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RESUMEN

En el siguiente proyecto de investigacion se aborda la sintesis en estado sélido de tres nuevas
macromoléculas, su caracterizacion y la obtencion de nanoparticulas de oro (AuNPs) a partir
del electrolito generado por estas estructuras, tanto los electrolitos como las AuNPs fueron
probadas en las lineas de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 mostrando resultados
prometedores, adicionalmente se probaron las concentraciones inhibidoras medias en la linea
control MCF-10A en donde no se observd una disminucion significativa de la viabilidad
celular. Finalmente, mediante el uso de Machine Learning y el método de contribucion de
grupos propuesto por Benson se predijo la entalpia de formacidn en fase gaseosa y cristalina
de los compuestos y, mediante calculos ab initio se obtuvo la entalpia de formaciéon de los
reactivos utilizados mediante las metodologias Gn y CBS.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es una de las principales causas de mortalidad en mujeres a nivel mundial,
con una incidencia creciente en las ultimas décadas. Su tratamiento se basa en una
combinacion de cirugia, quimioterapia, radioterapia y terapias dirigidas, sin embargo, la
resistencia a los tratamientos convencionales y los efectos adversos han impulsado la
busqueda de nuevas estrategias terapéuticas. En este contexto, la nanotecnologia ha surgido
como una herramienta prometedora para el disefio y aplicacion de terapias mas selectivas y
efectivas contra esta enfermedad.

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) han demostrado un alto potencial en el tratamiento del
cancer debido a sus propiedades tnicas, tales como su capacidad de penetracion en tejidos,
estabilidad coloidal y funcionalizacion superficial para mejorar la direccionalidad hacia
células cancerosas. Su aplicacion en la administracion de farmacos, terapia fototérmica y
bioimagen ha revolucionado las estrategias terapéuticas actuales. No obstante, la sintesis y
estabilizacion de estas nanoparticulas continua siendo un desafio, especialmente en la
busqueda de nuevos métodos de obtencion que minimicen el uso de reactivos toxicos y
mejoren la biocompatibilidad de los nanomateriales.

Dentro de este marco, la presente investigacion plantea la sintesis de diimidas acidas como
electrolitos novedosos para la formacion y estabilizacion de AuNPs. Se propone que estas
macromoléculas puedan actuar como agentes estabilizantes, favoreciendo la uniformidad en
el tamafio de las nanoparticulas y mejorando su interaccion con las células cancerosas. Para
evaluar el impacto de estas nanoparticulas, se analizard su efecto citotoxico en las lineas
celulares MCF-7 y MDA-MB-231, representativas del cancer de mama hormono-
dependiente y triple negativo, respectivamente.

Ademas, en este estudio se integrara el uso de Machine Learning para predecir las entalpias
de formacion en fase gaseosa y cristalina del compuesto acido N,N'-(1,2-
fenilen)bis(ftalimida-5-carboxilico), clave en la sintesis de las AuNPs. Esta metodologia
permitird optimizar el disefio experimental, reduciendo el nimero de pruebas empiricas y
mejorando la comprension de los pardmetros energéticos involucrados en la formacion de
estas estructuras nanomeétricas.

La caracterizacion de las AuNPs obtenidas se llevara a cabo mediante técnicas como
espectroscopia UV-VIS, andlisis de potencial Z, didmetro hidrodindmico y microscopia
electronica de transmision (TEM). Posteriormente, su efecto citotoxico sera evaluado
utilizando ensayos de viabilidad celular para determinar su impacto en el crecimiento y
proliferacion de las células cancerosas.

En suma, este trabajo pretende contribuir al desarrollo de nuevas estrategias
nanotecnologicas para el tratamiento del cancer de mama, combinando enfoques de sintesis
verde, analisis computacional y evaluaciones biologicas. Se espera que los resultados
obtenidos puedan sentar las bases para futuras aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas
de oro estabilizadas con macromoléculas de nueva generacion.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto citotoxico de nanoparticulas de oro obtenidas a partir de al

menos un electrolito de nueva generacion, en lineas celulares de cancer de mama
MCF-7 y MDA-MB-231.

Objetivos especificos

Utilizar la sintesis en disolucion sélida para la formacion del compuesto acido N,N'-
(1,2-fenilen)bis(ftalimida-5-carboxilico).

Utilizar Machine Learning para predecir las entalpias de formacion en fase gaseosa'y
cristalina del compuesto sintetizado.

Sintetizar nanoparticulas de oro utilizando el compuesto obtenido por medio de
disolucion solida mediante la técnica de reduccion quimica.

Caracterizar las nanoparticulas obtenidas con las técnicas de UV-VIS, Potencial Zeta,
diametro hidrodindmico y TEM.

Estudiar el efecto citotoxico de las nanoparticulas de oro en lineas celulares de cancer
MCF-7 y MDA-MB-231.
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Capitulo 1: Antecedentes

Sintesis organica

En el area de la quimica conocida como sintesis organica, se utilizan moléculas més simples
o "bloques de construccion" para crear compuestos organicos mas complejos. Implica
planificar y llevar a cabo reacciones quimicas para producir nuevas moléculas organicas con
algunas estructuras y propiedades deseadas.

Los productos farmacéuticos, agroquimicos, materiales y demas compuestos organicos, se
desarrollan a través del proceso de sintesis orgdnica e inorganica [1-3]. Al elegir y ajustar
cuidadosamente los materiales de partida y los reactivos, la sintesis organica tiene como
objetivo producir la molécula deseada. Los quimicos llevan a cabo estas reacciones usando
una variedad de métodos y técnicas.

Sintesis convencional

Sustitucidén de grupos funcionales: Transformacion de un grupo funcional en otro mediante
el uso de reactivos y condiciones de reaccion adecuados.

Formacion de enlaces carbono-carbono: Creacion de nuevos enlaces carbono-carbono,
fundamentales para construir moléculas organicas complejas. Con frecuencia se emplean
métodos como las reacciones de acoplamiento y las reacciones de formacion de enlaces
carbono-carbono.

Grupos protectores: Proteccion temporal de grupos funcionales reactivos dentro de una
molécula para evitar reacciones no deseadas durante el proceso de sintesis. Estos grupos
pueden eliminarse posteriormente de forma selectiva.

Analisis retrosintético: Un paso clave en la sintesis organica es descomponer la molécula
diana en fragmentos mas simples o intermedios, que luego se utilizan como materiales de
partida. Este analisis implica trabajar hacia atras a partir del compuesto diana para identificar
rutas sintéticas viables.

Sintesis estereoselectiva: Controlar la estereoquimica de los enlaces recién formados para
obtener disposiciones espaciales especificas de los 4tomos en el producto final. Esto es
crucial para muchas aplicaciones bioldgicas y farmacéuticas.

Catalisis: Utilizacion de catalizadores para modificar las energias de activacion y, asi permitir
transformaciones especificas. En la sintesis organica se emplean a menudo catalizadores de
metales de transicion, enzimas y materiales organometalicos.

Técnicas modernas: Incorporacién de técnicas modernas como la sintesis asistida por
microondas, la quimica de flujo y la sintesis automatizada para mejorar la eficiencia, el
rendimiento y la selectividad.

Es importante sefialar que la sintesis organica requiere un profundo conocimiento de los
mecanismos de reaccion, de la reactividad y de la estabilidad de sus constituyentes. Los
quimicos deben tener en cuenta factores como las condiciones de reaccion, la temperatura,
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el tiempo, la eleccion del disolvente y los métodos de purificacion para optimizar el proceso
sintético y obtener el compuesto deseado [1].

Sintesis con quimica verde

La quimica verde, también conocida como quimica sostenible, es un campo de la quimica
que se centra en el disefio y desarrollo de procesos y productos quimicos que minimizan el
uso y la generacion de sustancias peligrosas. Su objetivo es promover practicas respetuosas
con la naturaleza, reduciendo el impacto de los procesos quimicos en la salud humana y en
el medio ambiente a lo largo de todo el ciclo de vida [4]. Los principios de la quimica verde
[5] proporcionan un marco para lograr estos objetivos. Algunos principios clave incluyen:

1.

10.

11.

12.

Prevencion de residuos: es mejor prevenir los residuos que tratar o limpiar los
residuos después de que se hayan creado.

Economia del 4tomo: los métodos sintéticos deben disefiarse para maximizar la
incorporacion de todos los materiales utilizados en el proceso en el producto final.
Sintesis de sustancias quimicas menos peligrosas: siempre que sea posible, los
métodos sintéticos deben disefiarse para usar y generar sustancias que posean poca o
ninguna toxicidad para la salud humana y el medio ambiente.

Disefio de productos quimicos mas seguros: los productos quimicos deben disenarse
para preservar la eficacia de la funcion y reducir la toxicidad.

Disolventes y auxiliares mas seguros: el uso de sustancias auxiliares (por ejemplo,
disolventes, agentes de separacion, etc.) debe hacerse innecesario siempre que sea
posible e inocuo cuando se utilizan.

Disefio para la eficiencia energética: los requisitos energéticos deben reconocerse por
sus impactos ambientales y econdmicos y deben minimizarse. Los métodos sintéticos
deben realizarse a temperatura y presion ambientales.

Uso de materias primas renovables: una materia prima o materia prima debe ser
renovable en lugar de agotarse siempre que sea técnica y econdmicamente viable.
Reducir derivados: la derivatizacion innecesaria (uso de grupos de bloqueo,
proteccion / desproteccion, modificacion temporal de procesos fisicos / quimicos)
debe minimizarse o evitarse si es posible, porque tales pasos requieren reactivos
adicionales y pueden generar desperdicio.

Catalisis: los reactivos cataliticos (lo mas selectivos posible) son superiores a los
reactivos estequiométricos.

Disefio para la degradacion: los productos quimicos deben disenarse de modo que al
final de su funcion se descompongan en productos de degradacion inocuos y no
persistan en el medio ambiente.

Andlisis en tiempo real para la prevencion de la contaminacion: las metodologias
analiticas deben desarrollarse mas para permitir la supervision y el control en tiempo
real en el proceso antes de la formacion de sustancias peligrosas.

Quimica intrinsecamente mas segura para la prevencion de accidentes: las sustancias
y la forma de una sustancia utilizada en un proceso quimico deben elegirse para
minimizar el potencial de accidentes quimicos, incluidos escapes, explosiones e
incendios.
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La quimica verde busca abordar los problemas relacionados con el impacto de los procesos
quimicos tradicionales poniendo en practica estos principios. Sus objetivos incluyen
minimizar el uso de solventes peligrosos, reducir la produccion de desechos, conservar los
recursos y promover el avance de tecnologias quimicas que sean comercialmente viables y
ambientalmente sostenibles.

Utilizando los principios de la quimica verde, dos de las técnicas cominmente utilizadas son
la mecanosintesis y la sintesis en disolucion sélida (o sintesis en estado solido), ambas se
realizan con los reactivos en su fase solida; para la mecanosintesis como su nombre lo indica
se utiliza la accion mecanica para la transformacion de lo reactivos [5], mientras que, para la
disolucion soélida se busca alcanzar el punto de fusion de un reactivo para posteriormente
adicionarle un segundo.

Sintesis de nanoparticulas

La nanotecnologia es un campo emergente de la ciencia que incluye la sintesis y el desarrollo
de diversos nanomateriales, las nanoparticulas oscilan entre 1-100 nm. En la actualidad, se
producen distintos nanomateriales metéalicos de cobre, zinc, titanio, magnesio, oro, alginato
y plata [6]. Las nanoparticulas se utilizan con diversos fines, desde tratamientos médicos, el
uso en diversas ramas de la industria como las baterias solares y de combustible de 6xido
para el almacenamiento de energia, hasta su amplia incorporacion a diversos materiales de
uso cotidiano, “commodities” [7-9].

La sintesis mediante el enfoque descendente o “top-down”, el material a granel se convierte
en pequefias particulas de tamafio nanométrico. La preparacion de nanoparticulas se basa en
la reduccion del tamano del material de partida mediante diferentes tratamientos fisicos y
quimicos [10]. Incluye métodos como el fresado mecénico, el térmico y la ablacion por laser.
Aunque los métodos descendentes son faciles de realizar, no es un método adecuado para
preparar particulas de forma informal y tamafio muy pequeio. El principal problema asociado
a este método es que cambia la quimica de la superficie y las propiedades fisicoquimicas de
las nanoparticulas [10].

La sintesis de nanoparticulas mediante el enfoque ascendente o “bottom-up” se basa en la
formacion de nanoparticulas a partir de moléculas mas pequefias, como la uniéon de atomos,
moléculas o pequefias particulas. En este método, primero se forman los bloques de
construccidon nanoestructurados de las nanoparticulas y luego se ensamblan para producir la
nanoparticula final [11].

Reduccion quimica o método coloidal

En el método de reduccion quimica, la sal i6nica se reduce en un medio apropiado en
presencia de tensioactivos utilizando diferentes agentes reductores [12]. El agente reductor,
como el borohidruro de sodio, se utiliza en solucidén acuosa para preparar nanoparticulas
metalicas. Las nanoparticulas metalicas formadas se recubren utilizando citrato trisodico
(TSC) o laurilsulfato sodico (SLS). A veces se utiliza un agente estabilizador junto con un
agente reductor. La estabilidad de las nanoparticulas metalicas en la dispersion se controla
mediante el andlisis de absorbancia [13]. Para la sintesis de nanoparticulas de plata se utilizan
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agentes reductores como borohidruro de sodio (NaBH4), glucosa, etilenglicol, etanol, citrato
de sodio e hidrato de hidrazina, etc. [12].

Sol Gel

El método sol gel de sintesis de nanoparticulas implica: a) Mezcla de coloides preformados
de metal (6xido) con un sol que contenga la especie formadora de matriz seguida de la
formacion de gel, b) Mezcla directa de metal y 6xido metalico o nanoparticulas dentro de un
sol de silice prehidrolizado. ¢) Complejacion del metal con silona y reduccion del metal antes
de la hidrodlisis [14]. En este método, se introduce la formacidén de una red utilizando
suspension coloidal (sol) y gelatina para formar una red en fase liquida continua (gel). Los
iones de alcoxidos metalicos y los alcoxisilanos se utilizan como precursores para la sintesis
de coloides. Los mas empleados son el tetrametoxisilano (TMS) y el tetractoxisilano, que
forman gel de silice. Los alcoxidos metalicos son precursores organometalicos de diversos
metales, como la silice, el aluminio, el titanio y muchos otros, y son inmiscibles en agua. El
alcohol se utiliza como disolvente mutuo. Inicialmente en este método, se prepara una
solucion homogénea de uno o mas alcoxidos seleccionados y se afiade un catalizador para
iniciar una reaccion a pH controlado. La formacion de sol-gel implica cuatro pasos
principales: hidrélisis, condensacion, crecimiento de particulas y aglomeracion de particulas
[14, 15].

Caracterizacion

El tamafio de particula es una de las medidas mas basicas e importantes para la
caracterizacion de nanoparticulas. Determina el tamafio y la distribucion de la particula y si
pertenece a la escala nano o micro. El tamafio y la distribucion de las particulas se suelen
medir con microscopia electronica. Las imagenes del microscopio electronico de barrido
(SEM) y del microscopio electronico de transmision (TEM) se utilizan para medir particulas
y conglomerados, mientras que los métodos de difraccion laser se emplean para medir
muestras a granel en fase solida [16].

El area superficial también es un factor importante en la caracterizacion de las nanoparticulas.
La relacion superficie/volumen de una nanoparticula influye enormemente en su rendimiento
y propiedades. La superficie se suele medir mediante el analisis BET (Brunauer-Emmett-
Teller). Una simple valoracion es suficiente para analizar el area superficial de particulas en
fase liquida, pero es un proceso que requiere mucho trabajo. De ahi que se recurra a la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) [16].

Las nanoparticulas poseen diversas formas y estructuras superficiales que desempeiian un
papel clave en el aprovechamiento de sus propiedades. Algunas de las formas son esféricas,
planas, cilindricas, tubulares, conicas e irregulares, con superficies cristalinas o amorfas,
uniformes o irregulares. La superficie se determina generalmente mediante técnicas de
imagen de microscopia electronica como SEM y TEM [17].
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Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Se utilizan en estudios inmunoquimicos para la identificacion de interacciones proteicas. Se
emplean como trazador de laboratorio en la determinacion de huellas de ADN para detectar
la presencia de ADN en una muestra. También se utilizan para detectar antibidticos
aminoglucosidos como la estreptomicina, la gentamicina y la neomicina. Los nanotubos de
oro se estan utilizando para detectar células madre cancerigenas, lo que resulta beneficioso
para el diagndstico del cancer y para la identificacion de diferentes clases de bacterias [18].

Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de plata han demostrado su eficacia antimicrobiana contra bacterias, virus
y otros microorganismos eucariotas. Son, sin duda, los nanomateriales mas utilizados, por lo
que se emplean como agentes antimicrobianos, en la industria textil, para el tratamiento del
agua, en lociones de proteccion solar, etc [19].

Generalidades del cancer de mama

El cancer de mama se origina en las células epiteliales, el 85% ocurre en los conductos
galactoforos (carcinoma ductal in situ) y el 15% en los lobulos del tejido glandulas mamario
(carcinoma lobulillar) [20]. Algunos factores desencadenantes de este tipo de cancer son la
obesidad, el consumo elevado de alcohol, exposicion a radiaciones, antecedentes
heredofamiliares de cancer de mama, mutaciones de genes como BRCA1/BRCA2, TP-53 y
cinasa del punto de control 2, entre otras [21, 22].

Los sintomas clinicos del cancer de mama generalmente incluyen engrosamiento o presencia
de nodulos, cambios de forma, tamafio o apariencia, enrojecimiento, grietas o cambios en la
piel, cambios en los pezones y/o secrecion anormal. A medida que el cancer progresa, la piel
puede desarrollar llagas y ulceras [23].

Los receptores hormonales normalmente participan en el crecimiento y diferenciacion del
epitelio mamario. Debido a que las hormonas controlan la diferenciacion epitelial, los
receptores de progesterona (RP) y los receptores de estrogeno (RE) pueden estar
involucrados en la carcinogénesis, por lo tanto, se consideran factores prondsticos y
predictivos del cancer de mama. Esto se debe a que su expresion ocurre en el 60-70% de los
pacientes con esta condicion. El factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) es una
molécula sobre expresada en el 20% de los canceres de mama, lo que provoca inestabilidad
gendmica y aumento de la proliferacion. Los canceres se pueden clasificar en RE positivos y
negativos (Tabla 1), los positivos se consideran tumores luminales, que se dividen en tumores
luminales A y luminales B, por otro lado, los canceres RE negativos se clasifican en canceres
que sobre expresan HER2 y canceres de tipo basal, por otro lado, el cancer de mama triple
negativo es un grupo de canceres que se caracteriza por la ausencia de RP, RE y de expresion
de HER2, es un tipo de cancer muy agresivo que presenta metastasis a pulmon, higado y
sistema nervioso central, ademas, tiene mal prondstico con recurrencias tempranas y
supervivencia menor a cuatro afnos [24].
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Tabla 1: Subtipos de cancer de mama®®

Subtipo RE RP HER2
Luminal A + + -
Luminal B/HER2- + - -
Luminal B/HER2+ + + +
HER2+ no luminal - - +

Basal o triple negativo - - -
2 Tomado de la referencia [25], ® presencia de la expresion de receptores (+), ausencia de la
expresion de receptores (-).

Vias de sefializacion

La transformacion de células normales a células cancerosas se debe a cambios y pérdida de
identificacion y capacidad de respuesta de las vias de sefalizacion. Las células malignas
utilizan sefales autocrinas mas alla de las células normales. Las alteraciones en las vias de
sefalizacion que conducen al desarrollo del cancer incluyen la sobre expresion de receptores
del factor de crecimiento como HER2, la activacion de moléculas de senalizacion como la
proteina G monomérica (Ras), el aumento de las sefiales de supervivencia celular y la
inhibicién de las senales de muerte celular. Los cambios que exhiben las células en las vias
de transduccion de sefales incluyen tanto la activacion como la desactivacion de proteinas y
lipidos quinasas, proteinas y lipidos fosfatasas, proteasas, GTPasas, adenilato ciclasas y
lipasas. Todo esto conduce a cambios en la transduccion, transcripcion y degradacion de
proteinas celulares [26, 27].

Las células malignas se caracterizan, entre otras cosas, por ser autosuficientes respecto a
sefales de proliferacion, evadir la apoptosis, ser insensibles a sefiales que inhiben la
proliferacion y tener un potencial replicativo ilimitado. La autosuficiencia en la sefalizacion
del crecimiento incluye vias que requieren factores de crecimiento. Muchas células
adquieren la capacidad de sintetizarlos, mientras que otras desarrollan cambios en los
receptores de superficie como EGFR/erbB y HER2. Otros cambios cuando las células se
vuelven malignas incluyen la inhibicion de la accion de la proteina retinoblastoma (pRb),
mutaciones en la proteina p53, cambios en la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR o evasion
de la apoptosis por sobre expresion de Bel-2. Especificamente en el cancer de mama, varias
vias de sefalizacion se ven afectadas, incluidas RE, HER2, Wnt, PI3K/Akt/mTOR y Notch
[29, 30].

Citotoxicidad de las Nanoparticulas

El efecto citotoxico se refiere a la capacidad que tienen determinadas sustancias o células de
provocar dafio o muerte a otras células vivas [31]. Este fendomeno desempefia un papel crucial
en diversos procesos bioldgicos, incluidas las respuestas inmunitarias, la terapia contra el
cancer y los mecanismos de defensa del cuerpo contra los patdégenos, este efecto se puede
clasificar en dos.
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Citotoxicidad del sistema inmunologico

Se debe a la accion de dos tipos de células, las células asesinas neutrales (NK) y los linfocitos
T citotoxicos (CTL), las primeras son un tipo de globulo blanco que desempefia un papel
vital en el sistema inmunoldgico innato, pueden reconocer y atacar células infectadas o
anormales como las infectadas por un virus y/o las células cancerosas, esto lo hacen
detectando moléculas especificas en la superficie de las células objetivo, como ligandos
inducidos por estrés o niveles reducidos de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC de clase I) que generalmente estan presentes en células sanas, una
vez que las células NK reconocen estas sefiales liberan granulos citotoxicos que contienen
enzimas como perforina y granzimas [31].

Los CTL reconocen antigenos especificos presentados por células infectadas o anormales en
su superficie, los CTL se unen a estas células a través de sus receptores de células T y liberan
moléculas citotdoxicas como perforina y granzimas para inducir la muerte celular programada
(apoptosis) en la célula objetivo [31].

Citotoxicidad inducida por farmacos

Quimioterapia: los farmacos citotoxicos se utilizan a menudo en el tratamiento del cancer,
estos medicamentos se dirigen a las células que se dividen rapidamente, dentro de las cuales
se encuentran las células cancerosas e interfieren con su capacidad de dividirse y crecer [32].

Terapias dirigidas: tienen como objetivo apuntar especificamente a moléculas o vias que son
cruciales para la supervivencia y el crecimiento de las células cancerosas, pueden ser
citotoxicas para las células cancerosas y no afectar a las normales [32].

La eficacia de los agentes farmacéuticos nanoformulados se determina en funcion de las
caracteristicas de las NPs, como el tamafio, la forma y la carga superficial [31]. Las
nanoparticulas con un diametro comprendido entre 10 y 100 nm son las mejores candidatas
para la terapia del cancer, ya que pueden liberar su carga de forma eficaz y conseguir un
efecto de permeabilidad y retencion mejoradas (EPR).

Las nanoparticulas de menor (<10 nm) y mayor tamafio (>200 nm) pueden ser filtradas
facilmente por los rifiones y fagocitadas por los sistemas reticuloendoteliales,
respectivamente [31]. Sin embargo, los fracasos de la quimioterapia basada en nanoparticulas
en los ensayos clinicos han suscitado algunas dudas sobre la relevancia clinica del efecto
EPR y se requiere mucha mas investigacion para comprender el microentorno tumoral.
Ademas, las nanoparticulas modificadas con ligandos estan siendo ampliamente estudiadas
para la seleccion activa de dianas tumorales que pueden mejorar la biodisponibilidad y la
acumulacion tumoral selectiva, lo que a su vez aumenta la eficacia terapéutica al tiempo que
reduce la citotoxicidad normal.

23



Inteligencia Artificial

La inteligencia es la capacidad de lograr metas, pensar, imaginar, crear, memorizar,
comprender, reconocer patrones, tomar decisiones, adaptarse al cambio y aprender de la
experiencia [33].

La inteligencia artificial (IA) es la aplicacion de técnicas informaticas para que una maquina
simule el comportamiento y habilidades de la inteligencia humana, la IA puede aprender de
ejemplos y experiencias tal como lo haria un ser humano [34].

En la actualidad la IA se puede encontrar en servicios basicos como correo electronico, ya
que es capaz de filtrar y organizarlos de forma automatica, es utilizada en motores de
busqueda, en redes sociales, entre otros usos.

Por otro lado, el Machine Learning (ML) es una rama de la IA que permite a las maquinas
aprender sin ser programadas explicitamente a partir del procesamiento de datos, con los que
pueden identificar patrones para realizar predicciones. La estadistica es uno de los pilares
del ML debido a que es indispensable para comprender los datos utilizados en el
entrenamiento de una maquina, asi como en su interpretacion. Es importante considerar que
el ML no necesariamente requiere de un volumen de datos muy grande, pero estos deben ser
revisados para evitar sesgos.

De forma simple, la TA es la capacidad de las maquinas de mostrar habilidades y
comportamientos inteligentes mientras que, el ML es la técnica que se utiliza para adquirir
esas habilidades [35]. El objetivo del ML es que las maquinas aprendan de los datos para
poder dar resultados precisos sin necesidad de programarlas.

La funcionalidad de la tecnologia de plataforma y generalidad es lo que hace al ML tan
emocionante. Anteriormente cuando se requeria que el software realizara una funcion
particular cada paso requerido para obtener un resultado debia codificarse de manera
explicita y precisa dentro del programa [36], en la actualidad los métodos de ML eliminaron
esta restriccion ya que, el mismo algoritmo se puede adaptar a una amplia variedad de
aplicaciones de modelado.

Los algoritmos de ML aprenden de patrones en los datos de manera similar como aprenden
los humanos, mediante la repeticion y ejemplos [37], sin embargo, los métodos de ML son
mucho mas rapidos y pueden manejar conjuntos de datos con alta dimensionalidad, en
comparacion con los investigadores humanos.

Meétodos tradicionales de Machine Learning

Estos métodos incluyen regresiones lineales y no lineales [38], redes neuronales [39], varios
tipos de arboles de decision [40], redes bayesianas [41], maquinas de vectores de soporte y
relevancia [42] y algoritmos genéticos [43]. Estos métodos se han utilizado para generar la
mayoria de los modelos utiles para la prediccion de todo tipo de propiedades, desde médicas
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hasta de la rama de la ingenieria, pasando de igual forma por las ramas sociales y de
humanidades.

Refiriéndose a la rama de la ingenieria, los métodos tradicionales se han utilizado para la
prediccion de algunas propiedades termoquimicas [44], identificacion de espectros de
nanomateriales [45], prediccion del comportamiento de propiedades de sustancias [46], entre
otras.

Como se mencion6 con anterioridad la prediccion de propiedades termoquimicas es uno de
los posibles usos de estos métodos, en el caso de propiedades como son las entalpias de
formacion en fase cristalina y gaseosa es necesario utilizar valores experimentales con el fin
de que el modelo pueda aprender de la tendencia que siguen estos datos para después
reproducirlos y predecir datos futuros, es importante destacar que los modelos unicamente
podran predecir datos que previamente hayan sido proporcionados, es decir, durante la
integracion de valores experimentales de entalpia de formacion, si solo son alimentados
compuestos en fase gaseosa el modelo no podra predecir la fase cristalina debido a que no
cuenta con datos para ello, de igual forma, si solo son suministrados compuestos con ciertas
caracteristicas como lo son los compuestos que solo incluyen C, H y O en su estructura y se
le pide predecir algiin compuesto nitrogenado el modelo no podra realizar dicho calculo.

Actualmente la forma de obtener estos valores experimentales es mediante la termoquimica
experimental en donde, se incluyen métodos como la calorimetria de combustion, el analisis
termogravimétrico, el método de efusion de Knudsen, entre otros. El primero sirve para la
obtencion de la entalpia de combustion de compuestos orgdnicos que finalmente abrira el
camino para la obtencion de la entalpia de formacion en la fase cristalina, los otros métodos
permiten generar valores de entalpias de cambio de fase como lo es la entalpia de sublimacion
0 vaporizacion, la entalpia de sublimacion serd la clave para obtener la entalpia de formacion
en fase gaseosa una vez determinada la de la fase cristalina por el método de calorimetria de
combustion.

Para la prediccion de propiedades termoquimicas que no sean obtenidas por rutas
experimentales es necesario trabajar en la validacion de un conjunto de datos mediante una
ciencia llamada termoquimica computacional, mediante ésta puede ser posible la prediccion
de nuevos datos cercanos a los valores experimentales, el inconveniente de la termoquimica
computacional tradicional radica en sus largos tiempos de calculo para la obtencion de
valores, la complejidad de estos procedimientos suele ser alta por lo que, en cada grupo de
investigacion es necesario contar con algiin experto en el area. Los métodos de Machine
Learning eliminan estos inconvenientes ya que, los tiempos de computo son mucho mas
reducidos que en los métodos termoquimicos computacionales tradicionales. Para medir la
fiabilidad de los resultados obtenidos mediante ML son utilizadas diversas métricas de
evaluacion, tales como: validacion cruzada K-Fold, raiz cuadrada del error cuadratico medio
(RMSE), coeficiente de determinacion (R?), error absoluto medio (MAE), etc.
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Tipos de aprendizaje automatico

Aprendizaje supervisado

Este tipo de aprendizaje necesita un conjunto de datos etiquetados, es decir, es necesario
especificarle al modelo que es lo que necesita aprender para posteriormente predecir valores
nuevos [47]. Dependiendo de como se etiqueten existen dos tipos de modelos, modelos de
clasificacion y modelos de regresion.

e Modelos de clasificacion: producen como salida una etiqueta discreta, es decir, una
etiqueta dentro de un conjunto finito de etiquetas posibles. Estos modelos pueden ser
binarios o multiclase, para la primera se habla cuando solo debe predecirse en dos
clases o etiquetas mientras que el segundo es cuando se tienen multiples clases.

e Modelos de regresion: producen como salida un valor real y no precisamente debe de
estar dentro de un conjunto finito de valores.

Aprendizaje no supervisado

Trabaja con datos que no han sido etiquetados que el algoritmo tiene que intentar entender
por si mismo, el objetivo simplemente se basa en dejar que la méquina aprenda sin ayuda o
indicaciones de los cientificos de datos. Este tipo de aprendizaje también tiene aplicaciones
para reducir dimensionalidad o simplificar conjuntos de datos.

En el caso de agrupar datos por afinidad, el algoritmo debe definir una métrica de similitud
o distancia que le sirva para comparar los datos entre si. Como ejemplo de aprendizaje no
supervisado se tienen los algoritmos de agrupamiento o clustering, que podrian aplicarse para
encontrar clientes con caracteristicas similares a los que ofrecer determinados productos o
destinar una campafnia de marketing, descubrimiento de topicos o detecciéon de anomalias,
entre otros.

Aprendizaje por refuerzo

Es un método de ML que se basa en recompensar los comportamientos deseados y penalizar
los no deseados [48], viéndolo desde el punto de vista binario, el comportamiento deseado o
la buena prediccion de resultados se le asignara el valor de 1 mientras que, malas predicciones
o comportamientos indeseados tendran valores de 0.

Aplicando este método una computadora es capaz de percibir e interpretar el entorno, ejecutar
acciones y aprender mediante el método de prueba y error. El aprendizaje por refuerzo fija
objetivos a largo plazo con el fin de obtener una recompensa general maxima (mayor
cantidad de unos) y lograr una solucidon optima. Este tipo de aprendizaje se aplica en areas
como robotica, optimizacion de recursos y sistemas de control.
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Métodos de aprendizaje profundo

Los métodos de aprendizaje profundo consisten en redes neuronales con mayor nimero de
capas ocultas y arquitecturas mas complejas [42]. Estos métodos han revolucionado campos
de la ciencia y la tecnologia por su capacidad para reconocer caracteristicas en imagenes [49],
reconocimiento de voz [50] y la toma de decisiones complejas.

La diferencia que tienen estos métodos en comparacion a los anteriores no radica en generar
modelos superiores, sino en su capacidad para generar automaticamente descriptores utiles
sin necesidad de la participacion de expertos en el proceso de modelado. De hecho, estudios
publicados demuestran que tanto las redes neuronales profundas como los modelos
tradicionales generan modelos de calidad similar dados los mismos datos de entrenamiento
[51]. Dentro de los modelos mas utilizados para estas redes neuronales se encuentras las redes
neuronales convolucionales (CNNs), autocodificadores y redes adversarias generativas
(GANSs) [42].

Otra diferencia que se logra apreciar entre los métodos de aprendizaje profundo y los
tradicionales es el volumen de datos necesarios para la ejecucion de cada uno, por lo que,
usualmente los métodos de aprendizaje profundo son mas utilizados por las empresas con el
fin de conocer a que tipo de clientes debe ser dirigida una publicidad con el fin de aumentar
el nimero de ventas disminuyendo el costo de marketing [48].

Python en la Inteligencia Artificial y en el Machine Learning

De acuerdo al indice TIOBE [52] que es un indicador de la popularidad de los lenguajes de
programacion y que es actualizado mes con mes, Python es el lenguaje de programacion mas
utilizado a nivel mundial para el desarrollo de aplicaciones web, el desarrollo de softwares,
la ciencia de datos y el ML, esto se debe a que es eficiente y facil de aprender, ademas, se
puede ejecutar en muchas plataformas diferentes, es gratuito, se integra bien a todos los tipos
de sistemas y aumenta la velocidad de desarrollo.

Como se muestra en la figura 1, Python con el paso de los afios ha adquirido mayor aceptacion
por las razones previamente mencionadas, para marzo de 2023 este lenguaje contd con un
14.83% de aceptacion seguido por los lenguajes de programacion C (14.73%) y Java
(13.56%) lo cual coloca a Python hasta esa fecha como el lenguaje de programacion mas
utilizado, ya que constantemente se mantiene actualizado, se arreglan errores y se mejoran
las librerias para la realizacion de ML.
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TIOBE Programming Community Index

Source: www.tiobe.com
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Figura 1: indice TIOBE [52]
Las librerias mas utilizadas para el desarrollo de ML en Python son:

e Numpy: utilizado para la creacioén de vectores y matrices grandes multidimensionales
junto con una gran cantidad de funciones matematicas de alto nivel.

e Scikit-learn: utilizada para el aprendizaje automatico, contiene herramientas para el
modelado estadistico, clasificacion, regresion, agrupacion y reduccion dimensional.

e Pandas: utilizada para la lectura de datos, codificacion de variables categoricas,
creacion de listas, entre otros.

Termoquimica computacional
Empiricos

Estos tienen un costo reducido de software, computo y tiempo de trabajo al momento de su
implementacion. Si se dispone de los parametros necesarios, los esquemas mas sofisticados
suelen ser muy fiables. Por supuesto, la calidad de los resultados depende de la calidad de
los valores de los parametros; el valor de un pardmetro derivado de una sola medicion
experimental es probablemente mas incierto que uno basado en mediciones de varios
compuestos diferentes. El método util mas simple para predecir las entalpias de reaccion es
probablemente la aditividad de los enlaces, que se basa en la aproximacion de que todos los
enlaces del mismo tipo son igualmente fuertes. Por ejemplo, todos los enlaces C-C
contribuirian por igual a la entalpia de formacion. Por supuesto, solo se pueden esperar
resultados aproximados de un método tan simple [53].

Se pueden obtener resultados mucho mejores usando métodos de aditividad de grupo basados
en grupos funcionales. Para usar tales métodos, uno debe identificar y contar los grupos
apropiados dentro de la molécula y sumar sus respectivas contribuciones. Este es un ejercicio
facil y no implica una notacion o nomenclatura especial.

Los métodos de grupo de segundo orden maés sofisticados incluyen los efectos del entorno
quimico. Estos son mas complicados y precisos que los métodos de primer orden y requieren
un poco de esfuerzo para aprender [54]. El inconveniente de este tipo de métodos es que no
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siempre se cuenta con todos los grupos funcionales para una molécula por lo que, es necesario
realizar un célculo rapido para encontrar este valor, pero, al mismo tiempo se reduce la
veracidad del valor obtenido mediante la estimacion.

Mecanica molecular

Una molécula se puede modelar como un ensamblaje mecanico de bolas (dtomos) y resortes
(enlaces quimicos), con algunas otras fuerzas afiadidas para simular la electrostatica, la
dispersion, etc. Dichos modelos se describen colectivamente como mecanica molecular
(MM) y encuentran un uso generalizado. en quimica bioldgica y farmacéutica [53, 54].

Los métodos MM requieren una computadora, ya que todos los parametros geométricos de
la molécula deben variar para minimizar su energia. Sin embargo, solo se necesita una
computadora personal de escritorio para los calculos de moléculas orgénicas de tamafio tipico
[55].

Teoria de densidad funcional

El teorema fundamental de DFT establece que existe un funcional (es decir, una funcion de
una funcion) de la densidad electronica que produce la energia electronica exacta.
Desafortunadamente, el teorema no proporciona ninguna instruccién para obtener el
funcional correcto, y el progreso significativo adicional en la termoquimica DFT parece
depender del desarrollo de mejores funcionales [53,56].

Los métodos DFT son mas robustos para sistemas dificiles, como moléculas con caracter de
configuracion multiple, radicales libres con contaminacion de espin (es decir, mezcla no
deseada de estados excitados de alto espin con el estado fundamental) o moléculas que
contienen atomos de metales de transicion. La principal desventaja de la DFT para la
termoquimica parece ser su falta de extensibilidad, lo que significa que no se puede hacer
una serie de calculos para demostrar la convergencia, otra deficiencia actual de DFT es su
incapacidad general para hacer frente a estados de moléculas excitados electronicamente
[57].

Calculos ab initio

El costo relativamente alto de los calculos ab initio limita su uso [54]. En las teorias mas
simples, denominadas Hartree-Fock (HF) o campo auto consistente (SCF), cada electrén se
mueve en el campo eléctrico promedio generado por los otros electrones. Las formas de los
orbitales moleculares se describen matematicamente como una combinacion lineal de
funciones mas simples, que se asemejan a los orbitales atdmicos y constituyen el conjunto
basico. Aumentar el tamano de un conjunto de bases (es decir, agregar mas funciones de
base) permite una mejor descripcion de las formas detalladas de los orbitales. En
consecuencia, los conjuntos de bases mas grandes producen resultados mas fiables, por
supuesto, también cuestan mas [53, 58].
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Las teorias mas sofisticadas comienzan con un calculo de HF y luego intentan incluir la
energia debida a la repulsidn instantanea entre electrones, denominada energia de correlacion
de electrones o simplemente energia de correlacion, ésta generalmente se incluye en la teoria
de la perturbacion (que es esencialmente una teoria de extrapolacion), en la teoria de la
interaccion de configuracion o en la teoria de grupos acoplados [59].

Los calculos ab initio no producen directamente entalpias de formacidén ni ninguna otra
cantidad termoquimica. Producen energias moleculares totales expresadas en la unidad
atomica de energia, el hartree (1 hartree/molécula = 627,51 kcal/mol = 2625,5 kJ/mol). Los
valores son negativos y representan el cambio de energia al ensamblar la molécula a partir
de sus nucleos y electrones. Sin embargo, las entalpias de formacién solo se pueden derivar
calculando el cambio de energia para la reaccion de formacion (ya sea a partir del analisis de
reacciones de atomizacion, homodésmicas, isodésmicas, entre otras). Aunque la atomizacioén
total es una opcion comun de reaccidon para este proposito, rara vez es Optima [60].
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Capitulo 2: Marco metodologico

Sintesis en disolucion solida

Para la formacion de los compuestos se utilizaran los reactivos: anhidrido trimelitico [CAS:
552-30-7], la o-fenilendiamina [CAS: 95-54-5], el acido 3,5-diaminobenzoico [CAS: 535-
87-5]y el acido 3,4-diaminobenzoico [CAS: 619-05-6], las reacciones generales se describen
a continuacion.

2 C9H40Os(cr) + CeHgNao(cr) — C24Hi12N20s(cr) + 2 HoO(1) (1)
2 CoH40Os(cr) + C7HgN202(cr) — C25H12N2010(cr) + 2 H2O(1) (2-3)

Para llevar a cabo las reacciones se probaran diferentes rutas A) se adiciona el anhidrido
trimelitico, se funde este compuesto y posteriormente se adiciona la amina, B) se funde la
amina y posteriormente se adiciona el anhidrido trimelitico y, finalmente C) se pulverizan y
se mezclan perfectamente ambos reactivos en un mortero para posteriormente fundir la
mezcla hasta finalizar la reaccion. De igual forma en que el orden de los reactivos altera al
producto, la estequiometria también lo hace [9], por lo que, se probara un exceso de anhidrido
trimelitico (CoH4Os) y se comparara con la propuesta en la ecuacion 1-3 con el fin de observar
si existe algun cambio en los productos, las estequiometrias propuestas son 3:1 y 4:1. Todos
los productos obtenidos seran caracterizados utilizando técnicas espectroscopicas como
FTIR-ATR, 'H-RMN, espectrometria de masas y DSC.

Caracterizacion del producto de sintesis

Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier es una técnica analitica utilizada
para identificar materiales orgénicos, poliméricos y en algunos casos inorganicos. El
principio de esta técnica se basa en que las moléculas dentro de la muestra absorben radiacion

en frecuencias especificas, las cuales corresponden a los modos normales de vibracion de los
enlaces quimicos dentro de las moléculas, las cuales se indican a continuacion [61]:

Estiramiento: hay un cambio continuo en la distancia interatdmica a lo largo del eje del enlace
entre dos atomos.

Flexion: se caracterizan por un cambio en el dngulo entre dos enlaces y existen cuatro tipos:
tijereteo, balanceo, aleteo y torsion.

El espectro de infrarrojo puede dividirse en tres, en donde se encuentra la regidon cercana,
media y lejana de acuerdo con su ubicacion respecto al de la luz visible (Tabla 2).

Tabla 2: Longitud de onda para el espectro infrarrojo

Infrarrojo A [em]
Lejano 10-400
Medio 40-4000

Cercano 400-14000
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Esta técnica se utiliza por su velocidad de identificacion, precision y la naturaleza no
destructiva del andlisis. La capacidad de analizar una amplia gama de muestras y obtener
informacion detallada la convierte en una herramienta poderosa.

Resonancia magnética nuclear de protén (' H-RMN)

Es una técnica poderosa que se utiliza para determinar la estructura de compuestos orgénicos,
proporciona informacion detallada sobre la cantidad y los tipos de atomos de hidrogeno
(portones) en una molécula, sus entornos y su conectividad. 'H-RMN se basa en las
propiedades magnéticas de los nucleos de hidrogeno, que cuando se colocan en un campo
magnético fuerte pueden absorber radiacion de radiofrecuencia (RF) provocando que pasen
a diferentes estados de energia. La frecuencia a la que se produce esta absorcion estad
influenciada por el entorno electronico que rodea a cada protén [62]. Para la realizacion de
esta técnica es imprescindible el uso de disolventes deuterados, con el fin de eliminar la
interferencia causada por sus hidrogenos. El resultado de este estudio es un espectro de
resonancia magnética nuclear el cual contiene [63]:

Desplazamientos quimicos (0): la posicion de las sefiales de RMN en el espectro medidas en
partes por millén (ppm), indica el entorno electroénico de los protones. El desplazamiento
quimico depende de la densidad de los electrones alrededor de los protones; los protones
desprotegidos (cerca de atomos electronegativos o dobles enlaces) aparecen a campo bajo,
es decir, ppm mas altos, mientras que, los protones protegidos aparecen a campo alto (ppm
mas bajos), respecto del tetrametilsilano (TMS).

Integracion: el area bajo cada pico es proporcional a la cantidad de protones que contribuyen
en esa sefal, lo que proporciona informacion sobre la cantidad relativa de cada tipo de proton.

Multiplicidad: 1a division de sefiales de RMN en multiples (dobles, tripletes, cuartetos) se
debe al acoplamiento spin-spin con protones vecinos. Este patron de division ayuda a
determinar el nimero de protones adyacentes.

Constantes de acoplamiento (J): la distancia entre picos en Hertz (Hz), brinda informacion
sobre las interacciones entre protones vecinos.

Espectrometria de masas

Es una técnica analitica que se utiliza para medir la relacion masa/carga (m/z) de iones, esta
herramienta permite identificar la composicion de una muestra, determinar la estructura de
moléculas y cuantificar la cantidad de diferentes sustancias dentro de una muestra [64]. Su
principio se basa en la ionizacion de compuestos quimicos para generar moléculas cargadas
o fragmentos de moléculas para medir sus relaciones m/z, el proceso involucra varios pasos,
como son la ionizacion, aceleracion, desviacion y deteccion.

lonizacion: la muestra se introduce en la fuente de iones donde se ioniza produciendo
particulas cargadas.

Aceleracion: los iones atraviesan un campo eléctrico el cual les confiere energia cinética.
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Deflexion: los iones son desviados por un campo magnético o eléctrico dentro del analizador
de masas, el grado de deflexion depende de la relacion m/z de los iones.

Deteccion: los iones llegan al detector registrando el nimero para cada valor de m/z.

Los componentes para realizar esta técnica son (Figura 2): a) la fuente de iones, la cual
convierte las moléculas de una muestra en iones, dentro de este punto se incluyen diferentes
métodos de ionizacion por electrones, por electropulverizacion y por laser asistida por matriz
(MALDI), b) el analizador de masas, en este punto se separan los iones segiin su relacion
m/z y c¢) un detector el cual mide los iones y produce una sefial proporcional al nimero de
los detectados en cada valor m/z.
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Figura 2: Diagrama de un espectrometro de masas [64]

Los puntos importantes para considerar dentro de los resultados de la espectrometria de
masas son los picos los cuales corresponden a iones con una relacion m/z especifica, el pico
base, este es el pico mas alto del espectro y representa al ion mds abundante (este no
forzosamente corresponde a la molécula estudiada) y el pico del ion molecular, este
representa la molécula intacta (con un electrén eliminado) y a partir de este es posible obtener
el peso molecular del compuesto [65].

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica térmica de DSC se utiliza para medir el flujo de energia en forma de calor asociado
a los eventos térmicos de los materiales en funcion de la temperatura, es ampliamente
utilizada para caracterizar materiales en términos de sus propiedades térmicas como: fusion,
cristalizacion, transicion vitrea, polimorfismo, entre otros [66, 67]. DSC mide la diferencia
de energia necesaria para mantener la temperatura de una muestra y de una referencia al
mismo ritmo. Cuando la muestra sufre un evento térmico, absorbera o liberara energia en
forma de calor provocando una desviacion en el flujo de calor comparado con la referencia.
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Mediante el termograma resultante de DSC es posible encontrar la pureza de un compuesto,
esto se debe a su pico de fusion, ya que, en un sistema eutéctico simple la muestra funde y
solidifica como una sustancia pura, mientras que, en presencia de un componente adicional
o impureza se produce la disminucion del punto de fusion del componente principal. Para
determinar la pureza se hace uso de la ecuaciéon de Van't Hoff.

TS:TO

RTEX, (1) @

~ ALH\F
En donde T} es la temperatura de fusion de la sustancia pura, Ts es la temperatura de fusion
de la fraccion de muestra fundida, X> es la impureza de la sustancia, F es la fraccion de
muestra fundida a una determinada Ts, R es la constante universal de los gases y AL.H es la
entalpia de fusion.

Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de oro

La sintesis de nanoparticulas de oro por reduccion quimica se inducira a partir de tres
electrolitos obtenidos a través de una reaccion de neutralizacion (5-7):

C24H12N20g (cr) + 2 NaOH (cr) — Electrolito (ac) + 2 H20 (1) (5)
C2sH12N2010 (cr) + 3 NaOH (cr) — Electrolito (ac) + 3 H2O (1) (6)
C2sH12N2010 (cr) + 3 NaOH (cr) — Electrolito (ac) + 3 H2O (1) (7)

El electrolito formado a una concentracion 1x10* M funcionard como agente reductor y
surfactante que al mezclarse con una disoluciéon 1x10* M de 4cido tetraclorodurico servira
para la formacion de AuNPs, esta disolucion sera adicionada al electrolito previamente
formado con una concentracion igual que la del oro, debido a que, la cantidad de agente
surfactante influye en la estabilidad de las nanoparticulas, estas se sintetizaran utilizando
relaciones diferentes de electrolito y disolucion de oro, esto es realizar sintesis 1:1, 3:1 y 5:1
de electrolito y disolucion de oro, respectivamente.

Una vez realizada la sintesis es necesario comenzar la caracterizacion, para ello se utilizaran
las técnicas de UV-VIS, FE-SEM vy potencial Z.

UV-vis

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) es una técnica analitica utilizada para medir
la absorbancia o reflectancia de una muestra en las regiones ultravioleta y visible del espectro
electromagnético (aproximadamente 200-800 nm). Se basa en el principio de que las
moléculas pueden absorber luz a longitudes de onda especificas, provocando transiciones
electronicas de niveles de energia mas bajos a niveles de energia mas altos. La cantidad de
luz absorbida por una muestra estd directamente relacionada con la concentracion de la
especie absorbente y la longitud del camino de la muestra.
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Resonancia del plasmon superficial

La presencia de electrones libres en la banda de conduccion de la superficie de las NPs
metalicas que reciben un haz de luz incidente induce una excitacion colectiva de estos
electrones libres, como consecuencia de la fuerte interaccion con la luz incidente, se produce
una oscilacion coherente deslocalizada de los electrones confinados en la superficie de las
NPs metalicas, en la interfaz metal-dieléctrico o metal-semiconductor. La excitacion
electromagnética se llama polariton del plasmon de superficie, este es una casi-particula
hibrida resultante del fuerte acoplamiento entre la luz y los electrones libres en la superficie
de una nanoparticula. En la Figura 3 se muestran los plasmones asociados a las diferentes
AuNPs y la longitud de onda en la que absorben.
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Figura 3: Plasmon superficial para diferentes AuNPs [68]

TEM/FE-SEM

TEM funciona segun el principio de transmision de electrones a través de una muestra muy
fina. Cuando los electrones atraviesan la muestra, interactian con ella y se dispersan, los
electrones transmitidos se enfocan para formar una imagen o patron de difraccion, que puede
analizarse para obtener informacion estructural sobre la muestra [68].
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Ventajas:

e Resolucion extremadamente alta, capaz de obtener imagenes a nivel atdmico.

e Proporciona informacion estructural y de composicion detallada.

e Miultiples modos de obtencion de imagenes y técnicas analiticas (por ejemplo,
difraccion de electrones) que aumentan su versatilidad.

Limitaciones:

e Requiere muestras muy finas, que pueden ser dificiles de preparar.
e Los instrumentos de TEM son caros y requieren un mantenimiento especializado.
e El funcionamiento y la interpretacion de los datos requieren una gran experiencia.

Potencial Zeta

El potencial Zeta es una medida del potencial electrostatico en el plano de deslizamiento de
las particulas de una dispersion coloidal. Es un indicador clave de la estabilidad de los
sistemas coloidales, ya que refleja el grado de repulsion o atraccidon entre particulas
adyacentes de carga similar en una dispersion. Un potencial zeta absoluto elevado indica que
es probable que las particulas se repelan entre si, evitando la agregacion y dando lugar a un
sistema coloidal estable.

El potencial Zeta surge de la doble capa eléctrica que se forma alrededor de las particulas de
un coloide. Cuando las particulas se dispersan en un liquido, pueden adquirir una carga
superficial a través de diversos mecanismos como la ionizacién, la adsorciéon de iones o la
disolucion de iones. Esta carga superficial atrae iones de carga opuesta del medio
circundante, formando una capa fuertemente ligada denominada capa de Stern. Mas alla de
la capa de Stern, hay una capa difusa de iones que se extiende hacia el interior del liquido. El
limite entre los iones ligados y la capa difusa se conoce como plano de deslizamiento, y el
potencial eléctrico en este limite es el potencial zeta [69, 70].

El potencial Zeta se suele medir mediante electroforesis, en la que se aplica un campo
eléctrico a una dispersion coloidal y se mide la velocidad de las particulas cargadas.

Citotoxicidad

Los ensayos para analizar tanto la proliferacion como la viabilidad celular y citotoxicidad se
utilizan para monitorear la respuesta a los cultivos celulares a un tratamiento o estimulo. En
la Tabla 3 se muestran los principales ensayos de proliferacion celular, asi como sus ventajas
y desventajas.
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Tabla 3: Ensayos de proliferacion celular?

Ensayo Caracteristicas Ventajas Desventajas
. Protocolo
Se incorpora a nuevo ADN e
. . Detecta la cinética extenso y
BrdU sintetizado que se detecta con el i N
. i del ciclo celular puede dafar el
anticuerpo antiBrdU ADN

Menos toxico que
BrdU, protocolo mas
rapido, no
desnaturaliza el
ADN

Es similar a BrdU, pero no

EdU . .
necesita anticuerpos

Es un tetrazol amarillo que se
MTT reduce a formazan morado en
las células vivas
Las células vivas convierten el
XTT XTT en un formazan de color Alta sensibilidad
naranja
Se escinde en un formazan
soluble mediante un mecanismo

Protocolo rapido,
alto rendimiento

) Al ibili
WST-1 celular complejo que se produce ta sens1b1,1c?ad,
. ) protocolo rapido
principalmente en la superficie
celular
Basado en células de luciferasa
ATP .y . . .
. de luciérnaga para cuantificar Sensible, rapido
luminiscente

ATP en cultivos celulares
Los anticuerpos contra la

Ki67 proteina nuclear Ki-67 se Tiene aplicaciones in
! pueden usar para medir la Vivo
proliferacion celular
Colorante permeable a las
células no fluorescente. Se Andlisis de células
CFSE escinde mediante enterasas vivas, compatible
intracelulares para emitir una con linfocitos
fluorescencia verde
Azul de Las células viables no absorben .
tripan el colorante, pero las muertas Protocolo rapido

son permeables a el

Reactivos caros

Sobreestima la
viabilidad

Sobreestima la
viabilidad

Sobreestima la
viabilidad

Requiere lisis
celular

Dificil de
cuantificar
Requiere
fijacion

Toxicidad

Inexacto

2 Tomada de la referencia [71]

Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica computacional utilizada para predecir la
orientacion preferida de una molécula a otra cuando se unen para formar un complejo estable.

Para ello se deben seguir los siguientes pasos [72-74].
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Identificacion de las proteinas blanco

Es necesario conocer la posible interaccion entre una proteina y un receptor, para ello, suele
hacerse apoyo del programa Swiss Target Prediction, con este es posible analizar ligandos
mediante su codigo SMILES para conocer la probabilidad de que este interaccione con
distintas proteinas asociadas a las vias de sefializacion de interés.

Preparacion de moléculas

Receptor: Normalmente una proteina o enzima, la estructura diana se prepara limpiando la
estructura 3D (se recomienda utilizar una resoluciéon de DRX <2A), eliminando moléculas
de agua, afiadiendo atomos o residuos que faltan y asegurando los estados de protonacion
adecuados.

Ligando: La pequeiia molécula o farmaco candidato se prepara generando su estructura 3D,
afladiendo 4tomos de hidrégeno, optimizando la geometria y asegurando los estados de
protonacion correctos.

Sitio de union
Receptor: agregar las cargas de Kollman, dichas cargas estan disefiadas para aproximar el
potencial electrostatico alrededor de una molécula y son cruciales para modelar con precision

las interacciones intermoleculares, como los enlaces de hidrogeno, las interacciones
electrostaticas y las fuerzas de Van der Waals [75].

Ligando: agregar las cargas de Gasteiger, dichas cargas se derivan a través de un enfoque
semi-empirico que enfatiza la eficiencia computacional a la vez que proporciona una
aproximacion razonable del potencial electrostatico alrededor de una molécula [76].

Definir sitio de busqueda

Docking localizado: el sitio donde actuar el ligando previamente es conocido y se reduce el
tiempo de busqueda para la técnica.

Docking ciego: el sitio donde actuara el ligando no se conoce, por lo que, es necesario
definirlo, para ello el punto mas importante es pedirle al programa que analice toda la
estructura de la proteina buscando posibles sitios de union.

En ambos casos el programa lo que hace es fracturar la molécula creando asi “mapas” de
busqueda, gracias a las cargas previamente agregadas tanto en R como en L se podra generar
un complejo.

Analisis de resultados

Una vez completado el acoplamiento molecular, este muestra un histograma con la cantidad
de veces en que el ligando se unio al receptor en un cierto sitio, de igual forma muestra la
energia de union (AvindG) generada a partir de la formacion del complejo receptor-ligando,
para escoger el complejo final se tienen dos rutas, la primera en donde se tome la que genere
la menor energia de union ya que, esta sera la mas estable, por otro lado, se puede optar por
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utilizar el complejo que més veces se formo durante el acoplamiento (aunque este no sea el
mas negativo), de forma ideal, el complejo mas negativo serd el que tenga mayor cantidad de
repeticiones dentro del modelado [77].

AGbind = AGsolv + AGconf + AGint + AGrot + AGt/t + AGvib (8)

En donde, solv es el efecto del solvente, conf cambios de conformacion en R y L, int es la
interaccion R/L, rot son las rotaciones internas en R y L, #/# es la formacion del complejo RL
y vib son los cambios en los modos de vibracion.

Una vez obtenido el complejo es necesario revisar la cantidad de enlaces de hidrogeno
formados, asi como las interacciones electrostaticas, desfavorables (que daran inestabilidad
al complejo), hidrofobicas y de Van der Waals, estos enlaces y/o interacciones seran dadas
por los aminodacidos de la region donde se generd el acoplamiento. Los criterios para conocer
la eficiencia del complejo R-L seran la cantidad de enlaces de hidrogeno con sus respectivas
distancias de enlace para conocer si se trata de una interaccion fuerte, media o débil, para ello
se muestran las distancias de enlace en la Tabla 4, la constante de inhibicion, la energia de
union, si existen o no interacciones desfavorables.

Tabla 4: Intensidad del enlace de hidrogeno

Clasificacion Distancia en A Energia de enlace en kcal mol™!
Fuertes 1.5-2.5 14-40
Moderados 2.5-3.2 4-14
Débiles 3.2-4.0 <4

2 Tomado de la referencia [78].

Por otro lado, las interacciones electrostaticas son de igual importancia que los enlaces de
hidrégeno [79], la desventaja de estos es que, su eficiencia se ve afectada por el medio en el
que esté suspendido el complejo y, por consiguiente, cambiara a favor o en contra seglin sea
el caso.

Consenso farmacologico

Se predicen propiedades fisicoquimicas de los compuestos a estudiar, la prediccion se realiza
con base en farmacos ya existentes en el mercado, para ello, se hace uso del programa Swiss
ADME® (absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion) el cual se encuentra entrenado
con modelos de regresion y clasificacion para la prediccion de las propiedades, en este punto
se predicen:

e TPSA: es un parametro usado en quimica medicinal y farmacologia para describir la
capacidad de un firmaco o molécula de interactuar con el entorno acuoso y, en
particular, su capacidad de atravesar membranas biologicas, como la barrera
hematoencefalica o las membranas celulares. Un TPSA bajo (< 60 A2) generalmente
sugiere que una molécula tiene una mayor probabilidad de atravesar membranas
celulares, lo cual es crucial para la absorcion de farmacos en el cuerpo. Un TPSA
moderado (60-140 A?) indica una buena absorcién intestinal y permeabilidad
razonable en membranas celulares, finalmente un TPSA alto (> 140 A?) indica una
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baja permeabilidad lo que puede limitar la absorcion oral y la capacidad de cruzar
membranas celulares.

o Absorcién intestinal: un TPSA < 140 A2 generalmente indica que la molécula
tiene buena absorcion oral.

o Cruce de la barrera hematoencefélica: para que un compuesto pueda entrar
eficazmente al cerebro, su TPSA debe ser < 90 A2, idealmente menor a 60 A2.

o Excrecion renal vs permeabilidad celular: farmacos con TPSA alto pueden
tener mas dificultades para difundir pasivamente a través de membranas
celulares y, en su lugar, dependeran de transportadores especificos para su
absorcion o eliminacion.

Absorcion gastrointestinal: es el proceso por el cual los nutrientes, medicamentos, y
otras sustancias ingeridas a través de la boca son transportadas desde el tracto
gastrointestinal (GI) hacia el torrente sanguineo. Este proceso es crucial para que las
sustancias activas de los alimentos y los farmacos lleguen a la circulacion sistémica,
desde donde pueden ser distribuidas a los 6rganos y tejidos del cuerpo para ejercer
sus efectos.

Permeabilidad en piel: se refiere a la capacidad de una sustancia para atravesar la
barrera cutdnea y penetrar en las capas mas profundas de la piel, llegando incluso a
entrar en el torrente sanguineo.

o Alta permeabilidad (> 10~ cm s™!): facil absorcién a través de la piel.

o Permeabilidad moderada (10* a 10~ cm s!): permeabilidad intermedia, puede
requerir formulaciones especiales para mejorar la absorcion.

o Baja permeabilidad (< 10* cm s): dificil absorcién dérmica, requiere
potenciadores de permeacion o sistemas de administracion transdérmica
avanzados.

Inhibidor de citocromos: son una familia de enzimas clave en el metabolismo de
farmacos, toxinas y otros compuestos en el cuerpo. Estas enzimas se encuentran
principalmente en el higado y desempefian un papel crucial en la biotransformacion
de muchas sustancias, convirtiéndolas en formas mas faciles de excretar. Los factores
que influyen en la inhibicion de citocromos son.

o Grupos funcionales reactivos: moléculas con grupos funcionales como aminas
heterociclicas, imidazoles, furano, tiourea y quinolinas.

o Presencia de heterodtomos: &tomos como nitrogeno, oxigeno y azufre pueden
coordinarse con el hierro del grupo hemo de los CYPs, bloqueando su funcion.

o Estructura plana y aromatica: compuestos con estructuras planas y altamente
conjugadas pueden encajar mejor en el sitio activo del CYP, aumentando la
inhibicion.

o TPSA bajo: indica una mejor permeabilidad celular y acceso al sitio activo
del CYP.

Sustrato P-glicoproteina: es una sustancia que es reconocida y transportada por la P-
glicoproteina, una proteina que actiia como una bomba de eflujo en las células. Esta
proteina juega un papel crucial en la proteccion de las células contra sustancias
toxicas y en la regulacion de la absorcidn, distribucion y eliminacion de muchos
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farmacos en el cuerpo. Algunos casos donde un farmaco puede ser reconocido y
transportado son.

o Compuestos lipofilicos que pueden atravesar pasivamente las membranas

celulares.
Féarmacos con peso molecular moderado (300-900 Da).

o Compuestos basicos o neutros a pH fisiologico (7.37-7.42), por otro lado, los
acidos suelen ser menos transportados.

o Un TPSA alto reduce la permeabilidad pasiva, por tanto, estos compuestos
dependen de este sustrato.

o Farmacos que no atraviesan la barrera hematoencefalica.

Permeabilidad de la barrera hematoencefalica: se refiere a la capacidad de sustancias
para atravesar la barrera hematoencefilica y llegar al cerebro. Es una estructura
altamente selectiva formada por células endoteliales de los capilares cerebrales, que
protege al cerebro de toxinas, patdogenos y otras sustancias potencialmente dafiinas
presentes en la sangre, mientras permite el paso de nutrientes esenciales y gases. Para
atravesar esta barrera se deben cumplir ciertos criterios, cabe resaltar que un
compuesto atraviese esta barrera dependerd de su funcion, es decir, si se trata de
ansioliticos, analgésicos opioides o anticonvulsivos es crucial que la sustancia
organica cruce la barrera, en caso de farmacos de otra indole como anticancerigenos
lo ideal es que no se permee.

o Peso molecular < 500 Da.

o TPSA bajo, indica una menor polaridad lo que favorece la difusion pasiva a
través de la barrera.

o Grado de ionizacion, ya que, la barrera es menos permeable a compuestos
ionizados, debido a que los iones no atraviesan facilmente la membrana
lipidica.

Lipinski: son un conjunto de pautas utilizadas en la quimica medicinal para evaluar
si un compuesto quimico es probable que sea un farmaco oralmente activo en
humanos, se deben cumplir las siguientes condiciones:

o Peso molecular: El peso molecular del compuesto debe ser menor o igual a
500 daltons. Moléculas mas grandes tienden a tener dificultades para atravesar
las membranas celulares.

o Numero de enlaces de hidrogeno donadores: El compuesto debe tener 5 o
menos grupos donadores de enlaces de hidrogeno, que generalmente son
grupos hidroxilo (-OH) o amino (-NH).

o Numero de enlaces de hidrogeno aceptores: El compuesto debe tener 10 o
menos aceptores de enlaces de hidrogeno, que incluyen atomos de oxigeno
(O) y nitrégeno (N) que pueden formar enlaces de hidrogeno.

o Coeficiente de particion (log P): El logaritmo de la particién octanol-agua (log
P) debe ser menor o igual a 5. Este parametro mide la lipofilicidad del
compuesto; valores altos indican que la molécula es muy lipofilica (soluble
en grasa), lo que podria afectar su solubilidad en agua y, por lo tanto, su
absorcion [80].

o
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Fase in vitro

Las células de la linea MDA-MB-231 se cultivaron en el medio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich®) y las células de la linea MCF-7 en el medio Minimun
Essential Media (MEM) (Sigma-Aldrich®).

Las lineas celulares se suplementaron con 7% y 10% de suero fetal bovino (Biowest®)
respectivamente, 2 % de antibiotico antimicotico (Sigma-Aldrich®) y 0.1 % de L-glutamina
(Sigma-Aldrich®), posteriormente se incubaron a 37°C en una atmosfera humeda con CO;
al 5% monitoreandose cada 24 horas hasta alcanzar 80% de confluencia [81].

Conteo celular

Una vez alcanzado el 80% de confluencia, se inhibio la adhesion de los cultivos celulares
mediante tripsina al 1x, se introdujeron a la incubadora durante 5 minutos, posteriormente se
observaron los cultivos en el microscopio invertido con el fin de corroborar su separacion.
Paso siguiente fue inhibir la tripsina utilizando el doble de medio de cultivo suplementado,
para este punto se utiliz6 un medio especifico para este proceso, dicho medio cuenta con solo
el 2% de suero fetal bovino (SFB), una vez inhibida la tripsina, el contenido se vacié en un
tubo Falcon de 15 mL y se centrifugd a 1,500 RPM por 10 minutos, una vez finalizado este
proceso, en el tubo Falcon se observo un pellet el cual contiene todas las células,
posteriormente se elimin6 el sobrenadante y se resuspendiod el pellet con medio de cultivo
fresco.

Posteriormente en un tubo Eppendorf se adicion6 45 pL de solucion salina amortiguada por
fosfato (PBS), 45 pL de azul de tripan y 10 pL de la solucion del pellet con medio (dicha
solucién fue homogeneizada previo a su incorporacion). Finalmente, en una camara de
Neubauer de 0.1mm de profundidad se afiadieron 10 pL de la solucion anterior, esta solucion
se observo en el microscopio para realizar el conteo celular basado en la siguiente foémula.

Células B # de células

9)

ul  superficie contada [mm?] * profundidad de la cAmara [mm]
Efecto anti proliferativo

De cada linea se sembraron 6,000 células por pozo en cajas de 96 pozos [82], posteriormente
se completd el volumen utilizando medio de cultivo fresco hasta alcanzar los 200 pL por
pozo y las células se incubaron durante 24 horas. Posteriormente se retir6 el medio de cultivo,
se lavo cada pozo utilizando PBS (con el fin de eliminar restos celulares) y se agregaron las
macromoléculas con concentraciones de 100 uM, 75 uM, 50 uM, 25 uM y 10 uM, de igual
forma se utilizo un control negativo en el cual se sembraron células y no se les afiadié ningiin
tratamiento.

El efecto anti proliferativo se determind mediante el kit de ensayo de proliferacion celular
XTT (5 mL del frasco proliferado y 100 uL del activador), para esto se agregaron 50 pL del
reactivo por pozo y se incubd nuevamente durante 4 horas. Finalmente, mediante la ayuda
de un fotémetro de microplacas Multiskan FC se determind la absorbancia a 450 nm [83],
todos los experimentos se realizaron 3 veces y por triplicado.
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Control de células no cancerosas

Se utilizé la linea de epitelio normal de mama MCF-10A como un modelo de células no
cancerosas con el fin de determinar la toxicidad de las macromoléculas, estas células se
mantuvieron en un cultivo DMEM/F12 (Sigma-Aldrich®) y se suplementaron con 7% de
suero fetal bovino (Biowest®), 2 % de antibidtico antimicético (Sigma-Aldrich®), 0.1 % de
L-glutamina (Sigma-Aldrich®), 1 pupg/mL de hidrocortisona (Sigma-Aldrich®),
posteriormente se incubaron a 37°C en una atmosfera himeda con COz al 5%
monitoredndose cada 24 horas hasta alcanzar 80% de confluencia.

Se sembraron 6,000 células por pozo en la caja de 96 pozos, se utilizaron las concentraciones
inhibidoras medias (ICso, esta es la concentracion de un farmaco que se requiere para inhibir
el 50% de una actividad bioldgica en un sistema determinado, una ICso baja indica una alta
potencia de un farmaco por lo que se necesitara menos cantidad del compuesto para producir
el efecto inhibidor, mientras que, una ICs alta indicara una baja potencia del farmaco por lo
que se necesitarda mayor cantidad para producir el mismo efecto, la ICso dependera de la
sustancia organica utilizada) encontradas en las lineas MDA-MB-231 y MCF-7, cada
concentracion se probo 3 veces y por triplicado, finalmente se utilizo el ensayo XTT para
medir el efecto antiproliferativo.

Las aplicaciones del ICso dependeran de la rama estudiada.

Farmacologia: evaluar la eficiencia de un farmaco en inhibir el crecimiento celular, actividad
enzimatica o interacciones con receptores.

Toxicologia: determinar el impacto de sustancias en células o microorganismos.
Biologia molecular: estudiar la inhibicién enzimatica y mecanismos de sefalizacion celular.

Para su célculo se utiliza la ecuacion de Hill o ecuacién de 4 parametros, la cual ajusta los
datos de la curva inhibicion dosis-respuesta de forma sigmoide. La ecuacidn se presenta a
continuacion.

max —min

Y =min + 1+ 10UogIC50-X)n (10)

En donde Y es la respuesta o porcentaje de inhibicion, min y max son los valores limite de la
respuesta, X es la concentracion del fArmaco en logaritmo, /Csg es la concentracidon en que la
respuesta es del 50% y n es el coeficiente de Hill (pendiente de la curva).

Para este célculo se utiliz6 una regresion no lineal en el software GraphPad Prism, con el
cual se obtuvieron las distintas ICs.

Fase in sillico

Las proteinas de las vias de sefalizacion intracelular que pueden ser blanco de las
macromoléculas estudiadas se obtuvieron mediante la revision bibliografica [84-90],
posteriormente las estructuras 3D se obtuvieron de la base de datos de PDB (Protein Data
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Bank). Las proteinas involucradas en estas vias y con interaccion de las macromoléculas se
muestran a continuacion.

Tabla 5: Proteinas para el acoplamiento molecular

Proteina ID?
Bcl-2 600K
Caspasa 9 3DOT
CDK4 78713
IGFIR 2ZM3
MDM2 SOAI
MMP9 1L6J
PARPI 6M3I
PI3Kp P42338
PI3Ky 3APC
PI3K6 7JIU
Src TNG7
MAPKI1 2Y9Q
BCL2LI1 4QVF
GSK3a 7SXF
CDK2 7VDU
Caspasa 8 7LVM
c-JUN 70RF
APEX1 7TC3
EGFR 5UG9
ESR1 SDXE
ESR2 30LL
FGF1 SEWS

? Codigo de 1dentificacion de la proteina en el PDB.

En el caso de la proteina PI3K[ esta no se encuentra reportada experimentalmente, por lo
que, se tuvo que utilizar una estructura predicha obtenida de la base de datos de UNIPROT
(The Universal Protein Knowledgebase).

Por otro lado, en la Tabla 6 se muestran las macromoléculas utilizadas en este estudio, se
presentan sus codigos SMILES los cuales fueron introducidos al software de Avogadro para
realizar la optimizacion de sus estructuras.
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Tabla 6: Macromoléculas estudiadas
Nombre Formula  Clave SMILES Estructura

2,2-(1,2- 0=C(0)C1=CC=C
Phenylene)bis[ 2C(=0)N(C(=0)C

2,3-dihydro- - o
o Ca4H12N> 2=C1)C=3C=CC= @/ &@%
L3-dioxo-1H-— 2 & oDIDA a4 -0)cs- n { }»‘ “

isoindole-5- CC=C(C=C5C4=0

carboxylic -
acid] )CE=0)0
2,2'-(4-
Carboxy-1,2- 0=C(0)C1=CC=C o
phenylene)bis| 2C(=O)N(C(=O0)C = o o .
2,3-dihydro-  CxsHi2N2 3,4-  2=C1)C3=CC=C(C % N
1,2-dioxo-1H- O1o DITA  =C3N4C(=0)C5= 4 °
isoindole-5- CC=C(C=(C5C4=0 "
carboxylic )C(=0)0)C(=0)0O ’
acid]
2,2'-(5- _ P
Carboxy-1,3- OC(=0)C1=CC2=

1,3-dioxo-1H- O1o DITA 2=C(C=C(C=C2)C

isoindole-5- _ s o S
carboxylic (O)_O)CZIO_O)C(O)

acid]

. C(C=C1)C(=O)N( . Q ’
phenyllene)bls[ Cg=O)C)1 =(CC()=(§ %{%( o o
2,3-dihydro-  CsHi2N2  3,5- C(=C1)N1C(=0)C ?

Prueba de normalidad Shapiro-Wilk

Plantea la hipdtesis nula que una muestra proviene de una distribuciéon normal, por el
contrario, la hipotesis alternativa se plantea como que una muestra no proviene de una
distribucién normal, es decir, Ho: X ~ N (i, 6°) y Hi: X + N (, 6%), es importante elegir un
nivel de significancia alpha, en donde el mas utilizado es 0=0.05 o el 5% [91].

ANOVA

La técnica de analisis de varianza (ANOVA), constituye la herramienta basica para el estudio
del efecto de uno o mas factores (cada uno con dos o mas niveles) sobre la media de una
variable continua. Es, por lo tanto, una de las pruebas estadisticas que se pueden emplear
para comparar las medias de dos o mas grupos.

La hipdtesis nula de la que parten los diferentes tipos de ANOVA es que la media de la
variable estudiada es la misma en los diferentes grupos, en contraposicion a la hipotesis
alternativa de que, al menos dos medias, difieren de forma significativa. ANOVA permite
comparar multiples medias, pero lo hace mediante el estudio de las varianzas [92].
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ANOVA de una via

El ANOVA de una via, también conocido como ANOVA con un factor o modelo factorial
de un solo factor, permite estudiar si existen diferencias significativas entre la media de una
variable aleatoria continua en los diferentes niveles de otra variable cualitativa o factor,
cuando los datos no estan pareados. Es una extension de los t-fest independientes para mas
de dos grupos [93].

Las condiciones para ANOVA de una via con datos independientes son:

o Independencia: las observaciones deben ser aleatorias e independientes las unas de
las otras. Los grupos (niveles del factor) deben de ser independientes entre ellos.

e Distribucién normal de cada uno de los niveles o grupos: la variable estudiada debe
de distribuirse de forma normal en cada uno de los grupos, siendo menos estricta esta
condicidon cuanto mayor sea el tamafio de cada grupo. La mejor forma de verificar la
normalidad es estudiar los residuos de cada observacion respecto a la media del grupo
al que pertenecen.

e A pesar de que el ANOVA es bastante robusto aun cuando existe cierta falta de
normalidad, si la simetria es muy pronunciada y el tamafo de cada grupo no es muy
grande, se puede recurrir en su lugar a la prueba no paramétrico prueba H de Kruskal-
Wallis. Con frecuencia se recomienda mantenerse con ANOVA a no ser que la falta
de normalidad sea muy extrema.

e Los datos atipicamente extremos pueden invalidar por completo las conclusiones de
un ANOVA. Si se observan residuos extremos hay que estudiar con detalle a qué
observaciones pertenecen, siendo aconsejable recalcular el ANOVA sin ellas y
comparar los resultados obtenidos.

e Misma varianza entre grupos (homocedasticidad): la varianza dentro de los grupos
debe de ser aproximadamente igual en todos ellos. Esto es asi ya que en la hipotesis
nula se considera que todas las observaciones proceden de la misma poblacion, por
lo que tienen la misma media y también la misma varianza.

Métodos empiricos de prediccion de entalpias de formacion

Estos tienen un costo reducido de software, computo y tiempo de trabajo al momento de su
implementacion. Si se dispone de los parametros necesarios, los esquemas mas sofisticados
suelen ser muy fiables. Por supuesto, la calidad de los resultados depende de la calidad de
los valores de los parametros; el valor de un parametro derivado de una sola medicion
experimental es probablemente mas incierto que uno basado en mediciones de varios
compuestos diferentes. El método util mas simple para predecir las entalpias de reaccion es
probablemente la aditividad de los enlaces, que se basa en la aproximacion de que todos los
enlaces del mismo tipo son igualmente fuertes. Por ejemplo, todos los enlaces C-C
contribuirian por igual a la entalpia de formacion, pero en la fase gaseosa. Por supuesto, solo
se pueden esperar resultados aproximados de un método tan simple [53].
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Se pueden obtener resultados mucho mejores usando métodos de aditividad de grupo basados
en grupos funcionales. Para usar tales métodos, primero se debe identificar y contar los
grupos apropiados dentro de la molécula y sumar sus respectivas contribuciones. Este es un
ejercicio facil y no implica una notacién o nomenclatura especial.

Los métodos de grupo de segundo orden mas sofisticados incluyen los efectos del entorno
quimico. Estos son mas complicados y precisos que los métodos de primer orden y requieren
un poco de esfuerzo [54]. El inconveniente de este tipo de métodos es que no siempre se
cuenta con todos los grupos funcionales para una molécula por lo que, es necesario realizar
un célculo répido para encontrar este valor, pero, al mismo tiempo se reduce la veracidad del
valor obtenido mediante la estimacion.

Método empirico de Benson

Este método permite la obtencidon de la entalpia de formacién en cualquiera de las tres fases
de un compuesto realizando la separacion de los grupos funcionales existentes dentro de cada
molécula, se debe de considerar un factor rsc (ring strain correction) necesario para cuando
las moléculas presentan alglin ciclo, dicho factor de correccidon es especifico para cada
familia de compuestos [94-96].

Es importante conocer el tipo de hibridacion que tiene cada atomo dentro de una molécula a
fin de lograr comprender cuantos enlaces puede formar, para encontrar los grupos funcionales
existentes es necesario identificar un atomo “central”, dicho atomo es cualquiera dentro de
la molécula excluyendo al hidrogeno, posteriormente se debe observar a que otros a&tomos se
encuentra unido, es en este punto que conocer el tipo de hibridacion es necesario para
encontrar todos los d&tomos a los que se encuentra ligado, es necesario conocer de igual forma
la frecuencia con la que se repite dicho grupo funcional para ser considerado en los calculos.
Dentro de los tipos de d&tomos de carbono que se identifican para este método se encuentran
los que cuentan con enlaces simples, dobles, triples y aromaticos, si bien un carbono de doble
enlace y uno aromatico presentan el mismo tipo de hibridacion, las interacciones de ambos
son diferentes ya que un carbono aromatico presenta el efecto de resonancia dentro de sus
electrones mientas que el de enlace doble no cuenta con este efecto.

La ventaja de utilizar este método es que al ser el mas conocido la informacion sobre la
utilizacion y realizacion del método se actualiza de forma constante, permite evaluar
diferentes propiedades termodinamicas como lo son el calor especifico a presion constante y
la entropia de formacion.

Calculos basados en regresiones

Una regresiéon consiste en obtener una ecuaciéon de ajuste para una serie de datos
experimentales o teodricos, dicha ecuacion relaciona la o las variables independientes
existentes con una o varias variables dependientes, lo anterior con el fin de poder predecir
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valores futuros para datos semejantes a los experimentales, dentro de los diferentes tipos de
regresion existen dos grandes grupos que son las regresiones lineales y las no lineales.

Las regresiones lineales son aquellas que presentan ecuaciones de primer grado, esto quiere
decir que la o las variables dependientes (“y””) son continuas, el modelo relaciona dicha
variable con n variables regresoras (“xi”’) y finalmente una variable aleatoria (“ao”) que
recolecta todos aquellos factores que no son recolectables y que se asocian al azar [97]. La

ecuacion general de las regresiones lineales se muestra a continuacion.
n
y=ag+ z a;x; (11)
i=1

Regresion Ridge

La regresion Ridge es un popular método de estimacion de parametros para resolver el
problema de la colinealidad que suele surgir en la regresion lineal multiple [98]. La expresion
matematica para este modelo de regresion es.

n 14
1
RSSriage = Z()’i - f(xi))z + E“z B? (12)
i=1 =1

Donde a es un parametro que controla el grado de penalizacion: cuanto mayor sea la
penalizacion, menor sera la magnitud de los coeficientes de las variables independientes.
Cuando a es igual a cero, Ridge es equivalente a la regresion lineal.

Regresion Lasso

La regresion LASSO (Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) pretende identificar
las variables y los coeficientes de regresion correspondientes que conducen a un modelo que
minimiza el error de prediccion. Esto se consigue imponiendo una restriccion a los
parametros del modelo, que "encoge" los coeficientes de regresion hacia cero, es decir,
obligando a que la suma del valor absoluto de los coeficientes de regresion sea inferior a un
valor fijo (1) [99]. La expresion que representa este ajuste se presenta a continuacion.

n 14
RSSLasso = Z(yi - f(xi))z + ‘ZZlﬁ]l (13)
i=1 j=1

Donde o es un pardmetro que controla el grado de penalizacion: cuanto mayor sea la
penalizacion, menor sera la magnitud de los coeficientes de las variables independientes.
Cuando a es igual a cero, Ridge es equivalente a la regresion lineal.

Por otro lado, en las regresiones no lineales la funcion que relaciona la respuesta con los
predictores no es necesariamente lineal, es decir, los vectores de parametros y predictores
generalmente no tienen la misma dimension [100, 101], este tipo de regresiones se utilizan
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cuando no es posible modelar adecuadamente la relacion utilizando parametros lineales, un
parametro lineal es aquel en donde sus términos son aditivos [102].

Dentro de las similitudes entre las regresiones lineales y no lineales se encuentran [101]:

e Describir matematicamente la relacion entre una variable de respuesta y una o mas
variables regresoras.

e Poder modelar una relacion curva.

e Minimizar la suma de los cuadrados del error residual.

Una ecuacion de regresion no lineal puede adoptar una infinidad de formas, es por lo que se
deben tomar formas bases para realizar los calculos de ajuste. La funcion que se elija depende
del conocimiento previo de la forma de la curva de respuesta o del comportamiento de las
propiedades fisicas y quimicas del sistema [102].

Regresion con maquinas de soporte vectorial (SVR)

Una regresion es una generalizacion de un problema de clasificacion [103], es decir, un
problema de clasificacion devuelve un valor continuo mientras que uno de regresion
devuelve un valor finito de una funcion multivariable.

El problema de optimizacién consiste en encontrar el margen mdximo que separa el
hiperplano clasificando correctamente tantos puntos de entrenamiento sea posible [104], la
forma de separar estos hiperplanos se realiza mediante vectores de soporte y es posible crear
tantos vectores como sean necesarios en un problema multivariable. Una SVR se formula
como un problema de optimizacion definiendo primero una funcién de pérdida convexa e
insensible a minimizar encontrando el vector de soporte que contenga la mayoria de las
instancias de entrenamiento, es decir, un nuevo dato aparece dentro de un plano y, mediante
la distancia Euclidea el dato entra dentro del vector de soporte que més cerca tenga. Por lo
tanto, se construye una funcion multiobjetivo a partir de la funcion de pérdida. Figura 4.

T T T T T

Potential Support Vector

Figura 4: Representacion de una SVR [105]
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La SVR cuenta con un coeficiente de penalizacion “C” que permite penalizar valores de
errores muy grandes y por lo tanto regularizar la solucion [105], dicho valor de penalizacién
puede afectar tanto de forma positiva como negativa al modelo, entre mayor sea dicho
coeficiente es posible obtener mejores resultados, pero, al penalizar tanto a una variable esta
tampoco podra predecir de buena forma valores futuros.

Para una SVR los datos nuevos se encuentran fuera de un “Tubo” [106], esto es, son los
vectores de soporte creados por la misma regresion, estos datos se unen al Tubo, es decir,
entran en el en lugar de unirse al limite de decision, por lo tanto, los elementos dentro del
Tubo no tienen impacto en la solucion final.

La ventaja que presenta utilizar una SVR es la eleccion de su nucleo, estos puede ser lineal,
polindomico, sigmoide y de funcion radial (tendencia normal), mediante esto SVR puede
proporcionar una forma eficiente de manejar un problema de regresion no lineal al proyectar
la funcién original en un espacio donde los datos pueden discriminarse linealmente [105],
cabe destacar que, si bien el nicleo de una SVR puede ser lineal se sigue considerando un
método de regresion no lineal por la forma en la que resuelve el problema y su coeficiente de
penalizacion.

Regresion Kernel Ridge

KRR combina regresion y clasificacion Ridge utilizando minimos cuadrados lineales con
regularizacion de norma L2, este tipo de regresion tiene un coeficiente de penalizacion que
restringe las variables regresoras para optimizar la funcidon de coste dentro de un algoritmo
de Machine Learning (ML) [106]. Una ventaja de este tipo de regresion es que tiene un
kernel, es decir, el modelo puede aprender de los datos tanto lineal como no lineal.

La forma en que aprende el modelo KRR es idéntica a la regresion por vectores de soporte
[107], sin embargo, KRR tiene funciones de pérdida diferentes, utiliza una pérdida del error
cuadratico mientras que SVR utiliza una pérdida insensible a €. Ambos modelos de regresion
utilizan una penalizacion L2, por lo que la magnitud de los datos puede afectar al tiempo de
calculo del modelo, es decir, puede ser necesaria la estandarizacion de las variables. La
ventaja de KRR sobre SVR reside en la velocidad del modelo para ajustarse a los datos y
predecirlos, siendo KRR tres veces mas rapido que SVR [107], siempre que el conjunto de
datos sea de tamafio medio.

Métricas de Evaluacion

Las métricas permiten cuantificar y evaluar el desempefio del algoritmo de ML con el fin de
conocer la fiabilidad de este en el proceso de entrenamiento y prueba. Las métricas de
evaluacién son capaces de mostrar si las estrategias utilizadas estdn contribuyendo o
perjudicando a los resultados del modelo [108].
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Un correcto analisis del algoritmo creado permite tomar decisiones sobre el cambio o
correccion de este, determinar nuevas oportunidades de mejora, comprobar fallas operativas,
disminuir el grado de incertidumbre y generar soluciones a problemas presentados.

Validacion cruzada K-Fold

Se utiliza para evaluar un modelo, no necesariamente lo mejora, pero mejora la comprension
de este [109, 110]. Antes de comenzar con la descripcion del método de validacion es
necesario definir términos que utiliza esta técnica:

e Bajo sesgo: cuando las predicciones se encuentran muy cercanas a los valores reales.

e Alto sesgo: cuando las predicciones se encuentran lejanas a los valores reales.

e Baja varianza: el algoritmo debe ser ejecutado simultaneas veces, cada ocurrencia
presenta predicciones, dichas predicciones no variaran unas con otras.

e Alta varianza: el algoritmo debe ser ejecutado simultaneas veces, cada ocurrencia
presenta predicciones, dichas predicciones variaran unas con otras.

Esta técnica divide un conjunto en diferentes subconjuntos de tamano K casi igual,
posteriormente se utiliza un pliegue K-1 para la construcciéon de un nuevo modelo, ese
pliegue sobrante del modelo se utilizara para validar el mismo, durante la iteracion de este
procedimiento K veces, cada uno de los K pliegues se asigna sucesivamente como datos de
validacion [111]. De forma préctica el valor de K se asigna entre 5y 10 [109].

La forma de interpretar el resultado una vez aplicada la validacion se realiza observando el
resultado del cociente m/n, dicho resultado debe ser asintoticamente cercano a 1, esto quiere
decir que m (seleccion de variables) y n (tamafio de muestra) tienen una magnitud similar
[110]. Esto implica que la consistencia en la seleccion de variables en el modelo se mantiene
cuando la mayoria de las observaciones se utilizan para la validacion.

Una vez aplicado el método de validacion se obtendrd la media de todas las pruebas
realizadas, esta media sera el rendimiento general del algoritmo creado, posteriormente se
deberd obtener la varianza de cada calculo realizado con los K pliegues, a partir de estos
datos se podra ver qué clase de sesgo y de varianza se concentra en el conjunto de datos de
entrenamiento, lo ideal esperado es obtener un sesgo bajo con una varianza baja.

Raiz Cuadrada del error cuadratico medio (RMSE)

Esta métrica es utilizada para medir el rendimiento de un modelo en estudios de investigacion
[112], tiene mayor aplicacion cuando se miden los errores existentes dentro de un modelo
[113]. Esta métrica penaliza la varianza ya que da mayor peso a los errores con valores
absolutos grandes que a los mas pequefios.
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RMSE = (14)

La ecuacion 14 describe la forma en la que se calcula la raiz del error cuadratico medio donde
n representa el total de muestras de errores del modelo y e; es el calculo de dichos errores n,
es importante recalcar que al presentar el RMSE se hace la consideracion de que los errores
no estan sesgados y siguen una distribucion normal.

Mientras se tenga un mayor numero de muestras la reconstruccion de la distribucion de los
errores cuadraticos medios sera mas confiable [114].

La ventaja de utilizar esta métrica es que evita el uso de valores absolutos lo cual es un
inconveniente en muchos calculos matematicos, ademas, el uso unico de esta métrica no da
un resultado critico debido a que las variaciones del mismo modelo tendran distribuciones de
errores similares [115].

Coeficiente de determinacion (R2)

Su formulacién cuantifica la dependencia de una variable hacia las independientes en
términos de proporcion de la varianza [116, 117], este coeficiente puede tener valores entre
0y 1, es invariable para transformaciones lineales, un valor de salida cercano a 1 arroja una
buena prediccion independientemente de la escala en la que se midan las variables [118].

XX - Y;)?
Z?:l(y - YL)Z

El coeficiente de determinacion puede interpretarse como la proporcion de la varianza de la
variable dependiente que es explicada por las variables independientes. El uso adecuado del
coeficiente de determinacion proporciona una comparacion del rendimiento predictivo de
una regresion en dos conjuntos de datos diferentes.

R?=1

(15)

Error absoluto medio (MAE)

Tipicamente los valores que puede tener esta métrica abarcan todos los numeros reales
positivos, tiene un limite inferior de 0, dicho limite implica que se tiene un ajuste perfecto,
por otro lado, valores que crecen infinitamente se interpretan como modelos que tienen un
peor rendimiento [119]. Esta métrica depende de los rangos de las variables descriptivas, el
valor obtenido durante la aplicacion de esta puede reflejar un rendimiento del modelo
profundamente diferente para dos tareas distintas [120].
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n
1
MAE = 52|ei| (16)
i=1

Esta métrica a diferencia del error cuadratico medio no penaliza demasiado los valores
atipicos de entrenamiento de esta forma proporciona una medida de rendimiento genérica y
acotada para el modelo, aunque, por otro lado, si el conjunto de prueba tiene una cantidad
considerable de errores atipicos el rendimiento de esta métrica decaera.

El MAE se basa en la norma L; (norma Manhattan) que devuelve la suma de los valores
absolutos de los elementos de un vector. Por lo tanto, mide la proximidad de las predicciones
a los resultados reales otorgados durante la separacion de conjunto de aprendizaje y prueba,
el error de prediccion se calcula para cada entrada del conjunto de datos de prueba.
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Capitulo 3: Resultados y discusion

Sintesis y purificacion de la o-DIDA

Para la sintesis se utiliz6 una parrilla de calentamiento, se probaron las tres rutas sintéticas
propuestas en el marco metodoldgico y se observé que, al fundir primero la amina esta se
oxidaba y se tornaba de color negro cuando su tono original es café¢, al mezclar ambos y
fundirlos al mismo tiempo existian zonas en las cuales la amina no terminaba de reaccionar,
por otro lado, al fundir primero el anhidrido trimelitico para posteriormente adicionar la
amina esta reacciona sin tornar a color negro, de igual forma se observd que al cambiar la
estequiometria de la reaccidon se obtuvo siempre el mismo resultado, por lo que, se optd por
utilizar una relacion 2:1 con el fin de no desperdiciar reactivo.

Para la sintesis de 1 g de compuesto se realiz6 a bafio maria con aceite caliente a 160 °C y
con la cantidad de anhidrido trimelitico en cantidades estequiométricas, para ello se corrigid
por pureza [TMA: Merck (97%)] (dicha temperatura corresponde al punto de fusion
reportado experimentalmente para el anhidrido), se mantuvo en calentamiento
aproximadamente 30 minutos hasta que todo el reactivo terminara de fundir, después se
adiciond la cantidad estequiométrica de la o-fenilendiamina [oFDA: Merck (99%)], se
mantuvo la mezcla bajo calentamiento por aproximadamente 15 minutos mas, hasta la fusion
completa de la oFDA y la reaccion con el TMA, se mantuvo bajo agitacion constante
utilizando una espatula hasta homogeneizar la mezcla, finalizado el periodo de tiempo se
retird el calentamiento y se mantuvo en agitacion hasta su solidificacion, el producto final
tornd a un color verde.

Para la purificacion el producto fue puesto en 3 mL de agua desionizada, ya filtrado y seco
fue guardado en un vial, colocado dentro de en un matraz Kitasato y a bafio maria a 180 °C
y con una presion de vacio de 20 cmHg, posteriormente se sometié a un sublimado por dos
horas a las mismas condiciones de secado, finalmente el proceso previamente descrito se
repitié una segunda vez, al término del sublimado se observo que, tanto el vial como el matraz
estaban limpios y sin rastros de TMA, el color del producto pasé de un verde intenso a un
amarillo verdoso. Con el fin de cerciorarse de que se tenia un producto puro se ocup6 la
técnica de plaqueo, se punted con tres disoluciones de oDIDA (con DMF), TMA y OFDA
(con acetato de etilo) y finalmente se utilizo agua desionizada como fase movil. El resultado
bajo una lampara de UV se presenta en la Figura 5.

Figura S: a) oDIDA con impurezas, b) oDIDA sublimada. Se muestra en primer lugar
de izquierda a derecha al TMA, en segundo a la 0FDA y en tercer lugar a la oDIDA
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Realizando esta ruta de purificacion se obtuvo un rendimiento general del 70%, una vez
interpretada la placa de silice el producto se caracterizé mediante la técnica térmica de DSC,
y las técnicas espectroscopicas de FTIR-ATR, '"H-RMN vy analisis elemental. Los resultados
de las caracterizaciones se muestran a continuacion.

A partir del termograma DSC de la Figura 6 se observa que a partir de los 250 °C el
compuesto comenzo a sublimar dado que la linea base comienza a decaer, cabe resaltar que
cuando un compuesto comienza a presentar una pérdida de masa antes de su punto de fusién
quiere decir que este se encuentra sublimando, lo anterior se comprob6 una vez finalizado el
experimento ya que, el crisol al inicio de la prueba tuvo una masa de 31.30 mg lo cual
representa una masa de 1.52 mg de la oDIDA, la masa final del crisol fue de 31.00 mg lo
cual representa una pérdida de 0.30 mg del compuesto estudiado. Posteriormente en 272 °C
la oDIDA comienza su proceso de fusion, se observo un pico definido lo cual da una idea de
que se logrd obtener una buena pureza.
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Figura 6: Termograma obtenido para la oDIDA

Como se puede observar en la figura 7 el espectro de infrarrojo presenta las bandas
caracteristicas del compuesto en una frecuencia de 3400-2500 (v RCOOH), 1709 (v C=0,
acido carboxilico), 1768 (v C=0, amida), 1102 (v C-O), 1616 (v C-H), 1374 (v C-N-C). Con
lo anterior se puede deducir que tanto los grupos acidos como imida se encuentran dentro de
la oDIDA, si bien la técnica de infrarrojo da una idea general de los modos normales de
vibracion de la molécula, fue necesario recurrir a la resonancia magnética nuclear para
describir su estructura.
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Figura 7: Espectro de absorcion de la o-DIDA utilizando FTIR-ATR

En la Figura 8 se aprecia el espectro de H'-RMN (500 MHz, DMSO) para la oDIDA, cuenta
con 6 entornos quimicos diferentes, con una integracion total para 12 protones identificados
en & (ppm) 13.56 (s, 2 H'), 8.33 (dd, J=9 y 5 Hz, 2 H?), 8.23-8.15 (m, 2 H%), 7.9 (t, /=8
Hz, 2 H%), 7.68 (t,J =8 Hz, 2 H°), y 7.44-7.32 (m, 2 H®) [121].
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Figura 8: Espectro de 'H-RMN de la oDIDA

Dentro del espectrograma de la oDIDA se encontré una sefial en 456 m/z el cual result6 ser
el ion molecular, a partir de este ion molecular fue posible obtener la composiciéon quimica
del compuesto gracias a un analisis de alta resolucion, de esto resultd que la molécula tiene
una formula condensada de C24H12N2Og la cual corresponde a lo esperado durante la sintesis
del compuesto, el ion molecular se muestra en la Figuras 9-10.
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Figura 9: Espectrograma de masas de la oDIDA
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Figura 10: Ion molecular de la oDIDA

Una vez corroborado el ion molecular, y sabiendo que corresponde a lo esperado para el
compuesto, el siguiente paso fue analizar cada una de las sefiales del espectrograma, si es
posible identificar al menos el 80% de las senales esto da pauta a que, el compuesto esperado
en efecto fue el obtenido.
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Figura 11: Ruta de fragmentacion de la oDIDA
Sintesis y purificacion de la 3,4-DITA

Para la sintesis de 1 g de 3,4-DITA se utiliz6 la cantidad estequiométrica de TMA corregida
por pureza (marca Merck al 97%) y llevada hasta 160 °C (temperatura de fusion para el
TMA) por 30 min, después se adiciond la cantidad estequiométrica del acido 3,4-
diaminobenzoico (3,4-ADAB marca Merck al 97%), se mantuvo el mezclado bajo
calentamiento por 15 min mas, finalizado el periodo de tiempo la mezcla se mantuvo solo
con agitacion constante hasta su solidificacion, el producto final tom6 un color verde.

Para la purificacion el producto fue puesto en 3 mL de agua desionizada, se realizd una
filtracion y un secado, la 3,4-DITA fue guardada dentro de un vial y puesto en un matraz
Kitasato a bafio maria (a 180 °C y una presion de vacio de 20 cmHg) por dos horas,
posteriormente se lavd nuevamente con agua desionizada y se secO bajo las mismas
condiciones, se finaliz6 con un proceso de sublimacion por 4 horas mas, el color del producto
pasé de un color verde claro a un color verde oscuro.

Se utilizo la técnica de cromatografia en capa fina como primera instancia para corroborar la
pureza. Para ello se prepararon tres disoluciones para el punteo (TMA y 3,4-ADAB con
acetato de etilo y para la 3,4-DITA con DMF), finalmente se utilizé agua desionizada como
fase movil. El resultado se presenta en la Figura 12.
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Figura 12: a) 3,4-DITA con impurezas, b) 3,4-DITA sublimada. Se muestra en primer
lugar de izquierda a derecha al TMA, en segundo a la 3,4-ADAB y en tercer lugar a la
3,4-DITA

Las primeras dos lineas representan los reactivos y el tltimo punto al producto, se observé
que efectivamente el producto ya se encontraba puro. Realizando esta ruta de purificacion se
obtuvo un rendimiento general del 82%. La 3,4-DITA se caracterizd6 mediante la técnica
térmica de DSC, y las técnicas espectroscopicas de FTIR-ATR, 'H-RMN y analisis
elemental. Los resultados de las caracterizaciones se muestran a continuacion.

Para el caso de la 3,4-DITA, en la figura 20 se observo su punto de fusién en 293.72°C.
Adicionalmente se observo el pico de vaporizacidon comenzando en 323.61°C, de esta forma
se indica que el compuesto estabiliza como un liquido entre estas dos temperaturas. Por otro
lado, se not6 una pérdida de masa dentro del crisol durante el experimento de DSC debido a
la forma de la linea base, concluido el experimento, el compuesto tuvo una pérdida de masa
de 0.53 mg, siendo la masa inicial 1.42 mg.
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Figura 13: Termograma obtenido para la 3,4-DITA
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En la Figura 14 el espectro de infrarrojo presenta las bandas caracteristicas de la 3,4-DITA
en cm’! a 3400-2300 (v RCOOH), 1684 (v C=0, 4cido carboxilico), 1774 (v C=0, amida),
1070 (v C-0), 1610 (v C-H), 1385 (v C-N-C). Con lo anterior se puede decir que tanto el
grupo acido como imida forman parde del producto, ademds se presentan las bandas
generales de posicion 1,3,4 de un anillo aromatico dentro del rango 2000-1600 cm™.
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Figura 14: Espectro de absorcion de la 3,4-DITA utilizando FTIR-ATR

En la Figura 15 se aprecia el espectro de H'-RMN (500 MHz, DMSO) para la 3,4-DITA,
cuenta con 5 entornos quimicos diferentes, con una integracion total para 12 protones
identificados en d(ppm) 13.38 (3H, s, H'), 8.31 (1H, dd, J=4.8, 1.3 Hz, H?), 8.27-8.17 (4H, m, H%),
8.05 (2H, t, J=7.5 Hz, H*), 7.83 (2H, t, J=7.7 Hz, H’).
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Figura 15: Espectro de 'H-RMN de la 3,4-DITA

En el caso de la 3,4-DITA no se alcanza a apreciar el ion molecular, es muy comin encontrar
espectros de masas en donde ion molecular no se logre apreciar y esto se basa en la técnica,
para este experimento se realizd un impacto electronico el cual es muy agresivo para la
estructura, de esta forma se genera una ionizacion de la molécula tan rapida que el equipo no
puede detectar al ion molecular, para conocerlo fue necesario aplicar la técnica fast atom
bombarding (FAB+) el cual implica que los electrones encargados de ionizar a la estructura
primero golpean a atomos de gas Xendn, por tanto, los &tomos cargados de Xendn impactan
contra la estructura realizando un impacto menos agresivo, de esta forma es posible obtener
un estudio de alta resolucion para el compuesto, (Figuras 16-18), el resultado fue el
compuesto con formula CosH12N2O19, para este caso se observa algo particular y es que,
varias sefiales que se encuentran en el espectrograma de la 3,5-DITA aparecen en el de la
3,4-DITA, la razon de esto es que se trata de isomeros estructurales, el pico base en ambos
casos se encontrd en 411 m/z y, si bien varias sefiales aparecen de forma repetitiva en el
espectro tanto sus intensidades como su significado fisico cambia, se puede apreciar una
menor cantidad de ruido quimico en el espectro de la 3,4 que en el de la 3,5. De igual forma
se aprecia el cambio en la estructura entre compuestos debido a la primera sefial, en el caso
de la 3,5 se encontr6 en 488 m/z indicando la pérdida de un carbono, mientras que, para la
3,4 se encontr6 en 467 m/z indicando la pérdida de casi todo un grupo carboxilico, esto igual
da una idea general sobre la estabilidad relativa de la molécula, dado que, el impedimento
estérico de la estructura influye en su estabilidad (denotada por la energia libre de Gibbs de
formacion) el compuesto 3,5-DITA tiende a ser mas estable que el 3,4-DITA por la posicion
de sus radicales y su acomodo en el espacio.
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Figura 18: Ruta de fragmentacion de la 3,4-DITA

Sintesis y purificacion de la 3,5-DITA

Para la sintesis de 1 g de 3,5-DITA se utiliz6 la cantidad estequiométrica de TMA corregida
por pureza (marca Merck al 97%) y llevada hasta 160 °C (temperatura de fusion para el
TMA) por 30 min, después se adicion6 la cantidad estequiométrica del acido 3,5-
diaminobenzoico (3,5-ADAB marca Merck al 98%), se mantuvo el mezclado bajo
calentamiento por 15 min mas, finalizado el periodo de tiempo la mezcla se mantuvo solo
con agitacion constante hasta su solidificacion, el producto final tomd un color crema.

Para la purificacion el producto fue puesto en 3 mL de agua desionizada, se realizd una
filtracion y un secado, el producto fue guardado dentro de un vial y puesto en un matraz
Kitasato a bafio maria (a 180 °C y una presion de vacio de 20 cmHg) por dos horas, el color
del producto pas6 de un color crema a un color café.

Se utiliz6 la técnica de cromatografia en capa fina como primera instancia para corroborar la
pureza. Para ello se prepararon tres disoluciones para el punteo (TMA y 3,5-ADAB con
acetato de etilo y para la 3,5-DITA con DMF), finalmente se utiliz6 agua desionizada como
fase movil. El resultado se presenta en la Figura 19.
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Figura 19: a) 3,5-DITA con impurezas, b) 3,5-DITA sublimada. Se muestra en primer
lugar de izquierda a derecha al TMA, en segundo a la 3,5-ADAB y en tercer lugar a la
3,5-DITA

Las primeras dos lineas representan los reactivos y el tltimo punto al producto, se observé
que efectivamente el producto ya se encontraba puro. Realizando esta ruta de purificacion se
obtuvo un rendimiento general del 92%. La 3,5-DITA se caracteriz6 mediante la técnica
térmica de DSC, y las técnicas espectroscopicas de FTIR-ATR, 'H-RMN y analisis
elemental. Los resultados de las caracterizaciones se muestran a continuacion. En la figura
20 se observa una temperatura de fusién en 273°C, dado que el pico se encuentra definido se
puede corroborar la pureza del compuesto, de igual forma, al notar que terminada la fusion
la linea base no volvid a subir por completo es un indicador de que el compuesto se encuentra
perdiendo masa, esto a su vez se comprobd pesando el crisol una vez terminado el
experimento, el crisol se volvid a pesar y se observo que tuvo una pérdida del 27% respecto
a su masa original (aproximadamente 0.36 mg siendo el peso original 1.33 mg).
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Figura 20: Termograma obtenido para la 3,5-DITA
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Como se puede observar en la Figura 21 el espectro de infrarrojo presenta las bandas
caracteristicas del compuesto en cm™ a 3359-2400 (v RCOOH), 1700 (v C=0, 4cido
carboxilico), 1780 (v C=0, amida), 1092 (v C-O), 1605 (v C-H), 1362 (v C-N-C). Con lo
anterior se puede decir que tanto el grupo dcido como imida forman parte del producto final.
Ademés, se presentan las bandas generales de posicion 1,3,5 de un anillo aromatico dentro
del rango de 2000-1600 cm™.

100 -

99 - /f/w ’

98 +

97 +

96 -

95

94 4

93 -

%T

| ! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 21: Espectro de absorcion de la 3,5-DITA utilizando FTIR-ATR

En la Figura 22 se aprecia el espectro de H'-RMN (500 MHz, DMSO) para la 3,5-DITA,
cuenta con 6 entornos quimicos diferentes, con una integracidon total para 12 protones
identificados en 3(ppm) 13.57 (3H, s, H') 8.44 (2H, d, J = 6.3 Hz, H?), 8.34 (2H, s, H’), 8.18 (2H,
d,J=1.9, H*, 8.12 (2H, d, J= 7.7, H), 7.90 (1H, t, J = 2.0 Hz, HY).
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En el caso de la espectrometria de masas (Figuras 23 y 24) la sefial de mayor masa molar
encontrada fue de 488 m/z, la cual no representa al Ion molecular, por lo explicado
anteriormente, nuevamente se aplicd un analisis FAB+ en donde se encontrd que el ion
molecular se trata del compuesto C2sH12N2010. La ruta de fragmentacion se expone en la

Figura 25.
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Figura 23: Ion molecular de la 3,5-DITA
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Figura 25: Ruta de fragmentacion de la 3,5-DITA

Finalmente, en la Figura 26 se muestra una comparacion en color entre las bisftalimidas
obtenidas en estado soélido sin purificar y purificadas por sublimacién, es posible observar
cambios significativos en la apariencia fisica de los productos.

Figura 26: (A) 0-DIDA, 3,5-DITA y 3,4-DITA sin purificar, (B) 0-DIDA, 3,5-DITA y
3,4-DITA purificados por sublimacion
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Sintesis y caracterizacion de las AuNPs
Electrolito de oDIDA
Se realizaron pruebas de molaridad con el fin de conocer cudl es la concentracion maxima

que puede soportar el electrolito, se encontrd que fue de 1-10 M. En la figura 27 se muestra
la reaccion de neutralizacion de la oDIDA para la obtencion del electrolito.

o
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HO NaO
o
N0 0
lo) + 2 NaOH —_— N oo +92 Hzo
N
S OH ONa

(@]
Figura 27: Reaccion de neutralizacion de la oDIDA

De la misma forma que la oDIDA, se prepar6 una solucion de precursor de oro utilizando
4cido tetracloroaurico trihidratado (HAuCls.3H,0) a una concentracion de 1:10> M y como
solvente agua desionizada (18 QM). Se realizaron pruebas a diferentes relaciones en volumen
tanto de electrolito como de solucion de precursor de oro, con el fin de conocer cual era la
que presentaba un tiempo de estabilidad en suspension coloidal méas amplio. En la Tabla 7 se
muestran las relaciones en volumen, asi como el tiempo de estabilidad de las AuNPs, en ella
se observa que la mejor proporcion fue 5:1, por lo que se optd por esta relacion para su
aplicacion.

Tabla 7: Relacion de las soluciones de las AuNPs oDIDA

Solucion  Electrolito oDIDA, mL Solucién de precursor de Ti§rpp0 de’
oro, mL estabilidad, dias
I 1 1 30
II 3 1 40
11 5 1 105

En la Figura 28 se muestra la cinética por UV-VIS para las AuNPs a partir del electrolito
oDIDA. Como se puede, el plasmon superficial se encuentra a 520 nm con una absorbancia
de 0.3, la forma en la que se encuentra el plasmon de las nanoparticulas y la region del
espectro en donde absorben dan la idea de que se tiene una geometria esférica.
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Figura 28: Espectro de UV-VIS de las AuNPs en relacion 5:1 con electrolito de oDIDA
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Figura 29: Reaccion de neutralizacion de la 3,4-DITA

Se realizaron pruebas a diferentes relaciones de electrolito y solucion de precursor de oro con
el fin de conocer cudl era la que presentaba un tiempo de estabilidad en suspension coloidal
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mas amplio. En la Tabla 8 se muestran las proporciones en volumen, asi como el tiempo de
estabilidad de las AuNPs. Como se puede observar la mejor proporcion fue la 3:1, por lo que
se utilizo esta relacion para la sintesis de las AuNPs y su posterior aplicacion.

Tabla 8: Relacion de las soluciones de las AuNPs 3,4-DITA

Solucien  Clectrolito 3.4-DITA,  Solucién de precursor de Tiempo de
mL oro, mL estabilidad, dias
! ! 35
I 3 125
n 5 "

En la Figura 30 se muestra la cinética por UV-VIS para las AuNPs a partir del electrolito 3,4-
DITA. Como se puede, el plasmon superficial se encuentra a 520 nm con una absorbancia de
0.26, 1a forma en la que se encuentra el plasmon de las nanoparticulas y la region del espectro
en donde absorben dan la idea de que se tiene una geometria esférica.
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Figura 30: Espectro de UV-VIS de las AuNPs en relacion 3:1 con electrolito de 3,4-
DITA
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Electrolito de 3,5-DITA
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Figura 31: Reaccion de neutralizacion de la 3,5-DITA

Se realizaron pruebas a diferentes relaciones de electrolito y solucion de precursor de oro con
el fin de conocer cudl era la que presentaba un tiempo de estabilidad en suspension coloidal
mas amplio. En la Tabla 9 se muestran las relaciones en volumen, asi como el tiempo de
estabilidad de las AuNPs, en esta se puede observar que la mejor proporcion fue la 3:1, por
lo que se optod por esta relacion para su posterior aplicacion.

Tabla 9: Relacion de las soluciones de las AuNPs 3,5-DITA

Solucién Electrolito 3,5-DITA, Solucioén de precursor de Tiempo de
mL oro, mL estabilidad, dias
! I 1 45
- 3 1 130
11 5 1 30

En la Figura 32 se muestra la cinética por UV-VIS para las AuNPs a partir del electrolito 3,5-
DITA. Como se puede, el plasmén superficial se encuentra a 525 nm con una absorbancia de
0.8, la forma en la que se encuentra el plasmoén de las nanoparticulas y la region del espectro
en donde absorben dan la idea de que se tiene una geometria esférica.
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Figura 32: Espectro de UV-VIS de las AuNPs en relacion 3:1 con electrolito de 3,5-

DITA

Potencial Zeta

Las tres AuNPs obtenidas mediante los diferentes electrolitos fueron medidas por triplicado
con 100 scans, con el fin de conocer su estabilidad. Para ello se sintetizaron las AuNPs y se
midieron 24 horas después, el valor medio de cada medicién se reporta en la Tabla 10, y en
las Figuras 33-35 se muestran los graficos de potencial obtenidos. Cabe recalcar que todos
los experimentos se llevaron a cabo a 25°C estabilizando el equipo por un total de 120

segundos.

Tabla 10: Potencial Zeta obtenido para los diferentes compuestos en mV

Compuesto Potencial 1 Potencial 2 Potencial 3 Promedio®
oDIDA -41.0 -45.4 -45.1 -452+2.5
3,4-DITA -43.5 -47.0 -43.3 -44.6 £ 2.1
3,5-DITA -40.3 -41.0 -44.6 -42.0+2.3

2 Las incertidumbres representan la desviacion estandar media
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Figura 33: Potencial Zeta de la AuNPs obtenidas por medio del electrolito oDIDA
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Figura 34: Potencial Zeta de la AuNPs obtenidas por medio del electrolito 3,4-DITA
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Figura 35: Potencial Zeta de la AuNPs obtenidas por medio del electrolito 3,5-DITA

Si bien el resultado de los potenciales indica que las nanoparticulas son estables, es necesario
recordar que, valores por debajo de -30 mV o superiores a 30 mV indican estabilidad, los
valores obtenidos parecen estar cercanos a un punto en donde las AuNPs dejan de ser
estables, el potencial se volvié a medir 130 dias después, encontrando los valores reportados
enla Tabla 11.

Tabla 11: Potencial Zeta obtenido para los diferentes compuestos en mV posterior a 130
dias

Compuesto Potencial 1 Potencial 2 Potencial 3 Promedio

oDIDA -26.3 -26.8 -28.0 -27.0+0.9
3,4-DITA -18.5 -18.8 -17.2 -18.2+0.8
3,5-DITA -19.2 -20.6 -18.9 -19.6 £0.9

2 Las incertidumbres representan la desviacion estandar media

Se puede observar que con el paso del tiempo la oDIDA mostrd estar mas cerca de seguir
con la estabilidad de las nanoparticulas, esto puede ser debido a que en la formulacion existe
mayor presencia del electrolito (5:1) con respecto a las DITAS (3:1). El valor obtenido al
inicio de la sintesis, aunque parezca relativamente bajo cuando se contrasta con el obtenido
al paso de 130 dias indica que los compuestos logran mantener una buena estabilidad, de
igual forma, al tener valores negativos tanto al inicio como al final da una idea sobre como
es que los compuestos logran estabilizar al oro, esto se logra del lado de los grupos imida de
cada macromolécula. De esta forma las estructuras reducen al oro mediante el anion expuesto
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del grupo carboxilo, posteriormente mediante los grupos imida estabilizan a la NP, dejando
expuesto al grupo carboxilo.

Diametro hidrodinamico

El didmetro hidrodinamico se calcula a partir del centro de la nanoparticula hasta el final de
las cargas que la rodean (potencial zeta) es por lo que, de forma normal se tiene un tamafno
mas grande en comparacion con los resultados del TEM. En el caso de las AuNPs obtenidas
mediante la oDIDA y la 3,4-DITA se tuvieron tamafios de particula menores debido al
impedimento estérico generado por la misma molécula, para el caso de la 3,5-DITA ya que,
los radicales imida se encuentran en posicion meta esto genera un tamaio de particula mayor
al de los otros dos compuestos, esto comprueba lo obtenido mediante el potencial Zeta.

El tamafio de particula para la oDIDA resulté en 5.0 nm, para la 3,4-DITA en 14.7 nm y para
la 3,5-DITA en 15.5 nm, respectivamente. Las Figuras 36-38 y la Tabla 12, muestran la
distribucion de tamafios obtenidos para las AuNPs.

Tabla 12: Diametro hidrodinamico obtenido para los diferentes compuestos en nm

Compuesto Medicion 1 Medicion 2 Medicion 3 Promedio
oDIDA 4.7084 5.0688 5.2456 50+£2.5
3,4-DITA 15.2834 14.1102 14.8533 14.7+£3.0
3,5-DITA 15.7780 15.4127 15.3244 155+2.5
2 Las incertidumbres representan la desviacion estandar media
20
18
16 -
14 -
. — medicion 1
9 12"_ ~— medicién 2
2 10 —— medicién 3
5 .
£ 97
6 -
4 —
2
0 -
L L LR LR L
01 1 10 100 1000 10000

Tamafno (nm)

Figura 36: Diametro obtenido para las AuNPs sintetizadas mediante la oDIDA
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Figura 37: Diametro obtenido para las AuNPs sintetizadas mediante la 3,4-DITA
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Figura 38: Diametro obtenido para las AuNPs sintetizadas mediante la 3,5-DITA
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Fase in sillico

Mediante el programa SwissTargetPrediction se encontré la probabilidad de interaccion que
presentan las macromoléculas con las diferentes proteinas mostradas en la Tabla 13.

Tabla 13: Probabilidad de interaccion de las macromoléculas con las proteinas

Proteina  Macromolécula Probabilidad Proteina  Macromolécula Probabilidad
(%) (%)

IGFIR oDIDA 0.1202 MDM2 3,4-DITA 0.1257
MMPO9 3,4-DITA 0.1257 oDIDA 0.1202
3,5-DITA 0.1257 PARP1 3,4-DITA 0.1257
oDIDA 0.1202 3,5-DITA 0.1257
PI3Ky 3,4-DITA 0.1257 APEX] oDIDA 0.1202
3,5-DITA 0.1257 3,4-DITA 0.1257
Src 3,5-DITA 0.1257 MAPK 1 oDIDA 0.1202
CDK2 oDIDA 0.1202 3,5-DITA 0.1257
Caspasa 8 3,5-DITA 0.1257 GSK3a oDIDA 0.1202
c-JUN 3,4-DITA 0.1257 3,4-DITA 0.1257
oDIDA 0.1202
FGF1 oDIDA 0.1202 ESR2 3.5-DITA 0.1257

Previo a la realizacion de los acoplamientos se optimizaron las estructuras (estado de minima
energia) en Avogrado, para ello se insert6 el codigo SMILES de cada macromolécula y se
optimizé utilizando la funcion MMFF94, la cual fue disefiada especificamente para trabajar
compuestos organicos que contengan en su estructura Carbono, Nitrogeno, Oxigeno e
Hidrogeno [122]. Los resultados se muestran en las Figuras 39-41.

B)

Figura 39: Optimizacion de la geometria de l1a oDIDA; A) oDIDA obtenida del codigo
SMILES, B) oDIDA en su estado de minima energia
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B)

Figura 40: Optimizacion de la geometria de la 3,4-DITA; A) 3,4-DITA obtenida del
codigo SMILES, B) 3,4-DITA en su estado de minima energia

Figura 41: Optimizacion de la geometria de la 3,5-DITA; A) 3,5-DITA obtenida del
codigo SMILES, B) 3,5-DITA en su estado de minima energia

Con base en los resultados obtenidos en la Tabla 13, se realizaron los acoplamientos
utilizando el Software de AutoDock 4.2.6, los pardmetros utilizados fueron un total de 100
ejecuciones por macromolécula, un nimero de evaluaciones de energia de 2,500,000 (tipo
medio), para los calculos se utilizo el algoritmo genético Lamarckiano el cual ha mostrado
ser el mejor para realizar este tipo de estudios [123]. Los enlaces de hidrogeno y el resto de
las interacciones generadas durante el acoplamiento, asi como la distancia de enlace se
visualizaron en el software Biovia Discovery Studio. Adicionalmente con ayuda del software
Pymol 2.5 se muestran las interacciones generadas de forma 3D.

Para el caso de la oDIDA (Tabla 14), los mejores acoplamientos resultantes fueron con las
proteinas GSK3a, MAPK1 y CDKZ2, esto basados en la energia libre de union, aunque, CDK2
solo formo dos enlaces de hidrégeno que, de acuerdo a la literatura son enlaces fuertes debido
a su distancia, por otro lado, el complejo generado con ESR2 y FGF1 formaron un total de 8
enlaces de hidrogeno pero, entre estos dos complejos el mejor resulta ser ESR2 ya que, la
energia de enlace presenta un valor mas negativo y contiene mayor cantidad de enlaces
fuertes dados por la distancia encontrada, cabe resaltar que durante los acoplamientos no se
encontro una interaccion desfavorable en los complejos R-L. En el caso de MAPK 1 y GSK3a
al ser tan iguales se puede tomar como un criterio extra la cantidad de interacciones
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electrostaticas formadas, pero, como se menciono6 con anterioridad, en fase gaseosa estas son
igual o incluso mejores que los enlaces de hidrogeno, mientras que, para la fase condensada
la fuerza de estas interacciones se vera afectada segun el medio en donde se encuentre el

complejo.

Tabla 14: Resultados del acoplamiento molecular para oDIDA

Proteina  -ApindG?

Tipo de interaccion

b

Enlace de hidrogeno

Hidrofdbica

Electrostatica

PARPI 5

LYS945 (1.77)
LYS945 (2.99)
GLU931 (1.81)
SER936 (2.47)
LYS933 (1.96)

TYR930 (5.55)
LYS933 (4.74)
LEU932 (5.16)
LEU932 (3.77)
HIS934 (5.17)

HYS934 (4.16)

PBKy  5.82

GLU546 (2.14)
ARGS579 (1.70)
ARG613 (3.78)

TYR580 (5.12)
TYR580 (4.53)
PHE578 (5.76)

ARG579 (3.92)

ESR2 7.51

SER422 (2.24)
ASP421 (1.77)
ALA420 (2.27)
LEU324 (1.91)
THR417 (2.68)
ALA416 (2.38)
THR417 (1.71)
THR415 (2.98)

FGF1 6.36

HIS717 (2.32)
SER699 (2.23)
ASN659 (2.37)
GLN574 (2.20)
ARG661 (2.29)
LYS665 (2.63)
LYS665 (1.84)
PRO702 (3.02)

ARG661 (4.84)

ARG661 (5.08)

IGFIR 4.71

LYS1171 (2.79)
LYS1171 (2.34)
LEU1173 (1.76)
VAL1176 (2.27)
LEU1174 (2.44)

GLY1172 (4.15)
LEU1173 (5.36)
VALI1176 (4.57)

VALI1176 (5.09)

CYS1171 (4.85)

GSK3a 10.59

LYS157 (2.06)
ARG159 (2.77)
ARG 159 (2.8)
ARG159 (2.19)
GLN152 (2.75)

VALI150 (4.38)

ARG159 (4.93)
ARG159 (3.95)

ARG159 (4.13)
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ALA35 (2.42)
ASP167 (2.16)

ILE31 (2.56)

GLY34 (3.45)

LEU156 (5.07)

LYS54 (4.45)
ARG67 (4.93)
ASP167 (4.21)
ASP167 (3.8)

MAPKI  10.38
ASP111 (4.04)
LYS114 (1.83) VAL39 (5.21) ASP111 (3.79)
LYS114 (4.88)
CYS166 (3.93) VAL39 (4.62) LYS114 (4.32)
SER100 (2.2) LYS77 (4.76)
LYS98 (2.03) ALA74 (5.09)
iy A
APEX1  9.76 ARGT3 (2.75) ARGT3 (3.95) CYS99 (4.82)
ARG73 (2.38) ARG73 (3.92)
ARG73 (4.42)
ARG73 (3.33) ARGT3 (3.82)
LEU202 (3.93)
ARG200 (2.09) VAL251 (5.16)
PRO204 (4.65)
CDK2  10.03 PRO204 (4.03)  ARG200 (3.89)

ARG200 (1.92)

ARG200 (5.32)
ARG200 (3.95)
ARG200 (3.92)

2 1 os resultados se encuentran en kcal mol™!, ® las distancias se encuentran en A.

A continuacion (en las figuras 42-47), se muestra el sitio donde la oDIDA se uni6 a las 3
mejores proteinas MAPK 1, GSK3a y ESR2.

Figura 42: Interacciones del complejo MAPK1-0DIDA; del lado izquierdo se
muestran las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.
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Figura 44: Interacciones del complejo GSK30-0DIDA; del lado izquierdo se muestran
las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.

Figura 45: Sitio de union de la oDIDA en la proteina GSK3a
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Figura 46: Interacciones del complejo ESR2-0DIDA; del lado izquierdo se muestran
las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.

é)
THR
Aa17
o=
% ALA
Ad16
0
LEU Il
% A324
THR
K532 A:415

Figura 47: Sitio de union de la oDIDA en la proteina ESR2

En el caso de los complejos formados para 3,4-DITA (Tabla 15), el mejor resultd con la
proteina GSK3a con una energia de unién de -10.16 kcal mol! y un total de 8 enlaces de
hidrégeno, por otro lado, aunque con la proteina PARP1 form¢é una cantidad de enlaces de
hidrégeno similar a GSK3a por la distancia de enlace es posible observar que estas son
interacciones moderadas, de ahi que la energia de unidon haya resultado méas baja, ademas con
la proteina MMP9 se form6 una interaccion desfavorable aceptor-aceptor, por lo que, esta
interaccion dara una inestabilidad al complejo formado.
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Tabla 15: Resultados del acoplamiento molecular para 3,4-DITA

Tipo de interaccion

b

Proteina  -AvindG E'nlarce de Hidrofobica  Electrostatica Desfavorable
hidrogeno
GLY265 (2.34) ARG159
ASN158 (2.59) (3.79)
LEU151 (2.12)
GSK3 10.16 ASP153 (2.2) PHE156 ‘%259 ]
* ' ARG159 (1.97) (5.42) '
ARG159 (2.83)
ARG159 (3.39) A(I;C;;?
ARG159 (2.45) ‘
VALI108
LYS31 (2.31) (5.22)
LYS31 (1.81) ARG105
MDM2 787 1yR104 (2.05) (5.43) - ]
ARG105 (2.3) TYR104
ARG105 (1.93) (3.61)
PHE578
LYS606 (2.86) (5.68)
TYR580 ARG579
PI3Ky 6.03 LYS606 (2.98) (52) (332) -
TYRS580
ARG579 (1.93) 4.62)
ARG878 (1.75)
ARG878 (1.69) T22R32§9
ARG878 (2.72) ‘
PARP1  5.59 GLY876 (2.15) TYRS889 - -
GLY892 (2.09) (4.07)
GLY894 (2.29) ALAS880
TYRS89 (3.04) (5.0)
SER100 (2.19)  CYS99 (4.64)
LYS98 (2.18) LYS77 (5.39)
ARG73 (2.59)  LYS77 (5.26)
ALA74 (5.28) ARGT3
APEXI  9.66 ARGT3 243)  \ A74(5.33) 4.05) :
ALA74 (3.59) '
ALA74 (1.82) ARGT3 (3.47)
ARG73 (3.94)
ARG73 (3.37) ARG73 (3.48)
PRO219 GLU130
MMP9  6.26 ASP334 (2.5) (5.35) - (2.98)
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VAL218
(5.03)
ALA333
(4.84)
PRO272
(4.48)
PROI133
(4.41)
PROI133
(5.18)
ARG134
(5.25)
ARG279
(5.04)
ARG279
(3.81)
PRO330
(5.46)

ARG221 (1.81)

THR331 (2.73)

PHE309 (2.18) ALA305
LYS303 (2.02) (4.49)
ASP343 (2.18) ILE342 CYS283

c:JUN - 802 GLY280 (2.98) (5.38) (5.98) )
CYS283 (2.06)

CYs2s3 (3.19) RO282(3.7)

2 1 os resultados se encuentran en kcal mol™!, ® las distancias se encuentran en A.

A continuacion (en las figuras 48-53), se muestra el sitio donde la 3,4-DITA se uni6 a las 2
mejores proteinas GSK3a, c-JUN Y APEXI1.

Figura 48: Interacciones del complejo GSK30-3,4DITA; del lado izquierdo se
muestran las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.
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Figura 50: Interacciones del complejo cJUN-3,4DITA; del lado izquierdo se muestran
las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.
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Figura 51: Sitio de union de la 3,4-DITA en la proteina c-JUN
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Figura 52: Interacciones del complejo APEX1-3,4DITA; del lado izquierdo se
muestran las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.
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Figura 53: Sitio de union de la 3,4-DITA en la proteina APEX1

En el caso de los complejos para 3,5-DITA (Tabla 16), los mejores complejos fueron con las
proteinas MAPK1, ESR2 y Src, en los tres se cumplio que la energia de union fuera altamente
negativa y cuentan con al menos 6 enlaces de hidrogeno, cabe resaltar que no se encontrd
ninguna interaccion desfavorable en los complejos R-L.
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Tabla 16: Resultados del acoplamiento molecular para 3,5-DITA

Tipo de interaccion

b

Proteina  -Apiny Enlace de hidrogeno Hidrofébica Electrostatica
LEU9%41 (2.49) TYR930 (4.53)
TYR930 (4.61)
PARP1 5.59 -
LYS943 (2.70) PRO9%42 (4.39)
' PRO9%42 (3.98)
ARG613 (2.8)
GLN609 (2.42)
PI3Ky 6.71 LYS606 (3.05) TYRS580 (5.24) ARG579 (3.63)
ARGS579 (1.77)
ARGS579 (2.58)
ASP106 (2.28)
GLY85 (2.87)
ARG24 (2.66)
MAPK1  11.04 ARG24 (1.74) - -
ARG353 (2.84)
ARG353 (2.16)
ASP421 (2.07)
ALA420 (1.61) LEU324 (4.51)
ALA420 (2.55)
ESR2 8.5 GLN327 (3.14) VAL320 (3.72) -
LYS314 (2.46)
LYS314 (2.92) VAL320 (5.16)
GLY428 (1.8) THR426 (3.48)
MMP9 7.34 ARG424 (2.4) HIS432 (4.0) -
HIS432 (2.11) ARG424 (5.18)
ARG388 (2.0) ALAA411 (3.95)
ARG388 (2.11) ALAA411 (4.26) ASP389 (4.58)
PHE427 (2.04) PRO428 (5.19)
Src 9.48 ARG391 (2.88) PRO428 (5.24) LYS298 (4.35)
ARG391 (2.86) CYS280 (5.12)
CYS280 (2.35) ARG391 (3.67)
GLY279 (233) PHE281 (4.32)
GLN32 (2.02) LYS156 (5.4)
ARG33 (1.89) VALI150 (4.0)
Caspasa
8.43 GLU147 (1.94) VALI150 (3.86) -

8

GLUI154 (1.87)
LYS156 (1.89)

LYS148 (5.36)

2 Tos resultados se encuentran en kcal mol™, ® las distancias se encuentran en A.
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A continuacion (en las figuras 54-59), se muestran las interacciones en los complejos
formados.

Figura 54: Interacciones del complejo MAPK1-3,5DITA; del lado izquierdo se
muestran las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.

Figura 56: Interacciones del complejo ESR2-3,SDITA; del lado izquierdo se muestran
las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.
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Figura 58: Interacciones del complejo Src-3,5SDITA; del lado izquierdo se muestran
las interacciones mediante Pymol y del lado derecho mediante AutoDock.
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Figura 59: Sitio de union de la 3,5-DITA en la proteina Src
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Como se puede observar de los resultados de los acoplamientos moleculares, las
macromoléculas estudiadas tienen su interaccion con las vias de apoptosis, PI3K/Akt/mTOR,
Ras/Raf'y ciclo celular, asi como en proteinas que se ven alteradas en el cancer, ademas, se
cuenta con la interaccion de la proteina PARP1 la cual es encargada de reparar el ADN, asi
como ESR2, la cual es un receptor nuclear que modula la proliferacion de células cancerosas
y el crecimiento natural, especificamente, en el cancer de mama, ESR2 tiene un papel como
supresor de tumores. Las interacciones de las macromoléculas en las proteinas de las
diferentes vias se muestran en las Figuras 60-64.
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Figura 60: Funciones de PARP1 en el dafio del ADN [124]
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Figura 62: Blancos de las macromoléculas en la via PI3K/Akt/mTOR [126]
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Resultados in sillico con Gold

Se realizé un redocking de los mejores complejos resultantes por AutoDock, para esto se
probaron MAPKI1-0DIDA, GSK3a-oDIDA, ESR2-0DIDA, GSK3a-34DITA, cJUN-
34DITA, APEX1-34DITA, MAPK1-35DITA, ESR2-35DITA y Src-35DITA, esto con el fin
de conocer si las macromoléculas formaran los complejos al utilizar otro software. Los
resultados se muestran en las Figuras 65-82.

Figura 65: Comparacion del acoplamiento molecular MAPK1-0DIDA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)

Figura 66: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo MAPK1-
oDIDA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 67: Comparacion del acoplamiento molecular GSK3a-oDIDA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)
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Figura 68: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo GSK3a -
oDIDA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 69: Comparacion del acoplamiento molecular ESR2-0DIDA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)

Figura 70: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo ESR2-
oDIDA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 71: Comparacion del acoplamiento molecular GSK30-34DITA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)

Figura 72: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo GSK3a -
34DITA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 73: Comparacion del acoplamiento molecular cJUN-34DITA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)
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Figura 74: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo ¢cJUN-
34DITA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 75: Comparacion del acoplamiento molecular APEX1-34DITA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)

Figura 76: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo APEX1-
34DITA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 77: Comparacion del acoplamiento molecular MAPK1-35DITA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)
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Figura 78: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo MAPK1-
35DITA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 79: Comparacion del acoplamiento molecular ESR2-35DITA (en cian se
muestra el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)

A)

Figura 80: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo ESR2-
35DITA; A) AutoDock, B) Gold
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Figura 81: Comparacion del acoplamiento molecular Src-35DITA (en cian se muestra
el resultado de AutoDock y en verde el de Gold)

A:298

Figura 82: Comparacion de las interacciones resultantes para el complejo Src-
35DITA; A) AutoDock, B) Gold

Si bien, los resultados de ambos programas resultaron en que las macromoléculas terminaron
en el mismo sitio de interaccion de las proteinas, existen algunas diferencias notorias, en el
caso del complejo MAPK1-0DIDA el resultado de Gold arroj6 menos interacciones que el
de AutoDock, se presentaron solamente 2 enlaces de hidrogeno y uno electrostatico mientras
que en AutoDock se presentaron 5 y mas enlaces electrostaticos, esto se debe a que, en
AutoDock la oDIDA entr6 mas en la proteina por la parte del anillo aromatico central,
mientras que, en Gold solo uno de los radicales fue el que entr6 a la proteina y el resto de la
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molécula se quedo en la superficie. En el caso de GSK3a-oDIDA, se puede observar que en
ambos casos la macromolécula queda en el mismo sitio, solo que en Gold los radicales tienen
un acomodo espacial ligeramente diferente, pero, en el caso de enlaces de hidrogeno se
mantuvieron iguales en ambos casos, las interacciones predominantes fueron para arginina
159 y, en Gold se encontr6 una interaccion hidrofobica en fenilalanina 156 la cual no se
obtuvo con AutoDock. Si bien en el complejo ESR2-0DIDA la molécula se mas alejada que
en el acoplamiento original, las interacciones se muestran igualmente favorables, utilizando
Gold se encontraron interacciones hidrofobicas con alanina 420 y prolina 412 y, en el caso
de treonina 415, con AutoDock resulté un enlace con carbono mientras que con Gold se
formé un enlace de hidrogeno, la razén de esto es el oxigeno aceptor que realiz6 el enlace,
en el primer caso corresponde al del grupo acido, mientras que, en el segundo al grupo imida.

Por otra parte, el complejo GSK3a-34DITA mostrd una interaccion similar al unirse en el
mismo sitio con solo variaciones en la posicion espacial de la macromolécula, por esta razon,
los aminoacidos a los cuales se uni6 el compuesto cambian, pero, en cuestion de enlaces de
hidrogeno se mantiene constante siendo la mejor interaccidon con arginina 159, aunque con
Gold se encontré una interaccion hidrofobica con valina 150. El complejo cJUN-34DITA
mostrd una diferencia significativa en Gold puesto que, la molécula mantuvo la mayor parte
de su estructura en la superficie de la proteina mientras que en AutoDock esto resulta
contrario, la mayor parte de la macromolécula se posiciona mas al fondo de la proteina,
gracias a esta interaccion los resultados de Gold se vuelven mejores ya que, genera 7 enlaces
de hidrégeno contra 5 que originalmente se tienen, de igual forma las interacciones
electrostaticas aumentaron, si bien estas son favorables para el complejo, como se menciono
previamente dependerdn del medio en el que se encuentre el complejo. Finalmente, para
APEX1-34DITA, las diferencias radican en la orientacion que tienen los grupos acidos del
compuesto, debido a esto, las interacciones para arginina 73 con AutoDock resultaron con 3
enlaces de hidrogeno mientras que con Gold no se generd ninguno con este aminodacido.

Finalmente, en el caso de la comparacion de los acoplamientos con 3,5-DITA, ninguno se
solap6 como con las macromoléculas anteriores, en el complejo con MAPK1, el compuesto
tuvo una rotacion de 180° y un desplazamiento hacia la derecha, aunque, se generaron en
total 4 enlaces de hidrogeno contra los 5 que se tuvieron por AutoDock, un punto a resaltar
es que la posicion en la que se posiciono 3,5-DITA en Gold gener6 interacciones hidrofobicas
las cuales no existian anteriormente. El acoplamiento con la proteina ESR2 generé mas
enlaces de hidrogeno en Gold que en AutoDock, esto debido a la posicion donde se situd el
compuesto. Finalmente, el caso con la proteina Src, ambos acoplamientos tuvieron una mayor
similitud, se puede observar que con Gold la molécula se posiciona ligeramente por debajo
de AutoDock pero, se tiene una rotacion de esta de 45°, este cambio origind una menor
cantidad en los enlaces de hidrogeno y una mayor cantidad en las interacciones hidrofobicas,
para el caso de fenilalanina 427 se generaron muchas mas interacciones, arginina 391 solo
present6 el enlace electrostatico y prolina 428 presentd mayor interaccion.
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Resultados in sillico para el atomo de oro

Debido a que AutoDock no reconoce como tal al &tomo de oro dentro de los parametros para
realizar un docking, primero fue necesario introducir nuevos parametros al programa para
conocer el sitio de unidon mas afin que tendran las AuNPs dentro de las proteinas de la via de
sefalizacion. Los pardmetros fueron adicionados a los archivos “AD4 parameters.dat” y
“AD4.1 bound.dat”, el primer archivo permite el reconocimiento del oro para la generacioén
del grid durante el proceso del docking, mientras que el segundo permite que AutoDock
reconozca dicho atomo en la generacion del archivo “dlg” con el fin de calcular los valores
de energia de Gibbs de unién (-AvindG). Adicionalmente, se tuvo que crear el archivo
“PDBQT” para el oro de forma manual, se tomd como base otro archivo de la misma
naturaleza generado para una de las moléculas estudiadas en la seccion anterior.

Los datos introducidos en los archivos “dat” para el &tomo de Au fueron los siguientes:
atom_par Au 3.29 0.039 12.000 -0.00110 0.0 0.0 0 -1 -1 1 # Non H-bonding. Los resultados
obtenidos para este docking se muestran en la Figuras 83-88, para las proteinas en donde las
macromoléculas mostraron una mayor interaccion.

Figura 83: Sitio de union para el Atomo de Au en la proteina MAPK1 (en naranja se
muestra el sitio de oDIDA y en rojo de 3,5-DITA)
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Figura 84: Sitio de union para el atomo de Au en la proteina GSK3a (en naranja se
muestra el sitio de oDIDA y en rojo de 3,4-DITA)

Figura 85: Sitio de union para el atomo de Au en la proteina ESR2 (en naranja se
muestra el sitio de oDIDA y en rojo de 3,5-DITA)
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Figura 86: Sitio de union para el Atomo de Au en la proteina c-JUN (en naranja se
muestra el sitio de 3,4-DITA)

Figura 87: Sitio de union para el atomo de Au en la proteina APEX1 (en naranja se
muestra el sitio de 3,4-DITA)

Figura 88: Sitio de union para el Atomo de Au en la proteina Src (en naranja se
muestra el sitio de 3,5-DITA)
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Para los acoplamientos realizados para el oro los valores de energia de union rondan para
todos los casos entre 0.15-0.25 kcal mol™!, los valores tan bajos para esta energia no
forzosamente representa una interaccion débil con las proteinas, sino que se debe a que la
simulacion se realizé para un atomo neutro (en su forma de AuNP) en lugar de un atomo
cationico (como se encuentra en el precursor de oro), encontrar un valor para esta energia de
unidn se debe a que el oro tiene zonas cargadas eléctricamente en su superficie, es decir, que
su campo eléctrico interactia con algunos atomos de los aminoécidos.

En el caso de la MAPK1, GSK3a y Src, se nota que tanto las macromoléculas como el oro
se posicionaron dentro de un sitio de interaccion similar, esto indica que dentro de los
experimentos in vitro tanto el electrolito como las AuNPs se dirigiran al mismo sitio de
accion para estas proteinas, esto podria estudiarse mas a fondo mediante dindmica molecular
y daria una idea més clara del mecanismo de accion. Por otro lado, en el resto de las proteinas
se aprecia que las nanoparticulas y las moléculas se encuentran en sitios diferentes, de esta
forma seria posible inhibir a una menor concentracion para producir el mismo efecto.

Consenso farmacologico

Finalmente, se predijeron las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos estudiados,
para ello se utilizo el programa SwissADME, el programa se centra sobre seis propiedades,
las cuales son lipofilicidad, tamafio, polaridad, solubilidad, saturaciéon y flexibilidad (Figura
89). Se muestra que las moléculas estudiadas poseen un alto grado de insaturacién puesto
que presentan muchos anillos aromaticos en su estructura, de igual forma la polaridad se sale
de la escala normal dado que presentan una gran cantidad de 4&tomos de oxigeno y nitrogeno
(> 10 atomos polares a partir de la regla de Lipinski), el tamafio de las moléculas se encuentra
en la barrera de lo normal para un farmaco, esto es bueno no superarlo puesto que al
compuesto le costaria mas trabajo atravesar la doble bicapa lipidica de una célula, se aprecia,
ademas, que los compuestos son poco flexibles por lo mencionado anteriormente y tienen
una lipofilicidad parecida a los farmacos convencionales, esto nuevamente puede ayudarlos
a atravesar la bicapa lipidica.

Otras propiedades fisicoquimicas se muestran en la Tabla 17, es notorio que todas las
macromoléculas no traspasan la barrera hematoencefalica, lo cual no representa un riesgo en
su aplicacion sobre el cuerpo humano, la desventaja es que, de igual forma presentan una
absorcidn gastrointestinal baja debido a su alta 4rea superficial topoldgica (> 140 A?), lo
anterior debido a la cantidad de 4&tomos polares, para el caso de la DIDA 2 Ny 8 O, mientras
que para las DITAs 2 Ny 10 O, por lo que, los compuestos no pueden ser administrados de
forma oral sino que deben ser de forma intravenosa (en su forma de electrolito), los valores
de solubilidad 0.0372 y 0.0547 mg/mL indican una baja solubilidad en agua lo cual puede
afectar su biodisponibilidad oral, los valores del logaritmo de permeabilidad en piel
corroboran que todas las macromoléculas estudiadas tienen una baja permeabilidad por lo
cual deben ser administrados de forma intravenosa, al indicar que no existe una inhibicion
del citocromo, esto sugiere un bajo riesgo de interacciones metabolicas con otros farmacos,
de igual manera para PGP, se indica que los compuestos no son expulsados activamente por
este sustrato, por lo que, su eliminacion del cuerpo no esté influenciada por este transportador
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lo que sugiere un metabolismo y eliminacion mas simples, ademas, solo las DITAs rompen
dos reglas de Lipinski, esto debido a la cantidad de 4&tomos aceptores (oxigenos) y a la masa
molar de los compuestos. Finalmente, en la Figura 90 se muestra el diagrama del huevo
hervido, mostrando que los compuestos no traspasan la barrera hematoencefalica (ya que no
aparecen en la yema de huevo) y que tienen una baja absorcion gastrointestinal (ya que no
aparecen en la clara) pero, de los tres compuestos en cuestion, la oDIDA es la que mas se
acerca a poder ser absorbida gastrointestinalmente, lo cual implicaria el uso de esta molécula
de forma oral.

A) B) 0)

LIPO LIPO

LIPO

FLEX SIZE FLEX SIZE FLEX SIZE

INSATU = POLAR INSATU < POLAR INSATU < POLAR

INSOLU INSOLU INSOLU

Figura 89: Grafico de radar que muestra las seis propiedades fisicoquimicas
predichas para los compuestos; A) oDIDA, B) 3,4-DITA y C) 3,5-DITA

Tabla 17: Perfil farmacocinético predicho para los compuestos investigados
Compuesto TPSA*? GIA® Sol¢ Log Kp¢ ICYP® PGP' BBB: LP"

oDIDA 14936  Bajo  0.0372 -7.63 No No No 0
3,5-DITA 186.66  Bajo  0.0547 -8.24 No No No 2
3,4-DITA 186.66  Bajo  0.0547 -8.24 No No No 2

* Area de superficie polar topologica (A2).

b Absorcion gastrointestinal.

¢ Solubilidad (mg/mL).

4 Permeabilidad en piel (cm/s).

¢ Inhibidor de CYP.

fP-glicoproteina

¢ Permeabilidad de la barrera hematoencefalica.
b Lipinski (similar a un formaco).
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Figura 90: Grafico del huevo hervido

Fase in vitro

Para esta fase se utilizaron las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, las cuales se
cultivaron en cajas T25 hasta observar una confluencia del 80%, después se tripsinizaron y
se pasaron a cajas T75 hasta alcanzar una confluencia del 80%, posteriormente las células se
despegaron, se centrifugaron y se contabilizaron con el fin de saber la cantidad de células
existentes por pL y con ello sembrar 6,000 células por pozo en la caja de 96 pozos. El
procedimiento se explica en le Figura 91.

Confluencia 80% adicionar
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Centrifugar 1500
RPM/10 min

Sobrenadante

Pellet de células

Células
| resuspendidas

Sembrar en placa de 96

Figura 91: Procedimiento para el sembrado en placa de 96 pozos
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Una vez realizado el procedimiento se encontr6d que para la linea MDA-MB-231 se contaba
con un total de 340 células/puL, mientras que, para MCF-7 se tuvo un total de 380 células/uL,
ambas lineas en un volumen total de 7mL En las Figuras 92 y 93 se muestra el cambio de las
células recién sembradas y cuando estas crecen y se pegan a la caja (confluencia del 80%).

Figura 93: Linea celular MCF-7. A) Recién sembradas, B) Confluencia al 80%

Posterior a sembrar las células en la caja de 96 pozos, se retir6 el medio de cultivo, se
adicionaron los compuestos a probar y las AuNPs generadas por cada compuesto en
concentraciones decrecientes (100 — 10 uM) y por triplicado, se complemento6 el volumen
con medio suplementado hasta alcanzar los 200 pL y se incub6 durante 24 horas. Finalmente,
se utilizo el kit de proliferacion celular XTT para medir la viabilidad celular, como control
negativo se sembraron células a las cuales no se le aplicdé ningun tratamiento. El
procedimiento para el uso del XTT se encuentra explicado en la Figura 94.
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Figura 94: Ensayo de proliferacion celular XTT

Adicionalmente, se realiz6 una prueba de normalidad Shapiro-Wilk con el fin de conocer si
los datos encontrados son estadisticamente significativos, se utilizé6 un p valor de >0.05,
posteriormente se realizé una prueba ANOVA con pruebas post hoc de Dunnett, Figuras 95-
100. Los resultados se muestran en la Tabla 18.
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Figura 95: Efecto antiproliferativo de oDIDA sobre las lineas celulares
*p<0.05 vs control; ANOVA de una via y post hoc de Dunnett
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Figura 96: Efecto antiproliferativo de 3,4-DITA sobre las lineas celulares
*p<0.05 vs control; ANOVA de una via y post hoc de Dunnett
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Figura 97: Efecto antiproliferativo de 3,5-DITA sobre las lineas celulares
*p<0.05 vs control; ANOVA de una via y post hoc de Dunnett
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Figura 98: Efecto antiproliferativo de AuNPs oDIDA sobre las lineas celulares
*p<0.05 vs control; ANOVA de una via y post hoc de Dunnett
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Figura 99: Efecto antiproliferativo de AuNPs 3,4-DITA sobre las lineas celulares
*p<0.05 vs control; ANOVA de una via y post hoc de Dunnett
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AuNPs 3,5-DITA
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Figura 100: Efecto antiproliferativo de AuNPs 3,5-DITA sobre las lineas celulares
*p<0.05 vs control; ANOVA de una via y post hoc de Dunnett

En las Figuras 95-100 se observo que, a partir de 10 uM ya se tuvo una disminucién en la
cantidad de células para ambas lineas, utilizando tanto las bisimidas como las AuNPs
generadas por cada una.

En el caso de las nanoparticulas obtenidas mediante los electrolitos, la 3,5-DITA fue la que
presentd un efecto citotoxico mayor, esto debido al tamafio de particulas y los enlaces
generados durante el acoplamiento (ver Fase in sillico). Para las AuNPs formadas con oDIDA
y 3,4-DITA si bien generaron un buen efecto este fue menor debido al tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas.

Como puede notarse en la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk de la Tabla 18, todos los
datos siguen una distribucion normal (p > 0.05) por lo que fue posible realizar un ANOVA
(Tabla 19). Para cada compuesto se presenta un valor F alto y un p-valor < 0.0001, lo que
indica que hay diferencias significativas entre los grupos comparados, por lo que, los
compuestos tienen un efecto significativo en ambas lineas celulares, lo que sugiere que
impactan en la viabilidad o el comportamiento de las células.

Tabla 18: Prueba de normalidad Shapiro-Wilk

Compuesto P valor MDA-MB-231 P valor MCF-7
oDIDA 0.5984 0.4635
3,4-DITA 0.3347 0.2469
3,5-DITA 0.3143 0.3198
AuNPs oDIDA 0.4756 0.2260
AuNPs 3,4-DITA 0.4132 0.4066
AuNPs 3,5-DITA 0.3873 0.5505
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Tabla 19: Prueba ANOVA

Compuesto MDA-MB-231 MCEF-7

oDIDA F=473.3, p<0.0001 F=264.2, p<0.0001
3,4-DITA F=614.1, p<0.0001 F=217.9, p<0.0001
3,5-DITA F=413.9, p<0.0001 F=451.0, p<0.0001
AuNPs oDIDA F=165.2, p<0.0001 F=350.9, p<0.0001
AuNPs 3,4-DITA F=445.7, p<0.0001 F=271.8, p<0.0001
AuNPs 3,5-DITA F=190.2, p<0.0001 F=430.2, p<0.0001

Finalmente, en la Tabla 20 se presentan las ICso (concentraciones inhibidoras medias) para
cada compuesto en ambas lineas celulares, estas concentraciones fueron probadas en la linea
MCF-10A con el fin de conocer lo que los compuestos pueden hacerle a epitelio de mama
sano. Se observa que para el caso de la oDIDA se presentan concentraciones similares, por
tanto solo se utilizo la mas alta (65.74 + 1.06) para la realizacion del experimento, de forma
general todos los electrolitos presentan una interaccion similar en ambas lineas de cancer al
afectar su viabilidad celular, por otro lado, en el caso de las AuNPs ocurre lo mismo, esto
puede deberse al exceso de electrolito presente en cada prueba, al eliminar este exceso
posiblemente se podria apreciar un cambio mayor entre ambas ICso pero, dado que las AuNPs
tienden a precipitar en menos de 1 dia una vez eliminado el exceso de fase organica este
experimento no pudo llevarse a cabo.

Tabla 20: ICso de los compuestos probados en pM

Compuesto MDA-MB-231 R?MDA-MB-231 MCF-7 R?>MCE-7
oDIDA 65.74 £ 1.06 0.9906 65.24 + 1.14 0.9890
3,4-DITA 47.76 £ 3.45 0.9472 45.03 £3.33 0.9444
3,5-DITA 57.42+1.63 0.9750 61.28 +£1.96 0.9659
AuNPs oDIDA ~ 37.44+1.52 0.9812 42.25+1.67 0.9753
AuNPs 3,4-DITA  28.18 +1.18 0.9749 30.32 +2.24 0.9668
AuNPs 3,5-DITA  21.62+0.94 0.9769 26.29 + 1.67 0.9832

Cisplatino 433.26° - 96.34 + 0.81° -

@ Tomado de la referencia [129], ® Tomado de la referencia [130]
Prueba en la linea MCF-10A4

En las cé€lulas de la linea MCF-10A, las cuales corresponden a epitelio normal de mama se
probaron tanto las macromoléculas como las nanoparticulas de oro a las concentraciones
inhibidoras medias (ICso) con el fin de conocer la interaccion que tienen los compuestos sobre
células sanas. Los resultados se muestran en la Figura 101 y Tabla 21.
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Figura 101: Linea celular MCF-10A. A) Recién sembradas, B) Confluencia al 80%

Tabla 21: Viabilidad celular de MCF-10A a partir de ICso obtenido de los compuestos
probados en MDA-MB-231 y MCF-7

Linea celular Compuesto ICso (uM) %YV en MCF-10A
oDIDA 65.74 95.13 +£1.38
3,4-DITA 47.76 93.85+1.27
3,5-DITA 57.42 92.31 +2.18
MDA-MB-231 AuNPs oDIDA 37.44 91.79+2.12
AuNPs 3,4-DITA 28.18 9436+ 1.11
AuNPs 3,5-DITA 21.62 94.62 +1.08
Cisplatino® 433.26 -
oDIDA 65.24 95.64 +1.35
3,4-DITA 45.03 96.41 +£2.26
3,5-DITA 61.2 93.59+1.17
MCF-7 AuNPs oDIDA 42.25 94.36+2.14
AuNPs 3,4-DITA 30.32 96.41 £2.11
AuNPs 3,5-DITA 26.29 96.92 +2.10
Cisplatino® 96.34 + 0.81 -

@ Tomado de la referencia [131], ® tomando de la referencia [132].

De esta forma se muestra que, tanto para los electrolitos como sus nanoparticulas, sus ICso
se encuentran por debajo de lo ya reportado actualmente y comercializado para este tipo de
enfermedades como lo es el Cisplatino, a partir de este analisis se comprueba que el mejor
electrolito para ambas lineas celulares fue la 3,4-DITA dada su baja concentracion y la
viabilidad generada en MCF-10A, este efecto en comparacion con las otras dos
macromoléculas puede deberse al potencial electrostatico dentro de la molécula que crece
dada la repulsion generada por el impedimento estérico. Por otro lado, en las nanoparticulas
se encontrd que las mejores fueron las generadas por la 3,5-DITA, lo anterior dado el tamafio
obtenido por estas, cabe recalcar que la literatura muestra que en el caso de nanomedicina se
prefieren tamafios mayores a 10 nm y menores a 100 nm para AuNPs.
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Prediccion de propiedades termoquimicas

Con base en la metodologia de grupos funcionales propuesta por Benson se cre6 un conjunto
de datos utilizando tanto acidos carboxilicos como imidas, al conjunto de datos se le
adicionaron valores experimentales de entalpia de formacion en fase gaseosa, cristalina,
entalpia de combustion y de sublimacion, a los grupos funcionales se le adicionaron
parametros como la posicion de los radicales dentro de la molécula y correcciones por
aromaticidad ya que, el modelo original de Benson no contempla estos aspectos.

Se utilizaron los modelos SVR y KRR en donde, primero se fij6 el hiperpardmetro “random
state” con el fin de poder tener resultados repetitivos, para ello se realizé una prueba en donde
se probaron 1000 diferentes valores posibles para este, y se escogid la semilla donde se
encontrara la mayor tasa de aprendizaje, es decir, aquella en donde las métricas de evaluacion
fueran las mejores tanto para el conjunto de entrenamiento como el de prueba, esta semilla
fue diferente para cada prediccion, es decir, se fijaron semillas tanto para la prediccion de la
fase gaseosa, cristalina, combustion y sublimacion.

Empezando por la prediccion de la entalpia de formacion en la fase gaseosa, se contemplaron
un total de 71 datos experimentales en el estado estandar y a 298.15K, por lo que, el valor de
la prediccion también se encontrara bajo esas condiciones. Para SVR se utiliz6 la técnica de
evaluacion sin reemplazo Hold Out (70/30) con la semilla 96 y un nucleo lineal, mientras
que para KRR con la semilla 200. Las métricas de evaluacion, asi como los graficos
generados se presentan a continuacion.

Tabla 22: Métricas de evaluacion para cada modelo en la prediccion de -AtH° (g, 298.15K)

SVR
E P E P E P
R? 0.9996  0.9982 MAE 2.0627  7.6388 RMSE  4.1354  9.4122
KRR
E P E P E P

R? 0.9992  0.9977 MAE 43325  8.0945 RMSE 6.282  10.1114
E: conjunto de entrenamiento, P: conjunto de prueba.
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Figura 102: Comparacion entre entrenamiento y prueba para -A:H°(g, 298.15K) con SVR
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Figura 103: Comparacion entre entrenamiento y prueba para -A:H°(g, 298.15K) con KRR

Como se puede observar tanto en la Tabla 22 y en las Figuras 102-103, los resultados son
muy similares cuando se habla de prediccion y métricas de evaluacion, ambos modelos
presentan un coeficiente de determinacién elevado por lo que, no existe un sobreajsute dentro

de los modelos y es posible realizar predicciones para las moléculas estudiadas. Los
resultados se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23: -AtH°(g, 298.15 K) predichas para los compuestos sinetizados en kJ mol!

Compuesto SVR KRR

oDIDA 1024.9 1027.3
3,4-DITA 1403.9 1400.7
3,5-DITA 1417.9 1416.6

Por otro lado, para la prediccion de la entalpia de formacion en la fase cristalina se utilizaron
un total de 84 valores experimentales repartidos entre los compuestos organicos previamente
mencionados, tanto para SVR como KRR se utiliz6 la semilla 116 bajo los mismos criterios
previamente establecidos. Las métricas de evaluacion, asi como los diagramas de paridad

tanto para el conjunto de entrenamiento y prueba se presentan en la Tabla 24 y Figuras 104-
105.

Tabla 24: Métricas de evaluacion para cada modelo para -AtH° (cr, 298.15K)

SVR
E P E P E P
R? 0.9995  0.9987 MAE 2.8923 84901 RMSE  5.7509 10.9034
KRR
E P E P E P

R? 0.9995 0.9959 MAE 4.0622 14.1927 RMSE 5.9195 19.5648
E: entrenamiento, P: prueba.
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Figura 104: Comparacion entre entrenamiento y prueba para -A{H°(cr, 298.15K) con SVR
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Figura 105: Comparacion entre entrenamiento y prueba para -A:H°(cr, 298.15K) con KRR

Como puede observarse en ambas Figuras 104 y 105, SVR realiza una mejor prediccion que
KRR y esto se puede comprobar gracias a los resultados de la Tabla 23 en donde se muestran
las métricas de evaluacion. Los valores resultantes de las predicciones para los compuestos
interés por SVR y KRR se presentan en la Tabla 25.

Tabla 25: -AcH°(cr, 298.15 K) predichas para los compuestos sinetizados en kJ mol™!

Compuesto SVR KRR

oDIDA 1267.4 1265.5
3,4-DITA 1684.0 1681.5
3,5-DITA 1693.6 1688.6
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Otra forma de obtener la entalpia de formacion en la fase cristalina es mediante una reaccion
de combustion, para ello se toma en cuenta la ecuacion 17.

CaHpOcNa (cr) + (a+b/4 —¢/2) Oz (g) — a CO2 (g) + b/2 H20 (1) +d/2 Na(g) (17)
A partir de la ecuacion 17 la entalpia de combustion se expresa de la siguiente forma.
AcH = nAH mCO: (g) + mA#H mH20 (1) - AgH m CaHbOcNq (cr) (18)

A través de ML es posible predecir dicho valor de combustion para los tres compuestos
sintetizados, con este dato y, el valor de la entalpia de formacion tanto del CO2 como del H,O
que ya se encuentran reportados en la literatura como -(393.51 £ 0.13) kJ mol 'y -(285.83 +
0.04) kJ mol™!, respectivamente [133, 134], el valor de la entalpia de combustion se
determind a partir de las ecuaciones 19 y 22.

C24H12N20g (cr) + 2302 (g) =24 CO2 (g) + 6 H2O (1) + N2 (g) (19)
AH 1 = 24A¢H 1w CO2 (g) + 6AH mH20 (1) - AtH ' C24H1205N2 (0DIDA, cr) (20)
C2sH12N2010 (cr) + 2302 (g) =25 CO2 (g) + 6 H20 (1) + N2 (g) (21)

Ad‘fm = 25AfHDmC02 (g) + 6AfHDmH20 (1) - AfHom CasH12010N2 (DITAS, CI‘) (22)

Para la obtencion de la entalpia de combustion se realizé una prediccion, utilizando la semilla
797 con un total de 84 valores experimentales de entalpia de combustion a condiciones
estandar y a 298.15 K. Las métricas de evaluacion, asi como los graficos resultantes se
presentan a continuacion.

Tabla 26: Métricas de evaluacién para cada modelo para -AcH m(cr, 298.15 K)

SVR
E P E P E P
R? 0.9999 0.999 MAE 39738 30.4881 RMSE  9.4939 87.8686
KRR
E P E P E P

R? 0.9999  0.9988 MAE 5.633  35.6762 RMSE  9.7835 94.5998
E: entrenamiento, P: prueba.

121



Evaluation process

12000 {{*—Train set 12000 175 st set
—— Perfect fit —— Perfect fit
5 10000 10000
©
8000
E 8000
=
3 6000
T 4000 6000
< 4
2000 4000
0
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
-DHZ,, [K) mol™] -AHZyp, [K) Mol ™

Figura 106: Comparacion entre entrenamiento y prueba para -A:H®(cr, 298.15K) con SVR
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Figura 107: Comparacion entre entrenamiento y prueba para -A.H°(cr, 298.15K) con KRR

Si bien la Tabla 24 muestra un coeficiente de determinacion elevado para el conjunto de
prueba en ambos casos tanto MAE como RMSE resultan ser muy elevados, esto es debido a
que al tener valores de prediccion tan grandes si se llega a alejar alguno, como se puede ver
en las Figuras 106 y 107 estas métricas se disparardn por lo que, hay que tener una
interpretacion diferente para estos resultados, al observar detenidamente loas gréaficos
resultantes se aprecia que aproximadamente en el intervalo de [4300-5000] es donde el
modelo llega a presentar problemas pero en el resto del grafico se observa que se presentan
buenas predicciones para el conjunto de prueba, tomando esto en cuenta los resultados
obtenidos tanto por SVR como KRR se presentan en la Tabla 27.
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Tabla 27: -AcH®(cr, 298.15 K) predichas para los compuestos sinetizados en kJ mol!

Compuesto SVR KRR

oDIDA 9894.1 9894.5
3,4-DITA 9875.5 9873.2
3,5-DITA 9847.8 9859.9

Utilizando los valores predichos por SVR y KRR para la entalpia de combustion es posible
retomar las ecuaciones 19 y 22, con el fin de despejarlas y encontrar una segunda entalpia de
formacion en la fase cristalina tedrica, pero, esta vez considerando valores experimentales
como los son el CO2 y el H>0. Los resultados se muestran en la Tabla 28.

Tabla 28: -AtH°(cr, 298.15 K) obtenidas mediante el valor predicho de -AcH®(cr, 298.15
K) en kJ mol '

Compuesto SVR KRR
oDIDA 1265.1 (2.3) 1264.7 (5.2)

3,4-DITA 1677.2 (5.2) 1679.5 (1.7)

3,5-DITA 1704.9 (11.3) 1692.8 (-4.2)

# La diferencia entre el valor predicho directamente y el obtenido a partir de la reaccion de combustion
se presenta entre paréntesis.

De igual forma es posible comprobar la entalpia de formacién en la fase gaseosa a partir de
la prediccion de la entalpia de sublimacion, ecuacion 23.

AsubHDm (298.15K) = AfHDm CaHbOcNd (g) - AfHOm CaHbOcNd (CI‘) (23)

De esta forma la entalpia de formacion en la fase gaseosa se calculara a partir de la ecuacioén
24,

AfHDm CaHbOcNd (g) = AsubHDm (298 ISK) + AfHDm CaHpOcNyg (cr) (24)

Finalmente se realizo la prediccion de la entalpia de sublimacion para comprobar el valor de
la entalpia de formacién en la fase gaseosa, se utiliz6 un total de 62 valores experimentales,
la semilla 296 bajo las mismas condiciones previamente mencionadas. Las métricas de
evaluacion, asi como los diagramas de paridad resultantes se presentan a continuacion.

Tabla 29: Métricas de evaluacién para cada modelo de AsubH m (298.15K)

SVR
E P E P E P
R? 0.968 0.9644 MAE 2.5902 4.223 RMSE  4.8769  5.3772
KRR
E P E P E P

R? 0.9786 0.9752 MAE 2.8667 3.3641 RMSE 3.987 4.492
E: entrenamiento, P: prueba.
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Figura 109: Comparacion entre entrenamiento y prueba para A.pH°(298.15 K) con KRR

Estas predicciones resultaron tener métricas de evaluacion mas bajas que las predicciones
presentadas con anterioridad, esto puede deberse a la complejidad de alcanzar las condiciones
necesarias al llevar a cabo un experimento a condiciones de vacio. Los resultados obtenidos
mediante estas predicciones se presentan en la Tabla 30.

Tabla 30: AswubH°(298.15 K) predichas en kJ mol™!

Compuesto SVR KRR

oDIDA 2333 237.7
3,4-DITA 284.3 284.8
3,5-DITA 276.1 277.0
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Al utilizar la ecuacion 24 se obtuvieron los resultados de entalpia de formacién en la fase
gaseosa mostrados en la Tabla 31.

Tabla 31: -AtH°(g, 298.15 K) obtenidas mediante el valor predicho de AsuH°(298.15 K)
en kJ mol ™"

Compuesto SVR KRR
oDIDA 1034.1 (-9.2) 1032.2 (-4.9)

3,4-DITA 1398.1 (5.8) 1396.4 (-3.1)

3,5-DITA 1417.5 (0.4) 1411.6 (4.9)

4 La diferencia entre el valor predicho directamente y el obtenido a partir de la reaccion de
combustion se presenta entre paréntesis.

A partir de la Tabla 31, se muestra que para el caso de la oDIDA y la 3,4-DITA por SVR los
valores obtenidos mediante la entalpia de sublimacion se alejan de los predichos directamente
para esta propiedad, en elcaso de KRR la diferencia entre ambas rutas de obtencion es menor,
por tanto, el valor experimental puede encontrarse cercano a los predichos.

Termodinamica mediante Gaussian

Andadlisis estructural

Se realiza una optimizacion de la geometria en donde, se varian las localizaciones de los
nucleos hasta encontrar un minimo en la energia electrénica (Ee), esto se logra gracias a
muchos calculos de un solo punto, cada punto calculado es seguido por un calculo de
gradiente de energia que ayuda al programa a decidir sobre la proxima geometria a tratar.

Posteriormente se realiza un calculo de frecuencias vibracionales con el fin de constar que
no existan frecuencias imaginarias, de esta forma se garantiza que la estructura y su energia
se encuentran en un minimo y, calcular propiedades termodinamicas como la Cvy la Cp en
fase gaseosa.

Las geometrias de las estructuras analizadas en este trabajo fueron construidas en Avogadro
utilizando su respectivo codigo SMILES, posteriormente se realiz6 una primera optimizacioén
utilizando mecédnica molecular (MMFF94), finalmente se realiz6 una segunda optimizacion
con el funcional B3LYP/6-311++g(d,p). Las estructuras optimizadas se muestran en la
Figura 110.
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Figura 110: Estructura optimizada para los compuestos: A) oDIDA, B)3,5-DITA y C)
3,4-DITA

Analisis energético

En Gaussian es posible obtener propiedades termoquimicas como lo son la entalpia H, la
capacidad calorifica Cy(g), la entropia S'y la energia de Gibbs G. para determinar la entalpia
de una molécula se realizan algunas consideraciones.

H(298.15 K)=E,+ZPE+RT+H, o +H,,c+AH, 3, (25)

En donde E. es la energia de la molécula optimizada, ZPE es una correccion a la energia
vibracional en el punto cero que, al sumarse a E. resulta en Ey (energia interna), cuando se
adiciona el término RT se proporciona la entalpia a 298K (Hp), mientras que los términos
restantes corrigen la temperatura a 298.15K.

El término H,.,; es una constante obtenida a partir del modelo de rotor rigido y equivale a 3/2
RT para moléculas no lineales, por otro lado, el término H;,,s proviene del modelo del gas
ideal y tiene el mismo valor para cualquier tipo de molécula.

Entalpia de formacion

Los calculos ab initio realizados en este trabajo para determinar las energias de los
compuestos, asi como su entalpia de formacion se realizaron mediante la teoria CBS-QB3
desarrollada por Montgomery et al [135]. Estos autores desarrollaron el modelo como una
alternativa a los métodos Gn propuesto por Curstiss ef al [136], para moléculas de un nimero
considerable de atomos (hasta 47) con una desviacion media absoluta (MAD) a partir de
valores experimentales de 0.67 kcal mol™! contra 0.94 kcal mol™! que se obtiene de un método
G3. De igual forma el calculo CBS-QB3 se realiza en la mitad del tiempo que un célculo G2
con una precision igual de buena que un calculo G3, es por tanto que se opto por esta teoria
para la determinacion de las entalpias de formacion. A continuacion, se describe como se
realiza un célculo por G4 y CBS-QB3.

Teoria Gaussian-4 [137].

El método G4 es una evoluciéon de la serie de métodos Gaussian (Gn), y su objetivo es
alcanzar una precision similar a la de un célculo de nivel de energia de correlaciéon completa.
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Su enfoque principal es realizar un calculo de energia en una serie de pasos ajustados y
corregidos. La metodologia sigue estos pasos:

1. Optimizacion de la Geometria:

o Primero, la geometria molecular se optimiza utilizando el nivel de teoria
MP2/6-31G(d). Esto se hace para minimizar el tiempo computacional en los
calculos posteriores.

2. Calculo de Frecuencias Vibracionales:

o Se calculan las frecuencias vibracionales en el mismo nivel (MP2/6-31G(d))
para confirmar que la geometria obtenida es un minimo (sin frecuencias
imaginarias) y para calcular la energia de punto cero (ZPE, Zero-Point
Energy).

3. Calculo de Energia Corregida (MP4):

o Se realiza un célculo de energia simple en el nivel de teoria MP4(SDQ)
usando una base mas extensa, 6-31G(2df,p), para obtener una mejor
aproximacion de la energia de correlacion.

4. Célculo de Energia Post-MP4:

o Laenergia de correlacion se refina aplicando una correccion usando CCSD(T)
con la base 6-31G(d).

5. Célculo con Pseudopotenciales y Correccion Relativista:

o En el caso de elementos pesados, se usa una correccion de pseudopotencial
para ajustar los efectos relativistas en la energia total.

6. Correcciones de Spin y Energia de Punto Cero:

o Se aplica una correccidon de spin-orbita y una correccion por la energia de
punto cero (ZPE) derivada de los célculos de frecuencias.

7. Ajuste Empirico Final:

o Se ajusta la energia con un término empirico basado en una base de datos
extensa de moléculas, buscando que los resultados sean lo mas cercanos
posibles a valores experimentales.

Teoria CBS-QB3 [135].

El método CBS-QB3 pertenece a la familia de métodos CBS (Complete Basis Set), que se
basa en extrapolar energias para obtener valores precisos como si se usara una base infinita.
La metodologia para CBS-QB3 incluye:

1. Optimizacion de la Geometria:
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o Lamolécula se optimiza usando MP2/6-31G(d), de manera similar al método
G4. Esto permite obtener una buena geometria de partida con un coste
computacional moderado.

2. Calculo de Frecuencias Vibracionales:

o Se realiza un céalculo de frecuencias vibracionales en el mismo nivel de teoria
para verificar que la geometria corresponde a un minimo de energia y para
calcular la energia de punto cero (ZPE).

3. Calculo de Energia MP4 y CCSD(T):

o A continuacion, se realiza un calculo de energia en el nivel MP4SDQ con la
base 6-31+G(d,p), seguido de un calculo CCSD(T)/6-31G.

4. Célculo de Correcciones de Energia:

o Se incluyen correcciones por electrones de correlacion y efectos relativistas
mediante calculos adicionales.

5. Extrapolacion de la Base Completa:

o Usando los resultados de los calculos anteriores, se extrapolan las energias
para aproximarse a los valores que se obtendrian con una base infinita (CBS).

6. Ajuste Final:

o Finalmente, se aplica un ajuste empirico usando datos experimentales para
asegurar que las energias calculadas tengan una buena concordancia con los
valores experimentales.

Reacciones de atomizacion

Este tipo de reacciones estd caracterizado debido a que un compuesto en fase gaseosa se
descompone en su forma mas elemental, es decir, en los atomos que constituyen a la
molécula, estos estudios se realizan a una temperatura de 0K, la reaccion general que se sigue
esta descrita en la ecuacion 26.

CmH,OpN, (g)=mC (g)+nH (g)+pO (g)+oN (g) (26)

A partir de este tipo de reacciones es posible determinar la entalpia de formacion de un
compuesto, para ello se sigue la siguiente expresion.

A, H=mAH°(C(g),0K)+nAH° (H(g),0K)+pAH°(0O(g),0K)+
oA¢H°(N(g),0K)- AH®(C 1, H, O, N, (g), 0K) 27

Los valores de la entalpia de formacion estandar en fase gaseosa a 0K experimentales se
encuentran reportados en literatura [136].
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De igual forma que se sigue la ruta para una reaccioén de atomizacion experimental se puede
realizar este procedimiento de forma teodrica utilizando Gaussian, para ello es muy comun
utilizar las teorias Gn (en especial la G4) pero, como se abord6 en la seccion anterior, para
moléculas de un tamafio considerable como las estudiadas es mejor optar por otro método
como lo es el CBS-QB3, por lo que, la reaccion de atomizacion queda de la siguiente forma,
en donde CB es la teoria empleada para el calculo de la energia a OK.

A, H°=mCB(C(g),0K)+nCB(H(g),0K)+pCB(0(g),0K)+
oCB(N(g),0K)- CB(C,,H,0,N,(g), 0K) (28)

Gracias a que las teorias utilizadas en Gaussian acercan el valor tedrico al valor experimental,
es posible igualar ambas ecuaciones con el fin de dar un valor lo més cercano posible al
experimental a 0K.

AHP(CnH,O0,N,(g), 0K)=CB(C,,H,0,N,(g), 0K)-mCB(C(g),0K)-
nCB(H(g),0K)-pCB(0(g),0K)-oCB(N(g),0K)+mA:H°(C(g),0K)+

Dado que, los compuestos se estudian a una temperatura de 298.15K, la ecuacion anterior
debe ser corregida para dar este resultado, por tanto, surge la siguiente expresion.

AdH®(CoH, 0N, (). 298.15K) =AcH°(CoyHaOpNo (2), 0K)+AHE™ (CyH,0pNo(2) )
mAHTIC(S)]-5 AT [y (@)]-5 AT [02(@)]-5 A Nx (@] (30)

En donde, AHS¢ puede ser determinado mediante la diferencia entre la entalpia a la
temperatura 7'y OK calculada a partir de los datos obtenidos por la teoria CBS-QB3, para
ello se usan las aproximaciones del rotor rigido y el oscilador arménico, con el fin de calcular
las contribuciones rotacional y vibracional respectivamente. AH;xp de C(s), Ha(g), O2(g) y
N2(g) son valores en sus estados estandar a 298.15K, los cuales ya se encuentran reportados
en tablas [137].

Reacciones isodéesmicas

Estas reacciones son de tipo hipotéticas, fueron introducidas por Benson [138] en 1965 y
adoptadas en trabajos posteriores debido a la veracidad de los calculos [139]. La
particularidad de estas reacciones radica en que tanto reactivos y productos tienen el mismo
nimero y tipo de enlaces, pero conectados de forma diferente. Es conveniente realizar varias
reacciones isodésmicas durante el calculo de la entalpia en la fase gaseosa ya que, los valores
obtenidos pueden variar dependiendo de la exactitud de las entalpias experimentales y
teoricas utilizadas.
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Capacidad calorifica

A partir de los célculos tedricos obtenidos mediante Gaussian y, utilizando la termodinamica
estadistica, es posible obtener la capacidad calorifica de un compuesto en la fase gaseosa
tomando en cuenta las frecuencias vibracionales obtenidas. De forma general, las frecuencias
pueden ser obtenidas por distintos métodos en Gaussian, el tipo de método escogido asi como
la base daran una idea de la calidad de los célculos, es por lo que, para este punto destaca la
teoria de densidad funcional con el funcional B3LYP y una base considerable como lo es 6-
311++g(d,p), dicho funcional y base ya han sido probadas anteriormente [140] resultado en
buenas aproximaciones a los valores experimentales tanto en frecuencias como en capacidad
calorifica. La ecuacion utilizada para este calculo se muestra a continuacion [141].

n (h_V)2 exp (1)
C.(2)=3R+R Z kT kT
Flex(QQJ
PART

En donde v; representa la frecuencia vibracional, % es la constante de Planck, & es la constante
de Boltzmann y R es la constante universal de los gases. Es posible obtener la Cp mediante
los resultados generados por la ecuacion 31, esto es, considerando que los compuestos tienen
un comportamiento monoatdémico ideal, la capacidad calorifica a presion constante se obtiene
mediante la ecuacion 32.

(1)

C,-C,=R (32)
Resultados

Los célculos se realizaron de dos formas, para el método CBS-QB3 para los 4cidos 3,4- y
3,5-diaminobenzoico, asi como para las utilizadas para las reacciones isodésmicas se hicieron
en el Laboratorio de Super Computo del sureste de México de la BUAP, mientras que, para
los calculos para la obtencion de la Cy y la C;, se utilizé una computadora con un procesador
AMD Ryzen 9 5900X con 12 cores, 32.0 GB en memoria RAM, un sistema operativo
Windows 11, una tarjeta grafica Radeon Sapphire Pulse 7600XT de 16.0 GB y un disco duro
en estado solido de 1.0 TB.

Las entalpias de formacion en fase gaseosa a 0K para los compuestos utilizados para las
reacciones isodésmicas fueron obtenidas con base en reacciones de atomizacion, para ello se
utilizaron las teorias CBS-QB3, G2, G3 y G4 con fines de comparacion. Los resultados se
presentan en las Tablas 32 y 33 y, posteriormente en la Tabla 34 se muestra el valor corregido
de la entalpia a 298.15K.
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Tabla 32: Energias calculadas a OK para los atomos y compuestos de las reacciones
isodésmicas por las teorias Gn?

Compuesto G2 G3 G4
P Eo Hpog Eo Hog Eo Hyog
C 37784301 -37.78194  -37.827717  -37.825356  -37.834168  -37.831808
H 05 -0.497639 -0.501003  -0.498642 -0.50142 -0.49906
0 7498203 74979669  -75.030991  -75.02863  -75.045501  -75.043141
N 5451796 54515599  -54.564343  -54.561982  -54573666  -54.571306
Metano [40.410891  -40.407075  -40.457626  -4045381  -40.465305  -40.461489
Etano 79.630883  -79.626397  -79.723397  -79.718911  -79.73811 -79.73366
Propileno J117.645085  -117.639969  -117.782188  -117.777072  -117.803859  -117.798806
Metilamina ~ -95.666913  -95.662527  -95.760124  -95.755738  -95.778287  -95.773916
Ac. Formico  -189.516479  -189.512341  -189.656709  -189.65257  -189.692994  -189.688876
Anilina 287.056825  -287.04988  -287.375492  -287.368547  -287.427279  -287.420469
Benceno 231780531 -231.775083  -232.052179  -232.04673  -232.093994  -232.088594
Ac. Benzoico  -420.134694  -420.126453  -420.54575  -420.537509  -420.621926  -420.613799
ACAMINO 0l 413936 475403979 475871876 475862119 -475.957964  -475.94837
benzoico

% hartrees (En) =2625.46 kJ mol™!

Tabla 33: Energias calculadas a OK para los dtomos y compuestos de las reacciones
isodésmicas por la teoria CBS-QB3?

c CBS-QB3 o CBS-QB3
ompuesto Eo s ompuesto Eo Hhos
C -37.785377 -37.783017 Metilamina -95.668446 -95.664081
H -0.499818 -0.497457 Ac. Férmico -189.521015  -189.519804
O -74.98763 -74.985269 Anilina -287.068121  -287.061296
N -54.520537 -54.518176 Benceno -231.789708  -231.784332
Metano -40.410004 -40.406189 Ac. Benzoico  -420.155852  -420.147747
Etano -79.63057 -79.626126 Ac. Amino
Propileno -117.64621  -117.641158 benzoico 47542761 -475.422902
% hartrees (En) =2625.46 kJ mol’!
Tabla 34: Entalpias de formacién en fase gaseosa corregidas a 298.15K en kJ mol™'®
Compuesto G2 G3 G4 CBS-QB3 Exp.
AH° (g) AtH® (g) AH® (g) AH® (g) AH® (g)
Metano -77.73 (2.84) -75.91 (1.02) -74.75 (-0.14) -74.79 (-0.4) -74.89
Etano -86.12 (2.27) -85.24 (1.39) -83.52 (-0.33)  -82.63 (-1.22) -83.85
Propileno 22.07 (-2.31) 19.87 (-0.11) 20.19 (-0.43) 24.56 (-4.8) 19.76
Metilamina -22.97 (-0.04)  -18.76 (-4.25) -19.6 (-3.41) -19.85 (-3.16) -23.01
Ac. Férmico -387.16 (8.46)  -378.98 (0.28)  -378.99 (0.29) -375.48 (-3.22) -378.7
Anilina 102.78(-15.32)  90.27 (-2.81) 87.71 (-0.25) 93.18 (-5.72) 87.46
Benceno 98.81 (-16.01)  85.34 (-2.54) 83.61 (-0.81) 88.61 (-5.81) 82.8
Ac. Benzoico  -289.33 (-6.37) -297.74 (2.04)  -296.72 (1.02)  -298.92 (3.22) -295.7
Ac. Amino
benzoico -292.52 (-1.38)  -300.14 (6.24)  -299.70 (5.8) -289.6 (-4.3) -293.9

® Los valores entre paréntesis representan la diferencia entre el valor experimental y el teorico.
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Una vez que se compararon los valores obtenidos mediante las reacciones de atomizacién
para los compuestos, el método quedo validado, posteriormente se aplicaron las teorias a los
acidos 3,4 y 3,5 diaminobenzoico. La reaccién de atomizacion para estos compuestos se
expone en la ecuacion 33.

C7HsN202 (g) — 7 C(g) + 8 H(g) +2 O(g) + 2 N(g) (33)

De igual forma que para los compuestos para las reacciones isodésmicas, las entalpias de
formacion en la fase gaseosa a 0 K fueron obtenidas mediante las teorias Gn y CBS, Tabla
29. La Tabla 36 presenta la entalpia de formacion en fase gaseosa de los acidos determinada
mediante reacciones de atomizacion.

Tabla 35: Energias calculadas a OK para los 4cidos diaminobenzoicos

Compuest G2 G3 G4 CBS

0 Eo H>og Eo H>og Eo Hyog Eo Hpog

3,4- 530.6901 530.6790 531.1954 531.1843 531.2925 531.2814 530.7168 530.7060
79 59 61 4 86 42 44 13

3,5- 530.6880 530.6766 531.1932 531.1819 531.2899 531.2785 530.7140 530.7029
56 84 92 19 27 35 67 33

Tabla 36: Entalpias de formacion en fase gaseosa para los acidos corregidas a 298.15K en
kJ mol!

Compuesto G2 G3 G4 CBS
AH° () AdH° (g) AH° () AH° ()

3,4-DABA -289.3 -296.3 298.8 3012

3,5-DABA -283.1 -289.9 291.1 293.1

El valor mas negativo del 3,4DABA se debe a que, gracias a la cercania de sus grupos amino
estos pueden generar enlaces de hidrogeno entre si dando de esta forma una mayor estabilidad
a la molécula en comparacion con su isomero estructural. De igual forma la entalpia se
calcul6 mediante las siguientes reacciones isodésmicas, Tabla 37.

1) C7HsN202(g) + 4 CHa(g) — CeHe(g) + CH202(g) + 2 CH5N(g) + CoHs(g)
3,4-y 3,5-DABA + metano — benceno + ac. férmico + metil amina + etano

AsH° (DABA, 298K) = AtH° (benceno, 298K) + AfH® (ac. formico, 298K) + 2AtH® (metil
amina, 298K) + AfH° (etano, 298K) - 4AtH° (metano, 298K) + Gn/CB (DABA, 298K) + 4
Gn/CB (metano, 298K) — Gn/CB (benceno, 298K) — Gn/CB (ac. férmico, 298K) — 2 Gn/CB
(metil amina, 298K) — Gn/CB (etano, 298K)

11) C7HsN202(g) + 7 CH4(g) — 3 C3Hs(g) + CH202(g) + 2 CHsN(g) + C2He(g)

3,4-y 3,5-DABA + metano — propileno + ac. formico + metil amina + etano
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AtH® (DABA, 298K) = 3A¢H° (propileno, 298K) + A¢H° (ac. Férmico, 298K) + 2AtH® (metil
amina, 298K) + AtH° (etano, 298K) - 7AtH° (metano, 298K) + Gn/CB (DABA, 298K) +
7Gn/CB (metano, 298K) — 3 Gn/CB (propileno, 298K) — Gn/CB (ac. Formico, 298K) — 2
Gn/CB (metil amina, 298K) — Gn/CB (etano, 298K)

ii1) C7HsN202(g) + 2 CHa(g) — C7HeO2(g) + 2 CH5N(g)
3,4-y 3,5-DABA + metano — ac. benzoico + metil amina

AtH® (DABA, 298K) = AtH® (ac. benzoico, 298K) + 2A¢H° (metil amina, 298K) — 2AtH°
(metano, 298K) + Gn/CB (DABA, 298K) + 2Gn/CB (metano, 298K) — Gn/CB (ac. benzoico,
298K) — 2 Gn/CB (metil amina, 298K)

iv) C7HsN202(g) + CHa(g) — C7H7NO2(g) + CH5N(g)
3,4-y 3,5-DABA + metano — ac. aminobenzoico + metil amina

AtH° (DABA, 298K) = A¢H° (ac. aminobenzoico, 298K) + AH° (metil amina, 298K) — A¢H°®
(metano, 298K) + Gn/CB (DABA, 298K) + Gn/CB (metano, 298K) — Gn/CB (ac.
aminobenzoico, 298K) — Gn/CB (metil amina, 298K)

v) C7HsN202(g) + 3 CHa(g) — CsHIN(g) + CH202(g) + CHsN(g) + C2Hs(g)
3,4-y 3,5-DABA + metano — anilina + ac. féormico + metil amina + etano

AtH° (DABA, 298K) = AtH® (anilina, 298K) + A¢H° (ac. formico, 298K) + A¢H° (metil amina,
298K) + A¢H® (etano, 298K) - 3A¢H° (metano, 298K) + Gn/CB (DABA, 298K) + 3Gn/CB
(metano, 298K) — Gn/CB (anilina, 298K) — Gn/CB (ac. férmico, 298K) — Gn/CB (metil
amina, 298K) — Gn/CB (etano, 298K)

Tabla 37: Entalpias de formacion en fase gaseosa calculadas para los DABAs mediante
reacciones isodésmicas a 298.15 K, en kJ mol™!

Compuesto  Teoria Isodésmica Isodésmica Isodésmica Isodésmica Isodésmica

I II III v \4

G2 -306.0 -305.5 -301.4 -293.6 -302.5

G3 -309.7 -310.6 -300.5 -295.3 -304.7

34DABA G4 -305.9 -305.9 -300.9 -296.2 -302.0
CBS -316.2 -323.5 -300.3 -308.2 -313.3

G2 -299.8 -299.2 -295.2 -287.3 -296.2

G3 -303.4 -304.2 -294.2 -289.0 -298.4

3. DABA G4 -298.2 -298.3 -293.2 -288.6 -294.4
CBS -308.1 -315.4 -292.2 -300.2 -305.2

Los resultados de capacidad calorifica en fase gaseosa tanto para los acidos como para las
moléculas sintetizadas se muestran en las Tablas 38 y 39. El ajuste de los datos se realizo a
través de una ecuacion cubica, con el cual se obtuvo un coeficiente de correlacion del 0.9999,
estas curvas se muestran en las Figuras 111 y 112.
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Tabla 38: Resultados de Cpm (g) de la 0oDIDA, 3,4-DITA y 3,5-DITA

Cpm (g)/(J mol! K1)

T/K oDIDA 34DITA 35DITA T/K oDIDA 34DITA 35DITA
296 436.70 479.36 479.99 452 612.08 664.53 664.88
298.15 439.43 482.26 482.89 454 614.00 666.55 666.89
300 441.78 484.75 485.37 456 615.90 668.55 668.90
302 444.30 487.43 488.05 458 617.80 670.55 670.89
304 446.82 490.11 490.72 460 619.69 672.53 672.87
306 449.34 492.77 493.38 462 621.57 674.51 674.85
308 451.85 495.44 496.04 464 623.44 676.48 676.81
310 454.35 498.09 498.69 466 625.30 678.43 678.77
312 456.85 500.74 501.33 468 627.16 680.38 680.71
314 459.34 503.38 503.96 470 629.00 682.32 682.65
316 461.82 506.01 506.59 472 630.84 684.25 684.58
318 464.30 508.63 509.21 474 632.67 686.18 686.50
320 466.77 511.25 511.82 476 634.49 688.09 688.41
322 469.23 513.86 514.43 478 636.30 689.99 690.31
324 471.68 516.46 517.02 480 638.10 691.89 692.21
326 474.13 519.05 519.61 482 639.90 693.78 694.09
328 476.57 521.64 522.19 484 641.69 695.65 695.97
330 479.01 524.21 524.76 486 643.47 697.52 697.83
332 481.44 526.78 527.33 488 645.24 699.38 699.69
334 483.86 529.34 529.88 490 647.00 701.23 701.54
336 486.27 531.90 532.43 492 648.75 703.08 703.38
338 488.67 534.44 534.97 494 650.50 704.91 705.21
340 491.07 536.98 537.50 496 652.24 706.74 707.04
342 493.46 539.50 540.03 498 653.96 708.55 708.85
344 495.84 542.02 542.54 500 655.69 710.36 710.66
346 498.22 544.53 545.05 502 657.40 712.16 712.45
348 500.59 547.03 547.54 504 659.10 713.95 714.24
350 502.95 549.53 550.03 506 660.80 715.73 716.02
352 505.30 552.01 552.51 508 662.49 717.51 717.79
354 507.64 554.49 554.98 510 664.17 719.27 719.56
356 509.98 556.95 557.45 512 665.84 721.03 721.31
358 512.30 559.41 559.90 514 667.51 722.78 723.06
360 514.62 561.86 562.35 516 669.17 724.52 724.80
362 516.93 564.30 564.78 518 670.82 726.25 726.53
364 519.24 566.73 567.21 520 672.46 727.97 728.25
366 521.53 569.15 569.63 522 674.09 729.69 729.96
368 523.82 571.57 572.04 524 675.72 731.39 731.67
370 526.09 573.97 574.44 526 677.34 733.09 733.36
372 528.36 576.36 576.83 528 678.95 734.78 735.05
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374
376
378
380
382
384
386
388
390
392
394
396
398
400
402
404
406
408
410
412
414
416
418
420
422
424
426
428
430
432
434
436
438
440
442
444
446
448
450

530.63
532.88
535.12
537.36
539.59
541.81
544.02
546.22
548.41
550.60
552.77
554.94
557.10
559.25
561.39
563.52
565.65
567.76
569.87
571.97
574.05
576.13
578.21
580.27
582.32
584.37
586.40
588.43
590.45
592.46
594.46
596.45
598.44
600.41
602.38
604.34
606.29
608.23
610.16

578.75
581.13
583.49
585.85
588.20
590.54
592.87
595.19
597.50
599.81
602.10
604.38
606.66
608.92
611.18
613.43
615.66
617.89
620.11
622.32
624.52
626.71
628.89
631.06
633.22
635.38
637.52
639.65
641.78
643.89
646.00
648.10
650.18
652.26
654.33
656.39
658.44
660.48
662.51

579.21
581.58
583.95
586.30
588.65
590.99
593.31
595.63
597.94
600.24
602.53
604.81
607.08
609.34
611.60
613.84
616.07
618.30
620.52
622.72
624.92
627.11
629.28
631.45
633.61
635.76
637.90
640.03
642.16
644.27
646.37
648.47
650.55
652.63
654.69
656.75
658.80
660.83
662.86

530
532
534
536
538
540
542
544
546
548
550
552
554
556
558
560
562
564
566
568
570
572
574
576
578
580
582
584
586
588
590
592
594
596
598
600
602
604

680.55
682.15
683.73
685.31
686.89
688.45
690.01
691.56
693.10
694.64
696.17
697.69
699.20
700.71
702.21
703.70
705.18
706.66
708.13
709.59
711.05
712.50
713.94
715.38
716.81
718.23
719.65
721.06
722.46
723.85
725.24
726.62
728.00
729.37
730.73
732.09
733.44
734.78

736.46
738.14
739.81
741.46
743.11
744.76
746.39
748.02
749.64
751.25
752.85
754.45
756.03
757.61
759.19
760.75
762.31
763.86
765.40
766.94
768.46
769.98
771.50
773.00
774.50
775.99
777.48
778.95
780.42
781.89
783.34
784.79
786.23
787.67
789.10
790.52
791.93
793.34

736.73
738.41
740.07
741.73
743.38
745.02
746.65
748.27
749.89
751.50
753.10
754.69
756.28
757.86
759.43
760.99
762.55
764.10
765.64
767.17
768.70
770.22
771.73
773.23
774.73
776.22
777.70
779.18
780.64
782.10
783.56
785.01
786.45
787.88
789.31
790.73
792.14
793.54
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Tabla 39: Resultados de Cpm (g) del 4cido 3,4- y 3,5-diaminobenzoico

Cpm (g)/(J mol! K1)

T/K 34DABA 35DABA T/K 34DABA 35DABA
296 168.89 173.28 352 194.76 198.74

298.15 169.93 174.30 354 195.64 199.61
300 170.81 175.18 356 196.52 200.47
302 171.77 176.13 358 197.39 201.32
304 172.73 177.07 360 198.26 202.18
306 173.68 178.01 362 199.13 203.03
308 174.63 178.95 364 199.99 203.87
310 175.58 179.88 366 200.85 204.72
312 176.52 180.81 368 201.71 205.56
314 177.46 181.74 370 202.57 206.39
316 178.40 182.66 372 203.42 207.23
318 179.33 183.58 374 204.26 208.06
320 180.27 184.50 376 205.11 208.88
322 181.19 185.41 378 205.95 209.71
324 182.12 186.32 380 206.78 210.53
326 183.04 187.23 382 207.62 211.34
328 183.96 188.14 384 208.45 212.16
330 184.88 189.04 386 209.28 212.97
332 185.80 189.94 388 210.10 213.78
334 186.71 190.83 390 210.92 214.58
336 187.61 191.72 392 211.74 215.38
338 188.52 192.61 394 212.55 216.18
340 189.42 193.50 396 213.36 216.97
342 190.32 194.38 398 214.17 217.76
344 191.21 195.26 400 214.98 218.55
346 192.11 196.14 402 215.78 219.33
348 193.00 197.01 404 216.58 220.11
350 193.88 197.88

C,m(0DIDA, g)/(J mol'K ™) =1.58-107 (T/K)?-0.0013(T/K)*+1.99(T/K)-48.24

Cpm(3,4-DITA, g)/(J mol K1) =2.36-107(7/K)3-0.0014(T/K)*+2.16(T/K)-40.24

Cp.m(3,5-DITA, g)/(J mol 'K ™) =2.28-107(7/K)?-0.0014(T/K)?+2.15(T/K)-38.07

(34)
(35)
(36)

Cpm(34-DABA, g)/(J mol'K™") =-2.29-107 (7/K)3-1.54-10* (T/K)>+0.63(T/K)+0.59  (37)

Cpm(3,5-DABA, g)/(J mol'K™") =-1.11-107 (7/K)3-2.89-10* (7/K)>+0.68(T/K)+1.10 (38)
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Figura 111: Curvas de capacidad calorifica en fase gaseosa en funcion de la
temperatura para las macromoléculas sintetizadas
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Figura 112: Curvas de capacidad calorifica en fase gaseosa en funcion de la
temperatura para el acido 3,4- y 3,5-diaminobenzoico

137



Adicionalmente se compararon los espectros de FTIR obtenidos teéricamente contra los
experimentales, para ello se utilizé el funcional B3LYP con la base 6-311++g(d,p). Los
resultados se muestran en las Figuras 113-115. De igual forma se compararon los espectros
de la 3,4-DITA y la 3,5-DITA, es notorio que ambos presentan una capacidad calorifica
similar resultando en la 3,5-DITA con una mayor a su isémero, esto es facilmente
distinguible en el espectro con la aparicion de por lo menos una banda diferente. El analisis
se muestra en la figura 116.
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Figura 113: Comparacion entre el espectro FTIR de la oDIDA obtenido de forma

tedrica y experimental
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Figura 114: Comparacion entre el espectro FTIR de la 3,4-DITA obtenido de forma
tedrica y experimental
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Figura 115: Comparacion entre el espectro FTIR de la 3,5-DITA obtenido de forma
tedrica y experimental
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Figura 116: Comparacion entre los espectros de FTIR de la 3,4-y 3,5-DITA

Como se puede observar en la comparacion de la oDIDA en el espectro tedrico se muestra
una torsion en aproximadamente 3000 cm™ la cual aparece de igual forma en el espectro
experimental pero esta vez en 2000 cm™!, por otro lado las bandas representativas de lo
carbonilos siguen la misma tendencia en ambos espectros, asi como las bandas del grupo
imida dentro de la estructura, de esta forma se puede comprobar que la sintesis del compuesto
resultdé en de buena forma ya que tanto tedrica como experimentalmente se obtienen
resultados similares.

Para los espectros de la 3,4- y 3,5-DITA se observa algo similar tedricamente a lo
experimental, esto es la intensidad de las bandas, la 3,5-DITA presenta en ambos casos
bandas mas pronunciadas lo cual también hace referencia a una capacidad calorifica mayor,
de igual forma se observa en los espectros tedricos que el nimero de bandas crece para esta.
Finalmente, en la comparacion de los espectros experimentales se observa una banda
adicional proveniente de la 3,5-DITA en 1360 cm™!, de esta forma se comprueba la mayor
capacidad calorifica de este compuesto sobre su isomero.

Energia de Gibbs de formacion en fase gaseosa

Debido a que la entalpia de formacion solo se puede utilizar como criterio de estabilidad en
condiciones de presion y entropia constantes, como en el caso de los isomeros estructurales,
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se calcularon las energias de Gibbs de formacion para los compuestos estudiados y los acidos
precursores de las DITAs. Para este procedimiento se estimaron los valores de entropia
absoluta para los 5 compuestos a partir de las frecuencias vibracionales de sus geometrias
optimizadas.

A partir de la entropia absoluta es posible calcular el cambio de entropia asociado a la
reaccion de formacion en fase gaseosa de la siguiente forma.

ArSm(9) = Z Sm(9) (productos) — Z Sm(g) (reactivos) (39)

Para este calculo sobre cada reaccion de formacion se utilizaron las siguientes reacciones
para cada estructura, ademas de su valor de entropia absoluta, para el C(s) de (5.74 +£0.10) J
mol! K!, para Ha(g) de (130.571 + 0.003) J mol! K1, Oa(s) de (205.043 = 0.005) J mol! K-
I Na(s) de (191.500 £ 0.004) J mol! K [142].

oDIDA 24 C(s) + 6 Ha(g) + 4 Oa(g) + Na(g) — CasH1aN20s () (40)
DITAs 25 C(s)+ 6 Ha(g) + 5 O2(g) + Na(g) — C25H12N2010 (g) 41)
DABAs 7 C(s) +4 Ha(g) + O2(g) + Na(g) — C7HsN202 (g) (42)

Los resultados de energia de Gibbs de formacion en fase gaseosa se presentan en la Tabla
40.

Tabla 40: Entropias absolutas, entalpias de formacion, entropias de formacion y energias
de Gibbs de formacion para los compuestos a 7= 298.15K (p° = 0.1 MPa)

Compuesto  S°(g)/J mol! K1 AH°(g)/k] mol!  AsS°(g)/J mol! K AsG°(g)/k] mol!

oDIDA 771.4 -1024.9 -1161.5 -678.6
3,4-DITA  836.9 -1403.9 -1306.7 -1014.3
3,5-DITA  846.0 -1417.9 -1297.6 -1031.0
3,4-DABA 403.8 -301.2 -555.2 -135.7
3,5-DABA  408.8 -293.1 -550.2 -129.1

Como se puede observar, en el caso de los dcidos aminobenzoicos el 3,4- presenta una mayor
estabilidad como se habia discutido en la seccion anterior, nuevamente esto se debe a la
formacion de enlaces de hidrogeno generados por la cercania de los grupos amino, pero, en
el caso de las DITAs, se observa que la 3,5 tiene una mayor estabilidad, para este punto no
existen enlaces de hidrogeno que puedan conceder estabilidad sino que, los grupos carbonilo
de las imidas generan repulsion entre si mismos, por esta razon en la 3,5-DITA al tener un
menor impedimento estérico la energia de Gibbs tiende a ser mas negativa en comparacion
con su isdmero estructural.

Debido a que, el calculo de la entropia absoluta y de formacion requiere de un software
especializado como Gaussian y célculos computacionales de alto nivel que pueden requerir
un tiempo de cdmputo considerable como en el caso de la oDIDA de 12 horas y para las
DITAS de 15 horas, esta tarea no puede replicarse sin el uso de hardware especializado, es
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por lo que, a través de Machine Learning se realizé un modelo basado en la contribucion de
grupos funcionales para la prediccion de dicha entropia.

Para este caso se utilizd una regresion lineal multiple, nuevamente se realizo la programacion
en Google Collab con las librerias previamente mencionadas en el apartado de la prediccion
de la entalpia de formacion. Las métricas de evaluacion se presentan en la Tabla 41, los

diagramas de paridad para el conjunto de entrenamiento como prueba se presentan en la
Figuras 117-119.

Evaluation process
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Figura 117: Prediccion del conjunto de entrenamiento y prueba para la entropia
absoluta
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Figura 118: Prediccion del conjunto de entrenamiento y prueba para la entropia de
formacion
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Evaluation process

800 ®  Train set * Testset
Perfect fit 800 Perfect fit
T
S 600 600
£
=
T 400 400
< .
I 200 200 ¥
/
0 0
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
~ArGayss [K) mol™!] —ArGayss [K) mol™!]

Figura 119: Prediccion del conjunto de entrenamiento y prueba para la energia de
Gibbs absoluta

Tabla 41: Métricas de evaluacion para la regresion lineal

S (g, 298.15K)
E P E P E P
R? 0.9979  0.9964 MAE 3.9272 6.1227 RMSE  5.7921 8.247
-AsS° (g, 298.15K)
E P E P E P
R? 0.9998  0.9996 MAE 3.9272 6.3722 RMSE  5.7921 8.481
-AfG° (g, 298.15K)
E P E P E P
R? 0.9994  0.9986 MAE 2.9398 577992 RMSE 49202  7.8588
E: entrenamiento, P: prueba

Finalmente se predijeron los valores de entropia absoluta, entropia de formacion y energia
libre de Gibbs de formacion para los compuestos mencionados en la Tabla 40, se puede
observar que los valores obtenidos mediante ML son muy préximos al obtenido mediante el
funcional B3LYP de DFT, se obtuvo una variacion de 5.9 J mol' K™! en el caso de la oDIDA,
mientras que para el caso de las DITAs las predicciones tuvieron una diferencia de 2.0 J mol
'Ky 2.9 J mol! K para la 3,5-DITA y 3,4-DITA respectivamente, de esta forma se
comprueba que el uso de ML es una herramienta poderosa para el calculo de estas
propiedades termoquimicas.

Tabla 42: Entropias absolutas, entalpias de formacion, entropias de formacion y energias
de Gibbs de formacion para los compuestos a 298.15K (p° = 0.1 MPa) obtenidas con ML

Compuesto  S°(g)/J mol! K1 AH°(g)/k] mol!  AsS°(g)/J mol! K AeG°(g)/k] mol!

oDIDA 7717.3 -1024.9 -1155.6 -675.6
3,5-DITA  848.0 -1417.9 -1295.6 -1023.8
3,4-DITA  839.8 -1403.9 -1303.8 -1017.9
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En el caso de la oDIDA para la energia libre de Gibbs se obtuvo una diferencia de -3.0 kJ
mol !, mientras que para las DITAs se obtuvieron diferencias de -7.2 kJ mol™! y 3.6 k] mol !,
en el caso de la entropia de formacién se obtuvieron diferencias de -5.9 J mol! K!, -2.0 J
mol! Ky -2.9 J mol"! K! para la oDIDA, 35-DITA y 3,4-DITA, respectivamente, si bien
para la entropia absoluta las diferencia fue mas pronunciada para la oDIDA, en el célculo
final de la energia de Gibbs esto no represent6 una diferencia significativa. Nuevamente se
demuestra que dentro de los isomeros estructurales la 3,5-DITA resulta ser mas estable en
comparacion con la 3,4-DITTA dado su impedimento estérico. Adicionalmente, la Tabla 43
muestra los valores obtenidos para la contribucidon de grupos funcionales propuesta por
Benson complementado con ML.

Tabla 43: Valores para los grupos de Benson obtenidos mediante ML
Grupo funcional  S°(g)/J mol' K'!' AgS°(g)/I mol! K'  AtG°(g)/kJ mol!

CO-(0)(CO) 9.79 28.16 -79.72
CO-(Cp)(0) -0.17 6.5 -20.23
CO-(C)(0) 13.61 2434 -79.44
CO-(H)(O) -32.67 77.16 -181.71
CO-(0)(Cg) 18.43 4722 23.22
O-(H)(CO) 8.98 -16.06 -337.89
0-(C)(Cg) 18.77 -60.84 -37.25
Cp-(H)(CO) 21.74 -23.82 -67.02
Cp-(CO)(Ca)2 41.55 -78.55 21.67
Ci-(0)(Cg)2 18.77 -60.84 -37.25
C-(CO)(C)s 12.26 74.12 55.26
C-(H)2(CO)(C) 37.04 -99.27 9.41
C-(H)3(0) 18.77 -60.84 3725
C-(H)3(C) -5.39 6.09 -114.10
C-(H)3(CB) 3.46 7.28 -48.20
C-(H)2(C)2 31.12 -105.19 10.78
CD-(H) -0.17 6.5 20.23
Ci-(H)(Cp)2 2.38 2.38 -8.79
Cp-(C)(Cp)2 37.91 -102.23 31.24
C-(H)2(C)(Cp) 34.45 -109.51 79.44
C-(C)a 0.00 0.00 25.81
CH3(qua) 24.52 -148.24 110.51
Cp-(Ch)3 18.22 -58.55 40.84
CO-(C)(N) 12.21 -14.54 -153.75
N-(H)(CO), -23.65 78.45 -124.97
C-(H)3(N) -3.66 34.20 -75.91
N-(CO)»(C) 21.61 -50.46 -36.18
CO-(Cp)(N) 21.91 -30.32 -46.79
CO-(N)(Cg) 23.12 -31.33 -44.89
Cp-(NO2)(Ca):2 58.75 -176.76 57.45
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C-(H)2(N)(C) 25.27 -84.66 39.73

C-(N)(Cg)2 30.65 -66.09 38.44
N-(CO)2(Cp) 30.65 -66.09 38.44
rsc -20.22 -20.22 4.19
radical 1 2.78 2.78 -4.35
radical 2 0.32 0.32 -3.34
radical 3 -3.47 -3.47 -2.00
radical 4 0.86 0.86 -1.81
Correction o -3.56 -3.56 29.33
Correction m -1.91 -1.91 14.90
Correction p -9.77 -9.77 17.47
Hp 272.69 -153.46 168.44

Finalmente, con los valores obtenidos de entalpia de formacion en fase gaseosa para cada
compuesto se calcularon los incrementos entdlpicos dependiendo de la posicion de los
radicales y grupos funcionales sobre la estructura quimica base. Para ello se trazaron rutas
teoricas, de esta forma es posible corroborar la veracidad de los datos, ya que, las rutas
paralelas deberan tener valores de incremento similar. Las Figuras 120-122 muestran las rutas
teoricas trazadas, en color rojo se encuentra el valor predicho de entalpia mientras que, en
color negro se muestra el incremento entalpico.
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Figura 120: Incrementos entalpicos entre los compuestos estudiados
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Conclusiones

Utilizando la sintesis en estado solido fue posible obtener nuevas macromoléculas que
funcionaron tanto como agentes reductores como estabilizantes en la sintesis de
nanoparticulas de oro (AuNPs), se obtuvieron conversiones del 80% para la oDIDA, 82%
para la 3,4DITA y 92% para la 3,5DITA, tanto la sintesis como la purificacion se llevaron a
cabo sin el uso de solventes lo cual redujo el impacto ambiental causado por las sintesis
tradicionales y en un tiempo de reaccion menor, de esta forma se comprueba que el uso de
esta ruta sintética permite la obtencion de macromoléculas, buenos rendimientos, bajos
tiempos de reaccion y es mas amigable con el medio ambiente.

A partir de Machine Learning (ML) y el uso de la contribucion de grupos funcionales (GC)
propuesto por Benson fue posible obtener la entalpia de formacion tanto en fase gaseosa
como cristalina, la entalpia de combustion en fase cristalina y la de sublimacion,
adicionalmente utilizando DFT a un nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) y las técnicas
para determinar la entalpia, fue posible obtener la entropia absoluta, entropia de formacion y
la energia libre de Gibbs en fase gaseosa, utilizando esta metodologia se reduce
exponencialmente el tiempo de computo actualmente utilizado para la obtencion de estos
resultados, asi como la posibilidad de obtener resultados en la fase condensada lo cual no es
posible mediante las técnicas Quimi informaticas actuales.

Mediante la neutralizacion de las macromoléculas para obtener electrolitos de nueva
generacion fue posible sintetizar AuNPs las cuales mostraron una nucleacion y crecimiento
de las nanoparticulas en los primeros 30 minutos, ademas se mantuvieron en suspension
coloidal en mas de 100 dias, mediante el potencial Zeta se demostré que los compuestos
funcionan como agentes surfactantes dejando expuestos los grupos acidos, adicionalmente
pasados 130 dias el potencial demostr6 que las AuNPs todavia pueden seguir siendo estables,
mediante el didmetro hidrodindmico se demostr6 que las nanoparticulas mostraron un tamafio
entre 7 nm hasta 22 nm, si bien no se generan nanoparticulas mono dispersas la mayoria se
concentran en un solo tamafio de particula y, ya que la técnica solo es aplicable a la forma
esférica se comprueba la geometria obtenida.

Durante el estudio in sillico como in vitro fue posible analizar la interaccion de los
compuestos con las diferentes proteinas de las vias de sefializacion para dar una explicacion
al efecto citotoxico encontrado, dicho efecto se generd a las 24 horas posteriores a la
aplicacion del tratamiento en donde se encontrd que, todos los compuestos y sus AuNPs
generaron una disminucion en la viabilidad celular en ambas lineas, ademas, al probar la
concentracion inhibidora media en la linea MCF-10A los compuestos y sus nanoparticulas
no presentaron un efecto negativo en células sanas, adicionalmente, se realizd un estudio
computacional para conocer el sitio de union de las AuNPs dentro de las proteinas, de esta
forma se encontrd que las macromoléculas atacan dos zonas de una misma proteina vy,
finalmente mediante el programa SwissADME se determind que los compuestos pueden ser
utilizados de forma intravenosa como una alternativa a los tratamientos convencionales.
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Anexo

Para conocer mas acerca del codigo empleado en esta tesis, asi como los conjuntos de datos
utilizados y el modelo disefiado, referirse a la pagina personal del autor en GitHub
escaneando el codigo QR.

iEscanceme!

Anexo 1: Codigo de Python utilizado para la obtencion de las diferentes entalpias

Anexo 2: Acoplamientos moleculares para los compuestos estudiados

Complejo Acoplamiento Interacciones
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Anexo 3: Pruebas Post Hoc

Células y tratamiento

Prueba de Dunnett para
comparaciones multiples

P valor

MDA-MB-231 oDIDA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MCF-7 oDIDA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MDA-MB-231 3,4-DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MCF-7 3,4-DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MDA-MB-231 3,5-DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MCF-7 3,5-DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MDA-MB-231 AuNPs
oDIDA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MCF-7 AuNPs oDIDA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
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Control vs 100 uM

<0.0001

MDA-MB-231 AuNPs 3,4-
DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MCEF-7 AuNPs 3,4-DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MDA-MB-231 AuNPs 3,5-
DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

MCEF-7 AuNPs 3,5-DITA

Control vs 10 uM
Control vs 25 uM
Control vs 50 uM
Control vs 75 uM
Control vs 100 uM

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
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