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Resumen

Las terapias modernas enfocadas al tratamiento de enfermedades de-
generativas se encuentran enmarcadas en un nuevo concepto denominado
terapias dirigidas, en las cuales se emplean macromoléculas como vehiculos
para transportar los farmacos dentro del torrente sanguineo. Una carac-
teristica muy importante de este tipo de macromoléculas es la capacidad de
reconocimiento hacia las células patégenas, asi mismo, una gran ventaja de
esta nueva terapia es el hecho de que la toxicidad debido al mismo farmaco
dentro del organismo humano disminuye notablemente. Un enfoque que se
le estd dando a esta nueva terapia es su estudio mediante simulaciones com-
putacionales con dinamica molecular, la cual permite conocer la dinamica
de los farmacos y de las macromoléculas empleadas como vehiculos.

Conocer la dindmica de los farmacos en solventes similares a los fisiolo-
gicos es importante, y para ello utilizamos una herramienta conocida como
campos de fuerza; ya que estos campos de fuerza describen las interacciones
entre los atomos que conforman la molécula y las interacciones entre la
molécula con otras moléculas. Por lo que, pueden describir adecuadamente
el comportamiento de los fArmacos en ambientes fisioldgicos.

En el presente trabajo se estudia la dindmica del fArmaco metotrexa-
to, ya que este farmaco se emplea en el tratamiento de artritis reumatoide,
carcinomas de cuello y cabeza, leucemia, etc. La dindmica del metotrexato
se estudié mediante la construccion del campo de fuerzas propuesto en esta
tesis, el cual trata a esta molécula como una sola estructura rigida constitu-
ida por 51 dtomos. Este campo de fuerzas utiliza enlaces angulares, enlaces
dihedrales, enlaces van der Waals y mantiene fijas las distancias entre los
atomos.

Para establecer las bases que nos permitan el estudio del sistema plantea-
do, en el capitulo 2 se introducen los aspectos generales de la terapia dirigi-
da, asi como una breve descripcién de las macromoléculas empleadas como
vehiculos y también se habla de los farmacos, en particular nos referimos al
metotrexato. En el capitulo 3 se establecen conceptos basicos referentes a las
simulaciones computacionales y se estudia el método que emplea la dindmi-
ca molecular para describir la dindmica de todo el sistema. En el capitulo
4 se describen matemaéaticamente los potenciales de interaccién tanto po-
tenciales intermoleculares (de largo y corto alcance) como intramoleculares.
En el capitulo 5 se presentan los campos de fuerza empleados para simular
los dos solventes estudiados en este trabajo (agua y DMSO) y reportados
en otros trabajos, asi mismo se presenta el campo aqui propuesto para el
metotrexato.
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Finalmente en el capitulo 6 se presentan los resultados obtenidos para
nuestro campo de fuerzas cuyo resultado mas significativo es mostrar la
solubilidad del metotrexato en dimetil sulféxido mientras que no lo es en
agua, ésta es una de las predicciones experimentales mas relevantes de la
tesis. En el capitulo 7 se presentan las conclusiones.
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Capitulo 1

Conceptos generales

Una de las principales preocupaciones de la medicina moderna es el poder
lograr una mayor esperanza de vida unida a una calidad de vida 6ptima.
Enfermedades terminales degenerativas como la diabetes, el cancer, el VIH
nos recuerdan que aun hay mucho trabajo por hacer. Ya que si bien, se
cuenta con tratamientos médicos para estas enfermedades también es cierto
que estos no son curativos y en algunos casos son hasta agresivos para el
paciente.

Con base en lo anterior, actualmente se estan desarrollando nuevas te-
rapias enfocadas en el empleo de medicamento eficiente, y lo que se busca
con medicamento eficiente es aquel farmaco capaz de aniquilar inicamente a,
las células patégenas. La técnica utilizada para lograr este fin es la llamada
terapia dirigida.

La terapia dirigida consiste en utilizar macromoléculas (Fig.1.1) como
vehiculos para el transporte de medicamento en el cuerpo humano [1, 2],
ademas estas macromoléculas pueden ser capaces de reconocer a las células
patégenas [3].

Una de las ventajas del conjugado “vehiculo-farmaco” es que este dis-
minuye la cantidad de droga en el metabolismo y reduce la toxicidad en el
sistema, a su vez mantiene en un rango 6ptimo los niveles de farmaco dentro
del torrente sanguineo con lo que se reducen danos colaterales propios de
las terapias convencionales [4]. Por otro lado estos complejos son capaces de
estimular al sistema inmune para la destruccion de células enfermas.
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A

Figura 1.1: Esquema de un vehiculo-farmaco multifuncional, donde las lineas en zig-
zag son partes flexibles de la molécula que permite conexiones, las formas ovaladas rojas
son moléculas capaces de emitir luz debido a reacciones biolégicas, las formas azules son
fdrmacos y las verdes son sensores de la muerte celular (Adaptada de [4]).

1.1. Macromoléculas

En la terapia dirigida no sélo el vehiculo es una macromolécula, el farma-
co en si mismo también lo es. Una de las ventajas de las macromoléculas
empleadas en la terapia dirigida es que pueden ser sintetizadas en un labora-
torio por lo que éstas son adaptadas a las necesidades que se nos presenten.

Entre las caracteristicas que deben poseer las macromoléculas en la tera-
pia dirigida cabe mencionar que sus tamafios y disefios deben ser semejantes
a las de las biomoléculas (Fig.1.2) ya que con estas propiedades son capaces
de interaccionar con una gran variedad de las mismas.

1.1.1. Macromoléculas empleadas como vehiculos

Segun las estructuras de las macromoléculas, éstas pueden dividirse en
dos tipos, las lineales y las ramificadas. En la experimentacién son mucho
més utilizadas las estructuras ramificadas [6] ya que en la naturaleza estas
estructuras son utilizadas para realizar funciones que necesitan ser poten-
cializadas. Por ejemplo, el sistema nervioso central y el cerebro consisten en
una gran cantidad de células con estructuras dendriticas cuya finalidad es
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obtener el mayor intercambio posible de material e informacién provenientes
del cuerpo [5].

La razén por la cual las estructuras ramificadas son mucho més estu-
diadas que cualquier otro vehiculo estd sustentada en la propiedad de que
un tipo especifico de ellas (los dendrimeros, de los cuales se hablard maés
adelante) poseen estructuras globulares bastante parecidas a las de varias
biomoléculas (Fig.1.2), ademéds son muy eficaces al momento de crear enlaces
estables con los fairmacos.
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Figura 1.2: El tamaiio de los dendrimeros puede ser controlado por medio de la inge-
nierfa molecular para lograr que se parezcan en tamano a enzimas, anticuerpos y proteinas
globulares. Las generaciones (G) 3.0, 4.0 y 5.0 del dendrimero Poly(amidoamina) (PA-
MAM) coinciden en tamafio y forma a la insulina, citocromo C y la hemoglobina respec-
tivamente (Adaptada de [4]).
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1.2. Farmacos en terapias contra el cancer

Las terapias actuales contra el cancer incluyen farmacos que eliminan
células de rapida replicaciéon ya sean cancerigenas o sanas. Dentro de las
células sanas encontramos células del cabello, revestimiento de estémago,
médula Osea, etc. La muerte de las células no cancerigenas puede ser ex-
tremadamente dolorosa para el paciente, por lo que al unir este tipo de
farmacos a un vehiculo (macromolécula) para su transporte se busca dirigir
los efectos del farmaco tnicamente a las células patégenas [4].

Existe una gran variedad de farmacos utilizados en los conjugados far-
maco-dendrimero por mencionar algunos, encontramos el Paclitaxel (Taxol)
el cual induce la apoptosis mediante su unién a microtubulos; por lo ante-
rior una gran variedad de conjugados ha sido sintetizada y asi aumentar la
especificidad del Taxol a células cancerigenas. El dendrimero mas utilizado
para formar conjugados con el Taxol es el dendrimero PAMAM [4].

Otro ejemplo de mucha importancia clinica es el antigeno T, el cual
es un antigeno producido por las células tumorales que provoca respuesta
inmune; niveles en sangre por encima de la media del antigeno T pueden ser
indicadores de cancer. El antigeno T ha sido unido a varios dendrimeros, por
ejemplo al PAMAM G1-G4, formando conjugados con el fin de producir un
farmaco que pudiera interactuar con los receptores del antigeno T presentes
en las células cancerigenas y de este modo poder interferir con su crecimiento
haciendo reaccionar anticuerpos contra el antigeno T [5].

El metotrexato es otro farmaco muy utilizado para la formacién de con-
jugados que generalmente se suele unir al PAMAM y es sobre este farmaco
que enfocamos nuestro estudio [7].

1.2.1. Metotrexato

El metotrexato (MTX) es un antimetabolito de la familia de los folatos
(Fig.1.3). Este inhibe competitivamente a la enzima dihidrofolato reductasa
la cual es responsable de convertir el acido félico a tetrahidrofolato, que es un
cofactor necesario para la transferencia de un carbono en muchas reacciones
metabdlicas. Algunas de estas reacciones afectan la proliferacién celular,
incluyendo la sintesis de dcido timidilico y de los precursores nucleétidos del
DNA y RNA.

La inhibicién de la timidilato-sintasa es el efecto mas importante del
metotrexato, resultando una inhibicién de la sintesis del DNA y la sub-
secuente muerte celular. Los efectos inhibidores del metotrexato depen-
den de sus concentraciones intracelulares, por lo que los tejidos con mayor

4
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metabolismo celular y crecimiento maés rapido son los mas afectados. Entre
las células mas afectadas encontramos a las células cancerigenas, los tejidos
neopléasicos, los foliculos capilares, las células epiteliales del tracto digestivo

y las células de la médula 6sea.
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Figura 1.3: Estructura de Lewis para la molécula del metotrexato

El metotrexato es practicamente insoluble en agua y en alcohol pero es
soluble en dimetil sulf6xido (DMSO), lo que trae como consecuencia que su
capacidad para una difusién pasiva sea limitada. Por ello, la introduccién de
iones de sustancias activas a través de la piel ha sido empleada para lograr
la liberacién transdermal de dicho farmaco. Sin embargo, esta administra-
cion via electricidad causa danos irreversibles en la piel. A pesar de que el
MTX ha demostrado su utilidad en tratamientos para la artritis reumatoide,
carcinomas de cuello y cabeza, leucemia, etc., sus aplicaciones clinicas son
limitadas debido a su toxicidad, por lo que recientemente el metotrexato ha
sido conjugado a numerosos vehiculos, incluyendo dextrinas, dendrimeros y
nanoparticulas [4, 8.

Sin embargo, para que el MTX se una a dendrimeros (por ejemplo el PA-
MAM es uno de los més utilizados) es necesario que los grupos aminos de la
superficie del dendrimero sean glicidilatados. El dendrimero debe ser parcial-
mente acetilado en agua destilada cuya reaccién es estimulada con glicidol.
Finalmente el MTX se hace reaccionar con 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)car-
bodiimida en una mezcla de dimetilformamida seca y dimetil sulfé6xido (DM-
SO) bajo una atmoésfera de nitégeno [4].

Esta ultima mezcla de dimetilformamida seca y DMSO se agrega gota
por gota a una solucion de agua destilada que contiene el dendrimero glicidi-
latado. En la ultima etapa de la sintesis, los grupos aminos terminales son
totalmente acetilados para prevenir interacciones electrostaticas no deseadas

5
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[4].

1.3. Formacion de conjugados farmaco-vehiculo

Para llevar a cabo la sintesis de los conjugados anteriormente menciona-
dos; muchas veces es necesario realizarlas en presencia de ciertos solventes.
Por ejemplo, para la sintesis del conjugado Taxol-poli(amidoamina) es nece-
sario que sus componentes se encuentren en presencia de cloruro de metileno.
Del mismo modo, el metotrexato puede utilizar como solvente al dimetil
sulféxido para que se una a otras macromoléculas.

Como el metotrexato es insoluble en agua, es necesario realizar la sintesis
de sus conjugados en presencia de DMSO y ya formado el conjugado, este
puede ser trasladado a medios fisioldgicos.

La mayoria de estos estudios se realizan de manera experimental; sin em-
bargo un andlisis interesante que se puede realizar sobre la terapia dirigida,
aparte del experimental es realizar simulaciones computacionales.

Estas simulaciones se pueden ajustar a las mismas condiciones que el
experimento, con lo que es posible reproducirlo y ademas durante la simu-
lacion podemos observar en algunas ocasiones detalles que en el experimento
no nos es permitido por los instrumentos de medicién con los que contamos
actualmente.

Hoy en dia se han estudiado simulacionalmente varios farmacos para
complementar la parte experimental [4]. El apoyo hacia el estudio de este
tipo de simulaciones se da gracias a que al conocer la dindmica del farmaco
tedricamente es posible optimizar su rendimiento en la préactica.

Las macromoléculas empleadas en la mayoria de simulaciones del tipo
vehiculo-farmaco son las de estructura ramificada. La razén de lo anterior
se basa en el hecho de que experimentalmente son estas las estructuras que
mejores resultados brindan con respecto al reconocimiento de las células
patogenas.

Dentro de las estructuras ramificadas encontramos a los polimeros y co-
mo una clase de polimeros, a los dendrimeros. Los segundos son los que
cuentan con un mayor nimero de simulaciones [9], como ejemplo de den-
drimeros estudiados computacionalmente encontramos el PAMAM [10], los
dendrimeros de polialquiliésteres, los dendrimeros de poliéter alifatico, etc.

En este trabajo solo nos enfocaremos en simular el comportamiento del
farmaco metotrexato en dos solventes. De las presentes simulaciones, se pre-
tende tener més informacién del comportamiento de este farmaco en estos
solventes para poder entender su estructura y dindmica en ambientes donde

6
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sea capaz de interaccionar con otras moléculas. Al simular correctamente
la dindmica del farmaco podemos determinar el tipo de macromolécula que
necesita el medicamento para realizar un enlace estable y dar mayor infor-
macion a los experimentos.

De este modo, al mejorar el rendimiento de los medicamentos es posible
contar con terapias mucho mas efectivas e incluso podria hablarse de una
“cura” para enfermedades que no cuentan con una.
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Capitulo 2

Principios de simulacion
computacional

Dentro de las herramientas con las que contamos hoy en dia para el
estudio de sistemas experimentalmente complicados encontramos a las si-
mulaciones computacionales, las cuales nos ayudan a estudiar problemas
tanto en la fisica, en la quimica, la biologia y en ciencias interdisciplinarias.
Dentro de los sistemas experimentalmente complicados las simulaciones por
computadora han dado resultados cada vez mas importantes, por ejemplo,
actualmente se ha llegado a simular la divisién celular, aunque de una sola
célula: la Mycoplasma genitallium [11].

Existen dos metodologias muy usadas en las simulaciones computaciona-
les clasicas, la dindmica molecular (DM) [12, 13, 14] y el método de Monte
Carlo (MC) [13, 14]. Para estas simulaciones existen varias técnicas que nos
permiten reducir el tiempo de cémputo, algunas de estas técnicas son: grano
grueso (coarse-grained en inglés), &tomo unido, etc.

La dindmica molecular es una técnica que analiza la evolucién en el tiem-
po de los movimientos moleculares utilizando como base matematica a la
mecénica cldsica. La dinamica molecular puede considerar todos los atomos
que conforman a las moléculas sin embargo esto resultaria costoso computa-
cionalmente y por ello a veces se utilizan técnicas que utilizan seudodtomos
para disminuir el niimero de atomos, entre estos métodos encontramos el
modelo de dtomo unido [15].

Mas alla de las diferencias metodoldgicas que puedan existir entre las
técnicas, lo que define la aproximacién del modelo con la teoria es el uso de
un potencial de interaccién adecuado para nuestro sistema.

9
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2.1. Dinamica molecular

El método de dinamica molecular consiste en resolver numéricamente las
ecuaciones cldsicas de movimiento para un sistema de N particulas con masa
m; y posiciones r; a través de la segunda ley de Newton.

dQI‘Z’
F,=m;— 2.1

= 2.1)
donde el término F; = Zj\;Z(F”) representa la fuerza sobre la particula
i debido a la particula j. Ya que la fuerza que actia sobre una particula
depende de la posicion del resto, las ecuaciones de todas las particulas estan
acopladas. En general las fuerzas que actian sobre un sistema de particulas
se deben a potenciales descritos de la siguiente manera:

U(r) :Zug(ri,rj) + Z ug(rs, rj,r) + ... (2.2)
i>j i>j>k
donde el término us es la contribucién debida al potencial intermolecular en-
tre dos particulas, us la contribucion del potencial entre tres particulas, etc.
Sabemos que la mayor contribucién a la energia potencial se debe al poten-
cial entre dos particulas por lo cual los otros términos de la ec. (2.3) suelen
despreciarse. Asi, las fuerzas que actian sobre las particulas del sistema se
pueden tratar con potenciales por pares U(r;;), esto es:
AU (r;j) r4j
Fij = Uy ry (2.3)
d?"z'j Tij
La ec. (2.3) nos dice que la simulacién mediante dindmica molecular
depende de un adecuado potencial U(r;;) capaz de describir eficientemente
las interacciones existentes entre las particulas de todo nuestro sistema.

2.1.1. Algoritmos de integracién

Para poder resolver las ecs. (2.1) y (2.3) se emplean métodos de diferen-
cias finitas. El método de diferencias finitas consiste en calcular las posiciones
y velocidades a un tiempo ¢+ At, donde At es un intervalo de tiempo finito,
durante el cual se supone que las fuerzas que actian sobre las particulas
son constantes. Por consiguiente, las ecuaciones de movimiento se resuelven
paso a paso integrandolas a cada intervalo At.

La mayoria de los métodos de diferencias finitas tienen como base un
desarrollo en serie de Taylor de la variable a propagar, por ejemplo la variable
x de la posicién puede expresarse como:

10
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dot) ny o4 L4
dt n! dt®

Esta serie debe ser acortada para poder utilizarse de modo sencillo,
aunque este modo de utilizar la ec. (2.4) produce un error del orden de
(At)"*1. De este modo se observa que el error por truncamiento depende
del tamano de paso de la integracién, por lo que si se tiene un tamano de
paso que no permite que los errores se amplifiquen se puede observar que
las magnitudes fisicas han de fluctuar en torno al valor inicial.

Uno de los algoritmos maés utilizados para la integracion de las ecuaciones
de movimiento es el algoritmo de Verlet. Este algoritmo esta basado en la
expresion del vector de posicién r; a los tiempos At y —At mediante un
desarrollo en serie de Taylor:

z(t+ At) = x(t) +

At (2.4)

ri(At) = 1:(0) + vi(0) At + %a(O)AtQ +o (2.5)

ri(t — At) = 1:(0) — vi(0) AL + %a(O)AtQ -~ (2.6)

donde v; son las velocidades de las particulas. Al sumar las ecs. (2.5) y (2.6)
tenemos:

ri(At) = 2r;(0) — ri(—At) + a(0)At% + O(Ath) (2.7)

la cual es la expresiéon para obtener las posiciones de las particulas. Es
importante notar que este método no utiliza las velocidades para obten-
er las nuevas posiciones. Sin embargo, es ttil disponer de ellas para calcular
propiedades del sistema, tales como la energia cinética, temperatura, etc.
Podemos obtenerlas restando las ecs. (2.5) y (2.6) obteniendo:

ri(At) — ri(—At) = 2v;(0)At + O(At?) (2.8)
de donde, despejando la velocidad v;(0) tenemos

I'Z‘(At) — I‘i(—At)
Varias modificaciones al método de Verlet han sido propuestas y una de
ellas es el algoritmo de “Leap-Frog”, el cual es el algoritmo empleado en la
realizacién de este trabajo. El algoritmo de “Leap-Frog” queda establecido

a través de las siguientes ecuaciones:

r(t+ At) =r(t) + (t + %At)vAt (2.10)

11



2.1. DINAMICA MOLECULAR

vt + %At) —v(t— %At) +a(t)At (2.11)

donde la posicién r(t), la aceleracién a(t) y la velocidad v(t — £ At) se supo-
nen conocidas. La ec. (2.11) se implementa al inicio de las simulaciones
y proporciona la velocidad a un tiempo posterior intermedio v(t + %At)
(Fig.2.1). En esta etapa se puede calcular las velocidades actuales mediante:

v(t) = % it + %At) vt — %At) (2.12)

Con la ecuacion anterior las energias cinética y potencial pueden ser
calculadas en el mismo instante.

¢ [o5]

v
a

t+dt t-dt t+dt t-dt | t

Figura 2.1: Algoritmo de “Leap-Frog”.(Adaptada de [13])

2.1.2. Condiciones iniciales

El primer paso en las simulaciones de dinamica molecular es definir las
posiciones de las particulas del sistema, estas posiciones pueden ser aleatorias
en un principio. Las configuraciones iniciales pueden comenzar de varias
formas por ejemplo, pueden presentar una estructura regular ordenada casi
cristalina o una configuracién aleatoria en la cual se haya realizado una
bisqueda de minima energia del sistema.

Se ha observado que los resultados de la simulacién son independientes
del arreglo cristalino del cual se parta. Una vez asignadas las posiciones de
todas las particulas del sistema, también deben ser especificadas las veloci-
dades iniciales de las particulas. Las velocidades iniciales pueden ser cero o
calculadas a partir de un ajuste a la distribucién de Boltzmann.

2.1.3. Condiciones periddicas de frontera

Un aspecto importante de las simulaciones es el tamano de los sistemas.
Por ejemplo, cuando se realizan simulaciones con un nimero N pequeno
de moléculas se presentan fendémenos de superficie que pueden alterar los
resultados. Una forma de evitar el problema es implementando la técnica
conocida como condiciones periddicas de frontera (Fig. 2.2).

12



2.1. DINAMICA MOLECULAR

Esta técnica coloca al sistema dentro de una celda, denominada celda
central, la cual se encuentra rodeada por réplicas exactas de si misma conoci-
das como las celdas imagenes formando una red infinita. Las celdas imagenes
contienen las mismas particulas que la celda central llamadas particulas
imdagenes.

Durante la simulacién las particulas imagenes se mueven exactamente
igual a las particulas de la celda central. De este modo, si una particula de
la celda central la abandona por alguna de sus caras, su imagen de la cara
opuesta entra a la celda central (Fig.2.2). Asi, el sistema no tiene paredes
fisicas, evitando de este modo los efectos de superficie y manteniendo el
numero de particulas constante. Si bien se ha creado un sistema periddi-
co infinito s6lo es necesario almacenar los datos de los dtomos de la celda
central, pues los de las imagenes pueden deducirse facilmente a partir de
ellos.

o o o

. . \ . \

\ Y - \ M

— | —— =

J " J

o
—+<D» \.ﬁ_.. -~

\ - L A

2 J

o o o

. S, Ly °, . N
— \ &— e — F O W

" “J “J

‘ ‘ . ‘ .

Figura 2.2: Esquema de las condiciones periédicas de frontera, la celda sombreada
representa a la celda central del sistema (Adaptada de [13]).

Al implementar las condiciones periédicas de frontera se requiere evaluar
la fuerza que se ejerce sobre cada particula debido a las otras particulas. En
principio se han de incluir las interacciones con las particulas imagenes. Si
estas fuerzas de interaccién son de corto alcance (tipo Lennard-Jones) se
puede considerar que la particula en cuestiéon se haya en el centro de una
celda con las mismas dimensiones que la celda original y sélo interactia con
las particulas que estdn dentro de esta caja (Fig.2.3).

Por lo anterior tenemos que la particula que se encuentra en el centro de
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2.1. DINAMICA MOLECULAR

la celda interactiia con las particulas imdgenes mas proximas dentro de una
distancia que identificamos como radio de corte. Este método se denomina
criterio de la minima imagen. Para fuerzas de largo alcance no es posible
aplicar esta aproximacién ya que las fuerzas son todavia intensas en base a
las longitudes tipicas de las cajas utilizadas en las simulaciones de dindamica
molecular. Para calcular tales fuerzas existen métodos eficientes como las
sumas de Ewald (este método se describe en el capitulo posterior).

2.1.4. Truncamiento del potencial

Como se menciond anteriormente, simular sistemas de muchas particulas
tiene un alto costo en lo que se refiere a tiempos de computo. Por ello se
han buscado alternativas que reduzcan los tiempos de simulacién, una de
las técnicas empleadas con este fin es el truncamiento del potencial.

En presencia de potenciales de corto alcance es posible disminuir el
nimero de interacciones empleando una distancia de corte de potencial 7.
de tal modo que a distancias mayores a ésta, el potencial se considera nulo
o despreciable. Por lo tanto, no se evaldan las interacciones entre pares de
particulas separadas por distancias mayores que la del r., lo que define un
potencial truncado.

La eleccion de un r. de cierto modo fija un valor minimo para el tamano
de la celda central, pues por consistencia con el criterio de la minima imagen
r. debe ser menor o igual a la mitad de la arista de la caja de simulacién
(3L)-

Sin embargo, la utilizacién del r. implica el calculo de todas las distancias
interatémicas y su comparacion con 7. para decidir si se toma en cuenta o
no dicha interacciéon. Un método para reducir el nimero de distancias a
comparar es la Lista de vecinos de Verlet. La lista de vecinos lo que
hace es definir una esfera adicional de radio r; mayor que la esfera de corte
y almacenar una lista con las posiciones de las particulas contenidas en su
interior.

Donde 7; ha de ser lo suficientemente grande como para que en un cierto
nimero de pasos de integracién no penetren dentro de la esfera de la lista
particulas que estaban inicialmente fuera de la misma. El r; que suele em-
plearse en simulaciones de dindmica molecular es r; ~ 7. 4+ 0.30 (donde o es
el didmetro atémico). Esta lista ha de actualizarse periédicamente ya que
después de cierto tiempo el movimiento de las particulas es suficiente para
penetrar en la esfera de la lista.

14
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. 24
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o

Figura 2.3: Esquema de la minima imagen.(Adaptada de [13])

La mayoria de las cantidades fisicas de interés se hallan bajo las condi-
ciones de los ensambles termodinamicos NVT y NPT, por lo cual se utilizan
algoritmos especificos para mantener en las simulaciones la presién y/o tem-
peratura constantes.

2.2. Termostato de Berendsen

Para mantener constante la temperatura del sistema se utiliza la técnica
de un termostato, el cual se introduce como un término adicional en las
ecuaciones de movimiento del sistema. Por ejemplo la rutina de “Leap-Frog”
(seccién 2.1.1) con la implementacién de este termostato queda como:

v(t+ %At) - [v(t - %At) + a(t)At] ) (2.13)

Para nuestros sistemas utilizamos el algoritmo de Berendsen [16] en el
que la temperatura se lleva hasta un valor deseado mediante un escalamiento
de las velocidades:

x(t) « [1+ Al) < To )]é (2.14)
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donde 77 es una constante de tiempo y T'(t) tiene la forma de la temperatura
instantanea del sistema en el tiempo t. Este algoritmo corrige la desviacion
del sistema con respecto a una temperatura Tp segun la ec. (2.15):

dIr Ty —T

a7
donde 7 es la constante caracteristica de decaimiento exponencial. En este
método la magnitud del acoplamiento se puede variar y adoptar segiin el
problema que se esté tratando; para equilibrar el sistema 7 puede variar entre
0.001 ps hasta 0.5 ps lo cual depende del potencial molecular y del sistema.
El termostato de Berendsen conserva el momento pero no la energia.

(2.15)

2.3. Barostato de Berendsen

Para mantener constante la presién del sistema, al igual que experimen-
talmente se emplea un barostato. Para nuestras simulaciones utilizamos el
barostato de Berendsen [16]. Este algoritmo reescala las coordenadas y el
vector base de la caja de simulacién cada n,. pasos de integracion, con una
matriz p, que lleva a cabo una relajacion de la presion a primer orden con
respecto a una presién de referencia Py segun la ec. (2.16)

P Py—P
— =0 (2.16)
dt Tp
La matriz de escalamiento p estd dad por
NpcAt
i = 0ij = —o—Big{ Poij — P (1)} (2.17)
P

donde  es la compresibilidad isotérmica del sistema; en general, es suficiente
considerar una aproximacién razonable al valor de § y en el caso isotrépico
la matriz es diagonal.
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Capitulo 3

Potenciales de interaccion

Como ya se menciond la principal contribucién a la energia potencial se
debe al potencial intermolecular entre dos particulas (Capitulo 2.1). Por lo
tanto, la energia potencial total de un sistema de N particulas esféricas, sin
estructura interna, estd dada por

UrN) = ug(ry;) (3.1)

1>7

donde r;; =| r;j | es la distancia relativa y r;j = r; —r; es el vector de
posicién relativa.

Para sistemas complejos donde se simulan moléculas con sus dtomos no
sélo se consideran potenciales entre las moléculas sino que también se con-
sideran los potenciales entre los 4tomos de una misma molécula. Lo anterior
da como resultado que los potenciales de interaccion suelen dividirse en dos
tipos de contribucion:

U(I‘) = Uintﬂl(ra 97 ¢) + Uinter(r) (32)

donde Ui €s el potencial intramolecular que representa la interaccion en-
tre &tomos de una misma molécula, mientras que Ujpzer €s el potencial inter-
molecular que representa la interaccion entre moléculas diferentes. Existen
varios potenciales intramoleculares e intramoleculares utilizados para de-
terminar la energia configuracional total de un sistema molecular. La repre-
sentacion de estos potenciales es lo que se conoce como campos de fuerzas.
Los potenciales utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

17
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Nbond Nangle
U(Tlv T2y ey TN) = Z Uband(ibondv Ta, Tb) + Z Uangle (ianglea TasTb, TC)
Thond=1 iangle:1
Ndined N-1 N
+ Z Udihed(idiheda TayThy Te, rd) + E Z Upair(iaja |ri - Tj|)
tdihed=1 =1 j7>1

(3.3)
donde los primeros tres términos de la derecha representan el potencial in-
tramolecular y el tltimo término representa el potencial intermolecular. Gra-
cias a los potenciales intramoleculares tenemos moléculas més préximas a
la realidad.

3.1. Potenciales intramoleculares

Los grados de libertad considerados para estos potenciales son, la distan-
cia de enlace, el angulo de enlace que se forma entre tres atomos adyacentes
y el dngulo de torsién que se forma entre los planos de cuatro atomos con-
secutivos de una molécula.

3.1.1. Potencial de enlace

Estos potenciales describen explicitamente los enlaces entre dos dtomos
especificos y se encuentran inicamente en funcién de la distancia (Fig.3.1).
Existe una gran variedad de potenciales de enlace [16] como por ejemplo: el
potencial armoénico, cuya ec. se presenta a continuacion:

Ulry) = 5 (rig = 70)? 3.4

donde 7;; es la distancia entre los &tomos 7 y j, ¢ es su distancia de equilibrio
v k es la constante de vibracion.

3.1.2. Restricciones para la distancia

Cuando la molécula que se estd simulando presenta una rigidez alta y por
lo tanto se pueden despreciar las vibraciones entre &tomos los potenciales de
enlace se pueden fijar a un valor de g, con lo que el par de atomos siempre
se encontrara a la misma distancia. Esto se aplica iinicamente a atomos de
la misma molécula. Las fuerzas tipo van der Waals y electrostaticas entre el
par de atomos aun esta presente.

18
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3.1.3. Potencial de angulo

Estos potenciales describen el enlace flexible entre tres atomos especificos
y se encuentran en funcién del dngulo que forman los enlaces en los dtomos.
Los potenciales de dngulo estan relacionados con la estructura de la molécula
(Fig. 3.1). Existe una gran variedad de potenciales de dngulo como lo son
como por ejemplo el potencial arménico [16] cuya ec. es:

U(b38) = (00— 00)? (35)

donde 6,1, es el dngulo de enlace entre los atomos 4, j y k, tp es el angulo
de equilibrio y k es la constante de vibracién.

3.1.4. Potencial de angulos dihedrales

Estos potenciales describen las interacciones derivadas de las fuerzas de
torsién en las moléculas, por lo que también son conocidos como potenciales
de torsion. Estos requieren la especificacién de cuatro posiciones atomicas.
Los potenciales de torsién son incluidos con el propdsito de conservar la
geometria molecular en conformaciones predeterminadas (Fig.3.1). Existe
una gran variedad de potenciales de torsién como por ejemplo el potencial
COSeno cuya ecuacion es:

U(dijin) = A[l + cos(mjjrn — 0)] (3.6)

donde ¢;;i, es el angulo de torsién entre los dtomos i, j, k y n.

Figura 3.1: Geometria de una cadena simple molecular, se ilustra la definicién de
distancia interatémica r23, enlace angular 0234, y el dngulo de torsién ¢1234. (Tomada de
[17)).
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3.2. Potenciales intermoleculares

De manera general, las fuerzas intermoleculares por pares dependen de
la distancia y de la orientacién relativa entre las moléculas. Los potenciales
intermoleculares presentan varios tipos de contribucion al potencial total del
sistema y las contribuciones que empleamos para nuestro sistema son:

1. Potencial de corto alcance. El origen de estas interacciones es pura-
mente cuantico. Cuando dos moléculas se juntan lo suficiente como
para que sus nubes electréonicas se superpongan se observa que los
electrones no ocupan el mismo estado cuantico, por lo cual se presenta
un fenémeno de repulsién. Ademéds, al reducirse el apantallamiento de
los nicleos cargados positivamente estos se repelen entre si.

Las fuerzas de corto alcance presentan la caracteristica de que son
repulsivas a distancias cortas, atractivas a grandes distancias y cero
cuando la distancia intermolecular es infinitamente grande [18]. En
la Fig. 3.2 se aprecian los parametros caracteristicos de estos poten-
ciales: la energia minima (¢) también conocida como la profundidad
del potencial, la separacién a la cual la energia potencial es cero (o).

u(r)

Figura 3.2: Esquema que muestra el potencial de interaccién por pares para moléculas
esféricas. Donde §,, es la distancia a la cual se encuentra el minimo de potencial, o es la
distancia a la que el potencial es cero y € es la profundidad del potencial.

2. Potencial de largo alcance. Electrostaticas, se originan en las fuerzas
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de Coulomb e incluyen a las interacciones entre cargas, dipolos per-
manentes, cuadrupolos, octupolos, etc.

3.2.1. Potencial de Lennard-Jones (LJ)

Es un tipo de potencial de corto alcance, se trata del potencial mas
empleado en las simulaciones ya que describe razonablemente bien las inte-
racciones moleculares y las interacciones tipo van der Waals.

ven=s(7)"- ()]

donde el significado de o y de € se discutieron anteriormente (Fig. 3.2) y r;;
es la distancia entre sitios distintos de dtomos distintos.

3.2.2. Potencial de Coulomb

Es un tipo de potencial de largo alcance, este potencial decae lentamente
con la distancia alcanzando valores apreciables incluso en posiciones muy
alejadas. Esto hace que el alcance de este potencial sea mayor que la mitad de
la arista de las cajas cominmente utilizadas en las simulaciones. La energia
potencial electrostatica o de Coulomb entre dos cargas moleculares esta dada
por:

U, = 1 dia4;jb

= 3.8
47T60 Tiajb ( )

donde €y es la permitividad en el vacio y 7, la distancia relativa entre
la carga g;, del dtomo a en la molécula i, y g, la carga del dtomo b en la
molécula j.

Debido a que el alcance de este potencial es mayor que la mitad de la
arista de las cajas habituales de simulacion no es posible realizar un trun-
camiento del potencial. Sin embargo, existe un método eficiente para calcu-
lar las interacciones electrostaticas en un sistema periédico infinito conocido
como sumas de Ewald.

El método de sumas de Ewald consiste en transformar una serie lenta
y condicionalmente convergente en la suma de dos series que convergent
rapidamente mas un término constante:

1_6, 1 _TG(T) + Cte (3.9)
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. . ., . G(r .
donde G es una distribucién gaussiana de cargas, (r) representa al espacio

T
real (r) y #(T) representa al espacio de Fourier (k), esta ecuaciéon decae
rapidamente con r y k. La ecuacion 3.8 puede reescribirse segiin el método

de Ewald como:

Ue = % DD i Y gieerfe(briag) /Tiago

i a  j#i b

— % Z Z Z Giagiver f (KTiaib) /Tiaib
; i a bta (3.10)
+ 5 2 QM Sh)S(-h)

h0
K
S EYT

donde erf(x) es la funcién error y erfc(x) es la funcién error complemen-
taria, k es un parametro de convergencia arbitrario. La eleccién adecuada
del parametro x permite utilizar un nimero moderado de vectores k para
modelar el espacio reciproco.

Los dos primeros términos de la ecuacién 3.10 se deben al potencial del
sistema de cargas puntuales apantalladas que se calculan en el espacio re-
al. El tercer término se debe a la distribucién compensadora y se calcula
en el espacio reciproco sumando sobre los vectores h = 27n/L%. El tltimo
término es conocido como la autocorrecion de la energia. Una descripcién
fisica de esta ecuacion es que cada punto con carga en el sistema se ve apan-
tallado por una distribuciéon de carga gaussiana de igual magnitud pero de
signo contrario. Para contra-restar esta distribucion de carga, una segunda
distribucién de carga gaussiana del mismo signo y magnitud que la dis-
tribucién original es agregada a cada carga. Los términos del espacio estan
definidos como:

S(h) _ Z Z qiaeihria
% a
Tigjb = Yia — Tjp
En este trabajo se utilizé el método Smoothed Particle Mesh Fwald, el
cual es una modificaciéon de las sumas de Ewald. En el método SPME los
términos en el espacio real son calculados de la misma manera que en el
método normal de las sumas de Ewald. En cambio, la suma en el espacio
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reciproco esta representada en una celda rectangular tridimensional y re-
quiere una Transformada de Fourier Rapida en 3D (FFT) la cual debe ser
distribuida sobre todos los procesos.
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Capitulo 4

Campos de fuerzas

En este capitulo se presentan los campos de fuerza que empleamos en la
construccion de nuestros sistemas. En un principio hablamos de los campos
del agua y del DMSO, los cuales ya son conocidos y se encuentran reportados
en la literatura. Después de que se presentan estos campos, utilizamos el
formalismo discutido anteriormente para construir el campo de fuerzas del
farmaco metotrexato.

El metotrexato es un sistema que involucra un nimero relativamente
“grande” de particulas ya que se trata de una macromolécula constituida
por 55 atomos. Entre las caracteristicas de esta molécula encontramos que
es soluble en DMSO y capaz de disminuir la concentracién de acido félico
en el organismo humano provocando asi la muerte celular, en particular se
emplea para provocar la apoptosis de células cancerigenas y de esto podemos
deducir la importancia de su estudio. El propédsito de este trabajo es mostrar
que el campo de fuerzas propuesto aqui, es lo suficientemente adecuado como
para reproducir la dindmica del metotrexato en distintos solventes ya que
se planea utilizarlo en futuros proyectos involucrando polimeros conjugados
como vehiculos moleculares.

4.1. Campo de fuerzas para la molécula de agua

En el presente trabajo se utilizé el modelo simple point charge model
(SPC) [19] para simular las interacciones entre la moléculas de agua, aunque
existe una gran variedad de modelos TIP3P [20], SPC/E [21], etc. En este
modelo la molécula de agua presenta tres sitios de carga concentrada en
donde los atomos de hidrégeno se encuentran cargados positivamente y el
atomo de oxigeno estd cargado negativamente [19]. Este modelo tiene po-
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tenciales ajustados a datos experimentales, es bueno en predecir la densidad
del agua en estado liquido y gaseoso. Asi mismo es de los modelos que mejor
predice la presién de vapor y liquido.

Los pardmetros del SPC se presentan en la Tabla 4.1 a su vez un esquema
de este modelo puede verse en la Fig.4.1

Tabla 4.1: Tabla que muestra los pardmetros para el modelo SPC.

’ Atomo ‘ O ‘ H ‘
Distancia a H | 1.000 | 1.633
e (Bl 0.155 | 0.000
o (A) 3.166 | 1.7818
Qe -0.820 | 0.410
2q
q g

Figura 4.1: Esquema de la molécula de agua para el modelo SPC (Adaptada de [19].)

4.2. Campo de fuerzas para la molécula de DMSO

El dimetil sulf6xido (DMSO) es un liquido orgdnico altamente polar y
miscible en un amplio rango de solventes orgdnicos como el agua, alcohol,
cetonas, etc [22]. Se trata de un solvente polar que disuelve tanto com-
puestos polares como compuestos no polares y tiene un punto de ebullicién
relativamente alto de 189 °C', a su vez puede formar complejos en sistemas
biologicos. Otras de sus caracteristicas son: bajo nivel de toxicidad, y es
inodoro. Presenta una densidad de 1.1004 g/em?3.
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O

S
/N
CH; CH;

Figura 4.2: Estructura de Lewis para la molécula de dimetil sulféxido

Como el DMSO es un solvente muy utilizado en quimica y en bioquimica
este aparece en muchas simulaciones de sistemas bioquimicos. El modelo
que utilizamos en este trabajo es una modificacién del modelo llamado 1995
[23], el cual es capaz de reproducir las propiedades termodindmicas en si-
mulaciones con campos de reaccién o cuando se utilizan sumas de Ewald
para tratar las interacciones electrostaticas [24]. Sin embargo existen otros
campos de fuerza para el DMSO: P2 [25], GROMOSS87 [26], OPLS [25], NPS
[25], GROMOS96 [27].

Este modelo utiliza la técnica de dtomo unido aplicado a los grupos C'H3
por lo que en lugar de tener 10 sitios cuenta solamente con 4 sitios. Se trata
de un modelo rigido que no cuenta con grados de libertad intramoleculares
por lo que la energia potencial total es igual a la energia no enlazante,
mediante este campo se pueden calcular propiedades termodindmicas y de
transporte para el DMSO liquido. Los parametros del campo se presentan
en la tabla 4.2.

Tabla 4.2: Esta tabla fue adaptada de [24], para la construccién de esta molécula se
utilizé el modelo de cuerpo rigido. Las distancias corresponden a angulos de enlace de
106.75° (O-S-CH3s) y 97.4° (CHs-S-CH3s).

| Atomo | s | o |cH;s]
Distancia a O (A) 1.53
Distancia a CHs (A) | 1.95 | 2.80 | 2.93

e (Ealy 0.309 | 0.409 | 0.225
o (A) 3.56 | 2.63 | 3.74
ge 0.117 | -0.437 | 0.160
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4.3. Potenciales de interacciéon para el metotexato

En el Capitulo 3 se mencionan de manera general los potenciales que
se usan en moléculas que requieren varios grados de libertad como el sis-
tema estudiado en este trabajo. El metotrexato se trata de un modelo en
donde los enlaces entre atomos se mantienen rigidos por lo que el potencial
de enlace se omite. A continuacién se presentan explicitamente los poten-
ciales intramoleculares e intermoleculares que se usan para la molécula de
metotrexato:

Ulrije) = Y ﬁ(93‘z‘kz —00)* + Y A[l + cos(meijun — 0)]

2
"‘24 <0>12 <a>6 +Z 1 qig; (4.1)
¢ Tij Tij 4 €0 Tij '
donde el primer término hace referencia al potencial de angulo, el segundo
representa al potencial de torsion, el tercero es el potencial de Lennard-Jones
y el dltimo es el potencial de Coulomb.

Para poder resolver las ecuaciones de movimiento se determinaron los
parametros necesarios para cada potencial. Los pardametros que establecimos
fueron tomados de trabajos anteriores en los cuales se construyen Campos
de fuerza para acidos nucléicos, proteinas y moléculas organicas [13, 14].
Para poder definir una correspondencia entre las moléculas de estos trabajos
y la de metotrexato se utilizaron las clasificaciones de dtomos que presentan
ambos articulos. En la Tabla 4.3 se muestra los criterios que se toman en
cuenta para determinar cada tipo de atomo.

Con la clasificacion mostrada en la tabla 4.3, la molécula de metotrexato
quedé definida como se presenta en la Fig. 4.3. En esta figura se puede
apreciar la presencia de dos cuerpos rigidos, esta suposicion estd basada en
el hecho de que los anillos confieren rigidez a esas areas.

Tabla 4.3: Tabla que muestra los diferente tipos de dtomos. Aqui sélo se presentan los
tipos que se utilizaron para el metotrexato. Tomada de [29].

atomo ‘ tipo ‘ descripcién
carbono | C2 carbono con hibridacién sp? y dos hidrégenos
C3 carbono con hibridacién sp? y tres hidrégenos

CA | carbono aromatico sp? en un anillo de seis miembros
con un substituyente
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CI carbono sp? en un anillo de seis miembros
entre dos nitrégenos “NC”

CB | carbono aromatico sp? en la interseccién de un anillo
de cinco miembros y uno de seis miembros

CD | carbono aromético sp® en un anillo de seis miembros
con un hidrégeno

CH carbono con hibridacién sp® y un hidrégeno
C carbono carbonil sp? y carbono aromético con un
substituyente hidroxil
nitrégeno | N2 nitrégeno sp® en grupos N Ho
NC nitrégeno sp? en anillos de seis miembros con
pares libres
N nitrégeno sp? en grupos amida
oxigeno O oxigeno carbonilico
02 carbéxilo
hidrégeno | H hidrégenos en amidas
HO hidrégenos en hidroxil u oxigenos de agua
H2 hidrégeno del grupo N Hs
HC hidrégeno atado a carbono

Cuerporigido

Figura 4.3: Figura en donde se muestran los diferentes tipos de dtomos para el
metotrexato. Dentro de la molécula existen dos cuerpos rigidos.
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4.4. Parametros para el campo de fuerzas del me-
totrexato

Con los d4tomos ya clasificados se buscaron los parametros correspondien-
tes para la molécula, al igual que la clasificacién de dtomos los pardmetros
se obtuvieron de las referencias [29, 30]. Mas adelante se muestran estos
parametros para cada uno de los potenciales empleados en el metotrexato.

4.4.1. Parametros para los potenciales de enlace

En general nosotros consideramos a la molécula de metotrexato como
una sola estructura rigida por lo cual las distancias entre los atomos se
mantuvieron fijas. En la Tabla 4.4 se muestran los valores que se utilizaron
para las distancias entre los 4&tomos de la molécula.

Tabla 4.4: Valores para las distancias entre los dtomos de la molécula de metotrexato.
(Tomada de [29, 30])

’ enlaces \ ro(A) H enlaces \ ro(A) ‘
CA-C2 | 1.510 || C2-HC | 1.090
C2-N2 | 1.463 || C3-N2 | 1.463
C3-HC | 1.090 || CA-N2 | 1.340
C-0 1.229 C-N 1.335
N-H 1.010 || CH-N | 1.449
CH-HC | 1.090 CH-C | 1.522
C-02 1.250 || O2-H2 | 0.960
CH-C2 | 1.526 | C2-C2 | 1.526
C2-C 1.522

4.4.2. Parametros para los potenciales de angulo

Los parametros utilizados para los potenciales de d&ngulo (primer término
de la ecuacién 4.1) se presentan en la Tabla. 4.5. En la eleccién de estos
parametros se buscé mantener la flexibilidad de las partes de la molécula
que no fueron definidas como cuerpo rigido (Fig.4.3).
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Tabla 4.5: Se presentan los pardmetros para los enlaces tipo angular donde k es la
constante de vibracién de la ecuacién armoénica y Oeq = ik — 6o (Tomada de [29, 30]).

eulice [ R [ oy [ onlioe [ RGIT) | o |
CD-CA-C2 140.0 120.0 || N2-CA-CD 140.0 116.6
CA-C2-HC 100.0 109.5 || HC-C2-N2 60.0 118.0
CH-C2-C2 126.0 112.4 C-C2-C2 126.0 112.4
C2-N2-C3 100.0 118.0 | C2-N2-CA 100.0 123.2

CA-N2-C3 100.0 123.2 | N2-C3-HC 60.0 118.0

HC-C3-HC 70.0 109.5 O-C-N 160.0 122.9
CH-C-02 130.0 117.0 || 02-C-02 160.0 126.0
C-N-H 70.0 119.8 H-N-CH 76.0 118.4
N-CH-C 126.0 110.1 || N-CH-HC 60.0 118.0
C2-HC-C 126.0 111.1 || N-CH-C2 160.0 109.7

4.4.3. Parametros para los potenciales de angulos dihedrales

Los pardmetros utilizados para los potenciales de torsién (segundo térmi-
no de la ecuacién 4.1) se presentan en la Tabla. 4.6. En la eleccién de estos
parametros nuevamente se buscé mantener la flexibilidad de las partes de la
molécula que no fueron definidas como cuerpo rigido (Fig.4.3).

Tabla 4.6: Pardmetros para los enlaces de torsién donde A tiene relacién con los
componentes de Fourier, m es la multiplicidad y X representa cualquier tipo de dtomo
(Adaptada de [13, 14]).

’ potencial dihedral ‘ A(moklcf; =) ‘ ) ‘ m ‘
X-CA-C2-X 0.0000 0.0000 | 2.0000
X-C2-N2-X 0.0000 0.0000 | 3.0000
X-N2-CA-X 6.8000 180.00 | 2.0000

X-C-N-X 10.000 180.00 | 2.0000
X-N-CH-X 0.0000 0.0000 | 3.0000
X-CH-C-X 0.0000 0.0000 | 2.0000
X-C-02-X 1.8000 180.00 | 2.0000
X-CH-C2-X 2.0000 0.0000 | 3.0000
X-C2-C2-X 0.0000 0.0000 | 3.0000
X-C2-C-X 0.0000 180.00 | 3.0000
X-C-02-X 1.8000 180.00 | 2.0000
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4.4.4. Parametros para el potencial de Lennard-Jones

Los parametros utilizados para el potencial tipo Lennard-Jones se pre-
sentan en la Tabla. 4.7. De igual manera que los parametros correspondien-
tes a los potenciales intramoleculares, los parametros para este potencial se
obtuvieron de las ref. [13, 14].

Dentro de los potenciales de Lennard-Jones encontramos los parametros
relacionados a los términos cruzados, los cuales ejemplifican la interaccién
entre diferentes “clases” de atomos. En nuestro caso representan las intera-
cciones entre los distintos grupos de dtomos que tenemos. Para calcular los
términos cruzados se utilizaron las reglas de Lorentz-Berthelot:

—_

0ij = 5(0i = 7j;)

eij = (eiej;) '

(4.2)

Para los términos cruzados se utiliza las reglas de Lorentz-Berthelot, en la
Tabla. 4.7 se muestran los parametros de Lennard-Jones correspondientes a
los grupos que utilizamos. No es el propésito de este trabajo mostrar todos
los términos cruzados ya que son 136 términos y esto sdlo nos ocuparia
bastante espacio.

Tabla 4.7: Pardmetros para el potencial de Lennard-Jones (Adaptada de [29, 30]).

potencial de LJ ‘ e((keal) ‘ o(A) ‘

mol
CA 0.120 | 3.700
C2 0.120 | 3.850
C3 0.150 | 4.000
CI 0.120 | 3.700
CB 0.120 | 3.700
CD 0.120 | 3.700
CH 0.090 | 3.700
C 0.120 | 3.700
NC 0.160 | 3.500
N 0.160 | 3.500
O 0.200 | 3.200
02 0.200 | 3.200
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H 0.020 2.000
HO 0.020 2.000
H2 0.020 2.000
HC 0.038 2.750

4.4.5. Cargas para el potencial de Coulomb

Para el potencial de Coulomb no se conté con ninguna referencia ya que
en la literatura no se encuentra reportado ni un solo campo de fuerzas que
describa al metotrexato. Para resolver este problema se calcularon las cargas
parciales de la molécula mediante el software “Gaussian 09”, en particular
se utiliz6 el analisis orbital de enlace natural (NBO).

Se seleccioné este método pensando en que sélo se buscaba una primera
aproximacion para las cargas. Aunque “Gaussian 09” por defecto propor-
ciona las cargas de Mulliken se preferi6 utilizar las NBO ya que las primeras
acarrean mas errores pues sobrestiman el cardcter covalente de los enlaces y
los valores de las cargas cambian si se hace variar la base (este concepto se
define mas adelante) utilizada para el célculo.

El andlisis orbital de enlace natural consiste en estudiar todas las posibles
interacciones entre los orbitales ocupados y vacios, estimando su importancia
energética con la teoria de perturbaciones de segundo orden. La distribucion
de las cargas parciales es calculada a partir de las ocupaciones de los distintos
orbitales, estas configuraciones se aproximan a estados atémicos ideales en
los que pueden observarse configuraciones excitadas.

Gaussian 09

Gaussian 09 (G09) es un programa de quimica computacional mediante
el cual podemos calcular varias propiedades. Para indicarle a G09 qué es lo
que buscamos es necesario especificarlo en el archivo de entrada, este archivo
de entrada contiene varias caracteristicas del calculo que deseamos obtener
pero en este trabajo sélo nos enfocamos en la elecciéon del método y la base
que se emplearon para calcular las cargas parciales del metotrexato.

Para el metotrexato se utilizé el método MP2 [31] el cual realiza calculos
mediante Hartree-Fock y la base 6-31g que es la base que usualmente se
emplea en moléculas organicas .

Finalmente al estudiar las cargas parciales se observd que en los grupos
CH, la suma general de las mismas era casi cero, por lo que en estos grupos
se utilizé el modelo de atomo unido que consiste en crear un seudo atomo
C en lugar del grupo CHs, lo anterior se pudo realizar gracias a que este
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grupo es inerte. Con lo anterior se redujo la molécula de metotrexato de 55
atomos a 51 (Fig.4.4).

Cuerporigido

Figura 4.4: Representacién esquemética de los 51 d4tomos para el metotrexato.

4.4.6. DL_POLY2

Es un paquete de subrutinas, programas y archivos de datos, disefiado
para facilitar las simulaciones dindmicas moleculares de macromoléculas,
polimeros, sistemas iénicos, soluciones y otros sistemas moleculares en una
distribucién de memoria paralela. Algunos de los sistemas que DL_POLY2
es capaz de simular son: sistemas atomicos simples, mezclas, iones no po-
larizables, iones y moléculas polarizables, moléculas rigidas simples, iones
rigidos, polimeros con enlaces rigidos, macromoléculas, sistemas biolégicos,
moléculas con enlaces flexibles, metales simples y aleaciones, sistemas cova-
lentes, etc.

Como DL_POLY?2 se trata de una paqueteria hay que tener en consid-
eracion que necesita de ciertas partes para tener un funcionamiento correcto,
entre las cosas que necesita tener se encuentran: un sistema molecular, un
campo de fuerzas para el sistema molecular en cuestiéon y condiciones de
frontera. Las funciones del campo de fuerzas tienen una amplia variedad
de formas analiticas y por esta razén, el campo de fuerzas de DL_POLY2
estd disenado para ser adaptado a diferentes sistemas [16].
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Capitulo 5

Resultados

La dindmica molecular del metotrexato fue estudiada mediante la apli-
cacién del campo de fuerzas cuya construccion se mencioné en el Capitu-
lo 4. Los aspectos que se analizaron de esta dinamica fueron: densidades,
coeficientes de difusiéon y funciones de distribucion radial obtenidas de las
simulaciones realizadas en este trabajo. De las propiedades anteriores nue-
stros resultados fueron comparados con valores ya reportados. El principal
objetivo de este andlisis es construir la molécula de MTX capaz de mostrar
su comportamiento observado experimentalmente como lo es el hecho de que
es soluble en DMSO.

Los resultados que obtuvimos fueron producto de simulaciones con dina-
mica molecular cuyo tiempo total de célculo abarcé 7 ns. Estas simulaciones
comenzaron una vez que el sistema se encontraba ya en equilibrio. Las simu-
laciones se realizaron a partir de dos sistemas. En el primero se introdujeron
9 moléculas de metotrexato en una caja cibica de 70 A por lado llena de
agua (11,432 moléculas de agua) cuya configuracion inicial se muestra en
la Fig. 5.3. Para el segundo se introdujeron 9 moléculas de farmaco nueva-
mente en una caja cibica de 70 A por lado llena de dimetil sulféxido (2,744
moléculas) y su configuracién inicial se muestra en la Fig 5.6.

Ambas simulaciones se llevaron a cabo a temperatura y presién con-
stantes NPT utilizando el paquete de dindmica molecular DL_POLY _2 [16].
La temperatura T'=298 K y la presiéon P=1 atm se mantuvieron constantes
utilizando el método de Berendsen y se utilizé un radio de corte de 10 A
para las interacciones de van der Waals.
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(@) t=0 (b) t=0

Figura 5.1: Configuracién inicial para el sistema con agua y los 9 formacos. Se presen-
tan dos diferentes vistas, como se puede apreciar en los ejes mostrados. En estas figuras
se omiten los dtomos de hidrégeno del agua para apreciar el arreglo de las moléculas de
metotrexato.
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Figura 5.2: Configuracién inicial para el sistema con DMSO y los 9 firmacos. En
estas representaciones se omitieron los grupos C'Hs del DMSO para apreciar mejor las
moléculas de metotrexato. Se presentan dos diferentes vistas, como se puede apreciar en
los ejes mostrados.

Asi mismo, se construyeron otras dos estructuras con los mismos paramet-
ros de los sistemas anteriores pero con posiciones iniciales diferentes para
los farmacos (Figs. 5.9 y 5.12). Con ello se busca mostrar la independencia
de los resultados con respecto a las condiciones iniciales del sistema.
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(a) t=0 (b) t=0

Figura 5.3: Nueva configuracién inicial para el sistema con agua y los 9 farmacos. Se
presentan dos diferentes vistas, como se puede apreciar en los ejes mostrados. En estas
figuras se omiten los &tomos de hidrégeno del agua para apreciar el arreglo de las moléculas
de metotrexato.

(b) t=0

Figura 5.4: Nueva configuracién inicial para el sistema con DMSO y los 9 formacos.
Se presentan dos diferentes vistas, como se puede apreciar en los ejes mostrados. En estas
figuras se omiten el grupo CHs del DMSO para apreciar el arreglo de las moléculas de
metotrexato.

5.1. Perfil de densidad

En este apartado se describirdn los datos obtenidos al calcular los perfiles
de densidad de masa en las direcciones “X”, “Y” y “Z” con la finalidad de
obtener informacién acerca del comportamiento del metotrexato en los dos
solventes: agua y DMSO.
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Para fines préacticos se establece el procedimiento para calcular el perfil en
el eje “Z”, el mismo procedimiento se extiende para las otras dos direcciones.
Este perfil se determina calculando la densidad local a lo largo de la longitud
de la caja de simulacién en la direccién “Z” para lo cual se divide al sistema
en intervalos de tamano Az. Si la especie para la cual nos interesa conocer el
perfil de densidad es “a” entonces, una vez que se ha dividido el sistema, se
cuenta el nimero de dtomos “a” en cada una de las secciones de corte y este
ntmero se divide entre el volumen del intervalo. Este cédlculo se realiz6 sobre
1000 configuraciones, finalmente se promedian los valores obtenidos para

cada rebanada entre todas las configuraciones ec. (5.1).

o) = Ny 2O CBY
donde N es el nimero total de configuraciones, n;(z) es el nimero de dtomos
en cada una de los intervalos de tamano Az del sistema, L, y L, son las
dimensiones de las aristas de la celda de simulacién en los ejes “X” y “Y”
respectivamente. Por ltimo, es necesario multiplicar por un factor para con-
vertir esta densidad numérica en una densidad de masa utilizando el niimero
de avogadro y la masa molecular de la especie, este factor estd incluido en
¢.

En nuestro caso los valores de ¢ que se emplearon fueron: 29.92 para el
caso del agua el cual se multiplicé por la densidad numérica del dtomo de
oxigeno. En el DMSO se utilizé la densidad numérica del atomo de azufre
(debido a la simetria de la molécula) y se multiplicé por una ¢ de 129.737.
Para el metotrexato se utilizaron las densidades numéricas del atomo de
carbon CA y del d4tomo de nitrégeno N2, cada una de éstas fue multiplicada
por una ¢ de 753.9. Como las densidades de masa de los tipos de atomos
mencionados anteriormente difieren muy poco entre ellas, se termind por
emplear un promedio. En la Fig. 5.13 se muestran explicitamente los a&tomos
que se tomaron:
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Figura 5.5: Figura en donde se muestran los 4tomos que se tomaron para calcular la
densidad de la molécula del metotrexato.

A continuacion se muestra el andlisis realizado para los perfiles de densi-
dades de los dos sistemas estudiados en este trabajo. Este analisis abarca las
dos configuraciones mencionadas anteriormente (Figs. 5.3, 5.6, 5.9 y 5.12).
Para calcular la densidad del agua se utiliz6 el modelo SPC (descrito en la
seccién 4.1) cuyo valor reportado es de 1.0 g/em? a 300 K [19], el cual es
igual a la densidad experimental. En el caso del DMSO se empleé el mod-
elo descrito en la seccién 4.2 [24], el cual alcanza un valor de 1.097 g/cm?
para la densidad a una temperatura de 298 K y ésta es un poco menor a
la experimental con un valor de 1.100 g/cm?®. Nuestros resultados fueron
comparados con estos valores.

En la Fig. 5.14 se muestran los perfiles de densidad sobre el eje “Z” del
agua con los farmacos (linea continua) y de las moléculas de metotrexato
(linea punteada) a t=0 . De la grafica podemos ver que el comportamien-
to de la densidad del agua muestra un descenso asociado a la presencia de
los farmacos. Al calcular su densidad cuantitativamente se obtuvo un valor
promedio de 0.970 g/cm? este promedio se midié para los tres ejes del sis-
tema. Mientras tanto, la linea punteda representa la densidad del farmaco
sobre el mismo eje.
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Figura 5.6: Grafica que muestra los perfiles de densidades en el eje “Z” del agua con
fdrmacos (linea continua) y el perfil de densidad de las moléculas de metotrexato (linea
punteada). Ambos perfiles se encuentran en un tiempo t=0

En la Fig. 5.15 se muestra el perfil de densidad del agua en bulto a t=7 ns
(linea discontinua) obtenido mediante el modelo computacional SPC, el cual
presenta un valor promedio de 0.953 g/cm? bajo una temperatura constante
de T=298 K. Este valor difiere en un 4.8 % del valor reportado para el
modelo SPC. Para nuestros fines se toma esta diferencia como pequena y
con ello consideramos que el sistema se comporta como agua. Esta densidad
promedio es medida sobre los tres ejes del sistema.

La linea continua nos muestra el perfil de densidad del agua con las 9
moléculas de metotrexato; la cual muestra un descenso debido a la presencia
de los farmacos. Es importante ver que el descenso es menor al que se tiene en
la configuracién inicial, ya que ahora los farmacos estan mejor distribuidos.
Asi mismo, hay que notar que el perfil de densidad de los metotrexatos se
encuentra mas distribuido y es menor en comparacién con la configuracién
inicial del sistema. Al calcular la densidad se obtuvo un valor promedio de
0.975 g/cm?. Con esto podemos ver que la densidad realmente no ha variado
con respecto a la que tiene la configuracién inicial. De lo anterior concluimos
que la densidad del agua aumenté en general un 2.3 % cuando el farmaco
se encuentra presente con respecto al agua en bulto. Esto podria indicarnos
que las moléculas de tienden a unirse mas entre si ya que ahora el sistema
es mas denso.
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Figura 5.7: Gréfica que muestra los perfiles de densidades en el eje “Z” del agua en
bulto (linea discontinua), del agua con firmaco (linea continua) y de las moléculas de
fdrmaco (linea punteada). Estos perfiles fueron tomados a t=7 ns.

La configuracién final del sistema se aprecia en las Figs. 5.18 y 5.21 donde
se puede ver que las moléculas de farmaco forman agregados. En estas figuras
se muestran la dindmica del sistema a t=7 ns para las dos configuraciones
iniciales mostradas anteriormente (Figs. 5.3 y 5.9).

(a) t="Tns (b) t="7ns

Figura 5.8: Configuracién final para el sistema con agua y los 9 formacos (primera
configuracién inicial Fig. 5.3). En la figura se omitieron los dtomos de hidrégeno de la
molécula de agua para que se aprecien mejor las moléculas de metotrexato. Estas figuras
presentan condiciones periddicas
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De estas figuras concluimos que las moléculas de metotrexato tienden
a juntarse entre si, sin importar su configuracién inicial. Para los datos
cuantitativos en las dos configuraciones se encontraron valores similares.

(a) t="Tmns (b) t="7ns

Figura 5.9: Configuracién final para el sistema con agua y los 9 firmacos (segunda
configuracién inicial Fig. 5.9) . En la figura se omitieron los dtomos de hidrégeno de la
molécula de agua para que se aprecien mejor las moléculas de metotrexato. Estas figuras
presentan condiciones periddicas

En la Fig. 5.22 se muestran los perfiles de densidad sobre el eje “Z” del
DMSO con los farmacos (linea continua) y de las moléculas de metotrexato
(linea punteada) a t=0.

De la grafica podemos ver que la densidad del DMSO con los farmaco
muestra un leve descenso el cual coincide con la presencia del metotrexato.
Al calcular su densidad cuantitativamente se obtuvo un valor promedio de
1.153 g/em? este promedio se midi6 para los tres ejes del sistema. Mientras
tanto, la linea punteda representa la densidad del farmaco sobre el mismo
eje.
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Figura 5.10: Grafica que muestra los perfiles de densidades en el eje “Z” del DMSO
con fadrmacos (linea continua) y el perfil de densidad del metotrexato (linea punteada).
Ambos perfiles se encuentran a t=0

En la Fig. 5.23 se muestra el perfil de densidad del DMSO en bulto a t=7
ns (linea discontinua) obtenido mediante el modelo computacional descrito
en la seccién 4.2. Este presenta un valor promedio de 1.087 g/cm? bajo una
temperatura constante de 7=298 K indicano que difiere en un 0.92 % del
valor reportado para este modelo. Esta diferencia es pequena y por lo tanto
se puede considerar que nuestro sistema se comporta aceptablemente como
DMSO. Esta densidad promedio es medida sobre los tres ejes del sistema.

La linea continua nos muestra el perfil de densidad del DMSO con las
9 moléculas de metotrexato. En este perfil se nota la ausencia de descen-
sos lo cual podria indicarnos que los farmacos se encuentran mucho méis
distribuidos a lo largo de todo el sistema. De hecho, su comportamiento
es muy similar al del DMSO en bulto excepto en que su densidad con los
farmacos es mayor. Al calcular la densidad se obtuvo un valor promedio de
1.154 g/em3, con esto podemos ver que la densidad realmente no ha variado
con respecto a la que tiene la configuracién inicial. De lo anterior resulta que
la densidad del DMSO aument6 un 6.2 % cuando el farmaco se encuentra
presente con respecto al DMSO en bulto. Esto nos indica que el sistema con
farmacos tiene una mayor densidad.
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Figura 5.11: Gréfica que muestra los perfiles de densidades en el eje “Z” del DMSO
en bulto (linea discontinua), del DMSO con fadrmaco (linea continua) y de las moléculas
de farmaco (linea punteada).

La configuracién final del sistema se aprecia en las Figs. 5.26 y 5.29 donde
se puede ver que las moléculas de farmaco estan distribuidas a lo largo de
todo el volumen. En estas figuras se muestran la dindmica del sistema a t=7
ns para las dos configuraciones iniciales mostradas anteriormente (Figs. 5.6

y 5.12).
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(b) t="7ns

Figura 5.12: Configuracién final para el sistema con DMSO y los 9 farmacos (primera
configuracién inicial Fig. 5.6). En la figura se omitieron los grupos C H3 de la molécula de
DMSO para que se aprecien mejor las moléculas de metotrexato.
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De estas figuras concluimos que las moléculas de metotrexato no se jun-
tan entre si, sin importar su configuracién inicial. Para los datos cuanti-
tativos de las densidades se encontraron valores similares para ambas con-
figuaraciones. Finalmente podemos concluir que el DMSO es un buen sol-
vente para el farmaco metotrexato.

(a) t="Tns (b) t="7mns

Figura 5.13: Configuracién final para el sistema con DMSO y los 9 farmacos (primera
configuracién inicial Fig. 5.12). En la figura se omitieron los grupos C'Hs de la molécula
de DMSO para que se aprecien mejor las moléculas de metotrexato.

5.2. Funcion de distribucion radial de pares

La Funcién de distribucién radial ¢(r;p,T) o funcién de cor-
relacién de pares abreviada como g(r) se encuentra definida como la razén
de la densidad numérica local a una distancia r desde la molécula central
hacia la mayor densidad numérica,

_rr)
g(r) = p (5.2)

La funcién ¢(r) da la probabilidad de encontrar otras moléculas en un ele-
mento de volumen dado a una distancia fija desde una molécula i (Fig.5.30).
El nimero diferencial de moléculas dN en un elemento de volumen esférico
dr = 47r?dr a una distancia entre r y r + dr desde una molécula central es

dN = pg(r)dmridr (5.3)
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5.2. FUNCION DE DISTRIBUCION RADIAL DE PARES

Figura 5.14: Esquemaque representa la funcién de distribucién radial (Tomada de
[32]).

La g(r) y p(r) son esencialmente cero para valores r mas pequenos que
ao (donde «v es cualquier niimero entero mayor que cero), las separaciones
entre moléculas cercanas a este valor son muy probables energéticamente y
a esta distancia se presenta un pico para g(r). En los liquidos se observan
pequenos picos adicionales a grandes valores de r, los cuales corresponden
a posiciones de alta probabilidad. Debido a que no hay ordenes de largo
alcance, g — 1 cuando r — oo [33].

La Fig. 5.31 muestra la g(r) de los atomos de oxigeno para el sistema
con agua en bulto (linea continua) y para el de agua con las 9 moléculas de
metotrexato (linea discontinua). Analizando las graficas vemos que el primer
pico es mas grande en el caso del agua con farmaco ademaés se observa que
el pico en ambos sistemas se presenta a valores de r muy similares. De
esto es posible concluir que las moléculas de agua estdn mas juntas entre
si cuando se les agregan las moléculas de metotrexato lo cual es un hecho
esperado ya que la densidad total del sistema aumenta. También se observa
la presencia de picos secundarios cuya amplitud es mayor en el caso del
agua con metotrexato, lo cual apoya la conclusién mencionada anteriormente
e incluso nos indica que hay un orden ligeramente mayor. Asi mismo es
apreciable una estructura més definida cuando estdn presentes los farmacos
en el agua.
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Figura 5.15: Grafica que muestra las g(r)’s para el agua en bulto (linea continua) y
el agua con las 9 moléculas de farmaco (linea discontinua).

La Fig.5.32 muestra la g(r) de los dtomos de azufre para el sistema de
DMSO en bulto (linea continua) y para el sistema de DMSO con farmaco
(linea discontinua). En la funcién de distribucién para el DMSO en bul-
to se observan dos picos en lugar de uno solo como en el caso del DMSO
con metotrexato. La presencia de estos dos picos estd dada por el modelo
que estamos empleando [24] el cual predice correctamente la posicién de los
dos picos comparado con el experimento [34] pero falla en la intensidad del
primer pico ya que experimentalmente este es menor.

De hecho es importante notar que los dos picos cubren la misma region
que cubre el pico del sistema con metotrexato. Con ello tenemos que en
el DMSO en bulto los dtomos de azufre estan mas cerca entre si. Lo cual
nos indica que hay un reacomodo de moléculas en el sistema cuando se
agrega el farmaco. Finalmente podemos observar que las graficas presentan
ligeramente més estructura cuando hay farmacos.
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Figura 5.16: Gréfica que muestra las g(r)’'s para el DMSO en bulto (linea continua)
y €l DMSO con las 9 moléculas de foirmaco (linea discontinua).

De las graficas 5.31 y 5.32 podemos ver un aumento més apreciable en
la funcién de distribucién para el caso del agua con los farmacos de lo cual
nos es posible concluir que el agua prefiere alejarse del farmaco siendo asi el
DMSO un mejor solvente para el metotrexato.

En la Fig. 5.33 se muestra la g(r) del centro de masa de las 9 moléculas de
metotrexato tanto en el agua (linea continua) como en el DMSO (linea dis-
continua) para t=0. Aqui podemos apreciar que originalmente las moléculas
del farmaco en el agua no estaban tan juntas aunque se observa la presencia
de un primer pico muy alto, sin embargo este pico aparece a una distancia
mayor con respecto al primer pico que aparece para el DMSO lo cual nos
dice que en el DMSO el metotrexato se encontraban mucho mas unido pero
esto se da cuando el sistema at no ha interactuado entre si. Hay que notar
que ambas ¢(r)'s tienden a 1 aunque debido a la escala esto no se puede
apreciar muy bien.
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Figura 5.17: Gréfica que muestra la g(r) correspondiente al centro de masas de las
moléculas de metotrexato en agua (linea continua) y en DMSO (linea discontinua) para
t=0.

La Fig. 6.4 muestra la g(r) del centro de masa de las 9 moléculas de
metotrexato tanto en el agua (linea continua) como en el DMSO (linea pun-
teada) a t=7 ns. Lo que se puede observar de esta funcién en el caso del
agua es que las moléculas de farmaco estan muy cerca entre si ya que su
grafica presenta mds picos y en particular un pico muy alto cerca de r = 4
A. En el caso del DMSO casi no hay picos y los pocos que hay presentan
una amplitud muy pequena ademds estos comienzan a aparecer a valores de
r muy grandes. De lo anterior es posible asumir que el DMSO se distribuye
mds y es mejor solvente para el metotrexato que el agua. Hay que notar que
ambas ¢(r)'s tienden a 1 aunque debido a la escala esto no se puede apreciar
muy bien.

De comparar las Figs. 5.33 y 6.4 tenemos que después de que el sistema
ha interactuado, el metotrexato se reacomoda de tal modo que se encuentra
mejor distribuido en el DMSO mientras que en el agua tiende a juntarse ya
que ésta no es un buen solvente para el mismo.
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Figura 5.18: Gréfica que muestra la g(r) correspondiente al centro de masas de las
moléculas de metotrexato en agua (linea continua) y en DMSO (linea punteada) para t=7
ns.

La Fig.5.35 muestra la g(r) del atomo de azufre del DMSO con el d4tomo
de hidrégeno HO (linea punteada) del metotrexato el cual se puede ver en la
Fig. 5.13 y la g(r) del a&tomo de oxigeno del agua con el atomo de hidrégeno
HO del metotrexato (linea continua). La curva punteada nos muestra que a
un valor de r = 2 A encontramos varios dtomos de azufre, después de este
pico se presentan otros dos de menor amplitud; este comportamiento nos
deja ver que el farmaco se encuentra cercano al DMSO y que es probable
la formacion de puentes de hidrégeno dada la naturaleza de los dtomos.
La curva continua también presenta un pico en r =~ 2 A aunque de muy
baja intensidad, este hecho nos indica que el farmaco estd alejado de las
moléculas de agua. Nuevamente podemos ver que estos resultados sugieren
que el DMSO es un mejor ambiente para el metotrexato.
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Figura 5.19: Grafica que muestra la g(r) correspondiente al d&tomo de oxigeno del
agua con el dtomo de hidrégeno HO del metotrexato (linea continua) y la g(r) del 4tomo
de azufre del DMSO con el 4tomo de hidrégeno HO del metotrexato (linea punteada).

La Fig.5.36 muestra la g(r) del d&tomo de azufre del DMSO con el dtomo
de hidrégeno H2 (linea punteada) del metotrexato (Fig. 5.13) y la g(r) del
atomo de oxigeno del agua con el dtomo de hidrégeno H2 del metotrexato
(linea continua).

Para el caso del DMSO observamos un pico con una amplitud grande
y definido seguido de otro pico de amplitud mucho mas pequena, con es-
to vemos que hay una gran cantidad de moléculas del DMSO cerca de las
moléculas de metotrexato. Ademas es muy probable la formacion de puentes
de hidrégeno entre ambas especies de moléculas. En el caso del AGUA ob-
servamos la ausencia de picos bien definidos lo cual nos refiere que el agua se
encuentra alejada del farmaco. De nueva cuenta reafirmamos que el DMSO
es mejor solvente que el agua para el metotrexato.
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Figura 5.20: Gréfica de la g(r) del dtomo de oxigeno del agua con el dtomo de
hidrégenos H2 del metotrexato (linea continua) y la g(r) del dtomo de azufre del DM-
SO con el d4tomo de hidrégeno H2 del metotrexato (linea punteada).

La Fig.5.37 muestra la g(r) del dtomo de hidrégeno de la molécula de
agua con el atomo N del metotrexato (Fig. 5.13). En esta imagen es claro
que las moléculas de agua estin alejadas de las moléculas del metotrexato
y con ello nuevamente notamos la poca solubilidad del metotrexato en este
medio. Ademd&s observamos que a pesar de los tipos de dtomos escogidos no
se da la formacién de puentes de hidrégeno.
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Figura 5.21: Gréfica que muestra la g(r) correspondiente al d&tomo de hidrégeno del
agua con el dtomo de nitrégeno N del metotrexato.

La Fig.5.38 muestra la g(r) del dtomo de oxigeno del agua con el ato-
mo de carbono CA del metotrexato (linea continua) y la g(r) del dtomo
de azufre del DMSO con el atomo de carbono CA del metotrexato (linea
punteada).

En la grafica del DMSO con el metotrexato vemos que la mezcla se en-
cuentra uniforme y que presenta una estructura muy parecida a las graficas
representativas de funciones de distribucién para liquidos. Ademas, nue-
vamente podemos apreciar la cercania de las moléculas del DMSO con el
farmaco. En el caso del agua la grafica nos muestra muy poca uniformidad
en la mezcla y la ausencia de picos bien definidos. Con todo esto vemos
que el agua estd lejos de los farmacos siendo asi un mal solvente para el
metotrexato.
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Figura 5.22: Gréfica que muestra las g(r)’s correspondientes al 4&tomo de carbono CA
con el dtomo de oxigeno del agua (linea continua) y con el dtomo de azufre del DMSO
(linea punteada).

La Fig.5.39 muestra la ¢g(r) de los d4tomos de carbén C2 pertenecientes
al metotrexato cuando el farmaco estd en agua (linea continua) y en DMSO
(linea punteada).

Los picos de la linea continua nos dicen que los farmacos estan cercanos
entre si porque el agua es un mal solvente para el metotrexato ya que las
moléculas de este permanecen juntas en regiones especificas mientras que al
mirar la linea discontinua observamos la presencia de un pico de muy poco
amplitud y cuya presencia aparece para un valor de r muy alto, con esto es
claro que los farmacos estdn mejor distribuidos en DMSO.
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Figura 5.23: Gréfica que muestra la g(r) del 4tomo de carbén C2 de la molécula de
metotrexato en agua (linea continua) y en DMSO (linea punteada).

En la figura siguiente se muestran explicitamente los dtomos que fueron
considerados para las graficas anteriores.

Figura 5.24: Representacién de la molécula de metotrexato indicando los d4tomos de
los cuales se obtuvieron las gréaficas anteriores.
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5.3. Coeficientes de difusion

En los fluidos que se encuentran en equilibrio termodindmico existen
propiedades de transporte tales como: el coeficiente de difusién, coeficiente
de conductividad térmica y coeficiente de viscosidad. El coeficiente difusivo
se calcula mediante la relacién de Einstein:

(AXZ(t))
t
donde (AX?2(t)) = ((X(0)— X (t))?) representa el desplazamiento cuadratico

medio en la direcciéon “X”. La ecuacion 5.4 calcula el coeficiente de difusion
en la direccion “X”, para las direcciones en “Y” y en “Z” existen ecuaciones

2D, = (5.4)

similares.

En este trabajo se analizaron los coeficiente de difusién de los ltimos
atomos de la parte derecha del metotrexato, comenzando del atomo de ni-
trégeno N hasta el a&tomo de hidrégeno HO (Fig. 5.40), la seleccién de estos
atomos se basé en que pertenecen a la parte de la molécula que es la parte
movible del metotrexato (Capitulo 4). En principio se estudiaron los coe-
ficientes que estos dtomos presentan en el agua y en el DMSO, los valores
obtenidos se presentan en la tabla 5.1.

De esta misma tabla podemos ver que los coeficientes tienen valores mas
altos cuando el metotrexato se encuentra dentro del agua lo cual indica
que al farmaco no le gusta este medio y por ello tiene una alta movilidad.
Con lo anterior nos es posible concluir que la mezcla no es homogénea, esta
conclusién también encuentra apoyo en los perfiles de densidad mostrados
en las Figs. 5.38 - 5.39 los cuales ademds nos dicen que los famacos se estan
moviendo juntos. Vemos que en este caso los dtomos que presentan una
mayor movilidad son: O2, C, C2 y HO de esto vemos que el primero y el
dltimo podrian formar puentes de hidrégeno.

En el caso del DMSO el farmaco tiene una menor movilidad pues este
medio no le “incomoda” y no tiende a alejarse de las moléculas de DMSO.
Por eso tenemos una mezcla homogénea para el sistema y nuevamente pode-
mos apoyarnos en los perfiles de densidad para corroborar esta hipdtesis.
Asi mismo vemos que los dtomos con mayor coeficiente de movilidad son:
HO, 02, y N los cuales estdn en la “cola” de la molécula y hay que notar
que todos estos atomos son capaces de formar puentes de hidrégeno con
la molécula de DMSO. De estos resultados concluimos que aunque nuestro
modelo para el DMSO utiliza 4tomo unido para el C' Hs nos esta describien-
do posibles interacciones entre los atomos de hidrégeno de este grupo y el
metotrexato.
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De estos resultados podemos concluir que es el DMSO el que estd in-
teractuando con el metotrexato ya que estan formando enlaces entre si. Por
lo tanto es este un mejor solvente que el agua.

Tabla 5.1: Coeficientes de difusién para los d4tomos de la parte derecha del metotrexato
en presencia del agua y del DMSO. En la tabla se muestra el coeficiente de difusién total.

’ atomo ‘ coeficiente en agua ‘ coeficiente en DMSO ‘

N 6.4363E-10 m?/s 0.6204E-10 m?/s
H 6.1397E-10 m?/s 0.5756E-10 m?/s
CH | 6.8858E-10 m?/s 0.5101E-10 m?/s
HC 7.0066E-10 m?/s 0.5719E-10 m?/s
C 7.6038E-10 m?/s 0.5475E-10 m?/s
02 7.9978E-10 m?/s 0.6414E-10 m?/s
HO 7.5042E-10 m?/s 0.7571E-10 m?/s
C2 7.6092E-10 m?/s 0.47195E-10 m?/s

En la tabla 5.2 se presentan los coeficientes de difusion reportados para
el agua y el DMSO provenientes de los modelos empleados respectivamente
[19] v [24]

Tabla 5.2: Coeficientes de difusién para el DMSO con MTX y del agua con MTX. En
la tabla se muestra el coeficiente de difusién total.

’ atomo ‘ coeficiente reportado H atomo ‘ coeficiente reportado ‘
3.60E-09 m*/s [ DMSO | 0.88E-09 m?/s |

Cagua |

En la tabla 5.3 se presentan los coeficientes de difusion para las moléculas
del agua cuando ésta se encuentran en bulto y para cuando ya contiene las
moléculas del farmaco. De manera general los datos de la tabla dejan ver que
la movilidad del agua en bulto se mantiene muy similar cuando se le agregan
las moléculas de metotrexato, aumentando muy poco para el atomo HW el
cual podria formar puentes de hidrégeno con la molécula del metotrexato.
También de la tabla vemos que el valor obtenido por nuestras simulaciones
es mayor que al reportado para el mismo modelo
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Tabla 5.3: Coeficientes de difusién para los d&tomos de la molécula del agua en bulto y
con MTX. En la tabla se muestra el coeficiente de difusién total.

’ atomo \ coeficiente en bulto \ coeficiente con MTX ‘

oW 4.464-09 m?/s 4.2393E-09 m?/s
HW 4.463-09 m?/s 4.5591E-09 m? /s

En la tabla 5.4 se presentan los coeficientes de difusién para las molécu-
las del DMSO cuando se encuentran en bulto y para cuando ya contiene las
moléculas del farmaco. Los datos de la tabla dejan ver que la movilidad del
DMSO disminuye un orden de magnitud cuando se le agregan las molécu-
las de metotrexato, de lo que podemos pensar que el sistema se encuentra
muy homogeneisado. Para esta molécula tenemos que el d&tomo con mayor
movilidad es el CH3 y que es este el que probablemente estd formando mas
enlaces con el metotrexato, sin embargo hay que notar que los coeficientes de
difusion de los distintos tipos no difieren mucho. Finalmente hay que men-
cionar que nuestras simulaciones obtuvieron un coeficiente un poco menor
al reportado para el modelo del DMSO.

Tabla 5.4: Coeficientes de difusién para el DMSO en bulto y con MTX. En la tabla se
muestra el coeficiente de difusién total.

’ atomo ‘ coeficiente en bulto ‘ coeficiente con MTX ‘

CH3 | 1.0780E-09 m?/s 0.6730E-09 m?/s
S 1.0757E-09 m?/s 0.6708E-09 m?/s
O 1.0847E-09 m?/s 0.6672E-09 m?/s

En la tabla 6.1 se muestran los coeficientes de movilidad de ambos sol-
ventes. De aqui es un poco mas claro ver que el agua se mueve més que el
DMSO cuando estan los farmacos. Finalmente de los resultados obtenidos
a partir de los coeficientes de difusién podemos concluir que el metotrexato
se disuelve en DMSO y que el DMSO es mejor solvente que el agua.

Tabla 5.5: Coeficientes de difusién para el DMSO con MTX y del agua con MTX. En
la tabla se muestra el coeficiente de difusion.

’ atomo \ coeficiente con MTX H atomo \ coeficiente con MTX ‘

CH3 6.7303E-10 m?/s oW 42.39E-10 m?/s
S 6.7083E-10 m?/s HW 45.59E-10 m?/s
O 6.6725E-10 m?/s
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Capitulo 6

Conclusiones

Se realizaron simulaciones por computadora con dindmica molecular del
farmaco metotrexato para el cual no hemos encontrado ningtin campo de
fuerzas en la literatura hasta ahora. Lo anterior se realizé con la finalidad
de determinar la solubilidad del fArmaco en el DMSO.

El campo de fuerzas empleado para estas simulaciones fue propuesto por
nosotros en esta tesis. A partir de las propiedades medidas en el capitulo
anterior se puede concluir que la molécula del metotrexato es soluble en
DMSO lo cual es algo importante para la validez del campo de fuerzas
propuesto por nosotros.

Con el célculo de las densidades pudimos observar que las moléculas de
metotrexato se juntan cuando se encuentran presentes en agua y esto sin
importar cual sea su configuracién inicial. En el caso del DMSO siempre
observamos que los farmacos se distribuyen de una mejor manera en todo el
volumen (Fig. 6.3).

(a) t="Tmns

Figura 6.1: Imégenes en donde se aprecia que el fairmaco tiende a formar agregados
en presencia del agua.
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Y gracias a las funciones de distribucién por pares fue mas claro observar
que no sélo los farmacos tienden a juntarse sino que también se alejan de las
moléculas de agua, caso contrario al comportamiento que presentan cuando
estdan en DMSO. En la gréficas de las g(r)’s de los centros de masa de las
moléculas alcar Fig. 6.4).
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Figura 6.2: Gréfica que muestra la g(r) correspondiente al centro de masas de las
moléculas de metotrexato en agua (linea continua) y en DMSO (linea punteada) para t=7
ns.

Finalmente los coeficientes de difusién nos permitieron observar que en
presencia de los farmacos el DMSO casi no tienden a moverse por lo que se
concluye que en este medio se tiene una mezcla mas uniforme. La solubili-
dad en DMSO para nuestro modelo nos permite considerarlo como un buen
intento para estudiar la dindmica del metotrexato (Tabla 6.1).

Tabla 6.1: Coeficientes de difusién para el DMSO con MTX y del agua con MTX. En
la tabla se muestra el coeficiente de difusién.

’ 4tomo ‘ coeficiente con MTX H atomo ‘ coeficiente con MTX ‘

CH3 6.7303E-10 m?/s oW 42.39E-10 m?/s
S 6.7083E-10 m?/s HW 45.59E-10 m?/s
¢} 6.6725E-10 m?/s

Con lo anterior tenemos que el comportamiento del farmaco varia de
acuerdo al medio en el que se encuentre. Ya que el medio va a determinar
la efectividad con la que el metotrexato puede formar enlaces con otras
macromoléculas y para la terapia dirigida conocer las condiciones en que se
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da formacién de conjugado farmaco-macromolécula es muy importante.

Trabajos a futuro

Como complemento a este trabajo se busca anadir un dendrimero de
polialquiliésteres de generacion tres a las moléculas de farmaco en un medio
de DMSO para definir la dindmica de la formacion de este conjugado y
estudiar la parte de termoestadistica.

Posteriormente este conjugado se colocara en ambientes con propiedades
similares a los ambientes fisiol6gicos para observar la dinamica del conjugado
y el transporte del farmaco a otras entidades de naturaleza biolégica.
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