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1. Resumen del proyecto:

De las nuevas entidades quimicas con gran potencial farmacolégico, un gran
porcentaje exhibe baja solubilidad en medio acuoso, lo que se traduce en una baja
biodisponibilidad. La utilizacion de nano-agregados poliméricos para encapsular
diferentes principios activos es la alternativa hacia donde apunta la industria
farmacéutica.

Los nano-agregados moleculares formados entre las moléculas organicas
Metronidazol y Tinidazol (ingredientes farmacolégicamente activos) y los
polielectrolitos de las sales potasicas de acido maléico co-1-olefina (matriz
polimérica) pueden estudiarse a nivel de DinAmica Molecular. En este proyecto se
estudiaron a nivel in silico las interacciones y estabilidades energéticas de los
principios activos con diferentes matrices poliméricas.

Se realiza la simulacion computacional utilizando el software Gaussian 09 junto
con una interface grafica GaussView 5.0, los resultados computacionales
realizados en vacio de los sistemas moleculares concuerdan con los resultados
experimentales. Las interacciones entre el Metronidazol, el Tinidazol y los dimeros
de PAM-8, -10, -12, -14, -16 y -18, exhiben afinidad por las cadenas laterales
hidrofébicas de los polimeros. No fue posible realizar la simulacién incluyendo el
medio acuoso puesto que se sobrepasaban los requerimientos computacionales.

Palabras clave: polielectrolitos, solubilidad de ingredientes farmacolégicamente
activos, dindmica molecular, cadenas laterales hidrofobicas, biodisponibilidad.
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1. Abstract

New chemical entities with great pharmacological potential, a large percentage
exhibits low solubility in aqueous medium, resulting in low bioavailability. The use
of polymeric nano-aggregates to encapsulate different active ingredients is the
alternative to points where the pharmaceutical industry.

Nano-molecular aggregates formed between organic molecules Metronidazole and
Tinidazole (pharmacologically active ingredients) and polyelectrolytes of potassium
salts of maleic acid co-1-olefin (polymer matrix) can be studied at the level of
molecular dynamics. This project studied in silico level interactions and energy
stabilities of the active ingredients with different polymer matrices.

computer simulation is performed using the Gaussian 09 software along with a
GaussView 5.0 graphical interface, the computational results performed in vacuum
molecular systems consistent with the experimental results. Interactions between
metronidazole, tinidazole and dimers PAM-8, -10, -12, -14, -16 and -18 exhibit
affinity for the hydrophobic side chains of the polymers. It was not possible to
perform the simulation including the aqueous medium since the computational
requirements are exceeded.

Keywords: polyelectrolyte, solubility of pharmacologically active ingredients,
molecular dynamics, hydrophobic side chains, bioavailability.

13
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2. Introduccion

2.1. Intereses farmacéuticos

La administracion de medicamentos es el proceso mediante el cual se suministra a
un ser humano o animal un compuesto farmacéutico con el fin de lograr un efecto
terapéutico beneficioso. Los medicamentos han sido utilizados durante mucho
tiempo atras con el objetivo de mejorar la salud y prolongar la vida de las
diferentes especies, pero cada vez se hace mas evidente la necesidad de
encontrar nuevas rutas y formas de administracion de los medicamentos
disponibles. Para este propésito, se han disefiado varios sistemas de liberacion,
dentro de los cuales se incluyen liposomas, micro-esferas, geles, entre otros.
(Tiwari, y otros, 2012).

La investigacion y el desarrollo de nuevas moléculas de interés farmacolégico son
altamente costosos, requiere grandes sumas de dinero y tiempo. La busqueda de
mecanismos que mejoren la efectividad y la seguridad de los medicamentos
disponibles en el mercado es, hoy en dia, hacia donde apuntan las grandes
compafiias farmacéuticas.

Por ejemplo, un grupo de investigadores financiados por el Instituto Nacional de
Salud (INS, mas conocido en inglés por las siglas NIH), cre6 las nano-esponjas,
las cuales son redes de poliésteres con la capacidad de contener una amplia
variedad de medicamentos contra el cancer. (S, S, K, & M, 2012).

2.2. Aproximaciones computacionales

Las simulaciones computacionales de sistemas fisicos han ganado importancia en
los ultimos afios en los diferentes campos de la ciencia y la tecnologia.
Actualmente, es posible realizar una aproximacién computacional, la cual provee
diferentes datos acerca de las propiedades de diferentes sistemas moleculares al
llegar a un equilibrio. A nivel farmacéutico, los estudios computacionales brindan
informacion que permite optimizar el disefio de nuevas formulaciones. (Leach,
2001). Grupos de investigacion de la Universidad Icesi han investigado aspectos
conformacionales de sales potasicas de diferentes polielectrolitos, midiendo la
dependencia con respecto al pH, vy las longitudes de las cadenas alquilicas y
monoméricas (Suarez, 2012).

14
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2.3. Modelado molecular:

El modelado molecular es una herramienta que se basa en el uso de métodos
teoricos y recursos computacionales con el objetivo de construir, simular y predecir
el comportamiento de las moléculas. Los métodos de mecanica cuantica son
ejecutados teniendo en cuenta los electrones del sistema de interés, cuando el
namero de particulas que conforman ese sistema es pequefio, es posible
realizarlo mediante este método, pero cuando la complejidad de los sistemas
aumenta, se hace necesario el uso de otras metodologias.

Una de esas metodologias, es la simulacién de sistemas moleculares mediante
dinamica molecular (DM). Este tipo de simulacion permite evaluar el movimiento
de particulas en un periodo de tiempo. La DM resuelve las ecuaciones de
movimiento de Newton, evaluando la variacién de las propiedades del sistema
hasta que estas se equilibren.

15
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3. Descripcion del trabajo

3.1. Planteamiento del problema:

La biodisponibilidad de un medicamento es la fraccion y la velocidad a la cual la
dosis suministrada llega a la diana farmacolégica (Vila, 2008). La accién
farmacoldgica de la mayoria de los medicamentos depende de este parametro.
Gran parte de los principios activos son moléculas organicas que usualmente
presentan una baja biodisponibilidad (Ketan T. Savjani, 2012).

Estrategias empleadas para resolver la baja biodisponibilidad de principios activos
incluyen el uso de micelas y micro-esferas de origen polimérico las cuales ayudan
a solubilizar el farmaco, y lo protegen de la degradacion fisica y quimica que
puede ocurrir antes de su llegada al sitio de accion terapéutica (Vogelson, 2001).

Los sistemas polielectrolitos anionicos (polimeros con grupos ionizables) han
mostrado resultados prometedores en investigaciones donde son usados como
nano-reservorios de medicamentos; en medio acuoso estos polielectrolitos forman
micelas con un interior apolar y una capa externa polar que permite su solubilidad.
La parte interna, al ser de naturaleza hidrofébica permite albergar moléculas
organicas insolubles en agua como el Metronidazol (Salamanca Mejia, 2007).

En este proyecto se buscé evaluar a nivel in silico la estabilidad de los sistemas
moleculares poliméricos de sales potasicas (PA-8, 10, 12, 14, 16 yl18).
Adicionalmente se incorporaron las moléculas de Metronidazol y Tinidazol, y se
estudié la estabilidad del complejo formado con las diferentes matrices
poliméricas.

Este proyecto pretendia, mediante el uso de herramientas computacionales,
obtener informacion de la interaccion entre el Metronidazol y el Tinidazol con las
diferentes matrices poliméricas in silico, con el objetivo de comparar dichos
resultados con los reportados en la literatura, que a largo plazo, pueda prever
informacion especifica sobre diferentes sistemas macromoleculares.

16
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4. Marco teorico:

La solubilidad es el fendmeno de disolucion de un soluto en un disolvente para dar
un sistema homogéneo; este es uno de los parametros importantes en términos
farmacocinéticos y farmacodinamicos. Para que se dé el efecto farmacoldgico, es
necesario que el farmaco se solubilice, pueda ser absorbido y por ultimo, llegue a
su lugar de accion (Vila, 2008).

La baja solubilidad en medio acuoso es el principal problema encontrado en las
nuevas entidades quimicas (NEQ), asi como para el desarrollo de las diferentes
formas farmacéuticas. Mas del 40% de las NEQ desarrolladas en la industria
farmacéutica, son practicamente insolubles en agua (Ketan T. Savjani, 2012).

Entre las diferentes estrategias para mejorar la solubilidad de los activos podemos
mencionar el recubrimiento del principio activo con matrices poliméricas basadas
en poliésteres, polianhidridos, poliacetales, nanogeles, hidrogeles, electrogeles,
entre otras (Svenson, 2006). Adicionalmente, se ha investigado el uso de esas
matrices como agentes para modificar y modular la liberacién del farmaco (Yao
Fu, 2010).

Dichas investigaciones han concluido en el desarrollo y produccién de algunos
medicamentos como: Trofanil® (antidepresivo triciclico), Zoladex® (antineoplasico
hormonal), Paclimer® (antineoplasico), entre otros, los cuales presentan baja
solubilidad en medio acuoso y han sido encapsulados en matrices poliméricas
para mejorar su biodisponibilidad.

Los polielectrolitos son sistemas macromoleculares ramificados (con una cadena
principal y cadena lateral) que poseen grupos susceptibles a ionizacién dentro de
su estructura (Salamanca Mejia, 2007). Se pueden dar transiciones
conformacionales del polimero y cambiar de sus formas extendidas o
aglomeradas, dependiendo de la naturaleza quimica de la cadena principal y las
laterales, y también de las interacciones que ésta presente con un medio acuoso.

Si a lo largo de la cadena principal se presentan una alta densidad de grupos
cargados y las cadenas laterales son cortas, primaran las interacciones repulsivas
entre los grupos polares y el polimero se extendera, con el fin de minimizar esas
fuerzas.

Por otro lado, cuando existe una baja densidad de grupos cargados y las cadenas
laterales son largas, las interacciones entre cadenas laterales primaran sobre la
repulsion electrostatica de la cadena principal y el polimero adquiere una
estructura aglomerada.

17
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Cabe sefialar que, cuando los polimeros se encuentran en un medio de disolucién
polar (acuoso), se ve favorecida la forma aglomerada, en el centro de dicha
estructura, se da la formacion de un micro-dominio hidrofébico que, a su vez, tiene
la capacidad de interactuar con moléculas organicas apolares (generalmente los
medicamentos poseen esta caracteristica) (Salamanca Mejia, 2007).

La formacion de micro-dominios apolares va a depender de la naturaleza quimica
del polimero. Se observa que variables como el pH, la longitud de la cadena
alquilica y las cadenas laterales, influyen en las transiciones conformacionales de
los polimeros (Salamanca Mejia, 2007); por lo tanto, se debe estudiar la influencia
de estos pardmetros con el objetivo de obtener una descripcion del proceso para
futuros proyectos relacionados con este tema.

Salamanca et al. Estudiaron experimentalmente utilizando sondas fluorescentes
las sales potasicas de los polielectrolitos de acido maléico co-1-olefinas (PA-nK3).
Ellos concluyen que dichos polielectrolitos, poseen la capacidad de formar micro-
entornos hidr6fobos en medio acuoso, por lo que estos polielectrolitos pueden
solubilizar medicamentos comerciales como Ornidazol, Metronidazol y Tinidazol.
Los resultados indican que la solubilidad de esos compuestos, en los polimeros
mencionados anteriormente, depende moderadamente del tamafio de la cadena
alquilica (Salamanca, Barraza, Acevedo, & Olea, 2007).

Antes de emprender un proyecto experimental, los investigadores buscan analizar
y obtener algunas predicciones de manera computacional. Para lograrlo, se hace
uso de un método de calculo conocido como Dindmica Molecular que permite
calcular clasica y estadisticamente el comportamiento dependiente del tiempo de
un sistema molecular. La mecanica molecular implica el uso de mecanica clasica
y mecanica newtoniana para describir el comportamiento de los diferentes
sistemas, a diferencia de la mecanica cuéntica, los modelos moleculares
describen los atomos (ndcleos y electrones) como cargas puntuales con
pardmetros especificos al tipo de atomo.

Los pardmetros mencionados incluyen distancias de enlace, angulos de enlace,
cargas y constantes de fuerza, estos parametros son conocidos como campos de
fuerza, las interacciones entre los atomos de una gran cantidad de moléculas han
sido parametrizados en campos de fuerza. Estos parametros son trasferibles de
acuerdo a la similitud del entorno quimico en moléculas de interés bioquimico y
farmacéutico (Leach, 2001).

La mayoria de los campos de fuerza utilizados en modelamiento molecular se
interpretan en términos de cuatro tipos de interacciones inter e intra moleculares,
estiramiento del enlace, flexiones de angulo, rotaciones de un enlace (torsiones), e
interacciones no enlazantes. Dentro de estas Ultimas, se encuentran las de tipo
electrostatico y las de Van der Waals.

18
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Existen varios tipos de campos de fuerza como: MM1, MM2, MM3, MM4, CHARM,
y AMBER, entre otros. La ventaja que ofrecen los campos MM es que se
encuentran ampliamente parametrizados. CHARMM, se usa ampliamente en
pequefias y grandes moléculas. Por otro lado, el uso de AMBER y CHARMM es
muy comun en el estudio de macromoléculas. AMBER, en comparacion con
CHARMM, es un campo de fuerza méas detallado. Tanto CHARMM como AMBER
son propicios para trabajar con Gaussian 09, ya que, so6lo es necesario modelar el
polimero sin necesidad de describir el tipo de interacciones. (Lewars, 2011)

Con base en lo anterior, para el presente proyecto se decide trabajar bajo el
campo de fuerza CHARMM, en Gaussian 09. Este campo abarca una gran
cantidad de grupos quimicos presentes en las biomoléculas, incluido los
medicamentos, y esta disefiado para cubrir todas las combinaciones de los
grupos quimicos. (K. Vanommeslaeghe, 2010).

19



S

2
3>

UNIVERSIDAD

ICESI

5. Objetivos del proyecto:

5.1. Objetivo general:

Estudiar a nivel in silico la estabilidad del agregado molecular formado entre el
Metronidazol y los polimeros de sales potésicas (PAM-8,10, 12,14, 16, 18-K,).

5.2. Objetivos especificos:

5.2.1. Determinar las configuraciones estructurales de minima energia de los
polimeros de las sales potasicas de poli (dcido maléico-co-olefinas), (PAM-8,10,
12,14, 16, 18- Ky).

5.2.2. Identificar las conformaciones energéticamente mas estables del agregado
formado entre el Metronidazol y los polimeros de sales potasicas (PAM-8,10,
12,14, 16, 18- Ky).

5.2.3. Comparar y relacionar los resultados computacionales con los publicados
experimentalmente.

20



AR

2
3>

UNIVERSIDAD

ICESI

6. Metodologia:

6.1. Recursos computacionales:

El presente proyecto se realizé en las instalaciones de la Universidad Icesi, en el
area de Investigacion en Fisicoquimica (GIFQ). En ese lugar se cuenta con cinco
computadores, de los cuales se utilizo el siguiente:

e Un computador de escritorio:

4,00GB de Memoria RAM instalada

Dos procesadores Intel® Core™ Duo E8400 3,00 GHz
Disco Duro de 100GB

Sistema operativo Windows 7 Professional

O O O O

6.2. Programas computacionales:

e Gaussian 09

Gaussian 09 es un software computacional que, a partir de las leyes
fundamentales de la mecanica cuantica, predice las energias, estructuras
moleculares, frecuencias de vibracion y las propiedades moleculares de las
moléculas y reacciones en una amplia variedad de entornos quimicos. (Frisch, y
otros, 2009)

Este software, realiza calculos computacionales mediante la resolucion de
ecuaciones de movimiento las cuales describen el comportamiento de los
sistemas fisicos en términos de su movimiento como una funcién del tiempo. Para
esto utiliza el método numérico (integrador) conocido como Velocity Verlet.

El algoritmo de Verlet, utiliza las posiciones y las aceleraciones de las moléculas
en el tiempo (t), y el cambio de las posiciones al cambiar el tiempo (t-o0t) para
calcular las nuevas posiciones (t+dt). La desventaja de este método es que tiene
una precisiébn moderada, por otro lado es utilizado por ser sencillo y no utilizar gran
cantidad de memoria en la ejecucién de calculos. (Standard, 2015).

e GaussView 5.0:
Este programa permite construir mediante la utilizacion de interface grafica, el

sistema molecular de interés y a su vez, genera el archivo de entrada (Input file)
necesario para la realizacion de calculos en Gaussian 09.
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Una vez se realizan los calculos necesarios para un trabajo en particular, el
programa arroja un archivo de salida (Output file), que permite obtener informacion
del sistema molecular sin necesidad de visualizar en si, un archivo de salida, el
cual es extenso y puede ser dificil encontrar informacion.

6.3. Tratamiento de datos y andlisis de los resultados:

Para analizar los resultados se emple6 el archivo de salida (.log) que provee la
ejecucion del calculo de Gaussian 09. Los archivos .log contienen toda la
informacion de interés del sistema molecular estudiado. Un archivo de salida esta
conformado por bloques de diferente informacién, la seccion de interés muestra la
informacién en 12 columnas, en donde es de relevancia las columnas 1y 11, que
indica el numero de pasos (Steps) y la energia total del sistema molecular
(Energy), respectivamente.

Se tabularon dichas columnas en la herramienta de office, Excel 2010, se pasaron
a un archivo de terminacion *.txt, el cual es el formato que puede ser leido por
GNUplot, el cual es un programa que permite visualizar datos de manera
interactiva.

Basados en la informacion experimental publicada en (Salamanca, Barraza,
Acevedo, & Olea, 2007), donde se estudia la solubilizacion de tres medicamentos
comerciales en una matriz polimérica mediante la medicion del coeficiente de
particion (Ks) y la energia libre estandar (Ap°t), y la informacion obtenida de
manera experimental, en el presente trabajo, se puede realizar la comparacion de
algunos datos.

6.4. Propiedades a analizar:

En el presente estudio se analizaron los diferentes tipos de energia asociados al
proceso de minimizacién de los sistemas macromoleculares tales como: Van de
Waals, Stretching, Bending, Torsion, y Out of plane. Cada tipo de energia esta
asociado al tipo de movimiento o interaccién entre los diferentes atomos que
conforman un sistema. El tipo de energia da una idea del tipo de interaccion, ya se
atractiva o repulsiva, que se presenta dentro del sistema evaluado.
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7. Resultados

7.1. Eleccion de tipo de calculo:

Los programas utilizados en quimica computacional estan basados en diferentes
métodos de la quimica cuantica que resuelven la ecuacion de Schrodinger. Los
métodos que no incluyen ningun parametro empirico 0 semi-empirico en sus
ecuaciones (siendo derivadas directamente de principios teoricos, sin la inclusion
de datos experimentales), son llamados métodos ab initio, los cuales son muy
precisos, pero asi mismo demandan grandes cantidades de tiempo de computo y
memoria. Con base en lo anterior, se decide emplear un modelo semi-empirico,
teniendo en cuenta las limitaciones en cuanto a la pérdida de precision.

En contraste con los calculos ab initio, los calculos semi-empiricos realizan una
serie de aproximaciones y utilizan pardmetros obtenidos de manera semi-empirica
(pruebas llevadas a cabo mediante experimentacion cientifica), lo que disminuye
notablemente los requerimientos computacionales. (Clifford E. Dykstra, 2005).

Para este tipo de calculo se tienen diferentes tipos de parametros, tales como:
MNDO, AM1, SAM1, 6-21G, 6-31g, PM3-5-6, entre otros. Estos archivos poseen
las bases para realizar el calculo; PM6 es el ultimo archivo de parametros
desarrollado, incluyendo un nimero amplio de atomos que estan presenten en los
sistemas de interés en el presente proyecto. Las ventajas de la utilizacion de PM6
son que viene incorporado en la configuracion de Gaussian 09, acorta el tiempo de
calculo. Por otro lado esta la perdida de precisidén en los célculos, no se describen
con precision los orbitales moleculares de los sistemas, sino que determina la
geometria y la entalpia de formacion. (Stewart, 2007).

7.2. RMSD para la determinacién del minimo local o global:

El RMSD, (Root Mean Square Deviation), mide la variacion de la posicién en un
espacio definido. Teniendo en cuenta el objetivo de la minimizacién, que es buscar
el valor minimo de energia del sistema, cada variacién que se dé en la posicion
tridimensional de cada atomo, lleva asociado un cambio en la energia del sistema.
Por lo tanto, la cuantificacion de dicho cambio es medido por el RMSD. Un valor
grande del RMSD significa que las estructuras tridimensionales, al pasar de un
ciclo de calculo al siguiente, estan presentando un cambio brusco en el valor de la
energia. Por otro lado, cuando es cercano a cero significa que el sistema no
presenta cambios significativos, por ende, se asume que el sistema ha llegado a
un minimo local energético.
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7.3. Resultados de la minimizacion del dimero:

Al dibujar atomo por atomo la estructura tridimensional de cada dimero, es
necesario realizar una optimizaciéon de geometria. En la figura 3 se muestra la
geometria de partida, con una cadena lateral de 8 &tomos de carbono y al lado de
esta se encuentra la geometria final, la cual ya ha alcanzado el minimo de
energia. Los resultados obtenidos para cada dimero de cadenas laterales de 10,
12, 14, 16 y 18, son similares a lo presentado para el PAM-8; donde lo Unico que
cambia es la longitud de la cadena lateral.

Figura 1: Geometria inicial (Izquierda) y Geometria optimizada del PAM8
(Derecha).

Para obtener una buena aproximacion, se realiz6 un calculo semi-empirico con
una base PM6, para todos los dimeros de partida, que posteriormente seran
utilizados en la busqueda de la conformacion mas estable del agregado formado
por el sistema polimérico (dimeros) y los principios activos (Metronidazol y
Tinidazol), cuyas estructuras se encuentran en el repositorio virtual de la
universidad Icesi. (ftp://ftp.icesi.edu.co/caarango/)

A continuacion, en la gréfica 1, se muestra el resultado de las minimizaciones de
energia en donde se grafica el valor de la energia contra el nimero de pasos. Se
observa que en la mayoria de los casos, conforme aumenta la cantidad de grupos
metilenos (CH,) de la cadena lateral, el tiempo de célculo y el nimero de pasos
incrementa. Luego, en la grafica 2, se muestra el Root-mean-square deviation
(RMSD) en contra del numero de pasos de minimizacion, dicho valor permite
saber si el célculo de minimizacién alcanz6 un minimo local o global (valor minimo
de energia), se grafica en escala logaritmica, ya que esta permite visualizar los
resultados en una mejor escala.
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Gréfica 1: Minimizacién de energia para cada dimero de PAM-n, con n=8, 10, 12,
14, 16 y 18 4tomos de Carbono en la cadena lateral.
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Gréafica 2: RMSD (en escala logaritmica) contra el nimero de pasos en la
minimizacion de la energia del dimero PAM-12.
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7.4. Resultados de la minimizacion de los principios activos (Metronidazol
y Tinidazol)

Al igual que el caso anterior, es necesario optimizar la estructura tridimensional de
cada activo, en las figuras 4 y 5, se muestran las geometrias de partida y final,
para el Metronidazol y el Tinidazol, respectivamente. Las estructuras optimizadas
fueron utilizadas en el célculo de la energia de formacién de cada complejo.

Figura 2: Optimizacién del Metronidazol (Antes — Izquierda y Después — Derecha),
mediante un célculo semi-empirico (PM6).

Figura 3: Optimizacion del Tinidazol (Antes — Izquierda y Después — Derecha),
mediante un calculo semi-empirico (PM6).
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7.5. Resultados de la minimizacion por medio de dinamica molecular del
complejo formado por los diferentes dimeros de PAM y el
Metronidazol.

Para cada uno de los sistemas evaluados en este documento, se realizé la
optimizacion de las estructuras tridimensionales de los complejos. Con las
optimizaciones de los sistemas moleculares se busca tener una configuracion en
el espacio que tenga la menor energia posible, en otras palabras, que el sistema
alcance mayor estabilidad.

El calculo de la energia del sistema en cada paso de la optimizacion permite saber
si se alcanz6 un minimo de energia estable, cuando se tiene una desviacion del
valor de energia cercano a 0, se puede decir que el sistema alcanzo el equilibrio y
ese valor de energia es un minimo local o global del sistema.

Figura 4: Optimizacién del polimero PAM-08 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha), en la parte superior se encuentra el activo (Metronidazol).

Figura 5: Optimizacién del polimero PAM-10 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Metronidazol).
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Figura 6: Optimizacion del polimero PAM-12 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Metronidazol).

Figura 7: Optimizacién del polimero PAM-14 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Metronidazol).

Figura 8: Optimizacién del polimero PAM-16 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Metronidazol).
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Figura 9: Optimizacién del polimero PAM-18 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Metronidazol).

De la figura 6 a la 11, se muestran los resultados en la interface grafica para la
optimizacion de los complejos de PAM-08, -10, -12, -14, -16 y -18,
respectivamente.

En la gréfica 3 y 4, se muestran los resultados para la minimizacion de energia de
cada complejo formado entre los diferentes dimeros y el Metronidazol.
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Grafica 3: Minimizaciones de energia para cada complejo de PAM-n, con n=8, 10,
13, 14, 16 y 18 atomos de Carbono en la cadena lateral y el Metronidazol.
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Gréafica 4: RMSD (en escala logaritmica) contra el nimero de pasos en la
minimizacion de la energia del complejo formado por el Metronidazol y el dimero
de PAM-18.

7.6. Resultados de la minimizacion por medio de dindmica molecular del
complejo formado por los diferentes dimeros de PAM y el Tinidazol.

En esta parte del estudio, lo Unico que varia es el principio activo, para este nuevo
sistema se realizan los mismos célculos. Se determinan las configuraciones
tridimensionales de minima energia para los diferentes sistemas y se muestran
los resultados.

Con el objetivo de poder comparar los resultados computacionales, se realizan los
calculos de la formacién del complejo con el principio activo Tinidazol, puesto que
en la literatura se muestran los resultados obtenidos para este mismo activo.
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Figura 10: Optimizacion del polimero PAM-08 (Antes — Izquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior, encerrado en un circulo, se encuentra el activo
(Tinidazol).

Figura 11: Optimizacion del polimero PAM-10 (Antes — Izquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Tinidazol).

Figura 12: Optimizacion del polimero PAM-12 (Antes — Izquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Tinidazol).
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Figura 13: Optimizacién del polimero PAM-14 (Antes — Izquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Tinidazol).

Figura 14: Optimizacién del polimero PAM-16 (Antes — Izquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Tinidazol).

Figura 15: Optimizacién del polimero PAM-18 (Antes — lzquierda y Después —
Derecha) y en la parte superior se encuentra el activo (Tinidazol).

De la figura 12 a la 17, se muestran los resultados en la interface grafica para la
optimizacion de los complejos formados entre el activo (Tinidazol) y los dimeros de
PAM-08, -10, -12, -14, -16 y -18, respectivamente.

En la grafica 5, se muestran los resultados para la minimizacion de energia de
cada complejo formado entre los diferentes dimeros y el Tinidazol.

32



UNIVERSIDAD

Rt

.
¥ [CESI

"CMP8.txt" —
0.34 "CMP10.txt" — ]
"CMP12.txt" —
032 "CMP14.txt" — |
"CM P16. txt"
"CMP18.txt" —
_ 03 |
w
()
@@
=
s 028 |
==
©
[
2 026 ]
=
i
024 |
022 | |
02

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000

# Pasos

Gréfica 5: Minimizaciones de energia para cada complejo de PAM-n, con n=8, 10,
12, 14, 16 y 18 atomos de Carbono en la cadena lateral y el Tinidazol.
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Gréfica 6: RMSD (en escala logaritmica) contra el nimero de pasos en la

minimizacion de la energia del complejo formado por el Tinidazol y el dimero de
PAM-18.
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7.7. Resultados de las energias totales para los sistemas moleculares
formados entre los diferentes dimeros y los principios activos.

Como se ha mostrado antes, se calculd la energia por separado de cada dimero
(PAM-08, 10, 12, 14,16 y 18) y los activos (Metronidazol y Tinidazol), luego se
calcula la energia de formacion de cada complejo (Dimero + Activo). Para
determinar el cambio en la energia formacion de cada sistema, se calcula la
diferencia entre el complejo y la suma de las energias del dimero y el activo. Con
base en ello, se grafica el cambio en la energia de formacion de cada sistema
contra el numero de metilenos de la cadena lateral.

En la gréfica 7 y 8, se muestran las gréficas de la energia total para el complejo
formado entre el Metronidazol y Tinidazol, respectivamente. En la tabla 1 que se
muestra mas adelante, se presentan los resultados obtenidos experimentalmente
reportados por (Salamanca, Barraza, Acevedo, & Olea, 2007), dichos datos son el
punto de comparacion con los datos obtenidos en este estudio. Para hacer mas
visible la comparacion se grafican los valores de energia medida
experimentalmente para cada sistema, en donde varia la longitud de la cadena
lateral. (Ver grafica 9).

La energia libre de transferencia es un valor de energia medido
experimentalmente, cuyo significado evidencia el grado de afinidad del soluto con
el medio que lo rodea. Mark et. al. estudian el significado quimico de este
pardmetro y concluyen que los valores se relacionan Unicamente con el tipo de
interacciones atractivos entre el soluto y el solvente. (Mark F. Vitha, 2000).

Tabla 1: Datos experimentales del complejo formado entre el Tinidazol y el
polimero PAM-n, con n=8, 10, 12, 14, 16 y 18, la constante de distribucién (Ks),
energia libre de transferencia (kJ/mol).

n Ks | -kJ/mol | Energia (Hartrees)
844 26,6 -0,010108

10 | 523 25,5 -0,009690

12 | 346 24,4 -0,009272

14 | 253 23,6 -0,008968

16 | 197 23,0 -0,008740

18 | 153 22,5 -0,008550
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Tabla 2: Datos computacionales del complejo formado entre el Metronidazol y el
polimero PAM-n, con n=8, 10, 12, 14, 16 y 18, y la energia de formacion
correspondiente a cada sistema.

n Energia (Hartree)
8 -0,0203857
10 -0,0241638
12 -0,0195664
14 -0,0214561
16 -0,0209314
18 -0,0209069

Tabla 3: Datos computacionales del complejo formado entre el Tinidazol y el
polimero PAM-n, con n=8, 10, 12, 14, 16 y 18, y la energia correspondiente a cada
sistema.

n Energia (Hartree)
8 -0,0299670
10 -0,0275470
12 -0,0225235
14 -0,0242287
16 -0,0227697
18 -0,0214442

Grafica 7: Energia de formacién para los complejos de PAM-n y el Metronidazol,
obtenido de manera computacional.
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Gréfica 8: Energia de formacion para los complejos de PAM-n y el Tinidazol,
obtenido de manera computacional.
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Basado en los resultados experimentales publicados por el Salamanca, se extraen
los siguientes resultados y se grafican (Salamanca, Barraza, Acevedo, & Olea,
2007).

Grafica 9: Energia de formacion para el complejo entre el PAM-n, con n=8, 10, 12,
14,16 y 18 y el Tinidazol, obtenido de manera experimental.
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8. Discusion de los resultados

Se plante6 como objetivo de este proyecto estudiar a nivel in silico la estabilidad
del agregado molecular formado entre el Metronidazol y los polimeros de sales
potdsicas (PAM-8, 12, y 18-K2). Se estudiaron, adicionalmente, los sistemas
formados entre el Tinidazol y los polimeros (PAM-10, 14, 16-K2). Como se
menciona en los objetivos, nuestra intencibn es obtener resultados
computacionales de la formacion de los complejos antes mencionados y comparar
estos resultados con los experimentos reportados de sistemas similares.

Se modelaron computacionalmente dimeros de PAM con el principio activo,
obteniendo minimizacion de geometria molecular. Aunque se logro la optimizacion
del octdmero de PAM-8, -16-K; al formar el complejo con los principios activos se
observé inestabilidad numérica lo que no permitio llegar a la geometria de minima
energia para el complejo. Hasta donde se logré observar, la interaccidon
importante entre los activos y el polimero se daba sobre dos cadenas laterales
adyacentes. Por esta razon se decide modelar un dimero y continuar con los
calculos.

Los calculos semi-empiricos utilizados resultaron ser apropiados en el estudio.
Como método de partida se utilizé la base semiempirica PM6. Se empled este
método para la minimizacién de cada uno de los dimeros. En la figura 3, se
muestran los resultados de la minimizacién del dimero PAM-8, los &tomos de
potasio fueron sustituidos por hidrégenos en las posiciones sefialadas, ya que, al
realizar el célculo en vacio, no se observaba un cambio con respecto al potasio en
la estructura final de la minimizacion. Se observa que las cadenas laterales se
extienden, y la cadena principal se curva de manera helicoidal. Como se enuncia
en la seccion de resultados, se obtuvieron resultados similares para los dimeros
de 10, 12, 14, 16 y 18 grupos metilenos (-CH>-) en la cadena lateral.

En la grafica 1 se muestra el comportamiento que tiene el valor de la energia de
cada dimero conforme incrementa la complejidad del polimero. A medida que
aumenta el nimero de metilenos que conforman la cadena lateral, el valor de la
energia aumenta y el niumero de ciclos de calculo necesarios para lograr la
convergencia en el valor de esta, también. Los dimeros alcanzan un minimo
energético que brinda estabilidad local, i.e., los enlaces y angulos de enlaces
presentaran pequefias oscilaciones alrededor de esta geometria de equilibrio.

En la grafica 2, se muestra la variacion del gradiente de energia para la
minimizacion del PAM-18, cuando es modificada la configuracion tridimensional
del sistema, mediante el calculo del logaritmo en base 10 del RMSD. Este se
obtiene al tomar la medida del valor de la energia entre dos pasos del calculo.
Como se esta buscando la configuracion espacial mas estable, cada cambio en la
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configuracion lleva asociado un cambio en la energia del sistema, y esta puede
tomar diferentes magnitudes. El objetivo de este célculo es encontrar la estructura
de minima energia, que seria la mas estable, y que esta no presente una gran
variacion. En este caso, para el dimero de PAM-18, la minimizacion concluyo
cuando se dio una variacién en el quinto decimal (10°) que representa una
variacion del 0,1% en el valor de la energia. De la misma manera se determinoé la
configuracion tridimensional mas estable de los demas dimeros.

Los principios activos (Metronidazol y Tinidazol) utilizados en este proyecto tienen
un caracter apolar al igual que las cadenas hidrocarbonadas de los polimeros, por
lo tanto, ambos tendran escasa solubilidad en medio acuoso. En el estudio
realizado por el grupo de investigacion se concluyé que los polimeros derivados
del acido maléico formaban centros hidréfobos que favorecerian la solubilizacion
de principios activos en dichos centros. Por lo tanto, se esperaba que en la
simulacion de la formacién del complejo entre los activos y los polimeros, la
interaccion de estos, se diera por medio de las cadenas laterales y el activo como
tal.

De la figura 6 a la 11 se observa que el activo Metronidazol interactia mas
fuertemente con la cadena lateral (parte apolar) que con la cadena principal (parte
polar) del polimero. Ademas, se observa que el activo se posiciona de manera
paralela con respecto a la cadena lateral del dimero, lo que probablemente
maximiza la interaccidon entre dichas estructuras formando un complejo
energéticamente estable.

Al igual que en la minimizacién de los dimeros, en las graficas 3 y 4 se muestran
los resultados para la minimizacién de energia de cada complejo. Se observé que
en todos los sistemas, el valor de la energia aumenta conforme lo hace el tamafio
del sistema. De la figura 12 a la 17 se observan los resultados de la optimizacion
del complejo formado entre el PAM 8, 10, 12, 14, 16 y 18, y el Tinidazol. El activo
interactuaba mayormente con la cadena lateral del polimero. De forma similar al
comportamiento del Metronidazol, el Tinidazol se orienta de manera paralela a la
cadena lateral del dimero, lo que maximiza la interaccién con dicha estructura
formando un complejo energéticamente estable.

En la gréfica 6, al igual que para el dimero de PAM-18, se muestra la variacion del
gradiente de energia para la minimizacioén del complejo formado entre el PAM-18 y
el Tinidazol, cuando es modificada la configuracion tridimensional del sistema,
mediante el céalculo del logaritmo en base 10 del RMSD. En este caso, la
minimizacién del complejo concluyé cuando se dio una variacion en el quinto
decimal (10°) que representa una variacién del 0,1% en el valor de la energia. De
la misma manera se determiné la configuracion tridimensional mas estable de los
demas complejos.
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Experimentalmente se ha encontrado que los polimeros de PAM-nK, forman
aglomerados intramoleculares en medio acuoso, a medida que se aumenta el
caracter apolar de los polimeros aumentando la longitud de la cadena lateral, se
ve favorecida la formacién de dichos aglomerados (Salamanca Mejia, 2007).
Basandose en la informacion obtenida de manera experimental, en la tabla 1 se
evalla el comportamiento de la constante de distribucion de los Nitroimidazoles
entre las micelas y el medio acuoso, también se evalla la energia libre de
transferencia, la cual da una idea del tipo de interacciones entre las moléculas no
polares y el medio.

Experimentalmente se observa algo interesante, a medida que el caracter apolar
de los polimeros aumenta, la constante de distribucion o afinidad del activo
(Tinidazol) por el polimero se ve disminuida (Salamanca, Barraza, Acevedo, &
Olea, 2007). Por otro lado, la energia libre de transferencia aumentaba conforme
lo hacia la cadena lateral, lo que significa que a medida que el caracter apolar de
las moléculas (como activos y cadenas laterales) aumentaba, estas sentian mayor
repulsion por el medio acuoso y tendian a aglomerarse, reduciendo asi la
superficie de exposicion al medio. Ese aumento fue cuantificado para cada uno de
los sistemas evaluados y refieren un incremento en la energia del complejo con el
Tinidazol de aproximadamente 0,0003 Hartree por cada par de CH, adicional en la
cadena lateral; para el complejo con el activo Ornidazol, cuya estructura es muy
similar a la del Metronidazol, ese valor es de 0.0001 Hartree por par de grupos
metileno.

Computacionalmente se determiné la energia de formacion de los complejos, y se
encontr6 que esta tenia una relacién directa con el tamafio de las cadenas
laterales de los dimeros, es decir, a medida que el nimero de grupos metileno de
la cadena lateral se hacia mayor, el valor de la energia aumentaba. Comparando
los datos computacionales con los experimentales, se tiene que para ambos
casos, tanto la energia de formacién del complejo con el Metronidazol y el
Tinidazol aumenta conforme lo hace la cadena lateral.

Se observdé que la energia de formacion de los complejos era mayor (mas
negativa) que los resultados experimentales. También se observd que la
disminucién de la energia de formacién al aumentar la longitud de la cadena
lateral era positiva para ambos casos: computacional y experimental, sin embargo,
la pendiente computacional suele ser 5 veces mayor que la experimental.

La diferencia de energias de formacion entre lo computacional y lo experimental
se debe a que los célculos computacionales fueron llevados a cabo en vacio.
Cuando se realiza el calculo en vacio no se tienen en cuenta la energia de las
repulsiones electrostéticas entre las cargas que se generan, tampoco se tiene en
cuenta los efectos de solvatacion del polimero y los activos. Ademas, en solvente,
la presencia de moléculas de agua obstaculizaria la aproximacion entre los
principios activos y polimero disminuyendo la energia de formacion.
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Con base en lo anterior, y teniendo en cuenta las diferentes limitaciones
computacionales del presente proyecto, la utilizacion de célculos semi-empiricos
proveen aproximaciones a la realidad cuantica del sistema, por ende la precision,
con este tipo de calculos, es menor al compararla con los calculos ab initio.

Sistemas formados por polimeros muy grandes (octameros) y principios activos
como los tratados aqui requieren de una parametrizacion del campo de fuerza y
simulaciones ejecutadas en programas como el NAMD. Aunque estas
simulaciones son de gran interés en el campo de la tecnologia y fisicoquimica
farmacéutica, la magnitud de los célculos las hace imposibles para este proyecto
de grado. NO obstante la sola parametrizacién de las interacciones no enlazantes
entre los polimeros y los activos por si mismo seria un proyecto de grado
interesante.
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9. Conclusiones

Se determinaron las configuraciones estructurales mas estables de los dimeros de
PAM-8, -10, -12, -14, -16 y -18, mediante el uso de software Gaussian 09, el cual
resultd ser una herramienta bastante interactiva, puesto que no se hace necesario
el uso de comandos complejos para ejecutar un célculo, por otro lado se realizé la
simulacion de la formacion de complejos entre los polimeros de PAM-8, -10,- 12, -
14, -16 y -18, Metronidazol y Tinidazol.

Con base en la informacion obtenida, se concluye que hay relacién entre los datos
obtenidos de manera experimental y computacional. Se encuentra una relacion
entre los datos de energia libre de transferencia (experimentales) y la energia de
formacion (computacional), en ambos casos el valor de la energia aumenta a
medida que el polimero se hace mas grande.

No es posible concluir si existe una relacion entre la constante de distribucién, que
experimentalmente muestra que, a medida que aumenta el tamafo de la cadena
lateral, la afinidad de los activos se ve disminuida. En contraste, los datos de
energia de formacion de cada complejo obtenidos computacionalmente, muestran
gue a medida que se incrementa el tamafio de las cadenas laterales de los
polimeros el valor de la energia aumenta. El valor de la energia de formacion da
cuenta de cuanta energia se necesita para alejar el activo de las cadenas
laterales, es decir, a mayor valor de la energia mayor afinidad siente el activo por
el sitio apolar.
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10.Recomendaciones

Se recomienda incluir nuevas guias para el manejo de los nuevos
programas de computo, con el fin de permitir explorar todas las funciones
que estos traen.

Realizar la parametrizacion completa de sistemas poliméricos que
involucren las nuevas interacciones no enlazantes que se dan en este tipo
de sistemas, y asi mismo, explorar la posibilidad de obtener resultados
computaciones que se acerquen aun mas a los experimentales.
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Anexos

Anexo 1. Archivo de salida para la ejecucion del calculo de minimizacion del
PAMS para los 10 primeros pasos

o)

Ste | N | N K Max. RMS Max. RMS

p |S|D|RIQ Scale Force Force Disp. Disp. Energia | Flag
0.0333170 | 0.0070897 | 0.0333170 | 0.0070897 | 0.109545

1 | 0|0 |F|T| 1.00D+00 3 5 3 5 3
0.0333170 | 0.0070897 | 0.0199403 | 0.0042432 | 0.099387

2 | 0|0 |F|F]| 599D-01 3 5 4 3 2
0.0260734 | 0.0040252 | 0.0570577 | 0.0113329 | 0.097730

3 | 0|0 |F|T| 245D+00 4 1 9 8 2
0.0260734 | 0.0040252 | 0.0074128 | 0.0014723 | 0.092790

4 |0]|0|F|F]| -1.30D-01 4 1 1 5 8
0.0191836 | 0.0028250 | 0.0545979 | 0.0098606 | 0.092679

5 | 0|0 |F|T| 2.70D+00 0 2 6 3 4
0.0191836 | 0.0028250 | 0.0259446 | 0.0046857 | 0.092369

6 | 0|0 |F|F| -475D-01 0 2 9 2 7
0.0180548 | 0.0024668 | 0.0292173 | 0.0051749 | 0.091021

7 |0]0|F|T| 1.38D+00 7 7 9 0 4
0.0180548 | 0.0024668 | 0.0095645 | 0.0016940 | 0.089485

8 |0]|0|F|F| 3.27D-01 7 7 8 5 6
0.0078320 | 0.0017114 | 0.0413733 | 0.0068689 | 0.089386

9 | 0|0 |F|[T]| 2.72D+00 3 8 4 6 7
0.0078320 | 0.0017114 | 0.0103024 | 0.0017104 | 0.088605

10 | 0 | 0 |[F|F | -2.49D-01 3 8 4 5 8

Anexo 2: Tiempos de calculo para la optimizacion de las geometrias de los

dimeros de PAM

Dimero | Tiempo de calculo
PAMOS8 4 h 3min 35s
PAM10 9h 13min 3s
PAM12 10h14min 29s
PAM14 13h 2min 22s
PAM16 20h 4min 35s
PAM18 23h 9min 17s
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Anexo 3. Disefo de las macro-estructuras en GausView 5.0

Para este proyecto no se disponia de un modelo de una base de datos como
Protein Data Bank (PDB), para cargarlo directamente al programa. Por lo tanto, se
disefiaron los polimeros, atomo por atomo, utilizando el “Builder” del programa.
(Ver figura 1).

GaussView 5.0 ofrece una paleta de todos los atomos de la tabla periddica
(Ventana superior izquierda), en el ejemplo mostrado se ha seleccionado el atomo
de Carbono, cuando este es seleccionado, en esa misma ventana en la parte
inferior, aparecen las diferentes configuraciones en las que puede unirse ese
atomo, seleccionada, en azul, se encuentra la configuracion tetraédrica. Por
altimo, un clic en la ventana inferior izquierda, que es la interfaz grafica, plasma la
seleccion realizada anteriormente.

De esta manera se realiza el disefio de cada polimero utilizado en el presente
trabajo. Una de las ventajas de este programa, es que directamente desde la
interface grafica se pueden ejecutar los calculos.

X

= File Edit View Calculate Results Windows Help
X He| [l CEI@ 3k § 3@ CotonTerchedal  [L]| =<3 & [P F | % B[ 4 &
@@@ YEES@ 5 XDDX|S |(2d ARLF TS
@@@@ #9E| & %o Ocfat Scheme) [ @ G- 57 H -
ler Fragment: Carbon Tetrahedral
a) 5] (7 () () o) ) e (1 e e G o o] 5] () ] ff >
(1] [v] (2] [no] (Mo [Te] [Ru] (Rn] [pa] [Ag] [ca] [in] [sn] [sb] [Te] [1] [xe]
(B2] [ta] (1] (ra] (W] [Re] (o8] [ic] [Pt] (au] o (1] [Pe] [Bi] (Po] [At] [Ral
Re] [e] [Re] o] [sa] (0] [Fs] ]
[Ce] (Pr] [Na] [pm] f5m] (Eu] [&d] (o] (By] [Ho] (Er] [Tm] [¥e)] [Lu)
(1h] [Pa] (U] (Ne] [pu] fam] fem] (B [cr] [Es] [Fm] ] o] [1r]
Select Carbon Fragment:
el
Atom _— ) N R«

Figura 16: Interface gréfica para la construccién de nuevas moléculas. La ventana
de GaussView 5.0, a la derecha. Paleta de atomos de la tabla periddica, parte
superior izquierda. Interface grafica, parte inferior izquierda.

e Ejecucién de célculos en GaussView 5.0:
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Una vez llevado a cabo el “dibujo” del sistema, la misma interface grafica,
mediante un clic abre un cuadro de dialogo que permite realizar la configuracion
del calculo de Gauss, alli se proporcionan las diferentes opciones de célculo y
funciones del programa. En este cuadro es posible escoger entre optimizaciones,
frecuencias, espectros de resonancia magnética nuclear (RMN), entre otros. Al
finalizar toda la configuracién es posible correr Gaussian para generar un Output
file. (Ver figura 2)
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Figura 17: Interface grafica para la ejecucion de calculos en Gaussian. Ventana
de GaussView 5.0, a la izquierda. Interface gréfica, parte inferior derecha. Ventana
para ejecucién de célculos, parte superior derecha.

e Obtencién de archivos de salida de GaussView:

Una vez haya concluido el tiempo de ejecucién del calculo seleccionado, se
producen dos tipos de archivos, *.chk (checkpoint) y un archivo *.log (log file). El
primero de ellos es un archivo de chequeo en donde se almacena las geometrias
y energias, entre otros, bajo un formato binario que se va actualizando conforme
avanza el calculo. Por otro lado, el archivo .log es el archivo de registro en donde
se contiene el resultado final del célculo realizado.
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