
a cabo célculos de las mismas moléculas, pero con diferente precisién y rapidez.

La Mecéanica Molecular se basa en las leyes de la fisica clasica para predecir
propiedades moleculares. Su desventaja es que no incorpora en los célculos el
comportamiento electrénico por lo que no lo describe correctamente, asi como
tampoco la distribucion electrénica. Es mayormente aplicable a fenémenos no
reactivos, especialmente en el célculo de geometrias de sistemas grandes como
proteinas y DNA ya que presenta un costo computacional menor que los célculos
cuanticos.

La mecénica cuantica se basa en los estudios del atomo, los nicleos y las
particulas elementales. Resuelve la ecuacion de Schrodinger para obtener energia
y otras propiedades. Describe las moléculas en términos de interacciones ntcleo-
electrones.

Para resolver de manera aproximada la ecuaciéon de Schrodinger existen varios
métodos, los cuales estdn disponibles en paquetes computacionales para
modelado molecular.

A continuacién, en la Tabla 2.1 se describen brevemente los métodos mas
representativos de la mecénica cuantica.
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Rango de Ejemplos
Método Fundamento Aplicacién mas Ventajas Desventajas
conocidos
Aplicacién
Gran delimitada por
Mecéanica rapidez. el potencial
Molecular Potenciales de >1044tomos. AMBER, Eficiente en MM
(MM) interaccioén. CHARMM, fases seleccionado.
UFF, REBO condensadas. No
proporciona
informacion
electrénica.
Ecuacion de 102-103 Gran Errores no
Schrodinger y atomos, por rapidez, facil | sistematicos.
Semiempiricos Funcién de onda lo general PM3, AM1, de usar, Poca fiabilidad
(SE) con calores de (no todas las MNDO, mayor en moléculas
formaciény otras | propiedades | CNDO, PM6 | fiabilidad en | conmetalesy
propiedades moleculares). moléculas especies
empiricas. organicas. inestables.
Por nivel de Rapidez, Errores en
aproximacion: relativa moléculas con
LSDA, GGA, precision y interacciones
meta-GGA, gran moleculares
DET Teorema de Kohn- 1-200 hiperGGA, fiabilidad en débiles. Cada
Sham y Densidad atomos. hibridos, la mayoria funcional tiene
electrénica. doble- mente de los un uso
hibridos, etc. | compuestos. especifico
mejor que los
demas.
Ecuacién de Exactitud y Costo
HF Schrodinger y ) oo pr eci.sic’)n computacional
B atomos. medias.
Funcién de onda. alto
Ecuacion de MP2, CCSD, Exactitud y Muy alto costo
Ab-initio Schrodinger y 1-104tomos. | CC, MP3, CL, precision computacional.
Post-HF Funcién de onda. CASSCF controlable. Lento.

Tabla 2.1. Resumen de las caracteristicas de los principales métodos teéricos de la Quimica Cuéntica.

La elecciéon de un método depende de los sistemas que se estudiaran, asi como la

disponibilidad de recursos computacionales y de la calidad y precisiéon de las

soluciones requeridas.

Ahora se presenta de manera breve la teoria general de uno de los métodos

mecanocudnticos mds utilizado y que es utilizada en la metodologia

seleccionada.

2.2 Teoria de Funcionales de la Densidad (TFD).

La teoria del funcional de la densidad es una reformulacién de la mecéanica

cudntica usada en la quimica y fisica para investigar la estructura electrénica de
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los sistemas de muchos cuerpos, los atomos, las moléculas y las fases
condensadas. Se basa en la premisa de que la energia y otras propiedades de una
molécula en su estado basal pueden ser determinadas a partir de la densidad
electronica en lugar de utilizar la funcién de onda. Explicitamente se basa en las
aproximaciones de Thomas, Fermi y Dirac, dichas aproximaciones consideran la
energia de un sistema como un funcional de la densidad de una particula, y a
partir de estas contribuciones se pudo considerar la energia de un sistema de
varias particulas como un funcional de la densidad partiendo del promedio del
comportamiento de las N particulas independientes.

La aproximaciéon de Born-Oppenheimer (BO) es también una aportacion
sobresaliente para la TFD, esta aproximacion toma como fundamento el hecho
de que los nicleos son mucho mas pesados que los electrones, por lo tanto, sus
velocidades son mucho menores y asi la ecuacién de Schrodinger se separa,

tomando los ntcleos como fijos.

En 1964, Pierre Hohenberg y Walter Kohn (HK) propusieron que, la energia
molecular del estado fundamental, la funcién de onda y todas las demas
propiedades electrénicas, tienen una relacién univoca con la densidad de
probabilidad electrénica del estado fundamental, po(x, y,z). Estos son los

teoremas de HK, que dan el fundamento de TFD como una teoria exacta.

De esta forma la energia electrénica del estado fundamental E, es un funcional
dela p, y se escribe Ey = Eg [p,]-

Entonces, sabemos que la funcién de onda electrénica del estado fundamental,
Yo, de una molécula de N-electrones es una funcioén propia del hamiltoniano
puramente electronico que en unidades atémicas se puede escribir como:

0= —%iv%+iv(ri)+zzrl (2.1)

i> Y

donde
0* 0* 0*
vi = o aE ' oz (22)
y
v(r) = — Z—a
Tia (2.3)
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donde v (r;), es la energia potencial de la interaccién entre el electrén i y los
nucleos, es una funcién solo de x;, y; z, (coordenadas cartesianas), por la
aproximacién de BO, y se denomina potencial externo, porque es el resultado de

la interaccién de las cargas externas con el sistema de electrones.

La energia electréonica del estado fundamental E, es asi, un funcional de la
funcion p (1), que se escribe como E, = E, [p,], donde el subindice v muestra la
dependencia de Ej con el potencial externo (1), el cual es diferente para cada
molécula.

El Hamiltoniano puramente electrénico se puede escribir como:
Ho =T+ Ve + Ve
(2.4)
Donde se muestra la suma de los términos de energia cinética electrénica (T),
energia de atraccion electron-nacleo (V,,) y energia de repulsion electron-

electrén (V). Tomando el promedio del Hamiltoniano puramente electrénico
para el estado fundamental,

Ey = Ev[po] = T[po] + VNe['OO] + Vee[po]

(2.5)
(2.5) da la energia exacta para un sistema de N cuerpos/N electrones.
Donde se tiene que
n
e = o | | wod = [ 0w rydr 2:6)
i=1

v(r) es la funcién de energia potencial de atracciéon nuclear para un electrén
localizado en el punto r. De esta forma, Vy, [po] es conocido, pero los funcionales

T [,00] Y Vee [po] son desconocidos. Reescribiendo (2.5)

Eolos] = [ @wydr + Flpy 2.7)

donde el funcional F [po] llamado “funcional universal” esta definido como
Flp,] = T[p,] + Vee|p,], es independiente del potencial externo. El funcional
F[p,] es desconocido. Por lo tanto, de esta ecuacién no se podria obtener E, a
partir de p,.!

Para dar solucién a este hecho Kohn y Sham (KS) proponen considerar un sistema
de referencia ficticio, llamado sistema no interactuante, denotado con el
subindice s, de n electrones no interactuantes donde todos estos electrones
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experimentan la misma funcién de energia potencial, v;(1;), y donde v;(;) es tal
que hace que la densidad de probabilidad electrénica del estado fundamental
p,(r) del sistema de referencia sea igual a la densidad electronica del estado

fundamental exacta, p,(r), de la molécula estudiada: p (1) = p, (7).

Ya que en el sistema de referencia se considera que los electrones no interacttan

entre si, el hamiltoniano es

n

Z [— —VZ+ vs(n)] Z hiS (2.8)

i=1

donde hXS es el Hamiltoniano mono-electrénico de KS y relaciona el sistema de
referencia ficticio de KS con la molécula real escribiendo el Hamiltoniano H; =
T + ¥, v(r)) + AV, donde el parametro de interaccion A puede tomar valores de
0 (sin interacciones inter-electrénicas) a 1 (la molécula real), y v se define como
un potencial externo que hace que la densidad electrénica del estado
fundamental del sistema con H) sea igual al estado fundamental de la molécula
real.

La funcién de onda del estado fundamental 1, , del sistema de referencia es un
producto antisimétrico de los espin-orbitales u; de KS de mas baja energia del
sistema de referencia, donde la parte espacial 8%° (r;) de cada espin-orbital es una

funcién propia del operador mono-electrénico AXS, esto es
o = |l tnl,  u;=6051) o
(2.9)
RESQKS = ¢KSgKS
l l L L
(2.10)

donde o; es una funcién de espin (a0 §) y las £ son las energias orbitales de
KS.

Asi Kohn-Sham reescribieron la ecuacién de Hohenberg-Kohn como ecuaciones
tipo Hartree-Fock, pero con un potencial efectivo.

AT, omitiendo desde ahora el subindice 0 de p, es definida como

(2.11)

AT es la diferencia en la energia cinética electronica media del estado
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fundamental de la molécula y el sistema de referencia de electrones no
interactuantes. Esta cantidad es pequefia pero significante para célculos de
estructura electronica. AT es un funcional de energia de correlacion cinética. Sea

N N 1 1 2
Bl = Velp) = [ 222 arar, 212)

donde ry; es la distancia entre dos puntos de coordenadas (x4, y1,21) v (X2, Y2, Z2).
AV,, también es pequefia pero significante. AV,, es un funcional de energia de
correlacion e intercambio de las interacciones electron-electron.

Las Ecs. (2.6), (2.11) y (2.12) se convierte en

_ 1 NI _
E,[pl = f pr)vrdr +Tslpl + 5 f f %dadw +AT[p] (2.13)
+ AV [p]

Los funcionales AT y AV,, son desconocidos. Entonces se define el funcional de
energia de correlacion e intercambio, E,.[p], como

Exclpl = AT[,D] + AIZ,’e (o]
(2.14)

Rescribiendo (2.13)

N 1 1
Eo = E,[p] = f pr)v (r)dr + Tlpl + 5 f f %dﬁdw + Exelrl  (215)

Si se obtiene una buena aproximacién de E,.[p], tnico termino desconocido en
la formulacién de Kohn-Sham, se obtendria como resultado un buen célculo de
KS-TFD de propiedades moleculares. Los tres primeros términos tienen analogos
clasicos y el ultimo, E,.[p], es el que contiene los efectos mecanocuédnticos puros.

A través de determinantes de Slater y las reglas de Slater-Condon, se puede llegar
al funcional

1 1% 5
Fo = _EZ“J%CI” - EZl:(HiKS(l)lvi 05 (1)) (2.16)

1 1
+ Eﬂ‘%dndrz + Ec[0]
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Cuando se lleva a cabo la minimizacion variacional de la ecuacién (2.16) variando
los orbitales KS (85%), se obtiene la expresiéon para las energias y orbitales
moleculares de KS del estado fundamental, conocida como las ecuaciones de KS:

(2.17)

T

1 Z T
—=V? — E — +fp( 2) dr, + v, (1) | 055(1) = £f56/°
2 - Na 12

En donde el potencial de correlacién-intercambio, vy, se puede obtener como la
derivada del funcional de correlacién-intercambio E,. respecto a la densidad,

SE,o[p(r)] (2.18)

v.X'C (r) = 5[)(1‘)

si se conoce E,.[p], su derivada se obtiene facilmente y de esta forma se

Cconoce Uyc.

Al utilizar el método de Kohn-Sham para obtener p y E;, no se sabe cudl es el
funcional exacto de la E,.[p]. Asi pues, tanto E, ., como 1., son desconocidos.

Se han usado varias aproximaciones para definir E en calculos de la TFD
xc
para atomos y moléculas. Se hace referencia a algunas de estas aproximaciones a

continuacion.

2.3 Aproximaciones para definir E,.[p] en célculos de la TFD
Muchas de las aproximaciones para definir E,.[p] podemos encontrarlas en la
jerarquia propuesta por John Perdew,? la escalera al cielo, la cual es una
representacion gréfica de la jerarquia de aproximaciones para los funcionales de
la densidad, el primer escalén corresponde a la aproximacién de densidad local
(LDA, Local Density Approximation), que consiste en suponer que en cada punto,
la energia de intercambio y correlacién depende s6lo de la densidad en ese punto,
es decir que estas son locales, en general se obtienen resultados buenos a pesar
de la simplicidad del modelo; el segundo escalén corresponde a la aproximacion
de gradiente generalizado (GGA, Generalized Gradient Approximation), esta
aproximacion es semilocal ya que considera en cada punto el valor de la densidad
y sus gradientes, de esta forma se tiene en cuenta el valor de la densidad en cada
punto y como varia esta densidad en cada puno, para propiedades como
geometrias moleculares y energias del estado fundamental esta aproximacion da
mejores resultados que LDA, aunque para otras no representa una mejora
sustancial; el tercer escalon estd constituido por la meta-aproximaciéon del
gradiente generalizado (meta-GGA), el cual incorpora términos que contienen a
la segunda derivada de la densidad con respecto a la posicién, es decir el
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laplaciano,( V?) y a la densidad de energia cinética en términos de los orbitales
de KS3.

En los dltimos afios se han estudiado dos escalones maés, los cuales estan
relacionados con intercambios exactos y correlaciones compatibles considerando

sistemas ocupados y virtuales, respectivamente.

Se habla enseguida de una familia de funcionales perteneciente al escaléon meta-
GGA, que son el nivel de teoria escogido en este trabajo.

2.3.1 Funcionales de Minnesota, M06-L.

Esta familia de funcionales para definir la E;[p] dentro de los célculos de la TFD
corresponde a las aproximaciones del tercer escalén meta-GGA. Los funcionales
aproximados de Minnesota son: Minnesota 2005, M05* y M05-2X,5 los funcionales
de Minnesota 2006, M06%, M06-L7, M06-2X”7 y M06-HF8, y los funcionales de
Minnesota 2008, M08-HX® y M08-50°.

Particularmente el funcional M06-L esta disefiado para capturar la dependencia
principal de la energia de correlacion de intercambio en la densidad de espin
local, gradiente de densidad de espin y densidad de energia cinética de espin, y
estd parametrizado para satisfacer el limite uniforme de gas de electrones.”

Ofrece un buen rendimiento para la termoquimica del grupo principal, cinética
y organometalica, inorgénica, interacciones no covalentes y bioldgicas. Y es
utilizado especialmente para simulaciones en sistemas de tamafio moderado y
grande ya que no involucra el intercambio de Hartree-Fock, lo que da un menor
coste computacional.

De esta forma la parte del intercambio del funcional M06- L esta dado por:

EJICVIO6_L = Z J dT [FiZ_BE (pO'V,Dg—)f (Wa') + giLO.SDAhi (xO'I ZO')] (2 19)
e .

donde h;(x,, z;) es un término basado en el funcional VSXC, definido como,

h(x 2 ) _ ( do dlxg + dZZO' d3x;}- + d4x02-Z0- + dszg-
T \rxeze)  vA(x020) V2 (x0,25) (2.20)
y FFPF (psV,,) es la densidad de energia de intercambio de Perdew-Burke-

Ernzerhof!© (PBE), ¢; :DA la aproximacién de la densidad de intercambio de spin

local para el intercambio:
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LSDA _ % ( 3 )1/3 */3

&, =35\az) Po (2.21)

y f (w,) es el factor de mejora de la densidad de energia cinética de spin
m

f (wo) = Z W, (2.22)

i=0

donde la variable w, es funcién de t,, y ¢, es funcién de la densidad de energia
cinética de spin 7, y densidad de spin p,,

w, = (t; — 1)/(ts + 1) (2.23)

ty = TLSPA /7, (2.24)
donde

3 2/ 5 2.25
TLSDA = E(&Tz) /3p /3 ( )

g

Y la parte de correlaciéon basada en el funcional VSXC y M05, tomando en cuenta
un gas de electrones uniforme!!(UEG) que consiste en la interaccién de electrones
en un volumen infinito en presencia de un fondo uniformemente distribuido de
carga positiva, se representa por dos partes, para spin-opuesto o antiparalelo est4
dada por

2.26
E” = J eap’ |9ap(*arxp) + hap(Zap zap)]dr 420

donde gqp (xa, x[;) es definida como

n

Yeap(%& + %3) i
a a
Jop(Xar Xp) = z CCaB,i( ) (2.27)

i 1+ Yeap(x3 + x5)

Y hap(xap. zop) es definida en la ecuacion (2.20) con xéﬁ =xZ+ xé Y Zop = Zg t+

Zg, para espines paralelos,

EZ° = f €U [Goo(X) + oy (Xor 2,) Dy dr (2.28)

donde g,,(x,) es definida como
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n

Yeoo¥e '
Coo*a
Yoo (xa) = Z CCcm,i <1 n VCJGXg:) (229)

i=0

Y hoo(X5,25) es definida en la ecuacién (2.20). D, es el factor de interaccién de
autocorreccion

2 2.30
Dy=1-—22 (2:30)
4(Zy + Cr)

UEG UEG
tomando en cuenta que €x Y €oo

en las ecuaciones (2.26) y (2.28), son las
densidades de energia de correlacion UEG para los casos antiparalelo y paralelo

respectivamente, la energia de correlacion total esta dada por

Ec = ESP + E&* + EFF (2:31)

es asi como esta definida la energia de intercambio y correlacién en el funcional
M06-L.12

2.4 Conjuntos de funciones base.
Un conjunto de funciones base es una representacién matemaética (numérica) de
los orbitales de un sistema molecular. La exactitud de la aproximacién de los
orbitales depende del tamafio del conjunto base ya que entre mas grande es un
conjunto base, la localizaciéon de los electrones en el espacio es menos restringida
y por lo tanto mejor descrita.

Se pueden utilizar varios tipos de funciones en combinaciones lineales que
construyen los conjuntos de funciones base en calculos de estructura electronica
para la representaciéon de los orbitales atémicos como las funciones tipo
gaussiano!3 y tipo Slater. Las funciones de tipo gaussiano son las més utilizadas
ya que el uso de funciones Gaussianas (GTO) disminuye el costo computacional
en relacion a las funciones tipo Slater (STO), las cuales tienen dependencia de
tipo exponencial en la distancia al origen a diferencia de las funciones tipo
gaussianas que tienen una dependencia gaussiana en la distancia al origen, por
su parte las funciones STO presentan una convergencia muy rapida pero no son
ortogonales y las integrales bielectrénicas son complicadas de resolver.

2.4.1 Funciones Gaussianas.

Las funciones gaussianas llevan el nombre del matematico Carl Friedrich Gauss.
Entre las ventajas de utilizar los orbitales tipo gaussianos, (GTO) para la
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representacion de los orbitales de los electrones en las moléculas, se encuentra la
sencillez de la resolucion de las integrales bielectronicas respecto a los orbitales
de Slater.

Tipos de funciones gaussianas:
- Funciones Primitivas (FP): Cada orbital es representado por una funcién GTO.

- Funciones Contraidas (FC): Cada orbital es representado por una funcién que
se obtiene como combinacién lineal de un conjunto de FP.

Y existen diferentes conjuntos de funciones de base como:

- Minima. Los conjuntos de base minima incluyen funciones para cada orbital
interno y de valencia ocupado en los 4tomos estudiados, una FC por cada orbital

atomico.

- Doble Z: Dos funciones contraidas por cada orbital atémico.

- Triple Z: Tres funciones contraidas por cada orbital atémico.

- de valencia: Describen cada &tomo con bases solo para los orbitales de valencia.

- Valencia (dividida) o “split valence”: Los electrones internos o del core se
describen separados de los electrones de valencia, ademdas de un conjunto de
orbitales no ocupados llamados orbitales virtuales; con los mismos tipos de
funciones.

Los conjuntos de funciones de base a su vez se pueden dividir en:
- Bases de valencia dividida

- Bases difusas

- Bases polarizadas

En la siguiente secciéon se hara mencién de estas tltimas, ya que resultan de
importancia para este estudio.

Se mencionara la construcciéon de la base 6-311G(d,p),# por la relevancia que
tiene en este trabajo. La base 6-311G(d,p), es una base tipo triple zeta polarizada.
Es decir, describe cada electrén de la capa interna con una funcién contraida
combinacion lineal de seis funciones primitivas y cada electrén de la capa de
valencia se describe con tres funciones, una formada por la combinacién lineal
de tres contraidas y dos funciones mas cada una correspondiente a una funcién
primitiva. Se afiaden también para cada atomo diferente al H un conjunto de
orbitales d o f y por tltimo para cada atomo de H un conjunto de orbitales 2p,
esto debido a las funciones polarizadas o virtuales.
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2.4.2 Funciones polarizadas.

Las funciones polarizadas afiaden orbitales con un momento angular mayor que
el requerido para la descripcién de cada atomo en su estado basal,!®> por ejemplo,
una base polarizada afiade una funcién d a un carbono o una funcién f a un metal
de transicién, y en algunos casos, afiade una funcién p al &tomo de hidrégeno. Al
afiadir orbitales no ocupados en el estado basal, se anade flexibilidad en la forma
orbital para el mejoramiento de los calculos.

2.5 Teoria de los Funcionales de la Densidad Conceptual.

Por otro lado, se ha desarrollado desde finales de los afios 70 y principios de los
80, la llamada Teoria de los Funcionales de la Densidad Conceptual o "TFD
conceptual", principalmente en el grupo de R.G. Parr.1® Basada en la idea de que
la densidad de electrones es la cantidad de mayor relevancia para describir los
estados fundamentales atémicos y moleculares. Este paso inici6 la formulaciéon
de una teoria de la reactividad quimica. Tomando en cuenta que en la TFD la
energia puede ser expresada en términos del nimero de electrones N y el
potencial externo v(r), entonces E[p(r)] = E[N,v(r)], y derivando E[N,v(r)]
respecto a N y v(r) se originan expresiones para la descripcion de las moléculas
que permiten cuantificar conceptos de reactividad global y local.”

Muchas de las aplicaciones numéricas se basan en la aproximacién de diferencias
finitas y el teorema de Koopmans,'¢ tal es el caso de los siguientes descriptores.

El potencial quimico, el cual representa la tendencia que tienen los electrones a
ser liberados en un sistema es un descriptor global de la reactividad (DGR) y por
diferencias finitas es igual a,

_U+4) (2.32)
="

(2.32) es una aproximacién donde I y A representan los llamados, potencial de
ionizacién vertical y afinidad electrénica vertical, por lo tanto, si existe una
diferencia de potencial grande entre dos sistemas se favorece la transferencia
electronica.

(2.33) y (2.34) representan la afinidad electrénica vertical y el potencial de
ionizacion vertical respectivamente,

A = Eneutro — Eanisn (233)

I = Ecqation — Eneutro (234)
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Tanto la afinidad electrénica vertical como el potencial de ionizacioén vertical
estdn involucrados en el proceso de transferencia de electrones entre orbitales y
también pertenecen a los DGR. Son verticales porque las energias de cationes y

aniones se calcularon sin reoptimizar la energia del sistema neutro.

A esta definida como la energia liberada cuando se adiciona un electrén al orbital
mas bajo desocupado, (LUMO) de una molécula neutra generando el anién
correspondiente.’8 Lo cual es exactamente valido cuando se cumple el teorema
de Koopmans. 1

Y el I se define como la cantidad de energia requerida para remover un electrén
del orbital de valencia més alto ocupado, (HOMO) de una molécula, es decir,
mide la capacidad de una molécula para donar electrones y por lo tanto, formar
cationes!® (Teorema de Koopmans).

Ahora bien, si se toma el negativo del potencial quimico este es igual a la
electronegatividad de Mulliken.20

x=—u (2:35)

La electronegatividad representa la tendencia que tienen los &tomos o moléculas
para atraer los electrones.

Otro descriptor de la reactividad global es la dureza, ésta se puede obtener de la
diferencia entre I y A, y representa la resistencia a la liberacién de electrones.?!

(I-4) (2.36)
2

~
=~

Reciproco a la dureza se encuentra la blandura global S,

1
P (2.37)
2n

y la electrofilicidad global?? (®) definida como una medida de la estabilidad
energética de un sistema al adquirir cargas electrénicas externas; comprende
tanto la tendencia a recibir una carga adicional, como la resistencia del sistema a
intercambiar electrones con el entorno. Se obtiene como:

x? (2.38)

w:—%

y de ella se deriva la potencia donadora (2.39) w™, y potencia aceptora (2.40) w*,
para la descripcién de las interacciones de tipo donador-aceptor, 23
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(31 + 4)? (2.39)

= 16(1 - 4)
. (+34)? (2.40)
~ 161 - A)

por ultimo, la diferencia de energia entre el orbital de mayor energia ocupado de
un sistema HOMO, y el primer orbital desocupado LUMO, que puede ser tomado
con un analisis de la dureza de un sistema.

Ecar = ErLumo — Enomo (2-41)

Estos descriptores globales, permiten cuantificar el comportamiento reactivo de
las especies de manera integral, son de gran utilidad en el estudio de conjuntos
de moléculas y su comportamiento.

2.6 Modelos de solvatacion.
Los célculos de la quimica cuédntica que emplean la TFD se llevan a cabo
considerando que las moléculas que se modelan estan en estado gaseoso. Sin
embargo, generalmente se sabe que las propiedades de las moléculas pueden
diferir considerablemente entre la fase gaseosa y la fase en solucién. Por lo cual
se puede especificar un método para implementar calculos con solvente.

En las dltimas décadas se han desarrollado dos técnicas principales para incluir
los efectos del solvente en una gran variedad de calculos: modelos continuos y
modelos discretos de solventes.

Dentro de los modelos continuos se encuentra el modelo del continuo polarizable
(PCM), propuesto por Tomasi y colaboradores,?* refinado posteriormente en el
modelo de continuo polarizado de isodensidad autoconsistente (SCI-PCM).

2.6.1 PCM.

El modelo del continuo polarizable (PCM), es uno de los métodos de solvatacion
mas empleados en quimica computacional. Modela efectos de determinados
solventes especificando sus polaridades. Una de sus ventajas es que al no ser
consideradas las moléculas del disolvente explicitamente se reduce el costo
computacional.

La base de este método es considerar al solvente como un continuo polarizable
de extension infinita que rodea las moléculas de soluto y que varia dependiendo
de la constante dieléctrica del solvente que se simula. Se involucran para ello la
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energia electrostatica (G,s), energia de dispersiéon-repulsion (G4,) y de la cavidad
en solvente (G.y). Teniendo wuna energia libre de solvatacion
(Gsowatacion) €xpresada en la siguiente ecuacion (2.42).

Gsolvatacién = Ges + Gdr + Gcav (2'42)

En este método se produce un momento dipolar inducido que se suma al

momento dipolar permanente en fase gaseosa.

2.7 Quimioinformatica.

La quimioinformadtica es la combinacion de recursos informdticos para transformar
datos en informacion e informacion en conocimiento, con el proposito de tomar decisiones
con mayor rapidez en el dmbito de la identificacion de los farmacos cabeza de serie (o de
molécula lider) y de la optimizacion de farmacos.?>

2.7.1 Generalidades.

Para llevar a cabo un proyecto computacional de disefio o transporte de
farmacos, se hace uso de diferentes técnicas aplicadas en diferentes puntos del
proyecto, ya que cada una de ellas es especifica del momento de desarrollo en el
que se encuentre el proyecto, de esta forma cada una aporta informacion
relevante para el proceso dependiendo de los objetivos del proyecto y los
recursos con los que se cuente.

Las técnicas mas utilizadas para este fin son por ejemplo las metodologias de
Relaciones Cuantitativas Estructura Actividad (QSAR, de Quantitative structure—
activity relationships), busqueda de farmacoéforos, y herramientas de disefio de
farmacos basados en la estructura tal como los acoplamientos moleculares in
silico o docking.?¢

Es relevante mencionar que las simulaciones y modelados computacionales son
menos costosas econdémicamente por compuesto que muchas pruebas de
laboratorio, esta es de las razones de su importancia.

El disefio del transporte de farmacos es una tarea multidimensional. Es decir, no
es suficiente que una molécula posea una actividad farmacolégica deseada para
que llegue a su blanco biolégico. Es de importancia ademdas que posea buena
biodisponibilidad, baja toxicidad, vida media en torrente sanguineo adecuada,
que puedan cruzar barreras biolégicas, etc. Existen técnicas computacionales que
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permiten este tipo de andlisis multidimensionales, tales como las metodologias
QSAR.

Como vemos, las técnicas computacionales para el disefio del trasporte de
tarmacos juegan un papel determinante en la investigacion farmacéutica. Lo que
las hace parte importante de un proceso exitoso y fructifero del disefio de
tarmacos. A continuacién, ahondaré en una de las metodologias mas importantes
dentro del disefio de farmacos asistido por computadora y de interés para el
presente proyecto, los modelos QSAR.

2.7.2 Relacién cuantitativa estructura-actividad (QSAR)/propiedad
(QSPR).

Las Relaciones Cuantitativas Estructura-Actividad, QSAR o Relaciones
Cuantitativas Estructura-Propiedad, QSPR son metodologias computacionales
que permiten encontrar ecuaciones lineales que pueden ser utilizadas para la
prediccion de alguna actividad o propiedad biolégica, segtn sea el caso, de algin
compuesto quimico a partir de la estructura molecular del mismo.

Para la realizaciéon de este proceso se lleva a cabo el uso de programas
computacionales que permiten ajustar curvas a datos experimentales para
encontrar los coeficientes de los datos de la ecuacién que describa la actividad
buscada.

Los coeficientes son ponderaciones de las propiedades moleculares que aparecen
en la construcciéon del modelo. Las propiedades moleculares que construyen una
ecuacion QSAR son denominadas descriptores moleculares, de los cuales hablaré
en el siguiente apartado.

Se puede distinguir entre 3D-QSAR y QSAR convencional. Este altimo presenta
mejores resultados en la prediccion de propiedades que son funcién de
interacciones no especificas entre la molécula y sus alrededores como es el caso
de puntos de ebullicién, adsorcioén intestinal pasiva, permeabilidad de la barrera
hematoencefélica, propiedades coligativas, entre otras.?”

Por otra parte, 3D-QSAR es mejor en la prediccion de propiedades que dependen
de interacciones muy especificas, tal como la afinidad de unién entre la molécula
de un compuesto y el sitio activo de alguna proteina especifica.

A continuacién, se habla de un modelo QSAR convencional por el contexto de
aplicacion, (permeabilidad de la barrera hematoencefélica), comenzando por su
significado, los detalles de su construccién y sus aplicaciones.
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2.7.3 Detiniciéon de LogBB.

Una medida comtn del grado de penetracién de la BHE es la relacion de las

concentraciones molares de la molécula del farmaco entre el cerebro y la sangre.
28

Esta relacién es expresada como LogBB, ecuacion (2.43), es decir el logaritmo de
la distribucién de la concentracién molar del compuesto de interés entre el
cerebro y la sangre, derivado de sus siglas en inglés Brain y Blood
respectivamente.

[Cmm]> (2.43)

LogBB = (
g [CBlood]

De esta forma los datos de LogBB son utilizados muy a menudo para medir la
penetracion de la BHE, asi como también para la prediccion in silico de dicha
actividad bioldgica, en cuyo caso se recurre a descriptores moleculares que
correlacionen en funcién de la variable LogBB.

2.7.4 Descriptores moleculares o indices de reactividad.

Los descriptores moleculares son términos que dan informacién para caracterizar
de forma especifica una molécula estudiada.?? Son los "valores numeéricos
asociados con la constituciéon quimica para la correlaciéon de la estructura con
diversas propiedades fisicas, reactividad quimica o actividad biol6égica".3? Es
decir que la respuesta modelada (actividad / propiedad / toxicidad de las
moléculas que se desea modelar) se representa como una funcién de los valores
cuantitativos de las caracteristicas o propiedades estructurales que se denominan
descriptores para un modelo QSAR.

Los descriptores pueden ser, por ejemplo:

- Fisicoquimicos, hacen referencia a la hidrofobicidad, y los pardmetros
estéricos o electrénicos.

- Estructurales, segtin la frecuencia de aparicién de una subestructura.

- Topolégico, derivados de la conectividad y la composicion de la
estructura.

- Electrénico, basado en calculos de orbitales moleculares.

- Geométrico, basado en un calculo del area de superficie molecular.

- Parametros indicadores simples, variables ficticias.
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No existe un criterio simple ni tnico, para seleccionar qué descriptores deben
utilizarse en cada caso de estudio. Una posible forma de seleccion es basarse en
la literatura previa de trabajos similares. Otra solucion es seleccionar descriptores
representativos de la actividad de interés y utilizar métodos matematicos para
realizar la seleccién de los parametros finales que conformaran el modelo mas

representativo.

Los descriptores que han resultado ser de relevancia para la prediccion de la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica en un modelo QSAR, LogBB, son
presentados de manera breve en los apartados siguientes.

2.7.5 Descriptores electrostaticos.

- Carga mdxima Zefirov.
- Energia de interaccion de la carga puntual de Zefirov, de todos los enlaces.

Estos dos descriptores que se relacionan con las cargas atémicas de diferente
forma se basan en el calculo de las cargas parciales atémicas empiricas de Zefirov,
definidas como

Q= fx) (2.44)
donde:

Xi- Electronegatividades atémicas.
n Yn+1) (2.45)
Xi = ()(? ﬂm)
k=1

x? - Electronegatividades de 4tomos aislados.
n - Atomos en la primera esfera de coordinacién de una estructura dada.3! 32

Mediante la ecuacién (2.45) primero se calcula la electronegatividad de cada
atomo aislado y; en la molécula, multiplicado por un factor formado por la
electronegatividad xj, de los atomos a su alrededor multiplicados entre ellos. Y
mediante la ecuaciéon (2.44), aplicando una funcién empirica, se obtienen las cargas
parciales atomicas.

El descriptor, carga maxima Zefirov se define como la carga maxima de la
molécula estudiada y el de Energia de interaccién de la carga puntual de Zefirov,

de todos los enlaces, se define como: }; ¥’ i; % (bij), donde b;; =10 0.
ij

44



2.7.6 Descriptor Topolégico.

Indice de Randic de orden 3.

Randic introdujo en 1975 un indice topolégico aditivo de enlaces como descriptor
para caracterizar las ramificaciones moleculares, que denomino indice de
ramificacion. Este indice pronto se renombré como indice de conectividad y se
generalizo después a los indices de conectividad de varios ordenes, comenzando
con el indice de conectividad de orden cero. La ecuaciéon (2.46) describe los
indices de Randic de diferentes 6rdenes

my = z (Dy,Dj, ... D)~ /2 (2.46)

trayectoria

donde D; y D; son los grados de borde (conectividades atémicas) del grafico

molecular y m es el grado: 0, 2, 3 0 4. 30,33

2.7.7 Descriptor del drea de superficie parcial cargada.

Area superficial ponderada, superficie cargada parcialmente negativa, WNSA-3.

Se define como:

PNSA3 (2.47)

WNSA3 = TMSA

donde:

PNSA3 carga total ponderada, drea de superficie molecular parcialmente cargada
negativamente y TMSA es el area de superficie molecular total.34 35

Este tipo de descriptores captura informacién sobre los tipos de 4tomos o grupos
funcionales responsables de las interacciones intermoleculares polares en
términos de porciones especificas. Ya que combinan el 4rea de superficie atémica
y las cargas de d&tomos especificos.
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CAPITULO III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Planteamiento del problema

Uno de los principales objetivos de la farmacologia es hacer la entrega de
farmacos anticancerigenos biodirigida, es decir que los farmacos lleguen a las
células neoplésicas directamente; en el caso del cancer en el sistema nervioso
central ademas se busca que los farmacos crucen la barrera hematoencefélica, sin
embargo, el porcentaje de agentes terapéuticos que presentan esta propiedad es
menor al 2%, por otro lado, los estudios experimentales que se requieren para
conocer el porcentaje de la concentracion de farmaco que cruza la barrera
hematoencefélica tienen un elevado costo tanto econémico como de tiempo,
agregando a esto que las técnicas necesarias son dificiles de llevar a cabo, por lo
que la basqueda farmacolégica se vuelve limitada.

En la actualidad la nanomedicina estudia el empleo de nanomateriales como
transportadores de farmacos, estos son conocidos también como aductos o
nanovectores que incrementan la actividad farmaco-quimica, sin embargo siguen
siendo de alto costo los tratamientos necesarios para realizar aportaciones por
ello, se puede recurrir a la quimica tedrica y computacional, haciendo uso de las
herramienta que nos ofrece obteniendo informacién valiosa al momento de
desarrollar los nanovectores ya que, los costos econémicos se ven disminuidos
en gran porcentaje, asi como el tiempo requerido para llegar a conjeturas
prometedoras.

Un nanomaterial del cual se conoce una gran cantidad de derivados con
caracteristicas que lo hacen 6ptimo para fines terapéuticos es el fullereno Ceo. Los
fullerenos Ceo se han estudiado como transportadores de farmacos contra
diversos problemas de salud dando resultados favorables. El estudio in silico de
fullerenos Ceo funcionalizados, como acarreadores de farmacos anticancerigenos
los cuales han sido probados contra cancer en el sistema nervioso central con bajo
rendimiento debido a la deficiencia para cruzar la barrera hematoencefalica,
podria aportar informacién para mejorar la capacidad de permeabilidad de la
barrera hematoencefdlica ayudando a los farmacos a atravesar dicha barrera y
llegar hasta las células neoplasicas.
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3.2 Hipotesis

Los farmacos que se conjugan a nanoparticulas como los fullerenos
funcionalizados forman nanovectores que pueden mejorar las propiedades de
transporte y biocompatibilidad, dando como resultado una mayor eficiencia de
la accion terapéutica del fdrmaco. Los métodos de la quimica tedrica y
computacional son adecuados para estudiar dicho mecanismo, y disefiar nuevos
sistemas nanoestructurados. De esta forma se propone que los nanovectores
construidos con los farmacos anticancerigenos 5-Fluorouracilo, Clorambucilo,
Carmustina y N-metil-N nitrosourea, unidos cada uno de ellos a los fullerenos
funcionalizados, Ceo-L1, Ceo-L2, Cs0-L3 y Ceo-L4, mejoraran su biodisponibilidad
y transporte hacia las células neoplédsicas en el sistema nervioso central
incrementando su habilidad para atravesar la barrera hematoencefélica.
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3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Aplicar los métodos del estado del arte de la quimica computacional tanto
métodos cudnticos a nivel de la teoria de funcionales de la densidad en el
esquema de Kohn-Sham, asi como métodos quimioinformaticos de mineria de
datos y QSAR para disefiar y modelar una serie de sistemas
nanoestructurados a partir de nanoparticulas funcionalizadas con farmacos
conocidos contra cancer en el sistema nervioso central, y estudiar como
cambian sus propiedades fisicoquimicas para mejorar la capacidad de los
nanovectores de atravesar la barrera hematoencefalica.

3.3.2 Objetivos particulares

* Determinar con métodos del estado del arte las propiedades

fisicoquimicas de cuatro farmacos libres seleccionados por su accion

conocida anticancerigena.

* Disefar y modelar sistemas nanoestructurados a partir de los fullerenos

previamente funcionalizados con moléculas organicas denominadas

linkers, que permitan unir al fullereno con los farmacos seleccionados.

* Estudiar las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, los fullerenos

funcionalizados y los nanovectores, tanto en fase gas como en algunos

solventes de interés.

* Entender los factores y propiedades que determinan la capacidad de

cruzar la barrera hematoencefalica, tanto de los nanovectores como de los

farmacos libres comparando los resultados entre ellos.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

Introduccion

Como se plantea en el capitulo anterior, se opt6 en este estudio por proponer el
disefio de trasportadores de farmacos. Utilizando la nanoparticula fullereno
funcionalizada con cuatro linkers diferentes, y cuatro fdrmacos anticancerigenos;
para conformar los nanovectores con dichas moléculas.

Primeramente, para la eleccion de los cuatro fullerenos funcionalizados, la
eleccion se llevé a cabo centrandose en los estudios previos de estos compuestos.
Ya que, son compuestos cuya sintesis experimental ya se ha llevado a cabo y son
comerciales, www.sigmaaldrich.com. Ademds, para estos fullerenos

funcionalizados, pruebas de solubilidad y toxicidad, entre otras caracteristicas
han dado resultados satisfactorios para su aplicacion bioldgica.

Otro aspecto importante sobre la eleccion de Ceo-L1, Ceo-L2, Ceo-L3 y Ceo-L4, fue
tener en cuenta los grupos funcionales correspondientes a la estructura de los
linkers, los cuales funcionalizan la superficie del fullereno, siendo estos: acidos
carboxilicos y esteres, cuya reactividad quimica resulta ser adecuada para la

unién de los farmacos seleccionados.

Los farmacos, fueron seleccionados primordialmente respecto a su accién
anticancerigena conocida. Existen trabajos donde se menciona que el 5-
Fluorouracilo,> 3 el Clorambucilo, la Carmustina* y la N-metil-N-nitrosourea®
cruzan la BHE en bajos porcentajes de concentracion. Es de importancia también
el tamafio estructural de los fdrmacos, es decir que sean de un tamafio
preferentemente pequefio; y los grupos funcionales en su estructura para su
unioén con los linkers presentes en los fullerenos.

Otro punto importante dentro de la biisqueda de farmacos libres fue que, los
farmacos contaran con estudios previos experimentales sobre el valor LogBB.
Aunque no se tiene dicha informacion para todos los farmacos seleccionados
para el estudio QSAR, al menos de un 50% si se ha encontrado.

4.1 Nivel de Teoria seleccionado
En este trabajo las optimizaciones de las moléculas: fullereno, fullerenos
funcionalizados, farmacos, nanovectores y subproductos de reaccién (agua y
metanol), se llevaron a cabo a través de la teoria de funcionales de la densidad, a
nivel M06-L/6-311G(d,p) y con el modelo PCM para los calculos con solvente.
Respecto al funcional, el conjunto base, las funciones de polarizaciéon y el modelo
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PCM seleccionado se discuten en las secciones 2.3.1, 2.4, 242 y 2.6.1
respectivamente. El nivel de teoria fue elegido de acuerdo con los sistemas
estudiados. El funcional M06-L ofrece un buen desempefio para el calculo de la
termoquimica del grupo principal, cinética y organometélica, asi como
interacciones bioldgicas. Ademads, este funcional es utilizable especialmente para
simulaciones en sistemas de tamafio moderado a grande. El conjunto de
funciones base fue seleccionado por su tamafio para la mejor descripcién de los
orbitales, las funciones de polarizacién se eligieron para dar una forma orbital
con mayor flexibilidad. Y el modelo PCM se establecié por el equilibrio entre el
costo computacional y el buen resultado de los datos.

4. 2 Software utilizado
Para llevar a cabo las optimizaciones de las moléculas seleccionadas, tanto en fase
gas como en fase solvente se utiliz6 el software Gaussian 09, Revision C. 01.6
También para realizar calculos tales como: calculo de frecuencias de vibracién,
célculo de cargas atémicas, calculos de los cationes y aniones de cada estructura
y potencial electrostatico.

Para la visualizacion de las estructuras, se utiliz6 el visualizador Gauss View” y
Chemcraft.?

El modelo QSAR fue obtenido a partir del uso del software CODESSA 3.7

4.3 Desglose del desarrollo de trabajo.

Describo a continuacién las actividades que se llevaron a cabo:

- Optimizacién de las moléculas: fullereno, fullerenos funcionalizados y
farmacos libres en fase gas y en fase solvente utilizando como solvente
agua, etanol y n-octanol.

- Obtencion de las energias del cation y anién para cada molécula.

- Optimizacién de los nanovectores disefiados en fase gas, solvente agua,
etanol y n-octanol.

- Calculo de los descriptores globales de la reactividad de cada especie en
fase solvente, agua y n-octanol: I, A, 1, S, x, ®, ™, ", py 4Eg4p.

- Calculo de la energia libre de Gibbs de las reacciones de funcionalizacién
(AG,,y) en fase gas y fase solvente etanol.

- Calculo de energia libre de Gibbs de solvatacién, AG,,,, en fase solvente
agua y n-octanol.

- Obtenciéon del momento dipolar en fase gas y en fase solvente: agua, etanol
y n-octanol.
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- Obtencion del potencial electrostatico.
- Calculo de LogBB a través de un modelo QSAR.

En general este fue el desarrollo llevado a cabo durante el trabajo de
investigacion. A continuacién, desgloso con mayor profundidad los puntos

anteriores.

4.4 Optimizacién de fullerenos funcionalizados y farmacos
libres en fase gas y en fase solvente: agua, etanol y n-octanol

Primeramente, se obtuvo la estructura de cada compuesto estudiado en fase gas.
Ahora bien, tomando como base la estructura en fase gas, se obtuvieron los
calculos en fase solvente: agua, etanol y n-octanol. En cada célculo se hizo
revision de las frecuencias de vibracién obtenidas, para asegurarse de que estan
en un minimo en la superficie de energia potencial.

4.5 Obtencion de la energia del catiéon y anién de cada

molécula. En fase gas y fase solvente: agua y n-octanol.
A partir de las geometrias optimizadas de cada molécula neutra de interés se
realiz¢ el calculo single point de las energias del cation y anién. Para ello se fijé la
geometria optimizada previamente de la especie neutra y se agreg6 o quito carga
al sistema, al mismo tiempo que éste tomo caracteristicas de multiplicidad
doblete para simular la pérdida o ganancia de densidad electrénica y con ello la
formacién de aniones o cationes segtin haya sido el caso. El mismo procedimiento

fue aplicado en fase gas y fase solvente.

4. 6 Optimizacion de los nanovectores disefiados en fase gas y
fase solvente agua, etanol y n-octanol.
Primeramente, para la unién de los farmacos a los linkers que funcionalizan a los
fullerenos se modelaron reacciones especificas diferentes, enseguida se muestra
una tabla donde se dan ejemplos de estas reacciones.

En el Esquema 4.1, se han representado sélo 4 de las 16 reacciones llevadas a cabo
para la construccion de los nanovectores ya que Ceo-L1 con los farmacos F2 y F4
se llevan a cabo de la misma forma que Cgo-L1 con F3, dando como producto una
amida. Mientras que las reacciones de Ce¢-L2 con F2 y F4, son de igual forma
llevadas a cabo como Cg-L2 con F3, también formando una amida. Para las
reacciones de unién de Ceo-L3 y Ceo-L4 con los farmacos F2, F3 y F4, el

54



procedimiento de reaccién es similar a los mencionados anteriormente. Y, por
altimo, F1 se une a Ce0-L3 y Co0-L4 mediante un procedimiento igual que se une
a Ceo-L2 formando un anhidrido, como con Ceo-L1.

Para la formacién de los nanovectores se propusieron al menos dos conférmeros
seleccionando como estructura definitiva, los conférmeros de menor energia,
tomando en cuenta los calculos de frecuencias (modos normales de vibracién)
para asegurar la obtencion de un minimo en la superficie de energia potencial
para cada nanovector formado. Los conférmeros fueron propuestos segin los
grupos funcionales presentes en las estructuras, tomando en cuenta la repulsion
estérica y la geometria en cada caso.

La optimizaciéon de los nanovectores, fue realizada al mismo nivel de teoria que
en los casos anteriores.

4.7 Calculo de la energia libre de Gibbs de las reacciones de
formacion (AG,,) en fase gas y fase solvente etanol.
Ahora bien, los calculos de energia libre de Gibbs de las reacciones de
funcionalizaciéon AG,,, de los nanovectores en fase solvente y etanol, se

realizaron como se muestra en la ecuacion (4.1).

° 4.1
Aern = Z(Esolvente + Gcorr)productos - Z(Esolvente + Gcorr)reactivos ( )

Donde Egyppente €S la energia de cada producto y cada reactivo en fase solvente y
Georr €5 la correccion a la energia libre de Gibbs, donde se involucran aspectos de
temperatura y entropia del sistema.

Para obtener los valores necesarios se emple6 la metodologia ya mencionada
para la optimizaciéon de geometrias, empleando PCM como modelo de
solvatacion, y haciendo uso de los diferentes solventes, en este caso agua y etanol.
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4.8 Calculo de energia libre de Gibbs de solvatacién, AG,,,, en
fase solvente agua y n-octanol.
El nombre de energia libre de Gibbs de solvatacion se da a la energia liberada
cuando las moléculas del soluto se asocian con las moléculas del disolvente, lo
cual implica una atraccién entre estos y su estabilizacién cuando es negativa.

Se obtuvo la energia libre de Gibbs de solvatacién AGy,,, como la diferencia del
valor de la energia libre de Gibbs obtenida en fase solvente G,;,, mediante el
modelo PCM y la energia obtenida en fase gas Gy45, donde las dos energias se

obtienen al mismo nivel de teoria.

AGsoolv = Ggoy — Ggas (4'2)

Con este célculo se obtuvo un valor de la solubilidad en agua y en n-octanol de
las moléculas disefiadas. En agua debido al medio fisiolégico en el cual circulara
el nanovector, y en n-octanol para modelar las caracteristicas lipofilicas de la
BHE.

4.9 Obtencion de superficie de potencial electrostatico.
Para calcular las superficies de potencial electrostatico (SPE) de los sistemas
propuestos, se emplea la densidad electrénica generada a partir de los célculos
de punto simple, usando una isosuperficie de valor 0.001, en donde se mape¢ el
potencial electrostatico. La visualizacion de dicha SPE se realiz6 con el software
Gauss View.

4.10 Obtencion del momento dipolar en fase gas y en fase
solvente: agua, etanol y n-octanol.
El momento dipolar es un valor dado en cada célculo de optimizaciéon de
geometria. La comparacién entre la fase gas con diferentes solventes, arrojan
valores para la determinacién de la polaridad de la molécula.

El momento dipolar es el resultado de la diferencia de electronegatividades entre
los 4tomos que conforman los enlaces de una estructura quimica. Indica cémo
esta distorsionada la nube electrénica entorno a los enlaces en la molécula, en los
cuales se forma un dipolo dependiendo de los atomos que sean mas
electronegativos dentro de un enlace. El conocimiento de dichas caracteristicas
permite contemplar posibles centros electroéfilos o nucleéfilos.10
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4.11 Célculo de los descriptores globales de la reactividad en
fase solvente agua y n-octanol: I, A, n, S, x, ®, o™, %, py
AEG4p.
Para los célculos de los descriptores globales de la reactividad, se tomaron como
base las ecuaciones de la TFD conceptual teniendo en cuenta la aproximacién de
diferencias finitas, seccion 2.2.1.

Se utilizaron las energias de los calculos simples de estructuras en su forma
neutra. El catiéon y anién de cada molécula se calcularon como calculos single point

en la geometria del neutro sin relajar.

4.12 Célculo LogBB a través de un modelo QSAR.
En cuanto a los requerimientos para la obtencion del modelo QSAR, primero se
seleccion6é un conjunto de 79 moléculas* cuyas estructuras fueron relajadas a
nivel semiempirico!! con PM3, en el programa Spartan 08 V1.2.0.

Para calcular el modelo QSAR se recurri6, como se habia mencionado
anteriormente, al c6digo CODESSA3 PRO. Primeramente, del conjunto inicial de
79 moléculas, se formaron dos grupos al azar, un conjunto de 68 moléculas,
llamado conjunto prueba y otro conjunto de 11 moléculas llamado conjunto de
validacion. Posteriormente el conjunto prueba fue estudiado mediante métodos
estadisticos seleccionando un grupo de descriptores de acuerdo con los
requerimientos. También se descartaron un total de 18 moléculas, llamadas
valores atipicos, con lo cual al final se obtuvo un conjunto prueba de 50
moléculas. Las moléculas descartadas resultaron ser excluidas por las pruebas
estadisticas, en los cuales los datos arrojaban un resultado atipico.

Mediante més pruebas estadisticas a los descriptores y moléculas restantes, se
obtuvo un conjunto de correlaciones evaluadas mediante varios indices de
calidad. Se aplicé el indice estadistico llamado “la mejor regresién multilineal” o
BMLR, el cual es un procedimiento automatizado para sugerir que correlacion
podria representar la mejor variacion.

De esta forma se obtuvo una ecuacién lineal en funcién de cuatro descriptores
con coeficientes ponderados y sus valores estadisticos.

Por otra parte, para la validacion del modelo obtenido, se utilizé precisamente el
conjunto de moléculas de validacién de 11 moléculas. Se obtuvieron los valores
de LogBB, para cada una de las moléculas y se compararon los valores calculados
contra los datos experimentales.

58



Finalmente se realiz6 el cdlculo de LogBB, para el fullereno Ceo, los farmacos libres
y los nanovectores disefiados mediante el modelo QSAR obtenido y asi se pudo
estimar si la formacién de los nanovectores incide en una mejora en la capacidad
del farmaco para atravesar la BHE.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Optimizacién de geometrias.
La geometria del fullereno libre Ceo asi como las de sus analogos funcionalizados,
fueron optimizadas a través de la TFD a nivel M06L/6-311G(d,p), las estructuras
mostradas son minimos en la superficie de energia potencial (SEP), confirmados
mediante el calculo de frecuencias al mismo nivel de teorfa, ya que estas
resultaron ser todas positivas.

5.1.1 Fullereno y fullerenos funcionalizados.

Fullereno Ceo

A continuacién, se presentan las estructuras de las moléculas optimizadas y un
analisis de estas.

En la Fig. 5.1 se puede observar la estructura del Ce¢o con distancias de enlace
entre los carbonos C-C con un valor de 1.445 A y 1.393 A para los enlaces C=C.
También se pueden observar los angulos entre los carbonos de los hexagonos de
120.00° y para los carbonos de los pentdgonos de 108.00°. Al comparar los valores
obtenidos con los observados experimentalmente cuyo valor promedio
reportado para los enlaces C-C de 1.445 A y para los enlaces C=C es de valor de
1.391 A, vemos que mientras los enlaces C-C coinciden con exactitud, los enlaces
C=C presentan una discrepancia del 0.1%, el cual es un valor minimo.

Buckminsterfullereno o fullereno (Ceo)

Figura 5.1. Fullereno Cg optimizado a nivel M06L/6-311G(d,p) en solvente agua utilizando el
modelo de solvatacién PCM. Se muestra el valor de las distancias de enlace en color verde (A)
y en azul el valor de los dngulos (°). Los carbonos se representan en color gris, los enlaces
sencillos en color negro y los enlaces dobles en gris.
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Ademas, comparando los valores obtenidos de la longitud de los angulos, vemos
que estos presentan un valor igual al reportado. Los angulos en los hexdgonos
son iguales a 120.00° y en los pentdgonos de 108.00°. La siguiente tabla muestra
esta informaciéon de manera esquemaética, con porcentajes de error minimos.

Tabla 5.1. Valores de los pardmetros calculados y experimentales de la longitud de enlace y
angulo de enlace de los Ceo.

PARAMETROS CALCULADOS | EXPERIMENTALES' | %ERROR
Longitud de enlace C-C (A) 1.445 1.445 0.00
Longitud de enlace C=C (A) 1.393 1.391 0.14
Angulo de enlace hexdgonos (°) 120.00 120.00 0.00
Angulo de enlace pentagonos (°) 108.00 108.00 0.00

Fullerenos funcionalizados

Respecto a los fullerenos funcionalizados, sus geometrias optimizadas a nivel de
la TFD con M06L/6-311G(d,p), se muestran a continuacion.

En los fullerenos funcionalizados los linkers estan conformados de la forma
siguiente: en Ceo-L1, se muestra un derivado de acido carboxilico, en Ceo-L2,
podemos ver un sustituyente piperidina y una terminacién formada por un éster
mientras en Ceo-L3 se tiene un sustituyente tiofeno y también una terminacion
correspondiente a un éster, por dltimo, Ceo-L4, contiene en su estructura un
sustituyente benceno y nuevamente una terminacién con un grupo funcional
éster.

",

Ceo-L1 Ceo-L2 Ceo-L3 Ceo-L4
Figura 5.2. Fullereno funcionalizado con cuatro diferentes linkers: (1,2-metanofullereno C60)-
61-acido carboxilico (Ceo-L1); fullereno metil nipecotate (Ceo-L2); [6,6]-tienil C61 éster metilico
del acido butirico (Ce-L3) y [6,6]-fenil C61, éster metilico del acido butirico (Ceo-L4).
Optimizados al nivel M06L/6-311G(d,p) en solvente agua utilizando el modelo PCM. Los
atomos en gris representan los carbonos, los blancos los hidrégenos, los rojos los oxigenos, el
atomo azul es un nitrégeno y el amarillo un azufre.

Cada una de las estructuras corresponde a un minimo en la superficie de energia
potencial, se estudiaron al menos dos conférmeros de cada estructura, en este
trabajo no realizo un anélisis conformacional automatizado, se realiz6 una
btsqueda manual suponiendo que el movimiento de los &tomos de carbono del
Ceo era despreciable, es decir, solo se movieron los grupos funcionales para
obtener cada conférmero. Se ha elegido el conférmero de menor energia en la
SEP para los calculos de los siguientes pasos. En los Ceo-L1, Ce0-L2, Ce0-L3, y Ceo-
L4, se nota una diferencia en la longitud de los enlaces C-C y C=C, asi como
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también en los angulos de los ciclohexanos y ciclopentanos. Las diferencias se
muestran a continuacion.

Tabla 5.2. Valores promedio de los parametros calculados, longitud de enlace y dngulo de
enlace de los Ceo-L1, Cgo-L2, Ceo-L3, Ceo-LA4.

PARAMETROS Ceo Ce-L1 | Ceo-L2 | Cg-L3 | Ceo-L4
Longitud de enlace C-C (A) 1.445 1.453 1.470 1.457 1.457
Longitud de enlace C=C (A) 1.393 1.420 1.418 1.384 1.384

Angulo de enlace hexdgonos (°) | 120.00 = 119.14 | 120.09 = 120.14 | 120.14
Angulo de enlace pentagonos (°) | 108.00 | 107.97 | 108.14 = 107.96 | 107.94

En la Tabla 5.2 se observa que las distancias en el Ceo cambian de 1.445 A hasta
1.470 A en el Cgo-L2, siendo este el que presenta mayor elongaciéon en promedio,
mientras la distancia de 1.393 A aumenta hasta 1.420 A en Ce-L1, los valores de
las distancias como se muestra en la Fig. 5.3, son un promedio solo de los enlaces
alrededor del punto de unién de los linkers al fullereno, ya que los enlaces de los
atomos mads cercanos a este punto, son los que se ven afectados en mayor medida,
mientras el resto presenta un cambio despreciable. Esto se debe a la adicién de
los linkers por cicloadicion, la cual va acompanada de una disminucién en la
energia de tension en la esfera del fullereno debido al cambio de hibridacién sp?
a sp® en los atomos de carbono sobre los cuales se lleva a cabo la adicién.

)
@
/ J

J
oy

Figura 5.3. Estructura representativa del fullereno donde se muestra una parte del Cep en forma
de esferas y el resto en forma de lineas. Los atomos que fueron tomados en cuenta para el
promedio de las distancias de enlace son los 14 atomos de carbono en forma de esfera. Y la
esfera de color lila representa el sitio de unién del linker.

Respecto a los valores de los angulos, se tomaron valores promedio de los
angulos formados en los carbonos de los ciclopentanos y de los &ngulos formados
en los carbonos de los ciclohexanos de los fullerenos funcionalizados.

5.1.2 Farmacos

Las estructuras de los farmacos anticancerigenos elegidos se muestran a
continuacion. Las geometrias fueron optimizadas a nivel de la TFD con M06L/ 6-
311G(d,p). En la Fig. 5.4 se observa la estructura de los farmacos libres elegidos.
Para las cuatro geometrias de los farmacos anticancerigenos se obtuvo un
minimo en la SEP.
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Toge 0

(1
Clorambucilo (F1) Carmustina (F2) 5- N-metil-N-
Fluorouracilo nitrosourea
(F3) (F4)

Figura 5.4. Farmacos anticancerigenos libres Clorambucilo (F1), Carmustina (F2), 5-
Fluorouracilo (F3) y N-metil-N-nitrosourea (F4). Optimizados al nivel M06L/6-311G(d,p) en
solvente agua utilizando el modelo PCM. Los atomos color gris representan los carbonos, los
blancos los hidrégenos, los rojos los oxigenos, los azules son nitrégenos mientras los verdes de
mayor volumen (en F1 y F2) son dtomos de cloro y el verde de radio menor (en F3) representa
un atomo de fldor.

En el primero, F1, se puede observar la presencia de un benceno con dos
sustituyentes en posicion para en los carbonos 4 y 1, dichos sustituyentes son:
bis-cloroetilamina y &cido butirico. Respecto a los acidos carboxilicos, estos
pueden reaccionar con aminas para formar amidas, asi como también con otros
acidos carboxilicos o esteres para la formacion de anhidridos, se hace hincapié en
este hecho ya que como lo habia comentado en las secciones 1.6.3 y 4.6, la
disposiciéon de estos elementos es altamente relevante para la formaciéon de los
nanovectores.

En F2 se observa una nitrosourea con dos sustituyentes cloroetil uno a cada lado
de la molécula, este hecho junto con la geometria en posicién trans de los atomos
mas electronegativos, los oxigenos O12 y O16, habla de la estabilidad de la
estructura obtenida para el farmaco F2. En F3 se puede observar una pirimidina
sustituida con un dtomo de fltor y cabe mencionar que en la estructura de la
pirimidina los nitrégenos N6 y N8 contienen un hidrogeno disponible, sin
embargo, el N6 estd impedido por el efecto estérico propiciado por los dtomos
que forman el ambiente quimico que lo contiene, es decir los dos grupos cetona
en C1 y C4 dispuestos a cada lado del N6. Y en cuarto lugar F4, cuya estructura
estd constituida también por una nitrosourea, en este caso sustituida por un
grupo metilo en N6, en F4 se puede ver O12 y O2 en posicién trans a N3, estos
atomos tienen alta electronegatividad, por lo que esta disposicion da estabilidad
a la molécula, también se puede observar que N3 corresponde a una amina
primaria lo que sugiere que sus dos 4tomos de hidrogeno pueden ser sustituidos.

El andlisis de la disposicion espacial de los atomos que conforman cada una de
las moléculas, resulta relevante ya que dicha disposicion espacial repercute en
sus propiedades fisicoquimicas y la reactividad.
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5.1.3 Nanovectores.

Enseguida se muestran las figuras de las geometrias de los nanovectores
disefiados, las geometrias mostradas fueron optimizadas con la TFD a nivel
MO6L/6-311G(d,p), en solvente agua, utilizando el modelo PCM.

Ceo-L3-F1 Ceo-L4-F1
Figura 5.5. Nanovectores disefiados a partir de los fullerenos Ceso-L1, Cso-L2, Cs0-L3 y Ceo-L4
con el farmaco clorambucilo (F1). Optimizados a nivel M06L/6-311G(d,p), en solvente agua
utilizando el modelo PCM. Se mantiene el mismo esquema de colores que en las imagenes
anteriores y para las imagenes posteriores también.

Se muestra en las geometrias Ceo-L1-F1 y Cg0-L3-F1, la formacién de un anhidrido
cuyos atomos de oxigeno provenientes del grupo carbonilo, estan dispuestos
hacia la misma direccién con un desfase marcado entre ellos. Mientras en la
estructura Ceo-L2-F1 y Ceo-L4-F1, los d4tomos de oxigeno provenientes de los
carbonos carbonilicos implicados en el anhidrido se encuentran en disposicién
trans. La curvatura en Ceo-L4-F1 se puede explicar por la atraccién que ejerce la
densidad del fullereno sobre el benceno y a lo largo de la cadena formada, la cual
aporta la flexibilidad para formar la curvatura.

Ceo-L1-F2 Ceo-L2-F2
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Ceo-L3-F2 Ceo-L4-F2
Figura 5.6. Nanovectores disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Cso-L2, Cs0-L3 y Ceo-L4
con el farmaco carmustina (F2). Optimizados a nivel M06L/6-311G(d,p) en solvente agua,
utilizando el modelo PCM.

En los nanovectores disefiados con F2 se ha formado un enlace amidico entre los
linkers y el farmaco, en Ceo-L1-F2 se observa al hidrogeno del linker ir hacia atras
del plano mientras al oxigeno enlazado al nitr6geno va hacia adelante del plano,
(sefialados en una elipse amarilla, en este y los siguientes casos) lo cual deriva en
que esta geometria sea la de menor energia, ya que la cercania de estos atomos
implica impedimento estérico. En Ceo-L2-F2 se observa como se alejan el oxigeno
enlazado al nitrégeno de F2 y el oxigeno enlazado al carbono carbonilico del
linker por repulsion estérica. En Ceo-L3-F2y Ceo-L4-F2 se observa el mismo efecto
que en el nanovector anterior y ademéds también aparece una curvatura del linker
con el farmaco, curvatura que los acerca al fullereno, hecho que no ocurre en Ceo-
L1-F2 y en Ce0-L2-F2, debido a que los linkers L3 y L4 presentan una cadena de
tamafio mayor que los linkers L1y L2, lo cual otorga flexibilidad en la estructura
dando como resultado cierto porcentaje de doblamiento hacia el fullereno.

Ceso-L3-F3 Ceo-L4-F3
Figura 5.7. Nanovectores disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Ceo-L2, Co0-L3 y Ceo-L4
con el farmaco 5-Fluorouracilo (F3). Optimizados al nivel MO6L/6-311G(d,p) en solvente agua
utilizando el modelo PCM.

66



En los nanovectores Cgo-L1-F3 y Ce0-L2-F3 el farmaco se encuentra desfasado
respecto al linker en cada estructura es decir L1 y L2, respectivamente. Respecto
a Ce0-L3-F3 y Ce0-L4-F3 se puede notar un efecto también de desface y una ligera
curvatura del linker en Ceo-L3-F3 hacia el fullereno y una gran separacién en Ceo-
L4-F3, entre F3 y el sustituyente de L4, es decir benceno, de esta forma F3 y los
sustituyentes tiofeno y benceno quedan separados disminuyendo su
impedimento estérico entre ambos.

Ceo-L1-F4 Ceo-L2-F4

Ceo-L3-F4 Ceo-L4-F4
Figura 5.8. Nanovectores disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Ceo-L2, Ceo-L3 y Ceo-L4
con el farmaco N-metil-N-nitrosourea (F4). Optimizados al nivel M06L/6-311G(d,p) en
solvente agua utilizando el modelo PCM.

En los cuatro nanovectores disefiados con F4 se muestra la curvatura del farmaco
y el linker hacia el fullereno por las atracciones que este presenta y por el tamafio
del farmaco ya que como es el de menor tamafio, presenta menos impedimento
estérico.

5.2 Calculo de la energia libre de Gibbs de las reacciones de

formacion (AG,,,) en fase gas.

A continuacion, se presenta una tabla de la energia libre de Gibbs de formacion
de los nanovectores disefiados, (ver Esquema 4.1) proponiendo como reactivos
de partida los fullerenos funcionalizados de la seccién 5.1.1 y los farmacos de la
secciéon 5.1.2, y como productos los nanovectores de la secciéon 5.1.3 y agua o
metanol segiin sea el caso como se mostro en la seccién 4.7 del capitulo IV de
metodologia, y utilizando la Ecuacién (4.1) correspondiente a la ecuacién general
de la reaccion.
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Nanovector AG, .., kcal/mol
Ceo-L1-F1 17.19
Ceo-L1-F2 17.70
Ceo-L1-F3 12.73
Ceo-L1-F4 10.31
Ceo-L2-F1 19.06
Ceo-L2-F2 17.56
Ce0-L2-F3 19.94
Ceo-L2-F4 16.15
Ce0-L3-F1 19.54
Ceo-L3-F2 20.81
Ce0-L3-F3 13.29
Ceo-L3-F4 12.46
Ceo-L4-F1 18.03
Ceo-L4-F2 18.71
Ceo-L4-F3 12.92
Ceo-L4-F4 11.46

Tabla 5.3. Energia libre de Gibbs de formacién
de los nanovectores en fase gas, optimizados
con la TFD al nivel M06L/6-311G(d,p).

En la Tabla 5.3 las energias libres de Gibbs de formacién de los nanovectores
corresponden a la fase gas. En general se puede notar que todas las energias de
formaciéon son positivas, es decir las reacciones propuestas son reacciones
endergoénicas, las cuales necesitan el suministro de energia para poder llevarse a
cabo, sin embargo, ese suministro de energia es viable. Particularmente los
nanovectores Ceo-L1-F4, Cego-L4-F4, Ceo-L3-F4, Ceo-L1-F3, Ceo-L4-F3, Ceo-L3-F3 y
Ce0-L2-F4, es decir los nanovectores con los linkers L1, L3 y L4 y los farmacos F3 y
F4, requieren un menor costo energético para su formaciéon. Mientras los
nanovectores Ce-L3-F2, Ceo-L3-F1y Ceo-L2-F1, son los que requieren mayor energia.

5.3 Calculo de la energia libre de Gibbs de las reacciones de

formacion (AG,,,) en etanol.
Posteriormente se llevé a cabo el célculo de la energia libre de Gibbs para las
reacciones de formacién de los nanovectores en fase solvente, utilizando el
modelo PCM y como solvente, etanol. Se ha elegido etanol por ser un solvente
polar prético y por la relevancia que tiene este hecho para la formacién de las
amidas en los nanovectores y porque suele usarse en experimentos analogos.

Las amidas se forman por la sustituciéon nucleofilica en el grupo acilo de un acido
carboxilico, sin embargo, la sustitucion directa es dificil en el laboratorio debido
a que el -OH es un mal grupo saliente. Asi, por lo general es necesario
incrementar la reactividad del acido, ya sea utilizando un acido fuerte como
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catalizador para protonar el grupo carboxilo y hacerlo un mejor electréfilo, o
convirtiendo el grupo -OH en un mejor grupo saliente, esto se puede realizar
mediante un disolvente que sea capaz de ceder un protén como lo es el etanol.2
De esta forma, bajo las circunstancias correctas tanto las amidas como los
anhidridos pueden prepararse a partir de &cidos carboxilicos o esteres (ver
Esquema 4.1).

Nanovector AG, .., kcal/mol
Ceo-L1-F1 15.75
Ceo-L1-F2 16.69
Ce0-L1-F3 13.98
Ceo-L1-F4 11.02
Ceo-L2-F1 17.25
Ceo-L2-F2 20.29
Ceo-L2-F3 22.23
Ceo-L2-F4 18.35
Ceo-L3-F1 17.99
Ceo-L3-F2 21.63
Ce0-L3-F3 15.67
Ceo-L3-F4 13.34
Ceo-L4-F1 17.51
Ceo-L4-F2 20.49
Ce0-L4-F3 15.32
Ceo-L4-F4 12.56

Tabla 5.4. Energia libre de Gibbs de formacién
de los nanovectores en fase solvente etanol,
optimizados con la TFD al nivel MO6L/6-
311G(d,p) y el modelo PCM.

Respecto a los cambios energéticos requeridos para la formacién del nanovector
en fase etanol respecto a la fase gas, en general se nota que los cuatro
nanovectores disefiados con F1 disminuyen su requerimiento de energia libre de
Gibbs hasta en casi 2.0 kcal/mol en el caso de Ceo-L2-F1, por otro lado, tres de los
cuatro sistemas con el linker L2, (Ceo-L2-F2, Ceo-L2-F3, Cgo-L2-F4) aumentan su
energia en aproximadamente 2.5 kcal/mol, este es también el caso para tres de
los sistemas con L4, (Ceo-L4-F2, Ceo-L4-F3, Ceo-L4-F4) pero con un aumento
energético de aproximadamente 2.0 kcal/mol.

Este hecho se atribuye a la naturaleza del farmaco F1 y el tipo de enlace formado,
el cual es diferente al resto de los enlaces en el resto de los nanovectores.
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5.4 Calculo de energia libre de Gibbs de solvatacién, AG,,,, en
agua.
La energia libre de Gibbs de solvatacién como se mencioné en la seccién 4.8 del
capitulo IV es la energia asociada con la energia liberada cuando las moléculas

del soluto se asocian con las moléculas del disolvente y se representa por la
Ecuacién (4.2).

Nanovector AG,,,;, kcal/mol
Ce0-L1-F1 -12.31
Ceo-L1-F2 -9.15
Ce0-L1-F3 -9.68
Ce0-L1-F4 -7.59
Ceo-L2-F1 -13.09
Ce0-L2-F2 -6.98
Ce0-L2-F3 -10.33
Ce0-L2-F4 -7.87
Ce0-L3-F1 -14.27
Ce0-L3-F2 -10.67
Ce0-L3-F3 -10.41
Ce0-L3-F4 -9.27
Ceo-L4-F1 -12.28
Ce0-L4-F2 -8.50
Ce0-L4-F3 -10.64
Ceo-L4-F4 -9.24

Tabla 5.5. Energia libre de Gibbs de solvatacion
de los nanovectores en agua, optimizados con
la TFD al nivel M06L/6-311G(d,p).

En la Tabla 5.5 se observa que la energia libre de Gibbs de solvataciéon en agua
para los nanovectores es negativa, por lo que resulta ser favorable para su
solubilidad en agua pues el solvente estabiliza estas especies. Los sistemas
estudiados con el farmaco F1 son los que presentan mayor solubilidad. Los
sistemas en los que se encuentra integrado el farmaco F3, le siguen en orden
descendente de energia libre de solvataciéon a F1, haciendo hincapié en la
importancia de esta caracteristica para la administracién de los nanovectores en
el medio fisiologico, ya que con la solvataciéon se consigue el aumento de su
biocompatibilidad y disminucién de su toxicidad.
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5.5 Calculo de energia libre de Gibbs de solvatacién, AG,,,,, en

n-octanol.
La energia libre de Gibbs de solvataciéon en n-octanol se calculé de la misma
forma que la energia libre de Gibbs de solvatacion en agua presentado en la
seccidn anterior, pero con la constante dieléctrica del n-octanol en el calculo PCM.
Enseguida se muestran los valores asociados a los 16 nanovectores disefiados.

Nanovector AG,,,;, kcal/mol
Ce0-L1-F1 -9.94
Ce0-L1-F2 -7.09
Ce0-L1-F3 -7.75
Ce0-L1-F4 -5.97
Ceo-L2-F1 -11.37
Ce0-L2-F2 -5.33
Ce0-L2-F3 -8.35
Ce0-L2-F4 -6.13
Ce0-L3-F1 -11.56
Ce0-L3-F2 -8.70
Ce0-L3-F3 -8.32
Ce0-L3-F4 -7.42
Ceo-L4-F1 -10.38
Ce0-L4-F2 -6.29
Ce0-L4-F3 -8.64
Ceo-L4-F4 -7.53

Tabla 5.6. Energia libre de Gibbs de
solvatacion de los nanovectores en n-octanol,
optimizados con la TFD al nivel MO6L/6-
311G(d,p).

En la Tabla 5.6 se observa que los valores de la energia de solvatacién en n-
octanol son también negativos y favorables para los 16 nanovectores, resaltando
con una energia mayor los sistemas que contienen a F1. El estudio de la
solubilidad en n-octanol otorga datos para el andlisis de la liposolubilidad de las
moléculas, es decir, el estudio de las caracteristicas de las sustancias en un medio
lipidico, utilizando al n-octanol como un disolvente de referencia. De esta forma
se nota que los cuatro nanovectores asociados al farmaco F1, (Ceo-L1-F1, Ceo-L2-
F1, Ce0-L3-F1, C0-L4-F1) que presentan los valores mds altos de energia de
solvatacion se asocian con una mejor liposolubilidad, sin embargo, los 12
nanovectores restantes también presentan valores propicios de energia para una
favorable liposolubilidad, aunque menor.

Se ha buscado en los sistemas estudiados, caracteristicas tanto hidrofilicas como
caracteristicas lipofilicas debido a los requerimientos que representa el hecho de
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la administracién de farmacos en el medio biolégico, pero también tomando en
cuenta que el paso a través de la BHE se ve positivamente favorecido por
moléculas lipofilicas, como se puede notar en los resultados obtenidos de la
solvatacion en medio acuoso y medio lipofilico de los nanovectores estudiados,
los nanovectores presentan caracteristicas anfifilicas y esto se ve reflejado de
manera consecuente en sus mapas de superficie de potencial electrostatico, como
se muestra a continuacion.

5.6 Mapa de la superficie del potencial electrostatico.
En esta seccion se presentan los mapas de superficie del potencial electrostatico
SPE de las moléculas estudiadas en este trabajo. En cada uno de los mapas el
color rojo representa las dreas donde existe una densidad electrénica mayor, el
color azul las areas donde hay deficiencia de electrones y el color verde/amarillo
las 4reas neutras de la molécula.

5.6.1 Fullereno y fullerenos funcionalizados.

Primeramente, se muestran los potenciales electrostéticos del fullereno Ceo y los
fullerenos funcionalizados.

Figura 5.9. Mapa de potencial electrostatico con una isosuperficie de 0.001 del
fullereno Cg en solvente agua utilizando el modelo PCM.

En la Fig. 5.9, se observa claramente que el Ceo, es una estructura con potencial
electrostatico neutro, por su color verde uniforme, esto coincide con el hecho de
que su momento dipolar es cero. Con lo que se hace notar que el fullereno sin
funcionalizar, no serd soluble en solventes polares como lo es el agua, sin
embargo, se sabe que el fullereno nativo y sin funcionalizar, es liposoluble y llega
a acumularse en las bicapas lipidicas como las de la BHE.3 4
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Figura 5.10. Mapa de potencial electrostdtico con una isosuperficie de 0.001 de los fullerenos
funcionalizados con L1, L2, L3 y L4 en solvente agua utilizando el modelo PCM.
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En la SPE de los fullerenos funcionalizados, como se muestra en la Fig. 5.10, ha
cambiado la polaridad de los sistemas debido a la unién de los linkers en los
fullerenos. El Ceo-L1 resulta ser el que presenta menor ntimero de d4tomos con
abundancia o deficiencia de densidad electrénica, en color rojo o azul
respectivamente. Mientras que Ceo-L2, Ceo-L3 y Ce0-L4, estan conformados por
linkers que presentan un mayor nimero de dtomos donde se ha repartido
densidad electrénica de manera no uniforme, por lo que presentan mayor
polaridad, sin embargo, la porcién correspondiente a la esfera del fullereno casi
en su totalidad conserva un potencial neutro.

5.6.2 Farmacos libres.

Respecto a la SPE de los farmacos libres, estos se muestran a continuacion en la
Fig. 5.11. Se notan dreas donde hay abundancia de densidad electrénica como lo
son los atomos de oxigeno en F1, F3 y F4, mientras F2 también muestra mayor
densidad electrénica en los oxigenos, pero en comparacién con los otros farmacos
es el formaco que muestra menos densidad polarizada (visualmente, el color rojo
se observa mas tenue). Las areas deficientes de densidad electrénica por otro lado
se pueden observar mayoritariamente en las regiones donde se encuentran los
nitrégenos en todos los farmacos estudiados.

Clorambucilo (F1)

210702 [ NS S 07 2

Carmustina (F2)

5-Fluorouracilo (F3)
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N-nitroso-N-metilurea (F4)
Figura 5.11. Mapa de potencial electrostitico con una isosuperficie de 0.001 de los farmacos
anticancerigenos libres Clorambucilo (F1), Carmustina (F2), 5-Fluorouracilo (F3) y N-nitroso-
N-metilurea (F4) en solvente agua utilizando el modelo PCM.

5.6.3 Nanovectores

Enseguida se encuentran en las Figuras 5.12 a 5.15, los mapas de las SPE de los
16 nanovectores estudiados.

Ceo-L1-F1

Ceo-L3-F1
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Ceo-L4-F1
Figura 5.12. Mapa de potencial electrostatico con una isosuperficie de 0.001 de los nanovectores
disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Ceo-L2, Ce0-L3 y Cso-L4 con el farmaco clorambucilo
(F1), en solvente agua utilizando el modelo PCM.

En los nanovectores disefiados con el farmaco F1, se pueden notar zonas neutras
tanto en la porciéon esférica correspondiente al fullereno como en la parte
correspondiente al ciclo de benceno y los atomos de cloro pertenecientes a F1.
Los atomos de oxigeno nuevamente presentan zonas de abundancia de
electrones en los cuatro nanovectores de la Figura 5.12 y las zonas con deficiencia
de densidad electrénica se encuentran distribuidas entre los atomos de nitrégeno
y algunos carbonos en zonas periféricas a estos.

885162 8.851e2

Ceo-L2-F2
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Ceo-L4-F2
Figura 5.13. Mapa de potencial electrostatico con una isosuperficie de 0.001 de los nanovectores
disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Ceo-L2, Ceo-L3 y Ceo-L4 con el farmaco carmustina
(F2), en solvente agua utilizando el modelo PCM.

En los nanovectores diseniados con F2, la tendencia de distribucién de densidad
sobre los diferentes &tomos se repite. Se puede observar particularmente que Ceo-
L1-F2, es el sistema que presenta mds zonas neutras, es decir coloreadas en verde.

-8.61%2 56192

Ceo-L1-F3

Ceo-L2-F3
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Ceo-L3-F3

80282

Ceo-L4-F3

Figura 5.14. Mapa de potencial electrostatico con una isosuperficie de 0.001 de los nanovectores
disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Ceo-L2, Ceo-L3 y Cep-L4 con el farmaco 5-
Fluorouracilo (F3), en solvente agua utilizando el modelo PCM.

La tendencia de distribucion electrénica continua como en los casos anteriores en
los nanovectores disefiados con F3, es decir mientras el drea correspondiente al
linker y el farmaco se nota polarizada, el drea correspondiente al fullereno
permanece mayormente neutra.

Ceso-L1-F4

Ceo-L2-F4
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Ceo-L3-F4

Ceo-L4-F4
Figura 5.15. Mapa de potencial electrostatico con una isosuperficie de 0.001 de los nanovectores
disefiados a partir de los fullerenos Ceo-L1, Ceo-L2, Cs0-L3 y Cso-L4 con el farmaco N-nitroso-N-
metilurea (F4), en solvente agua utilizando el modelo PCM.

En los ultimos cuatro nanovectores podemos observar al linker y el farmaco
donde se distribuye de manera irregular la densidad electrénica, mientras la
estructura del fullereno en su mayor parte permanece neutra.

En general para los 16 nanovectores se presenta esta distribuciéon de la densidad
electrénica, es decir en los sistemas disefiados existe una parte mayormente
polarizada, correspondiente a la parte del sistema compuesta por el linker y el
farmaco, lo que conlleva una mayor solubilidad de los nanovectores en fase
acuosa. Sin embargo, el hecho de que los sistemas conserven la zona neutra de la
esfera del fullereno casi sin modificaciéon alguna incrementa la posibilidad de que
los sistemas puedan cruzar la BHE, ya que ésta se sabe que, aunque es altamente
selectiva permite el paso de sustancias lipofilicas, no cargadas.

5.7 Momento dipolar en fase gas, agua, etanol y n-octanol.
El momento dipolar se obtuvo tanto en fase gas como en fase solvente: agua,
etanol y n-octanol, los célculos de momento dipolar fueron realizados con la TFD
a nivel M06-L/6-311G(d,p) y en los casos en los cuales hay solvente, se utiliz6 el
modelo PCM. El momento dipolar es la suma vectorial de todos los momentos
dipolares en los enlaces covalentes en una molécula, lo cual resulta de
importancia para el estudio de los nanovectores ya que su trayectoria por el
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medio bioldgico, varia, es decir existe en el cuerpo el medio acuoso, la sangre, y
el medio lipofilico, la BHE y en general las membranas celulares.

Se analizard enseguida el valor de momento dipolar para todas las moléculas
involucradas en este estudio: Ceo, Ceo-L1, Ceo-L2, Ceo-L3, Ceo-L4, F1, F2, F3, F4 y
Ceo-L1-F1, Ceo-L1-F2, Ceo-L1-F3, Ceo-L1-F4, Ceo-L2-F1, Ceo-L2-F2, Ce0-L2-F3, Ceo-
L2-F4, Ce0-L3-F1, Cs0-L3-F2, Cs0-L3-F3, Ce0-L3-F4, Ce0-L4-F1, Ceo-1L4-F2, C0-1L4-F3,
Ceo-L4-F4.

5.7.1 Fullereno y fullerenos funcionalizados.

A continuacion, se presentan los valores de momento dipolar para el fullereno
Ceoy los cuatro fullerenos funcionalizados, estudiados.

Ceo y Coo-LX F.gas (D) F. agua (D) F.etanol (D) F. n-octanol (D)
Ceo 0.00 0.00 0.00 0.00
Ceo-L1 2.77 4.01 3.95 3.83
Ceo-L2 4.66 6.15 6.09 5.94
Ceo-L3 3.75 4.97 4.92 4.84
Ceo-L4 4.14 5.43 5.37 5.23

Tabla 5.7. Momentos dipolares en fase gas, fase agua, fase etanol y fase n-octanol, de Ceoy Ceo-
LX, donde X =L1, L2, L3 y L4. Las unidades son debyes (D).

Enla Tabla 5.7 se puede ver que el valor del momento dipolar del fullereno, como
era de esperarse, es de 0.0D en cualquier fase, mientras que los Ceo
funcionalizados presentan un momento dipolar diferente a 0.0D. Se observa que
la tendencia del valor de momento dipolar en forma creciente por fases es: F. gas,
F. n-octanol, F. etanol y F. agua.

Se nota la relevancia del uso de solvente, es decir la diferencia de valores cuando
el momento dipolar es obtenido de la fase gas y cuando es obtenido en fase
solvente, también se nota la importancia del tipo de solvente que se utilice, siendo
los que sobresalen mas, agua y n-octanol, es decir los solventes en los cuales las
moléculas presentan mayor y menor momento dipolar respectivamente. En todas
las fases a Cgo-L2 le corresponde el mayor valor de momento dipolar con 6.15D,
y a Ceo-L1 el menor valor con 4.01D.
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Grafica 5.1. Momentos dipolares en fase gas (azul), fase agua (verde), fase etanol (amarillo) y
fase n-octanol (gris), de Ceo, Cso-LX, donde X =11, L2, L3 y L4.

Lo anteriormente descrito, se puede visualizar en la Gréfica 5.1.

Al observar las estructuras de Cgo-L1, Cso-L2 descritas en la secciéon 5.1.1, se puede
hacer referencia a los grupos funcionales en cada una, mientras Ceo-L2 presenta
una piperidina y un 4cido carboxilico en su estructura, Ceo-L1 solo presenta un
acido carboxilico, de esta forma Ceo-L1 presenta menos enlaces covalentes, por lo
tanto también es menos ramificada la distribucion de esta densidad en la
molécula, de esta forma se explica que el valor del momento dipolar de Ceo-L1
sea el mas pequefno mientras el de Ceo-L2 es el mas grande.

5.7.2 Farmacos libres.

Enseguida se muestra una tabla con los momentos dipolares de los farmacos
libres estudiados.

Farmaco F.gas (D) F. agua (D) F.etanol (D) F. n-octanol
(D)
F1 2.20 2.76 2.73 2.68
F2 1.85 2.65 2.60 2.49
F3 3.86 5.20 5.14 5.00
F4 1.34 1.83 1.81 1.76

Tabla 5.8. Momentos dipolares en fase gas, fase agua, fase etanol y fase n-octanol, de F1, F2, F3
y F4. Las unidades son debyes (D).

Se observa que, con respecto a la tabla anterior, Tabla 5.7, los farmacos libres
mantienen la misma tendencia creciente de valor del momento dipolar con
respecto a las diferentes fases y solventes de interés. Es decir, presentan un
momento dipolar més bajo en fase gas, seguido de la fase solvente n-octanol, fase
etanol y el momento dipolar mayor presentado es en fase solvente agua.
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Grafica 5.2. Momentos dipolares en fase gas (azul), fase agua (verde), fase etanol (amarillo) y
fase n-octanol (gris), de F1, F2, F3 y F4.

En la Grafica 5.2 el farmaco F3 sobresale de los otros con un valor de 5.20D en
agua, seguido de F2, F1 y con el menor valor F4.

5.7.3 Nanovectores.

Ahora se analizara el valor de momento dipolar para los 16 nanovectores
disefiados.

Nanovector F.gas (D) F. agua (D) F. etanol (D) | F. n-octanol (D)
Ceo-L1-F1 3.51 5.34 521 4.94
Ceo-L1-F2 1.93 3.32 3.16 2.89
Ceo-L1-F3 1.31 1.96 1.92 1.84
Ceo-L1-F4 3.74 4.95 4.90 4.78
Ceo-L2-F1 3.56 5.68 5.35 5.26
Ceo-L2-F2 2.86 4.89 4.75 4.50
Ceo-L2-F3 2.82 4.04 3.99 3.86
Ceo-L2-F4 3.88 5.50 5.43 5.14
Ceo-L3-F1 3.96 6.10 5.94 5.65
Ceo-L3-F2 3.76 5.75 5.53 5.37
Ceo-L3-F3 3.02 3.84 3.80 3.73
Ceo-L3-F4 3.95 5.37 5.30 5.14
Ceo-L4-F1 4.28 5.77 6.36 5.55
Ceo-L4-F2 3.94 5.82 5.70 5.46
Ceo-L4-F3 3.11 3.88 3.89 3.85
Ceo-14-F4 411 5.50 5.43 5.27

Tabla 5.9. Momentos dipolares en Fase gas, Fase agua, Fase etanol y Fase n-octanol, de los 16
nanovectores disefiados. Las unidades son debyes (D).
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Para todos los nanovectores se conserva el hecho de que, el momento dipolar
menor se obtiene en fase gas y también el hecho de que, el momento dipolar en
solvente es menor en n-octanol, seguido de los valores en etanol y los valores
mayores son presentados en agua, como se observé en los casos anteriores. Tal
hecho puede ser consecuencia de los momentos dipolares de los solventes
estudiados, ya que el agua presenta mayor valor de momento dipolar, seguido
del etanol y por dltimo el n-octanol.

En la Tabla 5.9, se observa que el menor valor de momento dipolar lo presentan
los nanovectores que estdn disefiados con el f&rmaco F3 y los de mayor momento
dipolar practicamente son los nanovectores disefiados con el farmaco F1. Este
hecho puede ser atribuido a las caracteristicas del farmaco y las interacciones de
este con cada Ceo funcionalizado, asi como el volumen del farmaco ya que
mientras F1 es el farmaco de mayor volumen, F3 es de los de menor volumen.
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@ o= o o N
o o o o o

N
o

Momento dipolar (Debyes)
[
=

o
o

> v ] g > v ) 4 > v ] %
‘\S N’Q Ng N’Q Wf‘ ’T/f‘ ’VQ ’\/S "3"‘ ’bf‘ ":)f‘ ’bg LN AN AN 4
F VMM TSNS
EEEEFEEEEEEEEEEEE

Nanovectores

F. n-octanol

——F.gas F.agua F.etanol

Grafica 5.3. Momentos dipolares en Fase gas (azul), Fase agua (verde), Fase etanol (amarillo)
y Fase n-octanol (gris), de los 16 nanovectores disefiados.

Podemos observar las tendencias de los valores de momento dipolar de los
nanovectores en la Grafica 5.3, la linea azul correspondiente a la fase gas que
efectivamente se encuentra por debajo del resto de los valores mientras la linea
verde correspondiente a la fase del solvente agua, que se encuentra
aproximadamente por arriba del resto de valores.

En general, es relevante mencionar que los momentos dipolares obtenidos en
agua y n-octanol para los 16 nanovectores disefiados, resultan interesantes de
analizar ya que, las moléculas polares se disuelven en medios polares, por lo cual
los momentos dipolares que se observan en agua de los nanovectores son
relevantes, y vemos que estos valores de momento dipolar son los mayores
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respecto a las otras fases estudiadas. Esto indica una posibilidad alta de que los
nanovectores sean solubles en medio acuoso y por lo tanto en medio fisiolégico.

Por otro lado, ya que es sabido que el potencial dipolar de las membranas esta
formado por los momentos dipolares asociados con las orientaciones de los
grupos fosfolipidos carbonilo, y por las moléculas de agua unidas a los lipidos,
el potencial dipolar es un factor determinante en el paso de especies a través de
las membranas, se restringe especialmente el paso a especies altamente polares y
cargadas. Los datos obtenidos del valor de momento dipolar en n-octanol para
los 16 nanovectores disefiados son de gran importancia, ya que son los de menor
valor, lo cual permitira que los sistemas disefiados puedan interaccionar con la
BHE de forma lipofilica y conseguir asi cruzar hacia el SNC.

5.8 Descriptores globales de la reactividad en agua.
En esta seccién se muestra un anélisis de los valores de los descriptores de la
reactividad derivados de la TFD conceptual para el fullereno Ceo, los farmacos
libres y los nanovectores disefiados, este estudio se ha llevado a cabo tanto en
fase solvente agua como en n-octanol. Con la finalidad de observar dichos valores
en los medios de interés en el presente trabajo.

5.8.2 Farmacos libres.

Primeramente, se muestran los descriptores en fase agua de los farmacos libres.

Farmaco I A i ) b @ w | wt | pu  AEgyp

F1 541 062 239 | 021 |-3.02 190  3.71 0.69 3.02 | 3.95
F2 707 1 209 | 249 | 020 | -458 422 682 224 458 3.01
F3 6.79 1 131 | 274 | 018 | -4.05 299 536 131  4.05 412
F4 715 167 | 274 | 0.18 |-441 355 6.09  1.68 441 @ 3.12

Tabla 5.10. Descriptores globales de la reactividad de los cuatro farmacos estudiados, calculados
a nivel de la TFD con M06L/6-311G(d,p) en fase solvente con el modelo PCM, modelados en
agua. Las unidades son eV, a excepcién de las unidades para la S, las cuales son eV-1.

Se muestra en la Tabla 5.10, que F2 presenta los valores de w~ y w*mayores, los
cuales son 6.82eV y 2.24eV, respectivamente y estos coinciden con una alta Iy A,
asi mismo estos valores concuerdan con la AEgp, ya que esta es la menor entre
los cuatro farmacos. Por otro lado, F1 presenta los valores mas bajos de potencia
donadora y aceptora con 3.71eV y 0.69eV que a su vez también coinciden con su
Iy A como era de esperarse.

En general los cuatro farmacos estudiados presentan una dureza promedio de
2.59eV y una blandura promedio de 0.19eV. Estos valores corresponden a la fase
agua, enseguida se muestra una tabla con los valores de los descriptores en fase
n-octanol.
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Farmacos I A 1 ) X @ - ot # | AEgup

F1 558 047 255 | 0.20 | -3.02 179 3.62 | 060 @ 3.02  3.96
F2 726 | 193 266 | 0.19 | 460 | 397  6.60 @ 2.00 | 4.60 | 3.00
F3 701 113 294 | 0.17 | 407 | 281 | 522 | 115 | 4.07 | 412
F4 728 | 1.52 | 288 | 0.17 | 440 | 336 592 152 | 440 312

Tabla 5.11. Descriptores globales de la reactividad de los cuatro farmacos estudiados, calculados
anivel de la TFD con M06L/6-311G(d,p) en fase solvente con el modelo PCM, modelados en n-
octanol. Las unidades son eV, a excepcién de las unidades para la S, las cuales son eV-1.

Los valores de los descriptores presentados en la Tabla 5.11 han cambiado con
respecto a la fase agua, Tabla 5.10, se nota un aumento de la 1, mientras los
valores de p y x, se mantienen casi igual y la @, ™~ y w*, disminuyen.

5.8.3 Nanovectores.

Ahora se presentan los valores de los descriptores de la reactividad para los
nanovectores disefiados primeramente en fase agua y posteriormente en fase
solvente n-octanol.

Nanovector | I A 1 ) X ® 7 N # | AEgup

Ceo-L1-F1 | 537 3.63 174 | 029 |-450 581 11398 948 450  1.12
Ceo-L1-F2 573  3.68 | 2.05 | 024 |-470 541 | 1329 859 470  1.65
Ceo-L1-F3 | 5.68 3.63 | 2.06 | 024 |-4.66 527 1299 833 | 466  1.64
Ceo-L1-F4 5.67 3.61  1.03 | 049 | -4.64 1047 1292 828 4.64 1.64
Ceo-L2-F1 542 359 183 | 027 |-450 554 | 1345 895 450 1.15
Ceo-L2-F2  5.61 3.59 | 2.02 | 025 | -4.60 523 1288 829 4.60 1.61
Ceo-L2-F3 | 5.61 3.58 | 2.02 | 0.25 | -4.60 522 1287 827  4.60 1.61
Ceo-L2-F4 | 5.60 358  1.01 | 049 |-459 1043 1286 826 459 1.61
Ceo-L3-F1 542 359 182 | 027 |-451 557 | 1351 9.01 451 115
Ceo-L3-F2  5.63  3.60  2.04 | 025 | -4.61 557 | 1289 827 461  1.63
Ceo-L3-F3  5.63  3.60  2.04 | 025 |-4.61 523 | 1289 827 461  1.63
Ceo-L3-F4  5.63 359  1.02 | 049 |-4.61 1045|1288 827 4.61  1.63
Ceo-L4-F1 | 541 359 183 | 0.27 |-450 554 1345 895 | 450 | 1.15
Ceo-L4-F2  5.62 359  2.04 | 025 |-4.60 520 | 1283 823 4.60  1.63
Ceo-L4-F3 | 5.63 359 204 | 025 |-461 520 1284 823 | 461 | 1.63
Ceo-L4-F4 5.63 359  1.02 | 049 |-4.61 1040 12.83 823 461  1.63
Tabla 5.12. Descriptores globales de la reactividad de los 16 nanovectores disefiados, calculados

a nivel de la TFD con M06L/6-311G(d,p) en fase solvente con el modelo PCM, modelados en
agua. Las unidades son eV, a excepcién de las unidades para la S, las cuales son eV-1.

Para los descriptores en fase solvente agua, se nota que para los 16 nanovectores
disefiados, tienden a un mismo valor como se puede notar en la Tabla 5.12 a
excepcion de la electrofilicidad en los nanovectores con F4 y la diferencia de
energia entre los orbitales frontera, AE;,p, para los nanovectores con F1, lo cual
indica que los cuatro nanovectores con F4 presentaran una mayor estabilizacion
ante una modificacién de su densidad electronica, mientras los nanovectores con
F1, presentardn una mayor reactividad segtin su valor de 4Eg4p.
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Con respecto al valor de los descriptores de los farmacos libres en fase agua y los
descriptores de los nanovectores también en fase agua, se nota un aumento

notorio en la w~ y w*, mientras los farmacos presentan un valor promedio de
w-de 5.49eV los nanovectores presentan un valor promedio de 13.09eV y

respecto a la w*, a los farmacos libres les corresponde un valor promedio de

1.48eV y a los nanovectores un valor promedio de 8.49eV con ello se hace notar
el aumento de la capacidad de los nanovectores para aceptar o donar carga

mientras los farmacos libres aunque si presentan esta capacidad, la presentan en

un menor porcentaje. Con lo cual se puede observar que el disefio de los

nanovectores aumenta la capacidad de los farmacos para adquirir o donar carga,

lo que es muy interesante para la modificacion de sus interacciones biolégicas.

Ahora con respecto a los descriptores obtenidos en fase solvente n-octanol.

Nanovector | I A i S X ® 0w | p | AEgup
Ceo-L1-F1 558 | 3.57 | 1.01 | 050 | -4.57 | 1040  12.82 | 824 | 457 | 1.09
Ceo-L1-F2 | 562 | 348 | 1.07 | 047 | -455 9.70 ' 1211 | 7.56 | 455 | 1.65
Ceo-L1-F3 559 | 350 | 1.04 | 048 | -455| 992 11232 | 7.78 | 455 | 1.64
Ceo-L1-F4 559 | 349 | 1.06 | 048 |-454 | 982 11222 | 7.68 | 454 | 1.64
Ce-L2-F1 592 | 3.62 | 1.15 | 043 | -477 | 989 1242 | 7.65 | 477 | 1.12
Ce-L2-F2 | 577 | 350 | 1.14 | 044 | -464 943 1189 | 725 | 464 | 1.61
Ceo-L2-F3 | 580 | 350 | 1.15 | 044 | -4.65 942 1189 | 724 | 465 | 1.61
Ce-L2-F4 579 | 349 | 1.15 | 044 | -464 937 1183 | 719 | 464 | 1.61
Ceo-L3-F1 587 | 355 | 1.16 | 043 | -471 | 955 1205 734 | 471 | 1.12
Ceo-L3-F2 | 578 | 350 | 1.14 | 044 | -464 942 1188 725 | 464 | 1.63
Ceo-L3-F3 580 | 351 | 1.15 | 044 | -465 945 1192 | 727 | 465 | 1.63
Ceo-L3-F4 580 | 350 | 1.15 | 044 | -465 940 1187 | 722 | 465 | 1.63
Ceo-L4-F1 584 | 352 | 1.16 | 043 | -468 | 946 | 1195 7.26 | 468 @ 1.14
Ceo-L4-F2 577 | 349 | 1.14 | 044 | -463 942 1188 | 724 | 463 | 1.63
Ceo-L4-F3 579 | 350 | 1.15 | 044 | -465 942 1189 724 | 465 | 1.63
Ceo-L4-F4 | 579 | 349 | 1.15 | 044 | -464 938 1184 | 720 | 464 | 1.63

Tabla 5.13. Descriptores globales de la reactividad de los 16 nanovectores disefiados, calculados
a nivel de la TFD con M06L/6-311G(d,p) en fase solvente con el modelo PCM, modelados en n-

octanol. Las unidades son eV, a excepcién de las unidades para la S, las cuales son eV-1.

Al comparar la Tabla 5.12 y 5.13, podemos observar que en solvente n-octanol la
Sy la ® han aumentado, mientras la 1), asi como la ®~ y w*, disminuyen en un
ligero porcentaje.
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Grafica 5. 4. Potencia donadora y aceptora, ®— y @+, de nanovectores en fase agua, (azul oscuro
y azul claro) y n-octanol, (verde oscuro y verde claro).

En la Grafica 5.4 podemos observar el cambio de la potencia donadora y aceptora
de la fase agua, (gama de azules) a la fase n-octanol (gama de verdes). Este hecho
puede contribuir con el objetivo estudiado, es decir cruzar la barrera
hematoencefélica.

Ademas, los nanovectores al estar en contacto con la fase n-octanol se vuelven
mas blandos y electrofilicos, es decir tienen mayor capacidad de interactuar con
el medio y a la vez de estabilizarse frente a cambios en su densidad electrénica.

5.9 Modelo QSAR.

En la seccion de resultados final, se presenta el modelo QSAR obtenido junto con
los datos estadisticos del modelo y los célculos que se realizaron con dicho
modelo.

La actividad biolégica estudiada es la permeabilidad de la barrera
hematoencefélica y como se mencioné en la seccion 2.7.2.1, la ecuacién para el
estudio de dicha actividad de un farmaco es:

CBrain]) (5.1)

LogBB = Log ([CBl 1
oo

Donde se representa la distribucién de la concentraciéon de farmaco entre dos
medios, es decir, es el logaritmo de la relacién existente entre la concentracién de
tarmaco en el cerebro, (brain) sobre la concentraciéon de farmaco en la sangre

(blood).
En este caso la ecuacion lineal del modelo QSAR obtenido fue:

Log BB = —0.7374 + 214196 A + 0.0104 B + 37.5795 C + 0.1840D  (5.2)
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En la Tabla 5.14 se puede observar el tipo de descriptores 4, B, C 'y D.

Simbolo | Tipo de descriptor Nombre
A De cargas atémicas Carga Maxima, Zefirov
B Topolégico Index Randic (Orden 3)
c De cargas atémicas Energia de interaccién de la carga puntal Zefirov, de

todos los enlaces

D Area de superficie WNSASA-3, Zefirov
parcial cargada

Tabla 5.14 Descriptores moleculares correlacionados en la ecuacién lineal del modelo QSAR
obtenido haciendo uso del programa de calculo CODESSA 3 PRO y un conjunto de prueba de
50 moléculas.

Los datos estadisticos del modelo de LogBB obtenido mediante la aplicacion del
método estadistico llamado “la mejor regresion multilineal”, BMLR al conjunto
prueba, fueron:

R? s F
0.87 0.10 73.59
Tabla 5.15. Datos estadisticos resultantes para el modelo LogBB.

Como se muestra en la Tabla 5.15, R? presenta un valor de 0.87, lo cual indica que
nuestro modelo presenta una buena correlacién, ya que mientras este valor se
acerque mas a 1 el modelo sera mejor. La desviacion estandar s es pequefa y el
coeficiente de Fischer F es grande, 73.59. Lo cual es una validacién estadistica
adecuada del modelo obtenido.

EL conjunto de prueba que se ha utilizado como se mencioné en la seccién 4.12
es un conjunto de 50 moléculas, Tabla 5.16, cuyos valores de LogBB, tanto
calculados con la Ecuacién (5.2) como experimentales se muestran a
continuacion.
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Grafica 5.5. Valores de LogBB de las 50 moléculas correspondientes al conjunto prueba, los valores experimentales se muestran en color azul y los calculados
con la Ecuacién (5.2) en color rojo.
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Tabla 5.16. Esctructuras de las 50 moléculas del conjunto prueba, relajadas a nivel
semiempfirico, con el método PM3.

Como se puede ver en la Grafica 5.5 en los valores experimentales de LogBB de
las moléculas estudiadas en el conjunto prueba y los valores calculados, existe
una tendencia, dicha tendencia es la siguiente, mientras los valores de LogBB,
tienden a ser més pequefios o mas grandes, es decir, mdas positivos o negativos,
tanto los datos experimentales y calculados tienden a ser semejantes, mientras
los datos que se encuentran cerca del cero o a sus alrededores tienden a alejarse
uno del otro. Esto demuestra que los datos de validaciéon obtenidos son valores
aceptables estadisticamente.
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CONJUNTO VALIDACION
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Tabla 5.17. Estructuras de las 11 moléculas correspondientes al conjunto de validacion,
relajadas a nivel semiempirico, con el método PM3.

Por otro lado, el modelo se prob6 también con el conjunto de validacién, es decir
un conjunto de 11 moléculas, Tabla 5.17, no participantes en la creacién del
modelo QSAR obtenido. Los dos conjuntos se formaron aleatoriamente del
conjunto inicial. Los valores de dichas moléculas los podemos observar en la
Grafica 5.6.
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Grafica 5.6. Valores de LogBB de las 11 moléculas correspondientes al conjunto de validacion,
los valores experimentales se muestran en color azul y los calculados con la Ecuacién (5.2) en
color rojo.

Como se puede notar en el conjunto de validacién, los valores de LogBB
calculados y experimentales en la mayoria de los casos no coinciden con
exactitud, sin embargo, en la mayoria se cumple el célculo de la propiedad
estudiada de manera cualitativamente satisfactoria, es decir los datos calculados
se aproximan a los experimentales al menos en un 50% y en las tendencias. Esto
se puede atribuir a la forma en que se midieron los datos experimentales y a que
no todos los datos fueron medidos por un mismo grupo de investigacion.’

Asi mismo, haciendo uso del modelo QSAR obtenido como se habia planteado,
se calcularon los valores de LogBB para: el fullereno Ceo, los fa&rmacos F1, F2, F3 y
F4 y los nanovectores Cgo-L1-F1, Ce0-L2-F1, Ce0-L3-F1, Ceo-L4-F1, Ce0-L1-F2, Ceo-
L2-F2, Ce0-L3-F2, Ce0-L4-F2, Ce0-L1-F3, Cgo-L2-F3, Cgo-L3-F3, Ceo-L4-F3 y Ce0-L1-
F4, Ce0-L2-F4, Ce0-L3-F4, Ceo-L4-F4. La Grafica 5.7 muestra los valores obtenidos,
mismos que se encuentra en la Tabla 5.16.

Se nota que el Ceo se encuentra entre las moléculas estudiadas con mayor valor
de LogBB, como era de esperarse, segun la literatura y tiene alta capacidad de
penetracion de la BHE. Los farmacos libres por otro lado son los que resultan con
un valor de LogBB, méas negativo a excepcién de F4. Es decir, F1 presenta -1.62,
F2 -0.54, F3 -0.57 F4 0.34, (el LogBB experimental para los farmacos F1 y F2 son -
1.7 y -0.52 respectivamente, con lo cual se puede ver la adecuada capacidad de
prediccion del modelo obtenido).

Por otro lado, los nanovectores disefiados con F4, son los que resultan con un
mayor valor de LogBB inclusive mayor o casi igual que Ceo, seguidos por los
nanovectores disefiados con F2, F3 y al final se encuentran los valores de los
nanovectores disefiados con F1.
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Grafica 5.7. Valores de LogBB calculados con la Ecuacién (5.2) de las moléculas de interés disefiadas en este trabajo.
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Moléculas de interés LogBB

Coo 3.25

F1 -1.62

F2 -0.54

F3 -0.56

F4 0.34
Ceo-L1-F1 0.49
Ceo-L1-F2 0.06
Ceo-L1-F3 -0.52
Ceo-L1-F4 -0.56
Ceo-L2-F1 222
Ceo-L2-F2 2.02
Ceo-L2-F3 1.65
Ceo-L2-F4 1.73
Ceo-L3-F1 2.19
Ceo-L3-F2 1.92
Ceo-L3-F3 1.43
Ceo-L3-F4 1.52
Ceo-L4-F1 3.69
Ceo-L4-F2 3.60
Ceo-L4-F3 3.18
Ceo-L4-F4 3.28

Tabla 5.18. Valores obtenidos de LogBB de las
moléculas de interés estudiadas mediante el
modelo QSAR (5.2) obtenido.

Aunque los nanovectores disefiados con F1, presentan el menor valor de LogBB,
respecto al conjunto de los 16 nanovectores, se puede resaltar el incremento de
este valor, al hacer la comparacion del farmaco libre F1 respecto a los cuatro
nanovectores disefiados con este farmaco.

De esta forma los datos obtenidos sefialan que mientras los farmacos libres
presentan menos permeabilidad de la BHE los nanovectores formados con esos
farmacos aumentan esta capacidad en los 16 casos analizados.

También se puede observar que los descriptores que conforman el modelo
obtenido son dos de cargas atéomicas, carga maxima zefirov y energia de
interaccion de carga puntal de zefirov de todos los enlaces, lo cual denota la
importancia de la distribuciéon de la densidad electrénica en la molécula como
también se observé con el momento dipolar de las especies y las superficies de
potencial electrostatico. Por otro lado, el descriptor topolégico llamado index
Randic (orden 3), hace referencia a la ramificacion de la molécula, y el descriptor
perteneciente a los del drea de superficie parcial cargada, WNSASA-3, Zefirov,
también tiene que ver con la distribucién de la densidad electrénica en las
diferentes areas de interés en la molécula. Los cuatro descriptores estudiados se
relacionan de manera positiva en la ecuacion lineal, es decir, contribuyen de
forma positiva al valor de LogBB de las especies.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 Conclusiones

6.1.1 Conclusiones generales

Mediante la formaciéon de 16 sistemas nanoestructurados o nanovectores
consistentes cada uno en un fullereno funcionalizado y un farmaco unido a este,
se ha mejorado la capacidad de atravesar la barrera hematoencefélica de los
cuatro farmacos libres estudiados. Lo anterior se puede afirmar mediante datos
cuanticos como el calculo de descriptores de la reactividad globales, la energia
libre de Gibbs de formacién y la de solvatacién y el andlisis del momento dipolar,
asi como también mediante métodos quimioinformaticos como lo son los datos
derivados del modelo QSAR, para el célculo de LogBB.

6.1.2 Conclusiones especificas

Se presenta una lista de conclusiones puntuales derivadas de los resultados
presentados en el capitulo V.

- Al analizar los farmacos libres F1, F2, F3 y F4 se encontré que estos
presentan menor blandura que los nanovectores disefiados. Asi como
también la electrofilicidad, potencia donadora y potencia aceptora
presentan valores menores en los farmacos libres en comparacién con los
nanovectores. Por lo anterior, se denota mayor capacidad en los
nanovectores para interactuar en diferentes medios, como lo es, el medio
fisiolégico y el medio lipofilico correspondiente a la barrera
hematoencefélica. La nanoestructuracion incide en mejorar su capacidad
para la trasferencia de carga.

- Los momentos dipolares presentados por los 16 nanovectores favorecen
su disoluciéon en medios polares como lo es el agua. Los resultados de
momento dipolar concuerdan con las superficies de potencial
electrostatico calculadas.

- La energia libre de Gibbs de solvatacion en agua, la cual es negativa en
todos los casos y la cual también coincide con la conclusién anterior,
conduce a la posibilidad de que los nanovectores sean solubles en agua y
por lo tanto puedan circular en el medio fisiol6gico sin acumularse y eso
disminuye su toxicidad.
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Por otro lado, la energia libre de Gibbs de solvatacién en n-octanol, que
también resulta ser negativa, representa la parte lipofilica de los sistemas
disefiados con lo que se denota la capacidad de los nanovectores de
atravesar la barrera hematoencefalica, lipofilica por naturaleza. Destacan
los valores de energia de solvatacién en n-octanol de los sistemas con F1.

El modelo QSAR concuerda y corrobora junto con la energia de
solvatacion en agua y en n-octanol, el momento dipolar, los descriptores
de la reactividad global como la potencia donadora y la potencia aceptora;
la capacidad de los sistemas disefiados para atravesar la barrera
hematoencefélica, ya que todos los valores obtenidos de LogBB para los

nanovectores son valores positivos o cercanos a cero.
Se ha demostrado que el valor de LogBB aumenta al ensamblar los

tarmacos a los fullerenos funcionalizados, particularmente en el caso de
los farmacos F2, F3 y mayormente en el caso de F4.
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6.2 Perspectivas

- Calcular otras propiedades relevantes como el LogP, coeficiente de reparto,
para los nanovectores y farmacos libres que también son indicadores de su
paso a través de la barrera hematoencefalica.

- Hacer un modelo de la BHE para estudiar dindmicamente el proceso de
atravesarla, pues hasta ahora solo podemos decir si la nanoestructuracion de
los farmacos libres modifica sus propiedades electrénicas y estructurales en
un sentido favorable a atravesar la BHE, pero atin no sabemos los detalles del
¢ Como lo hace?

- Conseguir colaboracién con grupos experimentales que puedan llevar a cabo
la sintesis y las pruebas biolégicas que este trabajo ha podido predecir para
nuestros nanovectores disefiados in silico.

101



