UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

ESTUDIO COMPUTACIONAL DE DOS NUEVOS TETRAPEPTIDOS Y
ANALISIS DE SU ACTIVIDAD SOBRE CITOCINAS INFLAMATORIAS

PARA OBTENER EL TiTULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:
BECERRIL SANCHEZ DULCE PATRICIA

DIRECTORA DE TESIS: DRA. CATALINA SORIANO CORREA
ASESORA: DRA. CAROLINA BARRIENTOS SALCEDO

MEXICO, D.F. 2014




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Al Area de Quimica Computacional y Modelado Molecular de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza por los recursos brindados durante el desarrollo de

este trabajo.

A DGAPA-UNAM por el financiamiento del proyecto: PAPIIT-IN117311 otorgado al
Area de Quimica Computacional y Modelado Molecular de la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza.

A la Direccion General de Cémputo y de Tecnologia de Informacién vy
Comunicacién (DGTIC) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM),
por la asignacién de tiempo de cémputo para la realizacién de este trabajo de tesis

en la supercomputadora Miztli.

Al Laboratorio de Quimica Médica y Quimiogendmica de la Facultad de Bionalisis
Campus Veracruz de la Universidad Veracruzana, por los recursos brindados

durante el desarrollo de esta investigacidn.






INDICE

1.
2.
3.

Resumen

Introduccion

Marco téorico
3.1. Péptidos

3.1.1. Péptidos terapéuticos

3.1.2. Antecedentes de péptidos antiinflamatorios
3.2.  Inflamacién

3.2.1. Moléculas involucradas en la inflamacién
3.3. Citocinas

3.3.1. Citocinas proinflamatorias

3.3.2. Citocinas antiinflamatorias

3.4. Receptores tipo toll

3.5. Farmacos antiinflamatorios inhibidores de citocinas

3.5.1. Dexametasona
3.6. Quimica computacional
3.6.1. Métodos de estructura electrdnica
3.6.2. Métodos ab initio
3.6.3. Hartree — Fock (HF)
3.6.4.  Teoria de funcionales de la densidad
3.6.5. Calculos semiempiricos
3.6.6. Conjunto base
3.7. Descriptores quimico cuanticos
3.7.1. Momento dipolar u
3.7.2. Potencial quimico electrénico u
3.7.3. Durezan
3.7.4.  Indice de electrofilia w
3.7.5. Cargas atdmicas

3.7.6. Polarizabilidad o

A B~N

11
12
14
16
18
18
20
20
22
23
24
24
25
25
26
29
29
32
32
33
33
35
36
37



3.8. Fundamento de técnicas experimentales
3.8.1. Separacion de células con ficoll
3.8.2.  Técnica de ELISA

4. Planteamiento del problema
5. Hipdtesis
6. Objetivo general

6.1. Objetivos especificos
7. Material y método

7.1.  Disefio de estudio

7.4. Metodologia
7.4.1. Metodologia computacional
7.4.2. Metodologia experimental

8. Resultados y discusion

8.1.  Seccidn tedrica

8.2.  Seccidn experimental
9. Conclusiones
10. Perspectivas

11. Referencias

37
37
38
41
42
43
43
44
44
47
47
49
52
52
83
90
91
92



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estructura basica de los aminoacidos

Figura 2. Ismeros del aminoacido alanina

Figura 3. Conférmeros de la alanina durante su titulacién
Figura 4. Enlace peptidico

Figura 5. Formacién de enlace amida

Figura 6. Grafico de Ramachandran

Figura 7. Dexametasona

Figura 8. Tipos de ELISA

Figura 9. Tripéptido CNS sustituido en el extremo carboxilo
Figura 10. Tripéptido CNS sustituido en el extremo amino
Figura 11. Representacion de angulos ¢ y Y

Figura 12. Naproxeno

24

40

52

53

55

73



INDICE DE TABLAS

Tabla I. Ejemplos de puentes de hidrégeno

Tabla Il. Mediadores inflamatorios y células que los liberan
Tabla lll. Conjuntos base

Tabla IV. Geometrias optimizadas de los tetrapéptidos a nivel B3LYP/
6-311+G(d,p) y M06-2X/6-311+G(d,p)

Tabla V. Angulos diedros ¢ y v de los tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y
MO06-2X/6-311+G(d,p)

Tabla VI. Parametros geométricos de los tetrapéptidos a nivel B3LYP/
6-311+G(d,p)

Tabla VII. Parametros geométricos de los tetrapéptidos a nivel MO06-2X/6-
311+G(d,p)

Tabla VIII. Descriptores quimico cudnticos de los tetrapéptdios y antiinflamatorios
a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y M06-2X/6-311++G(2d,2p)
Tabla IX. Valor del momento dipolar y sus componentes a nivel B3LYP/6-

311++G(2d,2p) y M06-2X/6-311++G(2d,2p)

Tabla X. Cargas atomicas de atomos y grupos de tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-
311++G(2d,2p)

Tabla XI. Cargas atdmicas de atomos y grupos de tetrapéptidos a nivel
MO06-2X/6-311++G(2d,2p)

Tabla XIl. Isosuperficies de los orbitales moleculares HOMO-LUMO de los
péptidos y los antiinflamatorios a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p)

Tabla XIllIl. Isosuperficies del potencial electrostatico de los péptidos y los
antiinflamatorios a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p)

10

17

31

54

56

60

62

64

73

75

75

79

82



INDICE DE GRAFICAS
Grafica 1. Diagrama de ¢ y y a nivel B3LYP/6-311+G(d,p)
Grafica 2. Diagrama de ¢ y y a nivel M06-2X/6-311+G(d,p)

Grafica 3. 1 vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO06-2X/6-
311++G(2d,2p)

Grafica 4. ®vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO06-2X/6-
311++G(2d,2p)

Grafica 5. | vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO06-2X/6-
311++G(2d,2p)

Grafica 6. o vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO6-2X/6-
311++G(2d,2p)

Grafica 7. Concentracién de IL-13 en PBMC
Grafica 8. Concentracion de IL-6 en PBMC

Grafica 9. Concentracion de IL-10 en PBMC

57

57

85

86

88



ABREVIATURAS

aa aminoacido

AINES antiinflamatorios no esteroideos

AP proteina activadora

DAMP patrén molecular asociado a dafio

DFT teoria de funcionales de la densidad

6(0).4 ciclooxigenasa

CpG citosina y guanina unidas por un grupo fosfato
ELISA ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
FILM factor inhibitorio de la locomocidon de monocitos
GLP-1 péptido similar al glucagén

GRs receptores glucocorticoides

HF Hartree-Fock

HOMO orbital molecular mas alto ocupado

HSP proteina de choque térmico

IkB proteina inhibidora del factor nuclear kappa B
IL interleucina

LPS lipopolisacérido

LUMO orbital molecular mas bajo desocupado

MEP potencial electrostatico molecular

M-CSF factor estimulante de colonias monociticas
NF-kB factor nuclear kappa B

NLR receptores tipo Nod

PAMPs patrones moleculares asociados a patégeno
PBMC células mononucleares de sangre periférica
pH potencial de hidrégeno

pl punto isoeléctrico

pKa constante de acidez

PRR receptores de reconocimiento de patrones
RPMI medio de cultivo celular Roswell Park Memorial Institute
TGF B factor de crecimiento transformante beta

TLR receptores tipo toll

TNF factor de necrosis tumoral



1. RESUMEN
Como resultado de la respuesta inflamatoria, se induce la liberacidn de citocinas tales como
IL-1B, IL-6 e IL-10. En nuestro grupo se han realizado estudios tedricos de la estructura
electronica de péptidos pequenos y se ha mostrado que el tripéptido (CNS) es el grupo
farmacdéforo de un oligopéptido con actividad antiinflamatoria. Los péptidos y las proteinas
estan constituidos por aminoacidos, cuya estructura y propiedades fisicoquimicas estan
determinadas por la distribucién de carga a lo largo de su esqueleto principal, asi como de su
cadena lateral; en ésta ultima se centra un papel significativo en las propiedades
fisicoquimicas y estructurales de los péptidos y las proteinas. La modificacion de la cadena
lateral afecta a sus propiedades fisicoquimicas y de reactividad quimica, y por tanto a su
funcionalidad bioldgica. De acuerdo a lo anterior, el objetivo del presente trabajo es
caracterizar la estructura electrénica, las propiedades fisicoquimicas y la reactividad quimica
de nuevos tetrapéptidos potencialmente antiinflamatorios y analizar su efecto sobre algunas
citocinas inflamatorias. Mediante métodos de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT-
MO06-2X, B3LYP), evaluando algunos descriptores mecanico-cuanticos, como son: dureza,
indice de electrofilia, polarizabilidad y cargas atémicas. Los resultados mostraron que la
sustituciéon de un aminoacido en el carboxilo terminal, modifica la formacién de puentes de
hidréogeno intramoleculares, lo que influye de manera significativa en las propiedades
fisicoquimicas y en la estabilidad estructural de estos péptidos derivados del CNS. El analisis
de los descriptores quimico cudnticos permitié identificar sitios reactivos importantes que

podrian asociarse con la actividad pro y antiinflamatoria de estos nuevos péptidos.



2. INTRODUCCION

Los péptidos son cadenas pequefias de aminodcidos, que presentan una estructura
secundaria favorecida por las propiedades fisicoquimicas de los grupos sustituidos en la
cadena lateral, tales como la polaridad, la aromaticidad, la presencia o ausencia de carga

y la hidrofobicidad [1,2].

Existen péptidos bioactivos que se consideran agentes terapéuticos eficaces, debido a que
poseen una alta especificidad y baja toxicidad [3]. Los péptidos bioactivos pueden actuar
como potentes agonistas o antagonistas de varios receptores implicados en la progresion
de diversas patologias, ejemplo de ellos son: los analogos del péptido similar al glucagén
(GLP-1) como la exenatida o la liraglutida, que se emplean para el control de la diabetes y

la grelina empleada para la obesidad, entre otros [2].

Por otra parte, en el area de investigacion y desarrollo (I + D) de la industria farmacéutica,
se busca generar moléculas activas con la finalidad de evitar los fracasos mds comunes
gue se presentan, como la falta de eficacia y la presencia de toxicidad durante su disefio
[4]; por lo que hoy en dia, es indispensable que se combinen los métodos
computacionales con los experimentales en el disefio de nuevos farmacos. El enfoque
computacional cubre un amplio campo, que va desde obtener las propiedades
fisicoquimicas y de estructura electrdnicas hasta sugerir estructuras posiblemente

bioactivas, lo que permite tener una aproximacién mas confiable en la seleccion de



moléculas terapéuticas, cuya accién se comprueba por medio de estudios experimentales,

lo que se conoce en el desarrollo de un nuevo farmaco como fase preclinica [5].

Considerando las caracteristicas favorables que presentan los péptidos bioactivos y la
necesidad de buscar nuevas moléculas con actividad terapéutica y menos efectos
adversos; en el drea de quimica computacional de la FES Zaragoza, se han diseifado
moléculas peptidicas con posible actividad bioldgica; por lo que en este trabajo se realizd
el estudio computacional de la estructura electrénica y de las propiedades fisicoquimicas
de dos nuevos tetrapéptidos a través de métodos tedricos y en la Facultad de Bioandlisis
de la Universidad Veracruzana se realizod el andlisis de su efecto in vitro sobre citocinas

inflamatorias.



3. MARCO TEORICO

3.1. PEPTIDOS
Los péptidos son cadenas de aminodcidos de menos de 50 residuos o de un peso molecular
de 5000 Da [4]. Los aminoacidos esenciales aislados son sélidos cristalinos blancos que se
consideran moléculas orgdnicas. Estas moléculas pequefias son consideradas quirales
excepto la glicina, debido a que contienen un grupo amino (NH;), un grupo carboxilo
(COOH), un hidrégeno (H), asi como una cadena lateral variable (R). Todos estos grupos se
encuentran unidos al carbono llamado carbono alfa (C,) que constituye un centro

asimétrico, como se representa en la Figura 1.

Carbono a

7

H
Grupo amino HsN Jm—coo —>Grupo carboxilo

Cadena lateral
Figura 1. Estructura basica de los aminoacidos (aa). El cuadro rojo indica a los atomos

involucrados en el esqueleto o “backbone” y que son comunes a todos los aa; el circulo azul
sefiala a la cadena lateral [6].

Los aminodacidos esenciales pueden existir como isébmero L y D como se observa en la
Figura 2, pero un hecho importante es que todos los aminoacidos (aa) incorporados por

organismos a las proteinas son de forma L [6].



Figura 2. Dos isdmeros L y D del aminoacido alanina. Cada molécula

es una imagen especular de la otra [6].

Existen 20 aminoacidos esenciales y estos difieren entre si por las caracteristicas
fisicoquimicas de su cadena lateral (R) (Figura 1), lo cual permite clasificarlos en

hidrofdbicos, polares, no polares y con carga [6].

Las caracteristicas acido-base de las cadenas laterales de los aminoacidos son de gran
importancia, ya que influyen en las propiedades de las proteinas, permite identificarlas y
dicta su reactividad y funcionalidad biolégica. A pH fisiolégico (alrededor de 7.4), sus
grupos amino y carboxilo de los aa estan cargados y esta especie se denomina zwitterion;
pero sobre el intervalo de 1 a 14, estos grupos pueden unir o disociar un protén
produciendo la neutralizacion de carga de uno de los grupos, lo que favorece a la especie

con carga positiva o negativa, como se muestra en la Figura 3 [6].
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Figura 3. Las tres principales formas de la alanina,
durante la titulacion en el intervalo de pH 1 a 14 [6].

Es muy importante tomar en cuenta las propiedades acido-base de los aminoacidos que
conforman péptidos o proteinas con potencial farmacolégico, ya que el paso de los
farmacos a través de las membranas por difusién pasiva, dependen del tamafio o peso
molecular, el area de absorcidn, la lipofilicidad y la ionizacién. La lipofilicidad se favorece
cuando las moléculas no tienen carga, en general las moléculas cargadas no son
permeables y por lo tanto no pueden absorberse via difusidn pasiva, ya que las barreras
celulares constituidas por las membranas de naturaleza lipidica e hidrofébica, son

permeables a las formas no ionizadas [7].

Los péptidos y proteinas se forman a partir de la uniéon de aminoacidos a través de enlaces
amida o también llamados enlaces peptidicos, como se muestra en la Figura 4. El enlace

peptidico es el resultado de una reaccidn de condensacién [8] entre el grupo carboxilo de



un aminodcido y el grupo amino de otro, esta reacciéon es esquematizada en la Figura 5; el
enlace amida se caracteriza por ser plano vy rigido, debido a su caracter de doble enlace

parcial observado en la Figura 4 A) [9].

La conformacién de péptidos y proteinas esta definida por los angulos ¢ (phi) y W (psi),
que describen la rotacidn alrededor del enlace peptidico y se encuentran repetidos en la
cadena principal; sin embargo, la rotacion de estos angulos es restringida por el
impedimento estérico entre los &tomos de las cadenas laterales de los aminoacidos y la
cadena principal del péptido, en consecuencia, se limitan las conformaciones de las

cadenas polipeptidicas.

A) B)

O R | H 00123
H w |: (1) ‘ I\’]DJDS nm | | X nm
‘\‘ 1219 115.6 $45ny \
\ ‘ C\_ a \ / E;anz 1211Ci@32 H0'152"m
O Il

S L "o

R H O T 0.38 nm

residuo i residuo i +1

Figura 4. Enlace peptidico. A) Atomos involucrados en los dngulos de torsién y y ¢. B) Longitudes de
enlace detalladas entre los atomos involucrados [6].
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acido amina carboxilato de amonio amida

Figura 5. Esquematizacion de la reaccidn de condensacién entre un acido carboxilico y una amina [8].

Debido a la restriccion en la conformacién que presentan los péptidos y proteinas se
desarrollé el grafico Ramachandran, que es un mapa de todo el espacio conformacional de
un polipéptido donde se observan las regiones permitidas y no permitidas como se
muestra en la Figura 6, éste grafico lo desarrollo G. N. Ramachandran a finales de 1960
con el estudio de combinaciones de angulos estéricamente permitidos basados en los
criterios de contacto entre dos atomos no enlazados, lo que permite predecir si las

conformaciones péptidicas son permitidas [9, 10].
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Figura 6. Grafico de Ramachandran. Las lineas discontinuas
especifican las zonas de repulsiéon y el color gris representan las
regiones permitidas [11].



Los péptidos y proteinas forman entre sus atomos interacciones no covalentes, como los
puentes de hidrégeno y las fuerzas electrostaticas entre las cuales se encuentran las
interacciones idnicas, fuerzas de van der Waals y fuerzas de dispersién de London, estas
interacciones a pesar de presentar una fuerza de union débil estabilizan las estructuras
peptidicas, debido al gran nimero de interacciones no covalentes formadas y en los

polipéptidos favorecen también el plegamiento [12].

Los puentes de hidrégeno pueden formarse entre cadenas laterales de los aminodcidos o
entre la cadena principal, en los puentes de hidrégeno se involucra un dtomo que cede un
hidrégeno y un atomo que acepta un hidrégeno y varian en longitud de 2.6 A a 3.4 A (esta
es la distancia entre atomos pesados, es decir entre N y O en un puente de hidrégeno) y
puede desviarse en linealidad por +40°. En la Tabla | se muestran algunos ejemplos de

puentes de hidrégeno entre grupos funcionales presentes en los péptidos y proteinas [6].



Tabla I. Ejemplos de puentes de hidrégeno entre grupos funcionales encontrados en

proteinas [6].

Residuos involucrados en puentes de
hidrégeno

Naturaleza de la interaccidn y distancia tipica
entre 4tomo donador y receptor (A)

Amida-carbonilo
GlIn/Asn-cadena principal

Amida-hidroxilo
Cadena principal-Ser
Asn/GIn-Ser

Amida-imidazol
Asn/GlIn-His
Cadena principal-His

Hidroxilo-carbonilo
Ser/Thr/Tyr-cadena principal
Ser-Asn/Gln

Thr-Asn/Gln

Tyr-Asn/GIn

Hidroxilo-hidroxilo
Thr, Sery Tyr
Tyr-Ser

Amino terminal-carboxilo terminal[13]

~2.9A
H
\\\NH ————— O——CH
‘ ~3.0A
rhc//
\
N
NH----- N
‘ \/NH
~3.1A
O—H----- o——

// \\~18A

~1.9-2.3A
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3.1.1. PEPTIDOS TERAPEUTICOS

Los péptidos terapéuticos forman parte del desarrollo e investigacion de nuevas
moléculas, son atractivos como agentes farmacoldgicos debido a sus caracteristicas; por
ejemplo, el tamafio proporciona mayor afinidad y especificidad al blanco terapéutico,
ademas presentan mayor facilidad para penetrar los tejidos, otra de las ventajas es que los
productos de degradacion de los péptidos son los aminodcidos, por lo tanto presentan
bajos perfiles de toxicidad [2, 4, 14]. En la actualidad los péptidos terapéuticos se utilizan
en el tratamiento de diferentes patologias, como las enfermedades cardiovasculares, la

artritis y la diabetes, entre otras [14, 4].

Por otra parte, los péptidos como agentes terapéuticos cuentan con limitaciones,
presentan problemas en la biodisponibilidad y biodistribucion, un ejemplo de estos
inconvenientes es una vida media corta, debido a su rdpida eliminacion del plasma por
unidad de tiempo, ademas de la falta de estabilidad in vivo a causa de la degradacién por
proteasas; sin embargo, esto no es una limitante puesto que se han desarrollado
alternativas para evitar la rapida degradacion y eliminacién del péptido en el organismo,
tales como, pequefias modificaciones quimicas, vehiculos para el transporte del péptido

dentro del organismo, asi como también las diferentes formas farmacéuticas [2,4].

11



3.1.2. ANTECEDENTES DE PEPTIDOS ANTIINFLAMATORIOS

El grupo de investigacion de Kreschmer [15] llevd a cabo una serie de estudios sobre los
factores antiinflamatorios producidos por el pardsito Entamoeba histolytica, encontraron
en el fluido de un cultivo axénico de este parasito un oligopéptido termoestable, que
inhibe la locomocidén de monocitos humanos in vitro, por lo que lo denomino factor de
inhibicién de locomociéon de monocitos (FILM). El mismo grupo demostré que el FILM in
vivo, retrasa la llegada de monocitos a las ventanas de Rebuck e inhibe las reacciones de
hipersensibilidad cutdnea, provocadas por el 1-cloro-2-4-dinitrobenceno en cobayos vy
jerbos, asi como también la inhibicién del estallido respiratorio en monocitos y neutrdfilos

[15].

Mas tarde dicho grupo sintetizé el FILM (Met-GlIn-Cys-Asn-Ser) con 96% de pureza el cual
mantuvo la funcion del péptido natural. Por otra parte, se construyeron y sintetizaron
otros dos pentapéptidos (GIn-Cys-Met-Ser-Asn y Met-Pro-Cys-Asn-Ser), uno con la
secuencia de aminoacidos al azar el cual no presentaba actividad, el segundo péptido
mantenia una estructura parecida al FILM debido a que solo se modificé el aminoacido

glutamina por prolina y al igual que el FILM conservé la actividad anti inflamatoria [16].

A raiz del estudio anterior, Soriano-Correa [16] y colaboradores, llevaron a cabo un
estudio ab initio a nivel Hartree-Fock y de la Teoria de Funcionales de la Densidad,
analizando la estructura electrénica y las propiedades fisicoquimicas de los pentapéptidos
antes mencionados, encontraron que los péptidos que mantenian la secuencia final
presentaban propiedades semejantes. Gracias a este analisis estructural y a la informacién

12



experimental, los autores propusieron la hipdtesis acerca de la existencia de un posible

grupo farmacéforo (Cys-Asn-Ser) [16].

Posteriormente Morales-Martinez y colaboradores [17], verificaron la hipdtesis tedrica de
manera experimental en modelos in vivo e in vitro, analizando tres tripéptidos (Met-GlIn-
Cys, GIn-Cys-Asn y Cys-Asp-Ser) por estallido respiratorio y reacciones de hipersensibilidad
cutdnea, se observé que el tripéptido CNS, Cys-Asn-Ser mantuvo el 100% de sus

propiedades antiinflamatorias y no asi los péptidos restantes [17].

Barrientos-Salcedo y colaboradores [18], realizaron un estudio tedrico del tripéptido CNS
con el fin de caracterizar de manera detallada a la molécula; ellos encontraron sitios
importantes de interaccién, en dicho estudio también se mostré que la presencia de un

puente de hidrégeno contribuye a la estabilidad geométrica del tripéptido [18].

Mas tarde, se realizé6 un estudio acerca de la influencia electro-atractora y electro-
donadora de los sustituyentes en la cadena lateral del aminodcido central, a través del
analisis de la estructura electrdnica y las propiedades fisicoquimicas del tripéptido CNS,
identificandose algunos sitios reactivos que podrian asociarse a la actividad

antiinflamatoria [19].

Recientemente, Soriano-Correa y colaboradores [20], investigaron las interacciones intra
e intermoleculares de los puentes de hidrégeno en solucién y en fase gas del tripéptido
CNS, con la finalidad de estudiar la estabilidad de dicho tripéptido; los estudios mostraron

gue algunas interacciones de puentes de hidrégeno se favorecen en solucidon y otros en
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fase gas. Esta investigacion mostré que la estabilidad de los péptidos en fase gas se
invertia en fase liquida debido a la formacién de puentes de hidrégeno intermoleculares
en solucidn; no obstante, las estructuras mas estables en fase gas se mantenian en
solucién, asimismo con el estudio de los angulos diedros se demostré de acuerdo a los
graficos de Ramanchandran que las moléculas estables tanto en fase gas como en solucién

forman parte de los péptidos permitidos [20].

3.2. INFLAMACION

La inflamaciéon es una respuesta biolégica compleja [21, 22], que tiene como fin la
proteccion y restauracién del tejido dafiado, asi como también la eliminacién de
microorganismos [23, 24], esta respuesta se origina por diferentes eventos tales como, la
invasion de un agente patdgeno, una lesién provocada por causas fisicas o quimicas [25].
De manera sencilla la inflamacidn puede describirse por cuatro signos cardinales:
enrojecimiento, hinchazdn, calor y dolor, estos signos reflejan los efectos de las citocinas y

otros mediadores quimicos involucrados en esta respuesta [22].

La inflamacién producida por una infeccidén o dafio de tejido es detectado inicialmente por
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los receptores tipo toll (TLRs) o
los receptores tipo NOD (NLRs), que reconocen patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP), asi como a patrones moleculares asociados a dafios (DAMPs), tras la

unidon de patrones moleculares a receptores, las vias de seializacién dependientes de
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factores de transcripcidn se activan y en conjunto con las células especificas, los factores
de transcripcién inducen la expresion de genes, como el TNF-a, la IL-1B y la COX-2 que
inician la respuesta inflamatoria. A nivel celular la respuesta inflamatoria se caracteriza
por cambios temporales en la cantidad de células inmunes y caracteristicas de los tejidos

[26].

La inflamacién puede ser local o sistémica y a su vez se puede clasificar como aguda o
cronica [21]. La inflamacién aguda es la respuesta inmediata a un agente nocivo, su
duracién es relativamente corta, permanece hasta que la amenaza al anfitridn se elimina,
mientras que la inflamacion se considera crénica cuando persiste mas de dos semanas
[25]; la inflamacion aguda se compone principalmente de tres eventos, el primero de ellos
consiste en la alteracion de los vasos sanguineos, generalmente es una vasodilatacion lo
gue provoca el aumento del flujo sanguineo al sitio dafiado, el segundo radica en los
cambios estructurales de la microvasculatura, lo que permite el paso de proteinas
plasmaticas y leucocitos, el tercero consiste en la liberacién de mediadores quimicos de la
inflamacién, que acumulan y activan leucocitos en el sitio de la lesidn [23, 25]. Aunque la
inflamacidn se origina por diferentes causas, en general comparte caracteristicas basicas
comunes antes mencionadas [21]; este tipo de respuesta puede tener varias
consecuencias, la deseada es la completa restauracion del tejido, pero también se puede

presentar una fibrosis o la progresion a la inflamacion crénica [25].

La inflamacidon aguda puede progresar a una forma crdnica, caracterizada por la reduccion

de leucocitos, la proliferacién de fibroblastos con produccion de coldgeno. Comiunmente
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la inflamacidn crénica puede ser primaria, lo que significa que no existid una previa
inflamacién aguda [25]. La inflamacion crénica se caracteriza por una proliferacién
fibroblastica (fibrosis), formacion de nuevos vasos (angiogénesis) y al igual que en la
inflamacién aguda se encuentran presentes células plasmaticas, linfocitos y macrdéfagos,
ademas de la permeabilidad vascular anormal [25]. Este tipo de inflamacidn se ha
vinculado como base fisiopatolégica de diversas enfermedades del tipo cardiovascular,

neurodegenerativas, obesidad y cancer [23, 27].

3.2.1. MOLECULAS INVOLUCRADAS EN LA INFLAMACION

La inflamacidon es un componente esencial de la respuesta inmune y para que se
desarrolle se requiere la presencia de diversas moléculas liberadas por la activacion del
receptor en respuesta a un estimulo, estas moléculas actuan en diferentes sitios y células,
como en los vasos sanguineos para modificar su permeabilidad o directamente en
algunas células para atraerlas al sitio de la inflamacién, incluso actdan en la activacion
para la produccion de nuevas moléculas, un ejemplo de estos mediadores pueden ser las
citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesién, factores de crecimiento entre otras

[21,28].

En la Tabla Il se indican algunos mediadores inflamatorios y las células que los producen:

16



Tabla Il. Mediadores inflamatorios y células que los liberan [29].

Sustancia Origen Funcidn
Histamina Dilatacion arteriolar, aumento de la
Mastocitos y plaquetas permeabilidad venular,
Serotonina

Sistema de complemento

C3a Cha

Sistema de cininas

Bradicininas

Sistema de coagulaciéon

Trombina

Leucotrienos

Prostaglandinas

Citocinas y quimiocinas

Oxido nitrico

Plasma y macréfagos

Quinindgenos plasmaticos

Plasma

Leucocitos

Mastocitos

Principalmente leucocitos,
pero se pueden generar

por muchas células

Endotelio, macroéfagos,

neuronas

vasoconstriccion de grandes arterias

Contraccion de musculo liso vy
aumento de la permeabilidad

vascular

Contraccion del musculo liso,
aumento de Ila permeabilidad

vascular

Aumento de la adhesién leucocitaria

y proliferacion fibroblastica

Quimiotaxis, adhesién leucocitaria

Vasodilatacion

Activan macrofagos durante la
inmunidad mediada por células. Las
guimiocinas tienen actividad

guimiotactica

Vasodilatacién, reduce agregacion
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3.3. CITOCINAS

Las citocinas son un grupo diverso de proteinas solubles, de glicoproteinas y péptidos de
accion corta, producidas por células inmunes y no inmunes, pueden actuar de manera
Unica, sinérgica o antagdnica [30], sobre las células que las secretan (accién autocrina), en
células cercanas (accién paracrina) o en algunos casos en células distantes (acciéon
endocrina); diferentes tipos de células pueden producir la misma citocina y una misma
citocina puede actuar sobre varios tipos de células (pleiotropia). Las citocinas son
redundantes en su actividad, esto indica que funciones similares se pueden inducir por
diferentes citocinas; ademdas de que se producen en cascada, una citocina estimula a su
célula diana para producir citocinas adicionales [30,31]. La actividad de las citocinas se
ejerce a través de la unidn a receptores especificos en la superficie de las células diana, lo
gue modula diversas funciones de células y tejidos. Las citocinas pueden clasificarse en
proinflamatorias, las que estan implicadas en el desarrollo de la enfermedad o

antiinflamatorias las cuales protegen de la enfermedad [30].

3.3.1. CITOCINAS PROINFLAMATORIAS

Las citocinas proinflamatorias, se producen en varias células, pero predominantemente
por la activacidon de macrdéfagos involucrados en la regulacién de la reaccidn inflamatoria,
ejemplo de estos mediadores quimicos son el TNF-q, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 e IL-32;

cada una de estas citocinas presentan diversas funciones entre las cuales se encuentran, la
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promocion de mediadores quimicos, activacion de células inmunes, induccién de fiebre,

entre otras [30, 32].

IL-1B

La interleucina-1B es una potente citocina proinflamatoria, implicada en un gran nimero
de enfermedades inflamatorias infecciosas y no infecciosas [32]. Se produce
principalmente por monocitos y macréfagos, asi como por células no inmunes tales como
fibroblastos y células endoteliales en respuesta a un estimulo invasivo, infeccioso o
inflamatorio [31, 32]. Las principales funciones de la IL-1B son la induccién de fiebre,

coagulacion, hematopoyesis y promueve la extravasacion de células inflamatorias [32].

TNF-a

Al igual que la IL-1B, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), es una potente citocina
proinflamatoria, producida por fibroblastos y células del sistema inmune innato y
adaptativo pero principalmente por macréfagos y linfocitos. La liberacién de TNF-a
conduce a la activacion de células inmunes y a la liberacion de mediadores
inmunoreguladores, asi como también, induce la fiebre, la coagulacion, la caquexia y la

apoptosis [32].
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3.3.2. CITOCINAS ANTIINFLAMATORIAS

Las citocinas antiinflamatorias tienen un papel importante en la resolucién de la
inflamacién, entre ellas se encuentran la IL-4, IL-10, IL-13, INF-a y TGF-B, su principal
funcidén es inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias ademas, de actuar de forma

antagonica a las acciones de la mismas citocinas que inhiben [21, 30].

IL-10

Entre todas las citocinas antiinflamatorias, la IL-10 es una citocina con potentes
propiedades antiinflamatorias, se produce por muchos tipos de células inmunes; tales
como, los monocitos, los macréfagos y los linfocitos T y B. La IL-10 suprime la expresién
del TNF-a, laIL-6 y la IL-1B; ademas, la IL-10 disminuye la produccién de receptores para

IL-1 (IL-1R) y TNF (TNFR) con el fin de neutralizar su accion [31, 32].

3.4. RECEPTORES TIPO TOLL

La respuesta inmune innata se caracteriza por ser inmediata, esto es posible debido a los
receptores de membrana evolutivamente conservados llamados receptores tipo toll (TLR)
[33], estos receptores presentan una estructura basica de glucoproteina transmembrana
tipo 1 y se localizan tanto en la membrana celular (TLRs 1, 2, 4, 5, 6, 10) como en el

endosoma, indicando que se encuentran de manera intracelular (TLRs 3, 7, 8, 9) [34].
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Los humanos poseemos una familia de receptores TLR que se expresan en una gran
variedad de células inmunes y no inmunes, entre ellas se encuentran las células
dendriticas, los neutréfilos y los macréfagos que expresan casi por completo la familia de
receptores, a diferencia de otras células que solo presentan un repertorio limitado [34].
Cada uno de los receptores tipo toll reconoce especificamente patrones moleculares
asociados a dafios (DAMPs), como la molécula HMGB1 (caja 1 del grupo de alta movilidad)
gue es una proteina nuclear liberada por células necréticas al igual que las proteinas de
choque térmico (HSPs), los TLR también reconocen patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs), ejemplo de ellos son los lipolisacaridos (LPS), el RNA de doble cadena,

y la flagelina entre otros [35].

El primer TLR descrito y el mejor caracterizado es el TLR4, que identifica a
lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas en el caso de existir patrones
moleculares asociados a patégenos, pero también reconoce a proteinas de choque
térmico (HSPs) que pertenecen a las alarminas. El TLR9 es otro ejemplo de esta familia de
receptores, que reconoce secuencias de DNA CpG no metilada y proteinas nucleares de
alta movilidad electroforética. La interaccion de los TLRs y las moléculas asociadas a daio,
activan distintas vias de sefializaciéon dependiendo de la naturaleza del dafio, que

culminan con la expresidn de genes relacionados con la inflamacién [33, 36].
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3.5. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS INHIBIDORES DE CITOCINAS

La importancia de varias citocinas en diversas enfermedades crdnicas, ha inducido el
estudio de diversos farmacos antiinflamatorios, que estan involucrados en la produccion,

accién positiva o negativa de citocinas [37].

Entre los farmacos antiinflamatorios inhibidores de citocinas encontramos a los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs); tales como, los salicilatos (aspirina) que
presentan actividad en concentraciones altas sobre el factor nuclear kappa B (NF-kB),
bloqueando su translocaciéon al nucleo, asi como esta molécula, el ibuprofeno y el
acetaminofén (paracetamol) también actdan inhibiendo la activacion del factor de
trascripciéon NF-kB, que es uno de los factores de transcripcion mas importante en la

regulacidon de la expresidon de genes involucrados en la respuesta inflamatoria [38].

En células no estimuladas, el factor de transcripcion NF-kB se encuentra en el citoplasma
como heterodimero asociado a una proteina inhibidora IkB, la cual, se fosforila en
respuesta a sefiales de activacidn, permitiendo la entrada al nucleo del NF-kB para la

transcripcion de genes [38,39].

Otro tipo de farmacos antiinflamatorios involucrados en la inhibicién de citocinas son los
glucocorticoides, la base de su accidn consiste en la inhibicién de genes implicados en la
respuesta inflamatoria, entre los que se encuentran los que codifican a citocinas,
guimiocinas, receptores de superficie, moléculas de adhesién, proteinas degradantes,

enzimas como la cicloxigenasa-2 y la sintetasa de 6éxido nitrico inducido [40]. Cabe
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mencionar, que los glucocorticoides también actuan de manera positiva en la
transcripcion de genes antiinflamatorios como IkB e Interleucina 10 (IL-10), que son
supresores importantes de la activacidn transcripcional en distintos puntos de la cascada

de senalizacion [41].

Los glucocorticoides, actuan a través de los receptores glucocorticoides (GR), en la trans-
represion estos no se unen directamente al DNA, en cambio si se une con otros factores
de transcripcion como la proteina activadora 1 (AP-1) y el NF-kB, ya que ambos juegan un
papel importante en la expresién de citocinas, se cree que esta interacciéon inhibe la

activacion transcripcional [40, 42].

3.5.1. DEXAMETASONA

La dexametasona (Figura 7) es un farmaco antiinflamatorio perteneciente a la familia de
los glucocorticoesteroides, se ha utilizado ampliamente en patologias como la artritis
reumatoide, sepsis y asma, entre otras [41, 43]. Este farmaco al igual que otros
antiinflamatorios tiene la propiedad de inhibir la expresion de citocinas proinflamatorias,
a través del bloqueo de factores de transcripcion, ademas tiene la capacidad de aumentar
la expresion de proteinas antiinflamatorias, incluyendo la IL-10 que inhibe la produccién

de citocinas inflamatorias y promueve la resolucion de la inflamacién [41].

La dexametasona, es un ligando lipofilico que presenta la capacidad de difundirse a través

de la membrana celular, para unirse finalmente a los receptores glucorticoides en el
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citoplasma y a su vez promueve la liberacidon de un complejo proteico para su posterior

translocacioén al nucleo [42].

Figura 7. Dexametasona

3.6. QUIMICA COMPUTACIONAL
La quimica computacional es una rama de la quimica tedrica que permite estudiar los
fenédmenos quimicos, mediante calculos de la estructura electrénica basados de manera
parcial o total en leyes fundamentales de la fisica realizados en computadoras. Por tanto,
la quimica computacional es a la vez un area de investigacidon independiente y un

complemento fundamental en los estudios experimentales [44].

3.6.1. METODOS DE ESTRUCTURA ELECTRONICA

Los métodos de estructura electrdnica utilizan como base para su célculo las leyes de la
mecanica cuantica en lugar de la mecanica cldsica. La mecanica cuantica establece que la

energia y otras propiedades relacionadas de una molécula, se pueden obtener de la
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resolucién de la ecuacién de Schrodinger; sin embargo, la solucién de esta ecuacién para
sistemas con gran cantidad de electrones es muy compleja, por esta razdn, se requiere el
uso de métodos de estructura electrdénica, caracterizados por sus diversas aproximaciones
matematicas para la solucion de la ecuacidon de Shrodinger [44], que se muestra a

continuacion.

Ao d*P(x)
= o g H V() = Ep()

3.6.2. METODOS Ab Initio

Métodos ab initio (primeros principios), a diferencia de cualquier método de la mecdnica
molecular o semiempirico, no utiliza pardmetros experimentales en sus cdlculos. Se basan
Unicamente en las leyes de la mecanica cuantica y en los valores de constantes fisicas
como: la velocidad de la luz, la constante de Planck, la masa y carga de los electrones, asi

como también de los nucleos [44].

3.6.3. HARTREE — FOCK (HF)

El tipo de calculo ab initio mas comun es el método Hartree-Fock, el cual genera
soluciones a la ecuacidon Schrodinger, donde la interaccién real electrén-electrén se

reemplaza por una interaccién promedio con una base lo suficientemente grande, la
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funcién de onda HF es capaz de representar el ~ 99 % de la energia total, peroel ~ 1 %

restante es a menudo importante para describir el fendmeno quimico [45].

3.6.4. TEORIA DE FUNCIONALES DE LA DENSIDAD

Es un método ab initio (primeros principios) alternativo, en el cual la energia total se
expresa en términos de la densidad de probabilidad electrénica del estado fundamental,
en vez de la funcién de onda. La teoria de funcionales de la densidad se basa en el
teorema de Honhenberg-Kohn que establece: que las propiedades electrdnicas del estado
fundamental de un atomo o molécula se definen por su funcién de la densidad electrdnica

[46, 47].

Se dice que la energia electréonica del estado fundamental Ey es un funcional de la
densidad de probabilidad electrdnica del estado fundamental pg y se escribe Eq= Eg[po],
donde los corchetes denotan la relacion funcional (un funcional F[f] es una regla que

asocia un niumero a cada f) [48].

Debido a que el teorema de Honhenberg-Kohn no dice como calcular Ey a partir de pg, ni
cdmo obtener py sin obtener primeramente la funcién de onda, Kohn y Sham en 1965
[49] idearon un método practico para obtener poy Eg; su método es capaz en principio de
obtener resultados exactos, pero debido a que las ecuacién Konh-Sham (KS) contiene un
funcional desconocido que debe aproximarse a la formulacién KS del DFT, los resultados
obtenidos son aproximados [44, 48].
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Tras el trabajo de Kohn y Sham, los funcionales aproximados empleados por los actuales
métodos DFT, desglosan la energia electrénica en varios términos como se muestra en la

siguiente ecuacion [44].

E=E" +EV+E/ +EX

Donde E' es la energia cinética, E' es la energia potencial de la atraccién nicleo-electrén y
la repulsién entre pares de ntcleos, E' es la repulsién electrén-electrén y E€ es el término
de intercambio-correlacidon e incluye la parte restante de la interaccién electrén-electrén

[44].

Para el calculo de E* se pueden utilizar funcionales de gradiente generalizado EGGA,que

usualmente se desglosan en un funcional de intercambio y un funcional de correlacion,

gue se modelan por separado:
E,?CGA — EgGA + ECGGA

Ejemplos de funcionales de intercambio de gradiente generalizado utilizados son: el
funcional de Perdew y Wang (PW86 o PWx86) [50], el funcional Becke denotado como
B88 [51], entre otros. En el caso de los funcionales de correlacidn, se utiliza el funcional de
Lee-Yang-Parr (LYP) [51] y el funcional de correlacién de Perdew por mencionar algunos

[53, 48].

Otro tipo de funcionales que actualmente se emplean son los funcionales hibridos de

correlacién e intercambio, que mezclan la férmula de la energia de intercambio Hartree

exacto

Fock Ex™ o también denotada E, con las férmulas para la energia de intercambio Ey y
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correlacién Ec del gradiente corregido, ejemplo de este tipo de funcionales es el M06-2X y
el B3LYP, este ultimo es la combinacion del funcional de correlacion Becke y el funcional
de intercambio LYP, donde el numero 3 indica un funcional de tres parametros. El

funcional B3LYP se define como [48]:

EB3YP = (1 — ay — a;) EESPA + aq Eg*act® 4+ q, EB88 + (1 — a )EYWN + a ELYP

exacto LSDA VWN
Ex E

Donde es la energia de intercambio Hartree Fock, E, y E. son

B88

respectivamente la energia de intercambio y correlacién de gradiente corregido, E,~ es la

energia de intercambio Beck 88, E."

es la energia de correlacion LYP y a, = 0.20 q;=0.72
y a. = 0.81 son los valores de los parametros que se eligieron de forma que se obtuviera

un buen ajuste a las energias de atomizacidon molecular experimental.

El funcional MO06-2X es un funcional de intercambio y correlacion meta hibrido,
desarrollado por Zhao y Truhlar, que esta parametrizado sdlo para no metales y es
utilizado en aplicaciones que impliquen interacciones no covalentes, cinética y energias

de excitacion electrénica [54].
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3.6.5. CALCULOS SEMIEMPIRICOS

Los cdlculos semiempiricos poseen la misma estructura general de los calculos Hartree-
Fock. En este contexto, ciertas piezas de la informacién; tales como, las integrales de dos
electrones son aproximadas o completamente omitidas. Con el propdsito de corregir el
error causado por omitir parte del cdlculo, los métodos se parametrizan, mediante una
curva de ajuste con algunos pardmetros o numeros con la finalidad de dar el mejor
acuerdo posible con los datos experimentales. Si la molécula que se calcula es similar a las
moléculas en la base de datos para parametrizar el método, entonces los resultados
pueden ser muy buenos, si la molécula no es significativamente parecida a los datos de la
parametrizacion, los resultados no son muy buenos, lo que representa una desventaja del
método. El mérito de los cdlculos semiempiricos es que son mucho mas rapidos; es decir,
los costos computacionales son muy bajos comparados con los calculos ab initio y en

muchos casos dan resultados confiables [44, 55].

3.6.6. CONJUNTO BASE
El conjunto de base minimo, es la descripcién matematica de los orbitales moleculares
dentro de un sistema utilizado para realizar cdlculos tedricos. Las bases grandes
establecen la aproximacién de los orbitales con mayor precision, mediante la restriccién

del espacio para los electrones [44].

El conjunto base minimo, contiene el nimero minimo de bases necesarias para cada
atomo, utiliza orbitales de tipo atédmico de tamafio fijo. El conjunto base STO-3G, es un
conjunto de base minimo, utiliza tres gaussianas primitivas por funcién, lo que se
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representa por 3G en su nombre y STO significa “orbitales tipo slater”, este conjunto base

aproxima orbitales tipo Slater con funciones gaussianas [44].

Las funciones de bases usadas para representar la regidon de valencia son sumas de
funciones base para cada subcapa. Por ejemplo la base 3-21G, usa tres funciones
Gaussianas agrupadas en dos gaussianas, la primera es la suma de dos funciones y la

restante es una funcidn directa [44].

En la siguiente pagina se muestra la Tabla Ill con algunos de los conjuntos base mas

utilizados.

30



Tabla Ill. Conjuntos base [44].

Conjunto base Caracteristicas

Conjunto de base minima: es mas usada para resultados cualitativos, para

STO-3G [H-Xe] . . .
sistemas muy grandes, cuando no es posible utilizar la base 3-21G.
Valencia separada: dos conjuntos de funciones en la region de valencia, dan una
3-21G [H-Xe] mayor exactitud en la representacion de los orbitales moleculares: se utiliza para
moléculas muy grandes.
6-31G(d) [H-Cl] Afade funciones de polarizacién para atomos pesados; se utiliza normalmente
para sistemas medios/grandes, este conjunto de base utiliza funciones de tipo “d”.
Afade funciones de polarizacion a los atomos de hidrégeno: se utilizan cuando el
6-31G(d,p) [H-CI] sitio de interés son los hidrégenos (Energias de enlace) y para célculos exactos de
energia.
Adiciona funciones difusas: importante para sistemas con pares libres, aniones,
6-31+G(d) [H-CI] . .
cationes y estados excitados.
Adicionan funciones p para los hidrégenos: en caso de querer utilizar 6-31G(d,p),
6-31+G(d,p) [H-CI] cuando se tienen pares libres de electrones en la molécula es necesario la

presencia de funciones difusas

Triple zeta: adiciona funciones de valencia extra (3 tamafios de funciones sy p) a
6-311+G(d,p) [H-Br] 6-31+G(d). Funciones difusas pueden ser adicionadas a 4tomos de hidrégeno via
un segundo +.

Coloca 2 funciones d y 1 funcion f en dtomos pesados (mas funciones difusas), y 2
6-311+G(2df,2p) [H-Br] . , S
funciones p a los atomos de hidrégeno.

6-311 ++G(3df, 2pd) [H-Br] Coloca 3 funciones d y una funcién f en atomos pesados, y 2 funciones p y una
- ’ -Br ., , . , , . .
P funcidn d a los atomos de hidrégeno, asi como funciones difusas en ambos.
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3.7. DESCRIPTORES QUIMICO CUANTICOS

3.7.1. MOMENTO DIPOLAR 1

El momento dipolar (i) es la primera derivada de la energia respecto al campo eléctrico
aplicado. Es una medida de la asimetria de la distribucién de carga molecular, y estd dada

como vector de tres dimensiones [44].

Dos cargas eléctricas +Q y —Q separadas por una pequefia distancia b, constituye un dipolo
eléctrico. EIl momento dipolar eléctrico se define como el vector de mddulo Q, que va

desde +Q hasta —Q [47].

Los momentos dipolares moleculares se calculan a partir de las funciones de onda. La
expresion clasica para el momento eléctrico dipolar pe de un conjunto de cargas discretas

Q es

fley = Z Qi
i

donde r;es el vector posicién, desde el origen a la carga i-ésima [47].
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3.7.2. POTENCIAL QUiIMICO ELECTRONICO p

Dentro de la teoria de funcionales de la densidad, Parr y sus colaboradores establecieron

la importancia del potencial quimico electrénico definiéndolo formalmente como:

k= [aN v(@) [6p(r)

donde E es la energia electrdnica, N es el nimero de electrones del sistema, v(T) es el
potencial externo debido a los nucleos y p(T) es la densidad electrénica. Este potencial
guimico electrdnico tiene practicamente el mismo significado para la nube electrénica que

el potencial quimico dentro de la termodinamica cldsica [55, 56].

3.7.3. DUREZA n

Parry Pearson [57, 58] proponen que la dureza (1) puede definirse

[ [a El

Si analizamos ésta ecuacién observamos que, la dureza se interpreta como la resistencia al

cambio del potencial quimico Y, cuando se varia el nimero de electrones N, del sistema.

Definiendo la dureza en funcién de la densidad de carga
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Se obtiene la dependencia funcional del potencial quimico p con la densidad de carga p(T),
lo cual es equivalente a medir la resistencia al cambio o a la deformacién de la nube
electrénica. Aunado a esto, y bajo la aproximacidn por diferencias finitas, la dureza (1) y el

potencial quimico (u) se aproximan como

11 A
n~2( )

1
.Uz—z(l‘l‘A)

donde | es el potencial de ionizacién y A es la afinidad electrdnica. En la literatura [50] se

ha aplicado ampliamente el concepto de durezay electrofilia de ahi que

Iz_gH

donde g4y € corresponden al valor de la energia del orbital molecular mas alto ocupado
(HOMO) vy el orbital mas bajo desocupado (LUMO) respectivamente, se obtiene que la
definicion operacional de la dureza esta directamente relacionada con la diferencia de

energia entre el HOMO y el LUMO, es una propiedad importante de cualquier molécula
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con la cual se puede determinar la reactividad quimica, debido a los cambios de densidad
electrénica y permite predecir la estructura molecular, ya que la geometria mas favorable

serd la que maximice la diferencia entre el HOMO y el LUMO.

En el contexto de la teoria de orbitales moleculares, la dureza global puede definirse [55,

57, 58]

1
n =§(5L_€H)

3.7.4. iINDICE DE ELECTROFILIA w

Robert G. Parr [56, 59] junto con otros investigadores proponen que el indice de

electrofilia (w) puede definirse como,

donde el cuadrado del potencial quimico (u) dividido por dos veces su dureza (1) indica el

poder electrofilico de un ligando para obtener electrones [60, 61].

El indice de electrofilia estd relacionado con la afinidad electrdnica ya que ambos miden la
capacidad de una especie quimica para aceptar electrones; sin embargo, la afinidad

electrénica refleja la capacidad de aceptar un electron del ambiente mientras que el
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indice de electrofilia mide la disminucion de energia de un ligando debido a un flujo

maximo de electrones entre un donador y un aceptor [59].

3.7.5. CARGAS ATOMICAS

Para la obtencidn de cargas atémicas (Qg), se realiza el ajuste del potencial electrostatico
molecular MEP (). Este ajuste consta de calcular los valores del potencial electrostatico
molecular, empleando la funcién de onda molecular en una malla de muchos puntos en la
region fuera de la superficie de van der Waals de la molécula, situando la carga Q4 en cada
nucleo a y calculando en cada punto de la parrilla la cantidad del potencial electrostatico

aprox

molecular ¢ =3,Qque/ 4n€y7i.. Se deben variar los valores de Q, tomando en cuenta

gue la suma de la molécula neutra resulte cero, de modo que se minimice la suma de los

aprox

cuadrados de las desviaciones ¢; —¢;en los puntos de la malla [48].

Existen diferentes esquemas propuestos para la determinacién de carga entre ellos se
encuentran CHELP, CHELPG vy el sistema Merz-Singh-Kollman, todos estos métodos toman
los puntos fuera de los radios de van der Walls de los &tomos que constituyen la molécula.
En el esquema CHELPG selecciona los puntos en una malla cibica donde la molécula se

encuentra en el centro [62].
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3.7.6. POLARIZABILIDAD a

La polarizabilidad es la respuesta lineal de la nube electrénica de una especie quimica
debido a un campo eléctrico externo, se mide en términos de dipolo eléctrico estatico

[56].

a = 3 (Uxx + ayy + azz)

3.8. FUNDAMENTO DE TECNICAS EXPERIMENTALES

3.8.1. SEPARACION DE CELULAS CON FICOLL

El polisacarido Ficoll, es un copolimero de sucrosa y epicloridrina. Genera gradientes de
densidad, muy soluble en agua, forma soluciones de baja viscosidad de particulas no
cargadas, de peso molecular relativamente alto (con caracteristicas de baja osmolaridad).
Por lo tanto, el uso de soluciones gradientes de ficoll en la separacién de bioparticulas es

preferible a aquellas de sucrosa, cloruro de cesio o metil celulosa [63].

La eficiencia de las soluciones gradientes de Ficoll en separaciones biofisicas depende de

las propiedades fisicas de las soluciones, como su viscosidad y su densidad [63].
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La separacion de la sangre se realiza colocdndola en el medio Ficoll-Hypaque u otro medio
similar de densidad conocida, posteriormente se centrifugo a 800 X g [64] por 30 minutos.
Después del tiempo de centrifugacion se toma la capa de células mononucleares formada

principalmente por linfocitos Ty B [64].

3.8.2. TECNICA DE ELISA

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) es una prueba analitica versatil y
sensible; ademds, es uno de los ensayos inmunoldgicos mds utilizados para determinar
anticuerpos o cualquier otro tipo de molécula antigénica activa. ELISA puede variar en
formato, implica un sistema de captura inmovilizado en un soporte sélido, el analito y el
sistema de deteccién, en el que se utiliza una enzima ligada a un anticuerpo secundario o
anticuerpo antiinmunoglobulina, que se une especificamente proporcionando una senal
de la reaccion antigeno-anticuerpo, la cual cambia de color por la adicion del sustrato

cromoégeno de forma proporcional a la intensidad de la reaccion [65, 66].

En un ELISA la cuantificacion del analito se realiza por el uso de un espectrofotémetro de
placas a la longitud de onda apropiada para el color producido, la concentracién se
obtiene normalmente mediante la comparacidon con muestras estandar de concentracion

conocida del analito [65, 66]. Existen tres pruebas principales como base de los ELISAs:
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A) ELISA directa. El antigeno se une a la fase sélida mediante adsorcién pasiva y este

B)

C)

reacciona con anticuerpos unidos a enzimas, el color es generado después de
adicionar al sistema el sustrato, para cuantificar el antigeno presente en la muestra
por medio de un espectofotometro [66], este tipo de ELISA se esquematiza en la

Figura 7.

ELISA indirecta. Los anticuerpos de una especie en particular reaccionan con el
antigeno unido a la fase sodlida. Cualquier unién de anticuerpos se detecta
mediante la adicion de un anticuerpo anti- especie marcado con enzima como se

observa en la Figura 7 [66].

ELISA sandwich. Existen la forma ELISA sandwich directa y ELISA sandwich
indirecta; sin embargo, el principio es el mismo para ambos, en lugar de la adicién
de un antigeno directamente a la fase sdlida, se afiade un anticuerpo como
sistema de captura para el antigeno. Para el ELISA sandwich directo el segundo
anticuerpo esta unido a la enzima y el antigeno debe tener al menos dos sitios
antigénicos diferentes. En el caso de ELISA sandwich indirecto, el anticuerpo de
deteccidn es de una especie diferente al anticuerpo de captura, el anticuerpo anti-
especie marcado con la enzima se une al anticuerpo de detecciéon y no al

anticuerpo de captura, lo anterior se visualiza en la Figura 7 [66].
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Figura 8. Tipos de ELISA: A) ELISA directa, B) ELISA indirecta, C) ELISA sandwich
directa, D) ELISA sandwich indirecto [66].

El ELISA se utiliza en laboratorios médicos e investigaciones biomédicas, para la deteccién
y cuantificacion de biomarcadores en una variedad de muestras bioldgicas. En el campo
de la inmunologia, el ELISA tiene una gran variedad de aplicaciones, entre ellas la
cuantificacién de citocinas secretadas por células o animales de laboratorio en respuesta a

un agente patégeno [67].
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inflamacidén crdnica se vincula a la génesis de diversas patologias, en las que se observa
la presencia y persistencia de citocinas proinflamatorias [23, 27]. En las ultimas décadas,
se han desarrollado distintos farmacos para la terapéutica de los procesos inflamatorios,
sin embargo, los efectos secundarios que generan promueven la busqueda de moléculas
con la capacidad de dirigirse a las vias de sefializacién en células especificas. Este abordaje
en el disefio de farmacos disminuye el riesgo de los efectos secundarios asociados a cada

tipo de antiinflamatorio.

El disefio racional de fdrmacos guiado por computadora representa una alternativa util,
gue cuando se acopla al analisis de la estructura electréonica a través de métodos
computacionales, da como resultado moléculas con alto potencial terapéutico y mayor
especificidad. Por lo que en este trabajo de tesis se presenta el estudio computacional de
la estructura electrdnica, la reactividad quimica y las propiedades fisicoquimicas de dos
nuevos tetrapéptidos; asi como la evaluacién de su actividad in vitro sobre citocinas

inflamatorias.
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5. HIPOTESIS

El estudio computacional de la estructura electrénica, los indices de reactividad quimica y
las propiedades fisicoquimicas permitiran generar y probar nuevos tetrapéptidos, los

cuales modificardn la expresion de las citocinas: IL-1f3, IL-6 e IL-10.
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6. OBIJETIVO GENERAL

Determinar computacionalmente las propiedades estructurales, electrénicas, de
reactividad quimica y fisicoquimicas de dos nuevos tetrapéptidos potencialmente

antiinflamatorios y analizar su efecto sobre algunas citocinas inflamatorias.

6.1. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Optimizar y analizar la geometria de minima energia de las moléculas en estudio,
en fase gas.

- Determinar a través de calculos puntuales las propiedades de la estructura
electrdnica, fisicoquimicas y los indices de reactividad quimica.

- Analizar las caracteristicas electrénicas, las propiedades fisicoquimicas y los
descriptores de reactividad quimica.

- Evaluar la actividad de los tetrapéptidos sobre la produccién de las citocinas IL-1B,
IL-6 e IL-10 en un modelo in vitro de células mononucleares totales de sangre
periférica humana, estimuladas con LPS.

- Relacionar la estructura electrénica, la reactividad quimica y las propiedades
fisicoquimicas de los nuevos tetrapéptidos, con la actividad anti o proinflamatoria

observada en el modelo experimental empleado.
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7. MATERIAL Y METODO

7.1. DISENO DE ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO

e Prospectivo
e Transversal
e Experimental

e Analitico

POBLACION DE ESTUDIO

e Tetrapéptidos

e Moléculas antiinflamatorias con actividad conocida

VARIABLES

INDEPENDIENTE

e Geometria
e Método tedrico
e Conjunto base

e Concentracion de tetrapéptidos y moléculas antiinflamatorias
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e Cantidad de células

DEPENDIENTE

Estructura electrénica

Propiedades fisicoquimicas

indices de reactividad quimica

Liberacién de citocinas

7.2.  MATERIAL COMPUTACIONAL

HARDWARE

Una estacion de trabajo con procesadores Intel Xedn de dos nucleos, 2 GB en memoria

RAM, con sistema operativo Linux, para realizar cdlculos de estructura electrdnica.

Una estacion de trabajo que cuenta con dos procesadores Xedn de 6 nucleos, 6 GB de
memoria, modelo Mac Pro 12 Core y con sistema operativo Lion, que permite el calculo y

la visualizacidon de la estructura electrénica de las moléculas bajo estudio.

Conexion remota a el sistema HP Cluster Platform 3000SL, “Miztli” es una
supercomputadora con una capacidad de procesamiento de 118 TFlop/s (118 billones de

operaciones aritméticas por segundo). Cuenta con 5,312 nucleos de procesamiento Intel
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E5-2670, 16 tarjetas NVIDIA m2090, una memoria RAM total de 15,000 Gbytes y un

sistema de almacenamiento masivo de 750 Terabytes.

SOFTWARE

e Gaussian 03 y 09 utilizado para el cédlculo de propiedades moleculares y de la
estructura electrodnica.

e Spartan version 08 y 10 usado para la visualizacién grafica y calculos de la
estructura electrodnica.

e GaussView 5.0 y Moldraw para visualizacion grafica.

7.3. MATERIAL EXPERIMENTAL

e Cajas de cultivo

e Tubos conicos de 15 ml

o Centrifuga

e Gabinete de bioseguridad
e Pipetas para cultivo

e Micropipetas
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e Tubos tipo eppendorf

e (Camara de Neubauer

e Kits de ELISA para citocinas humanas IL-1pB, IL-6 e IL-10 (Thermo Scientific Inc. USA)
e Lector de microplacas

e Incubadora a 37°C con 5% de CO,

e Microscopio invertido

e Microscopio 6ptico

7.4. METODOLOGIA

7.4.1. METODOLOGIA COMPUTACIONAL

e A partir de la matriz-Z realizada con ayuda del software GaussView 5.0., se
construyd la geometria de cada una de las moléculas planteadas en el estudio.

e Se realizé un barrido conformacional de las moléculas en estudio para obtener la
mejor estructura; es decir, el conférmero de minima energia de manera
preliminar. Posteriormente se optimizd la geometria a nivel DFT con los
funcionales B3LYP y MO06-2X, con la base 6-311+G(d,p); al mismo tiempo se
realizaron calculos de frecuencia al mismo nivel de teoria para verificar que las

estructuras se localizaron en un minimo global.
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Para corroborar que las geometrias de minima energia se encontraban dentro de
las geometrias permitidas, se tomaron los angulos diedros centrales de cada
tetrapéptido y se graficaron en un mapa Ramachandran.

A partir de las optimizaciones realizadas, se eligieron los conférmeros de minima
energia para realizar el andlisis de los parametros geométricos como son: longitud
de enlace, angulos de enlace y angulos diedros.

Para la caracterizacion de la estructura electronica se efectuaron calculos
puntuales a las estructuras geométricas de minima energia a nivel M06-2X/6-
311++G(2d,2p), B3LYP/6-311++G(2d,2p) para la obtencién de los descriptores
quimico cuanticos: cargas atémicas, isosuperficies de potencial electrostatico,
dureza, indice de electrofilia, potencial de ionizacién.

Finalmente se recopilaron y analizaron los parametros electrénicos, indice de

reactividad y las propiedades fisicoquimicas.
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7.4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

EXTRACCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

La sangre total o completa se obtuvo de un donador sano en tubos con EDTA al 10 %; se
separd colocandola cuidadosamente sobre el medio Ficoll-Hypaque de densidad conocida
en tubos de polipropileno transparente con fondo cénico, se centrifugd a 2500 rpm por 30
minutos. Después de la centrifugacion se tomd la capa de células mononucleares y se
transfirieron en un tubo estéril con medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute),
las células mononucleares se lavaron tres veces con PBS (1:1) centrifugando a 1800 rpm
durante 10 minutos. Se prosiguié a homogenizar las células con medio de cultivo RPMI
1640 y se transfirieron a una caja para cultivo celular con un area de 25 cm? con filtro en el

tapdny se incubd por 24 hrsa 37 °Cy 5 % de CO,.

ESTIMULO DE TLR Y TRATAMIENTO CON TETRAPEPTIDOS Y MOLECULAS ANTIINFLAMATORIAS

Una vez que se obtuvo la cantidad de células necesarias, se llevd a cabo el conteo de
células y se colocaron en cada uno de los 18 pozos 1 x 10° células en 3 mL de medio RPMI
1640 en una caja de multipozos. Los experimentos se realizaron de acuerdo al siguiente
disefio experimental: en un pozo se colocé medio de cultivo RPMI 1640 como blanco y en
otro solo 1 x 10° células para la concentracién basal de citocinas, en los otros pozos la

misma cantidad de células se incubaron con LPS (E. coli, serotipo 0111:B4, Sigma) a una
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concentracién final por pozo de 10 ng/ml para simular un proceso inflamatorio por 24

horas a 37 °Cy con 5 % de CO,.

Después de 24 horas, las células se trataron con los dos nuevos tetrapéptidos a una
concentracion final de 100 ng/ml y el farmaco antiinflamatorio dexametasona como
referencia a una concentracion final de 10 uM, la placa se incubo durante 24 horas a 37 °C
con 5 % de CO,, el control positivo para inflamacién llevo la misma incubacién pero sin
farmaco o péptido. Una vez concluido el tiempo de tratamiento, el sobrenadante del cultivo
se recolectd en criotubos y se almacenaron a -70 °C hasta el ensayo de inmunoabsorcion

ligado a enzima (ELISA) para la cuantificacion de citocinas inflamatorias.

CUANTIFICACION DE CITOCINAS

En el sobrenadante libre de células se cuantificaron las citocinas IL-1B, IL-6 e IL-10,
utilizando Kits de ELISA (Thermo Scientific Inc. USA) para medir IL-1pB, IL6 e IL-10 humanas.
El procedimiento del ELISA se realiz6 adicionando 50 pL de la muestra a cada pozo por
duplicado y enseguida se afiadieron 50 uL de anticuerpo biotinilado para la IL-1pB, IL-6 e IL-
10, las placas se taparon e incubaron a temperatura ambiente por 2 horas para IL-10 e IL6
y para IL-1B por 3 horas, pasado el tiempo de incubacidn se lavd 3 veces y se agregaron
100 plL por cada pozo del reactivo estreptavidina-HPRT, las placas se taparon e incubaron
a temperatura ambiente por 30 minutos, después de la incubacion se lavd 3 veces y se
adicionaron 100 uL por cada pozo del cromégeno TMB, las placas se incubaron por 30

minutos en la oscuridad a temperatura ambiente, terminado el tiempo de incubacién se
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adicionaron 100 pL por pozo de solucion de paro (acido sulfurico 0.16 M) y se midieron

las absorbancias a 450 nm.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. SECCION TEORICA

A continuacién se presentan las estructuras optimizadas de minima energia de los
tetrapéptidos calculados a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y M06-2X/6-311+G(d,p), asi como la
energia de optimizacién de cada una de ellas, el andlisis del mapa Ramachandran y los
parametros geométricos. En la parte final de la seccion se discuten los descriptores
guimico cuanticos: la dureza, el indice de electrofilia, el potencial de ionizacién, la
polarizabilidad, las cargas atémicas de atomos y de grupos, las isosuperficies de los

orbitales frontera y las isosuperficies del potencial electrostatico.

Con la finalidad de facilitar el andlisis de los pardmetros geométricos y electrdnicos de los
péptidos, en las Figuras 8 y 9 se muestran la numeracidn vy los sitios sustituidos de la

estructura genérica (tripéptido CNS) utilizada en el diseno de las nuevas moléculas.

Donde R=R1 o R2

Figura 9. Estructura genérica y numeracion de los atomos del tripéptido CNS-R sustituido en el
extremo carboxilo terminal.
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Donde R=R1 o R2

Figura 10. Estructura genérica y numeracion de los dtomos del tripéptido R-CNS sustituido en el
extremo amino terminal.

GEOMETRIAS OPTIMIZADAS DE MiINIMA ENERGIA

En la Tabla IV se muestran las estructuras optimizadas de los tetrapéptidos de minima

energia, a los niveles de teoria B3LYP/6-311+G(d,p) y M06-2X/6-311+G(d,p).
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Tabla IV. Geometrias optimizadas de minima energia de los tetrapéptidos R2-CNS, CNS-R2, R1-
CNS y CNS-R1 a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y M06-2X/6-311+G(d,p)

Geometrias optimizadas de minima energia

Péptido B3LYP MO06-2X
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En las geometrias mostradas en la Tabla IV, se observd que las cuatro moléculas
calculadas con el funcional B3LYP mantuvieron una estructura similar en la parte central
del esqueleto principal; ademas, estos péptidos exhibieron geometrias extendidas,
indicando que el extremo terminal en donde se encuentre el aminoacido R1 o R2 no
proporciona un efecto considerable en la conformacién de los aminoacidos centrales del

esqueleto principal de los tretrapéptidos.

Al igual que los péptidos optimizados con el funcional B3LYP, las moléculas optimizadas
con el funcional MO06-2X mostraron una estructura similar en la parte central del
esqueleto principal y geometrias extendidas, ademds dichas geometrias son estabilizadas

por puentes de hidrégeno intramoleculares.

ANGULOS DE TORSION

Con la finalidad de corroborar que las estructuras optimizadas eran las permitidas, se
graficaron los dngulos de torsidon ¢ (C23N15CsCs) v U (N15CsC4N1) como se observa en la

Figura 10 y se analizaron de acuerdo a los mapas de Ramachandran

Figura 11. Representacidn de los dngulos @ y .
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En la Tabla V, se presentan los angulos de torsion ¢ (C;3N15CsCq) y U (N15CsC4N1) centrales

del esqueleto principal y la energia de optimizacién de los péptidos: R1-CNS, CNS-R1, R2-

CNS y CNS-R2 optimizados a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y M06-2X/6-311+G(d,p).

Tabla V. Angulos diedros ¢ y { y energias de optimizacién de los tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y
MO06-2x/6-311+G(d,p)

B3LYP MO06-2X
Péptido ¢ b Eopt @ v Eopt
(C23N15C8C4) (N15C8CaN1) (C23N15C8C4) (N15C8C4N1)
R1-CNS -168.70 -177.57 -1936.23240 -173.01 178.72 -1935.60619
CNS-R1 -164.71 172.83 -1936.23797 -169.58 -175.22 -1935.61207
R2-CNS -159.03 171.51 -1916.36416 -167.54 -164.08 -1915.73309
CNS-R2 -164.42 172.31 -1916.36269 -169.58 -175.23 -1915.73772

Los valores de los dngulos ¢y  estdn en grados (°)

Los valores de los angulos ¢ y { centrales de los cuatro péptidos mostrados en la Tabla V,

corroboraron lo antes analizado en las geometrias optimizadas en los dos niveles de

calculo; debido a que presentaron valores cercanos a + 180° y fueron similares entre cada

molécula, lo que concuerda con la geometria extendida y la similitud de las estructuras en

la parte central de los péptidos

Los angulos de torsidon ¢ (C3N15CsCs) y U (N15C3C4N1) de las moléculas de minima energia

a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y M06-2X/6-311+G(d,p) se muestra en las Graficas 1y 2
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Grafica 1. Diagrama de Ramachandran de ¢ (Cy3,N15,Cs,Ca) Y U
(N15,Cs,C4,N4) a nivel B3LYP/6-311+G(d,p), azul R1-CNS, amarillo
CNS-R1, rojo R2-CNS y verde CNS-R2.
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Grafica 2. Diagrama de Ramachandran de ¢ (C23,N15,C8,C4) y
(N15,C8,C4,N1) a nivel MO06-2X/6-311+G(d,p), azul R1-CNS,
amarillo CNS-R1, rojo R2-CNS y verde CNS-R2.
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La comparacion visual entre las regiones permitidas para conformaciones peptidicas del
mapa de Ramachandran y la posicién obtenida de ¢ y { para cada molécula, indica de
forma cualitativa cual de las conformaciones de los péptidos analizados son posibles en la
naturaleza; debido a que las combinaciones de estos valores se ubican en las regiones
permitidas propuestas por G. N. Ramachandran [68], de acuerdo a su estudio de

combinaciones de angulos diedros estéricamente permitidos.

Los resultados obtenidos de nuestro analisis como se observa en los graficos 1 y 2,
mostraron que los tetrapéptidos se localizan en regiones permitidas donde se espera una
estructura extendida, lo cual estd de acuerdo con lo mostrado en las geometrias (Tabla

IV), las cuales son estabilizadas por la formacién de puentes de hidrégeno.
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PARAMETROS GEOMETRICOS

En la Tabla VI, se presentan los pardametros geométricos: distancias de enlace, angulos de
enlace y angulos diedros de los tetrapéptidos R1-CNS, CNS-R1, R2-CNS y CNS-R2,
optimizados a nivel B3LYP/6-311+G(d,p) y algunos datos de rayos X de los aminoacidos

cisteina, asparagina y serina [69-72].

De acuerdo a los resultados obtenidos de las distancias de enlace Nq-H,, C3-N1, Cg-N1s, Cyp-
055, C33-S37, C27-N31, S37-H3, N31-Ragn ¥ C7-Rssc, se observé una variacidén no mayor a 0.02 A
de dichas distancias de enlace entre los cuatro tetrapéptidos, asimismo con respecto a los
valores de rayos X [69-72] y a los valores del tripéptido CNS [18]; es decir, la variacién de
estas longitudes de enlace es minima. Cabe mencionar que en las distancias de enlace Ni-
H,, C3-N; y C57-N33, se observé que los valores de los péptidos sustituidos en el extremo
carboxilo terminal, son mayores independientemente del tipo de aminodcido que fue

sustituido.

Los valores de los angulos de enlace: N;C3Ce, HaN1Csq, N;1C3C7, 013C;014, N2gCy7055s,
C27N31R3gn ¥ C3C7R3sc mostrados en la Tabla VI, no presentaron una variacidn mayor a
1.00° entre los péptidos sustituidos en el mismo extremo, ademas dichos angulos de
enlace exhibieron valores cercanos a los de rayos X. Por otra parte, al comparar los
péptidos sustituidos en los diferentes extremos con el mismo aminodcido, se observd que
los dngulos N1C3Cg, HoN1Cs, N1C3C7 y N2sC2055 presentaron valores mas grandes cuando el
aminodcido se encuentra sustituido en el extremo amino terminal, en comparacién con

los sustituidos en el carboxilo terminal.
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Tabla VI. Parametros geométricos (distancia de enlace, angulo de enlace y angulo diedro)
de los tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311+G(d,p)

Parametro R1-CNS R2-CNS CNS-R1 CNS-R2 CNS Rayos-X
N;-H, 1.02 1.02 1.03 1.03 1.01° 0.94°
C:-N,; 1.45 1.45 1.46 1.46 1.45° 1.485°
Ce-Nis 1.45 1.45 1.45 1.45 1.43° 1.479°
C22-035 1.23 1.23 1.23 1.23 1.22° 1.259°
C33-S37 1.84 1.84 1.84 1.84 1.83° 1.811°
Cy7-Nj; 1.46 1.47 1.47 1.47 1.45° 1.493°
S37-Hso 1.35 1.35 1.35 1.35 1.35°

N31-Rgy 1.36 1.37

C7-Ragc 1.36 1.36

N,C;Ce 111.41 111.27 109.30 109.37 107.85° 109.7°
H,N,C, 118.89 116.65 116.97 116.92  118.50° 117.0°
N,CsC; 112.49 112.61 110.88 110.90 110.86° 110.8°
013C;044 122.50 122.39 123.80° 125.2°
N26C22055 123.33 122.40 121.44 121.41  123.40° 125.6°
C27N33Rasy 122.14 122.58

C5CsRagc 114.44 114.43

H,N,C,Cq 6.64 6.51 7.33 7.34 10.72°

0,5C23CsNss -3.09 0.99 -5.26 -5.14 -4.99°

0,5C2,C1,Cs -81.57 -28.07 -37.64 3531  -81.08° 3.4°
C23C27N31Ragn -88.13 -103.31

N1C5C;R3sc 67.36 67.18

“Ref. [69], "Ref. [70], “Ref. [71], “Ref. [72], °Ref. [18] tripéptido CNS, tripéptido Cys-Asn-Ser. Los valores de la
longitud de enlace estan dados en Angstrom (A) y los dngulos de enlace y diedros en grados (°).



Los angulos diedros H,N;C4Cg y 0,8C,3CgN1s indicaron que los dtomos H, y Oy son co-
planares con respecto al esqueleto principal, debido a que los valores son cercanos a 0°
[17]. Los angulos diedros C,3C,7N31R3sn ¥ N1C3C7R3g¢c, que representan la uniéon en los
extremos amino terminal y carboxilo terminal respectivamente de los residuos R1 o R2,
mostraron valores similares en los péptidos sustituidos en el extremo carboxilo terminal,
sin tener algun efecto notable por el tipo de aminodcido sustituido. Los dngulos diedros
C23C27N31R3gn ¥ N1C3C7R3g¢, de los péptidos R1-CNS y el R2-CNS presentaron una desviacién
mayor, posiblemente causada por la falta de una interaccién no covalente como los
puentes de hidrégeno que, de acuerdo con el mapa de Ramachandran el péptido R1-CNS
cae en una region permitida de una conformacion extendida y solo presenta un puente de
hidrégeno a diferencia del péptido R2-CNS que cae en una region permitida de hoja By en
su estructura forma dos puentes de hidrégeno, sugiriendo que la formacion de puentes de
hidrégeno en las estructuras peptidicas favorecen la formacién de una estructura menos

extendida, posiblemente de tipo hoja .

Las distancias de enlace de los cuatro tetrapéptidos presentaron una variacién no mayor a
0.01 A con respecto a los valores reportados para el tripéptido CNS [18]. En cuanto a los
valores de los angulo de enlace N;C3Cs y el N;C3C;, se observd que los tetrapéptidos
presentan valores mas grandes en comparacién con los valores del tripéptido CNS, esto
sucede en mayor medida para los péptidos sustituidos en el extremo amino. En general, el
tretrapéptido R1-CNS y los péptidos restantes presentan parametros geométricos

similares a los del tripéptido CNS.
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En la Tabla VII, se presentan los parametros geométricos de: distancias de enlace, angulos
de enlace y angulos diedros de los tetrapéptidos a nivel M06-2X/6-311+G(d,p) y algunos

datos de rayos X [69-72].

Tabla VII. Parametros geométricos (distancia de enlace, angulo de enlace y angulo diedro) de los
tetrapéptidos a nivel M06-2X/6-311+G(d,p)

Parametro R1-CNS R2-CNS CNS-R1 CNS-R2 Rayos-X
N;-H, 1.02 1.02 1.02 1.02 0.94°
Cs-N; 1.44 1.45 1.46 1.46 1.485°
Cs-Nys 1.44 1.45 1.44 1.44 1.479°
C22-035 1.22 1.22 1.22 1.22 1.259°
Cas-Ss; 1.82 1.82 1.82 1.82 1.811°
Cy7-N3; 1.46 1.46 1.46 1.46 1.493°
Say-Hao 1.34 1.34 1.34 1.34

Na1-Rssn 1.35 1.36

C,-Ragc 1.36 1.36

N;C;C¢ 111.52 110.11 109.06 109.09 109.7°
H,N,C, 118.21 119.82 118.92 118.92 117.0°
N,C3C, 111.67 108.50 108.99 109.03 110.8°
013C;044 122.60 123.80 125.2°
N»6C5,055 123.69 123.13 123.68 123.67 125.6°
C27N3:Ragn 121.30 120.45

C3C7Rssc 114.70 114.77

H,N,;C,Cs 10.13 -0.61 8.32 8.45

0,5C3CsN1s -0.50 2.70 -4.77 -4.74

0,5C2,C1,Cs -86.57 10.24 -84.20 -84.14 3.4°
C23C27N31R38n -84.79 -83.86

N;C5C;Rssc 75.37 75.15

®Ref. [69], P Ref. [70], “Ref. [71], 9 Ref. [72] tripéptido CNS, tripéptido Cys-Asn-Ser. Los valores de longitud de enlace
estan dados en Angstrom (A) y los angulos de enlace y diedros en grados (°).
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Las distancias de enlace Ni-H;, C3-Nq, Cg-Nys, C5-035, C33-S37, C27-N3g, S37-H3zg, N31-Ragn, C7-
Rssc, presentan una variacion menor a 0.02 A entre los cuatro tetrapéptidos; ademads,
estos datos son cercanos a los valores de rayos X [69-72]. En la distancia de enlace C3-N;
de los péptidos que contienen al sustituyente R1, en el extremo carboxilo terminal
presenta un valor mayor comparado con el péptido sustituido en el extremo amino, esta
tendencia también se observd en las distancias de enlace Ni-H,, C3-N; y C7-N3; de los

péptidos sustituidos con el sustituyente R2.

Por otra parte, en las distancias de enlace Cg-Nys, C33-S37, S37-Hsg, de los tetrapéptidos que
contienen al R2, exhiben valores mas grandes en los péptidos sustituidos en el extremo

amino en comparacién con los sustituidos en el extremo carboxilo terminal.

Los éngulos de enlace N1C3C5, H2N1C4, N1C3C7, 013C7014, N26C22025, C27N31R38N, C3C7R38c, de
los cuatro péptidos presentan valores cercanos a los valores de rayos X [69-72], asimismo,
la variacién de estos angulos entre cada molécula es menor a 2.00°. En los dngulos de
enlace N1C3Cg y N1C3C; tanto para los péptidos sustituidos con R1 como con R2, se observa
gue los péptidos sustituidos en el extremo amino terminal presentan valores mayores con

respecto a los sustituidos en extremo carboxilo terminal.

Los angulos diedros H;N1C4Cs y 0,3C,3CsNys indican que los atomos H2 y 028 son co-
planares con respecto al esqueleto principal [18], debido a que los valores son cercanos a

0°y 180°.

En los angulos diedros que representan la unién de los sustituyentes R1 o R2 en los

extremos del amino terminal (C,3C,7N31R3sn) Y carboxilo terminal (N1C3C7R3g¢c), presentan
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valores similares sin dependencia al tipo de aminodcido sustituido en el extremo

terminal.

DESCRIPTORES QUIMICO CUANTICOS

Con el propdsito de conocer la reactividad quimica de las moléculas bajo estudio, en la
Tabla VIII se muestran algunos descriptores quimico cudnticos como la dureza (n), el
indice de electrofilia (w), el potencial de ionizacion (I), el momento dipolar (u) y la
polarizabilidad (a) de los tetrapéptidos R1-CNS, CNS-R1, R2-CNS, CNS-R2 y de los farmacos
dexametasona y naproxen calculados a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO06-2X/6-

311++G(2d,2p).

Tabla VIII. Descriptores quimico cuanticos de los tetrapéptidos y los antiinflamatorios a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y
MO06-2X/6-311++G(2d,2p)

B3LYP MO06-2X
n w | HrotaL a A n w | HrotaL a A
Péptido
(e.V) (e.V) (e.V) Debyes u.a (e.v) (e.V) (e.V) (e.V) Debyes u.a (e.v)
R1-CNS 588 131 173 8.13  305.68 - 7.66 131 254 8.13  288.49 -
CNS-R1 580 121  1.62 5.52  291.83 - 7.79 122 251 3.40  285.69 -
R2-CNS 584 1.26 168 11.30  326.30 - 7.40 126 237 8.66  281.90 -
CNS-R2 5.84 118 1.62 3.27  293.60 - 7.80 121 2.49 1.74  288.61 -
Naproxeno 435 150 1.23 143 27529 0.85 6.44 111 1.80 133 25959 093
Dexametasona 4.87  1.87 1.65 534  336.39 - 7.86 136  2.69 538  316.17 -
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Los antiinflamatorios naproxeno y dexametasona se han analizado como referencia, para
comparar la estructura electrénica y la reactividad, asi como su efecto sobre citocinas

inflamatorias a nivel in vitro con respecto a los tetrapéptidos.

DUREZA (n)

De acuerdo al principio de maxima dureza [73] un valor grande de dureza en comparacién
con otro, sugiere mayor resistencia al cambio en el nimero de electrones de un sistema,

lo que indica que es una molécula mas estable y menos reactiva.

Para facilitar el analisis de los resultados, los valores de dureza (1) se muestran en la Tabla

Vil y en la Grafica 3.

El péptido R1-CNS calculado a nivel B3LYP, presentd una mayor dureza con respecto a la
molécula CNS-R1 que tiene el mismo aminodacido sustituido en el extremo carboxilo
terminal, lo que sugiere que el tetrapéptido CNS-R1 es mas reactivo y menos estable en
comparacion con la molécula R1-CNS; en contraste, a nivel M06-2X el péptido CNS-R1
mostré un valor mayor de dureza con respecto al tetrapéptido R1-CNS, por lo tanto la

reactividad y la estabilidad se invierten dependiendo de la sustitucion.
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Grafica 3. n vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y
M06-2X/6-311++G(2d,2p)

Los péptidos R2-CNS y CNS-R2, sustituidos tanto en el extremo amino terminal como en el
carboxilo terminal con el aminodcido R2, mostraron a nivel B3LYP un valor semejante de
dureza y por lo tanto, la misma reactividad, lo que sugiere que en estas moléculas el sitio
donde se sustituye el aminodcido R2 no modifica su reactividad; es decir, presenta un
valor semejante de dureza; sin embargo, a nivel M06-2X la molécula CNS-R2 presenta una
mayor de dureza en comparacién con el péptido R2-CNS, con una menor reactividad para

el tetrapéptido sustituido por el aminoacido R2 en el extremo carboxilo terminal.

Comparando los tetrapéptidos sustituidos en el mismo extremo terminal pero con
diferente aminodacido, a nivel B3LYP se observé que la molécula R2-CNS sustituida por el

aminodcido R2 en el extremo amino terminal es mas reactiva, por lo tanto es menos
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estable que el péptido R1-CNS sustituido por el aminoacido R1 en el mismo extremo, el
cual presentd un valor ligeramente mayor de dureza; de igual forma, a nivel M06-2X el
péptido mas reactivo y menos estable es el R2-CNS. Los valores de dureza a nivel B3LYP y
MO06-2X de los péptidos CNS-R1 y CNS-R2 sustituidos en extremo carboxilo terminal
sugieren que la molécula que contiene el aminoacido R1 es mas reactiva en comparacion

con el péptido que contiene al sustituyente R2.

En general, a nivel B3LYP el péptido R1-CNS es el menos reactivo y el mas estable, de las
cuatro moléculas analizadas; de forma contraria esta estabilidad vy reactividad a nivel
MO06-2X se observd en el tetrapéptido CNS-R2 debido a que reveld el valor mas alto de

dureza de los cuatro péptidos estudiados.

En el caso de las moléculas de naproxeno y de dexametasona (Tabla VIII y Grafica 3), a
diferencia de los péptidos, los valores de dureza entre funcionales mantienen una
tendencia similar; no obstantes el funcional B3LYP subestima los valores de dureza con

respecto al funcional M06-2X.

INDICE DE ELECTROFILIA

La Grafica 4 muestra los valores del indice de electrofilia de los tetrapéptidos R1-CNS,
CNS-R1, R2-CNS y CNS-R2 calculados a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO06-2X/6-

311++G(2d,2p)
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Grafica 4. w vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y
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El poder electrofilico global de los tetrapéptidos cuantificado por el indice de electrofilia
(w), indica que en los dos niveles de calculo las moléculas peptidicas con mayor capacidad
de aceptar carga adicional electrénica son las sustituidas en extremo amino terminal (R1-
CNS y R2-CNS), mientras que los péptidos sustituidos en el extremo carboxilo terminal por

los aminoacidos (R1 o R2) presentan valores de indice de electrofilia menores.

Al comparar los tetrapéptidos de acuerdo con el tipo de aminoacido sustituido en el
mismo extremo terminal, se encontrd que tanto a nivel B3LYP como a nivel M06-2X los
péptidos con mayor poder electrofilico son el R1-CNS y el CNS-R1 comparados
respectivamente con las péptidos R2-CNS y CNS-R2, este resultado sugiere que el
aminodcido R1 posiblemente mejora la capacidad de aceptar carga electrénica adicional y
por tanto, presenta afinidad por moléculas nucleofilicas [8].
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Cabe destacar que los tetrapéptidos presentan una tendencia similar en ambos
funcionales, ademas de valores muy cercanos entre ellos; en contraste las moléculas de
naproxeno y dexametasona no muestran el mismo comportamiento ni la similitud en los
valores, por lo tanto el indice de electrofilia para moléculas de este tipo no se describe de
la misma forma entre los funcionales B3LYP y MO06-2X, debido a que presentan una

estructura quimica diferente.

POTENCIAL DE IONIZACION

El potencial de ionizacion es un descriptor quimico global puede relacionarse con la
reactividad quimica de las moléculas, debido a que valores grandes de potencial de

ionizacion en comparacion con otros indican un menor efecto oxidativo.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla VIl y en la Grafica 5, el péptido R1-
CNS presentd en los dos niveles de cdlculo valores grandes de potencial de ionizacién, lo
gue indica un menor efecto oxidativo comparado con la molécula sustituida en el extremo
carboxilo terminal, por lo tanto la molécula CNS-R1 tiene mayor capacidad de perder

carga y por consecuencia una mayor reactividad.

Por otra parte el antiinflamatorio naproxeno es la molécula con mayor capacidad de
perder carga en comparacién con los tetrapéptidos y la dexametasona, lo que sugiere

gue es una molécula acida con afinidad por especies con caracteristicas nucleofilicas
(8].
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El potencial de ionizacién presentd el mismo comportamiento en los funcionales B3LYP
y MO06-2X, indicando que la descripcion de la capacidad de perder carga para los
péptidos y las moléculas como dexametasona y naproxeno es similar en los dos
funcionales, pero cabe mencionar que el funcional B3LYP subestima los valores de este
descriptor, lo que significa que proporciona datos pequenos en comparacién con los
datos proporcionados por el funcional M06-2X, debido a la diferente parametrizacién

entre funcionales [48, 54, 74].
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POLARIZABILIDAD

En la Grafica 6 se presentan los valores de polarizabilidad de los tetrapéptidos R1-CNS,

CNS-R1, R2-CNS y CNS-R2

311++G(2d,2p).
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Grafica 6. a vs tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y
MO06-2X/6-311++G(2d,2p)

La polarizabilidad mide la deformacion de la densidad electrénica de una especie quimica

debido a un campo externo en términos de un dipolo eléctrico. Los valores de

polarizabilidad a nivel B3LYP, indicaron que la molécula peptidica que presentd una

deslocalizacion mayor de los electrones es el péptido R2-CNS, mientras que los tres

tetrapéptidos restantes mostraron una menor formaciéon del dipolo eléctrico; en

contraste, el mismo tetrapéptido a nivel M06-2X es la molécula con menor polarizabilidad,

esto se puede asociar a que el tetrapéptido R2-CNS a nivel B3LYP exhibié una estructura
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mas extendida permitiendo una mayor deslocalizacién de electrones en comparacién con

el mismo péptido calculado a nivel M06-2X que mostré una estructura menos extendida.

A excepcion del péptido antes mencionado, los valores de polarizabilidad entre los
funcionales B3LYP y M06-2X siguen una misma tendencia y presentaron valores cercanos
entre ambos, por otra parte se destaca que el funcional B3LYP sobrestima los valores del
funcional MO06-2X, lo cual se asocia a una mejor descripcion de interacciones no

covalentes por este ultimo funcional [74].

AROMATICIDAD

De acuerdo al valor de aromaticidad presentado por el antiinflamatorio naproxeno y
tomando en cuenta las reglas de Baron [75], que indican que si una molécula presenta
una aromaticidad A > 0.158, (donde 3 es la energia de resonancia de Huckel con un valor
de 2.4 e.V.) que equivale aproximadamente a 0.36 e.V, se considera una molécula que

tiene una actividad carcinogénica de moderada a fuerte.

El valor de indice de aromaticidad del naproxeno (0.93 e.V.), indica la posibilidad de que
esta molécula presente actividad carcinogénica, debido a que presenta un valor mayor a
0.36 e.V. indicado como el limite de aromaticidad para moléculas que no presentan efecto

carcinogénico [74]

Es importante resaltar que este descriptor no se calculé para los tretapéptidos porqué no

contienen grupos relacionados con la aromaticidad; por lo tanto, los péptidos como
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agentes terapéuticos en comparacién con la molécula naproxeno (Figura 12),
posiblemente proporcionen menor toxicidad debido a que carecen de la actividad

carcinogénica.

Figura 12. Naproxeno

MOMENTO DIPOLAR TOTAL

En la Tabla IX se muestran los valores de momento dipolar total y de sus componentes de
los péptidos R1-CNS, CNS-R1, R2-CNS y CNS-R2 calculados a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p)

vy M06-2X/6-311++G(2d,2p).

Tabla IX. Valor del momento dipolar total y sus componentes de los tetrapéptidos R1-CNS, CNS-
R1, R2-CNS y CNS-R2 calculado a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y M06-2X/6-311++G(2d,2p).

B3LYP MO06-2X
H(x) mly) u(z) Hrota 1(x) uly) H(z) HroraL
Péptido
Debyes Debyes Debyes Debyes Debyes Debyes Debyes Debyes
R1-CNS -5.02 3.33 5.46 8.13 -5.53 3.17 5.05 8.13
R2-CNS 8.39 -7.52 -0.91 11.30 4.22 -5.42 -2.67 7.37
CNS-R1 -0.49 -0.38 5.49 5.52 -0.55 -2.15 2.58 3.40
CNS-R2 -0.33 -0.36 3.23 3.27 0.53 -1.63 0.72 1.74
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El momento dipolar a nivel B3LYP del péptido R1-CNS en el eje-x posee el valor mas
negativo, este eje involucra &tomos de la cadena principal de los aminodcidos asparagina y
serina, pero en el caso del péptido CNS-R1, el valor negativo de este eje disminuye, lo que
sugiere que el sitio en el que se encuentre el aminoacido R1 influye en la distribucién de
carga del péptido. De acuerdo con el momento dipolar total a nivel B3LYP y M06-2X, el
tetrapéptido R1-CNS presenta mayor cantidad de sitios reactivos respecto a la molécula
CNS-R1 debido a que un valor de momento dipolar total alto indica que la molécula posee

sitios especificos cargados de forma positiva y/o negativa [44, 47].

El péptido R2-CNS sustituido en el extremo amino terminal con el aminodcido R2,
presentd a nivel B3LYP y M06-2X el valor mds grande de momento dipolar con respecto al
péptido CNS-R2 sustituido en el extremo carboxilo, lo que indica que probablemente la
molécula R2-CNS probablemente tiene mayor reactividad que el tetrapéptido CNS-R2; los
momentos dipolares pequefios se pueden originar por la conformacién de cada péptido,
debido a la presencia o ausencia de interacciones entre los atomos, lo que puede provocar
que las sitios cargados tanto positivamente como negativamente se encuentren en el

mismo eje y por lo tanto se anulen, disminuyendo asi la polaridad de la molécula [44].

La variacion de los valores del momento dipolar total en las moléculas, también se
observd en los datos de ji de los ejes x, y y z, debido a que los datos mas negativos
correspondientes a los péptidos sustituidos en el extremo amino terminal, se convierten
en los menos negativos y se distribuyen en diferentes ejes modificando los posibles sitios

activos en los péptidos sustituidos en el extremo carboxilo terminal, lo que sugiere un
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cambio en la reactividad de los péptidos debido a que posiblemente los sitios modificados

aumenten o disminuyan la afinidad por otra molécula [8, 44, 47].

CARGAS ATOMICAS

En la Tabla X y Xl se presentan las cargas atémicas de N1, H2, N15, 025, 028, N31, S37,

H39, también se muestran las cargas de los aminoacidos Cys, Asn, Ser, R1 y R2 de los

péptidos R1-CNS, CNS-R1, R2-CNS y CNS-R2 a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p) y MO06-2X/6-

311++G(2d,2p), respectivamente.

Tabla X. Cargas atémicas de dtomos y grupos de tetrapéptidos a nivel B3LYP/6-311++g(2d,2p).

Péptido N1 H2 N15 025 028 N31 S37 H39 Cys Asn Ser R
R1-CNS -0.844 0.323 -0.719 -0.606 -0.851 -0.534 -0.402 -0.270 0.085 0.056 -0.149 0.009
CNS-R1 -0.610 0.258 -0.785 -0.587 -0.919 -0.593 -0.968 -0.313 0.146 -0.055 -0.026 -0.065
R2-CNS -0.897 0.352 -0.892 -0.605 -0.916 -0.599 -0.736 -0.266 0.089 -0.021 -0.170 0.102
CNS-R2 -0.623 0.273 -0.776 -0.591 -0.922 -0.590 -0.968 -0.313 0.143 -0.050 -0.030 -0.063
Cargas atémicas de grupos y atomos en u.a
Tabla XI. Cargas atomicas de atomos y grupos de tetrapéptidos a nivel M062X/6-311++g(2d,2p).
Péptido N1 H2 N15 025 028 N31 S37 H39 Cys Asn Ser R
R1-CNS -0.875 0.329 -0.728 -0.600 -0.877 -0.518 -0.443 -0.259 0.074 0.078 -0.174 0.023
CNS-R1 -0.565 0.228 -0.763 -0.582 -0.863 -0.575 -0.958 -0.284 0.132 -0.051 0.042 -0.122
R2-CNS -1.063 0433 -0.898 -0.610 -1.002 -0.536 -0.726 -0.280 -0.008 0.031 -0.176 0.153
CNS-R2 -0.555 0.226 -0.761 -0.588 -0.867 -0.575 -0.954 -0.284 0.131 -0.060 0.044 -0.116

Cargas atdmicas de grupos y atomos en u.a
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En los resultados obtenidos de las cargas atdmicas, se observd que la del N1 del
aminodcido central asparagina se modifica en mayor medida cuando el sustituyente R1 o
R2 se localiza en el extremo amino terminal, en contraste, la carga atdomica del 4tomo S37
gue pertenece al aminodcido cisteina, se afectd cuando el sustituyente se coloca en el
extremo carboxilo terminal.

La variacién del valor de las cargas atdomicas depende del sitio de sustitucion del cuarto
aminodcido en los valores de carga de los dtomos N1 y S37, se observd de igual forma
aungue en menor medida en las cargas de los grupos Cys, Asn, Ser, R1y R2.

Las cargas atdmicas negativas de los atomos N1, N15, 025, 028, N31, S37, sugieren que
los cuatro tetrapéptidos son susceptibles a un ataque electrofilico en estos 4tomos.

En algunos atomos y grupos dependen de la sustitucion del grupo R, lo cual concuerda con
la variacién observada en los valores del momento dipolar total; cuando el aminoacido R1
o R2 se encuentra en el extremo amino terminal, el valor de momento dipolar total y los
valores de carga de los atomos y grupos previamente mencionados son grandes en

comparacion con los valores de los péptidos sustituidos en el extremo carboxilo.

ISOSUPERFICIES DE LOS ORBITALES MOLECULARES HOMO-LUMO

En la Tabla XIl se muestran las isosuperficies de los orbitales moleculares HOMO y LUMO
de los tetrapéptidos CNS-R1, CNS- R2, R1-CNS, R2-CNS, dexametasona y naproxeno a

nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p).
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Los sitios reactivos del orbital HOMO en los cuatro tetrapéptidos se ubican en el
aminodacido cisteina, lo que sugiere que el extremo en el que se sustituye el aminodacido
R1 o R2 no influye en la posicidn del orbital HOMO. Dicho orbital indica la presencia de
densidad electrdnica, por lo tanto el aminoacido cisteina en los cuatro péptidos es un sitio
de interaccion susceptible a un ataque electrofilico, esto concuerda con los valores de

cargas atomicas negativos presentes en el &tomo Ss7 (Tabla X).

La isosuperficie del orbital LUMO de los péptidos sustituidos en el extremo amino
terminal, se localiza en el esqueleto principal del aminodcido cisteina y en la cadena
lateral del sustituyente; en contraste, los péptidos sustituidos en el extremo carboxilo
terminal exhibieron la isosuperficie del oribital LUMO en el grupo carboxilo del
aminodcido sustituido y en menor medida en la cadena lateral. El orbital LUMO indica
deficiencia de densidad electrdnica, por lo que los tetrapéptidos son propensos a un

ataque nucleofilico en los sitios antes mencionados.

El orbital HOMO de la dexametasona se localiza en la parte de la estructura tipo quinona,
probablemente se debe a la deslocalizacién electrdnica de los dobles enlaces cercanos y a
los pares libres de electrones del oxigeno. La isosuperficies del orbital LUMO de la
dexametasona indica, que en el mismo lugar donde se localiza el orbital HOMO también
existen sitos deficientes de electrones esto puede originar el caracter electronegativo del

atomo de flior que se encuentra cerca.

El naproxeno presenta la isosuperficie del orbital HOMO en los anillos aromaticos,

posiblemente a causa de la deslocalizacién electrdnica; sin embargo, la deficiencia de
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electrones indicada por las isosuperfices del orbital LUMO se localizan también en los
anillos aromadticos, lo que sugiere que probablemente los grupos unidos a los anillos
producen sitios deficientes de densidad electrdnica, por lo tanto, este sitio en la molécula

podria presentar tanto ataques nucleofilicos como electrofilicos.
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Tabla XII. Isosuperficies de los orbitales moleculares HOMO-LUMO a nivel B3LYP/6-311+G(d,p)

Molécula HOMO LUMO

R1-CNS

CNS-R1

R2-CNS

CNS-R2
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Continuacion de la Tabla XIl. Isosuperficies de los orbitales moleculares HOMO-LUMO de los farmacos
antiinflamatorios a nivel B3LYP/6-311+G(d,p)

Molécula HOMO LUMO

Dexametasona

Naproxeno

ISOSUPERFICIES DEL POTENCIAL ELECTROSTATICO

En la Tabla Xlll se muestran las isosuperfices del potencial electrostatico de los

tetrapéptidos y los farmacos antiinflamatorios a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p).

Las isosuperficies del potencial electrostatico ilustraron la localizacion de la densidad
electrénica; para las cuatro moléculas peptidicas, la densidad electrénica se observd en
todos los atomos de oxigeno, en el atomo de azufre y en el dtomo de nitrégeno que
pertenece al grupo amino del aminoacido cisteina o del sustituyente en el extremo amino

terminal.
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Las isosuperficies del potencial electrostatico del fdrmaco dexametasona mostrados en la
Tabla XIllIl, se ubican especialmente en el oxigeno de la parte tipo quinolona, asi como

también en los demds atomos de oxigeno y en el fluor.

La isosuperficie del potencial electrostatico del naproxeno indica que la densidad

electronica se deslocaliza en los atomos de oxigeno presentes en la molécula.

Relacionando la dureza con el potencial electrostatico, se observé que las moléculas
naproxeno y dexametasona muestran densidad electrénica solo en pocos atomos
electronegativos y los valores de dureza son pequefios en comparacion con los valores de
los péptidos; en contraste, la densidad electrénica de los tetrapéptidos (Tabla XllI) estd
distribuida a lo largo de la estructura y los valores de dureza son altos respecto a los
valores de los antiinflamatorios; por lo tanto, la distribucidén de la densidad electrénica a lo

largo de la estructura favorece la estabilidad y disminuye la reactividad.
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Tabla XllIl. Isosuperficies del potencial electrostdtico de

los tetrapéptidos y farmacos
antiinflamatorios a nivel B3LYP/6-311+G(d,p).

Molécula Isosuperfices Molécula
R1-CNS

Isosuperfices

CNS-R1

R2-CNS CNS-R2

Dexametasona Naproxeno
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8.2. SECCION EXPERIMENTAL

El efecto sobre las citocinas inflamatorias de los péptidos CNS-R1 y el CNS-R2 se
determiné a través de la medicion de las concentraciones de algunas citocinas tales como:
IL-1B, IL-6 e IL-10 en cultivos celulares “in vitro”. Y se empled la dexametasona como

farmaco control con actividad antiinflamatoria conocida.

Las concentraciones empleadas en los tratamientos de las células con los péptidos en
estudio, se establecieron previamente y correspondié a 100 ng/mL. Los péptidos tienen
96% de pureza y estan libres de endotoxinas de acuerdo a los estandares de calidad del
comerciante (American Peptide Co., Sunnyvale, CA, USA). Cada uno de los péptidos se
disolvio en PBS y se le realizo la prueba de actividad de endotoxinas empleando el sistema
comercial de deteccién de endotoxinas Endosafe®-MCS™ (Charles River Endosafe Inc.,

Charleston, SC, USA) y se estimé en <0.0625 UIEmL/endotoxina.

La cuantificacidon de citocinas se llevd a cabo utilizando un Kit comercial de ELISA (Thermo
Fisher Scientific Inc. USA), en el sobrenadante de células mononucleares de sangre
periférica humana (PBMC) estimuladas con 10 ng/mL de lipopolisacarido Escherichia coli
serotipo 0111:B4 (SIGMA); posteriormente las células se trataron con los péptidos en

estudio.
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La nomenclatura de los gréficos, es la siguiente:

- La primera letra indica el tipo de estimulo, por lo tanto la letra L indica si las células se
estimularon con lipopolisacéridos (L);

- Las células que no se estimularon se nombraron células control (C);

- Las abreviaturas elegidas para cada farmaco y péptido, son DX para dexametasona, R1y

R2 como los péptidos CNS-R1 y CNS-R2 respectivamente.

Anilisis estadistico

Para evaluar los datos obtenidos con la técnica de ELISA, se utilizé el programa estadistico
Graphpad prism 6.01, en el que se realizd regresion lineal, error estandar, media y t de
Student para pruebas relacionadas.

Cada experimento se realizé por triplicado y la significancia estadistica se determiné con la
prueba t de Student. Los datos representan el valor promedio + error estandar. Todos los
valores de p citados son de dos colas, y las diferencias se consideraron significativas para p

<0.05.

Resultados de las cuantificaciones de la ILs evaluadas

La Grafica 7 muestra las concentraciones de IL-1B, que es una citocina proinflamatoria
arquetipo. La concentracién de la citocina IL-1B en las células control es menor, a la
concentracion de las células estimuladas con LPS; por lo que el modelo utilizado en este

estudio es funcional.
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Grafica 7. Concentracion de IL-1B en células mononucleares de sangre
periférica. Células control (C), células estimuladas con lipopolisacaridos
(L), células tratadas con dexametasona (LDX) y los nuevos péptidos

(LR1, LR2).

Al realizar el analisis del efecto producido por las moléculas en estudio sobre la citocina
IL-1B, se encontré que el glucocorticoide dexametasona presentd un efecto inhibitorio
minimo en la liberacidon de esta interleucina en las células estimuladas con LPS, este
resultado difiere con lo reportado por D. Franchimont [76] ya que describié que la sintesis
de IL-1B se inhibié casi completamente con una concentracién de dexametasona de 100
nM a 10uM; ello se puede deber al modelo empleado, ya que los autores antes referidos
usaron un cultivo de células de sangre entera, ademas de que el fdrmaco se adiciond junto

con el estimulo.

En lo referente al tetrapéptido CNS-R1, se observd una actividad inhibitoria no

significativa sobre la liberacion de IL-1B con respecto a la del glucocorticoide
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dexametasona, lo que sugiere que el tetrapéptido con el aminodcido R1 no inhibe la

liberacion de la IL-1B en las células estimuladas con LPS.

El péptido CNS-R2 inhibié la sintesis de IL-1B en comparacion con la dexametasona vy el
tetrapéptido CNS-R1, lo que indica que el péptido CNS-R2 probablemente participe en la

regulacidon de la sintesis de esta citocina en las células estimuladas con LPS.

En la Grafica 8 se presenta el efecto producido por la dexametasona y los tetrapéptidos

CNS-R1 y CNS-R2 sobre la concentracion de IL-6 (citocina pro y antiinflamatoria).
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Grafica 8. Concentracidn de IL-6 en células mononucleares de sangre
periférica. Células control (C), células estimuladas con lipopolisacaridos

(L), células tratadas con dexametasona (LDX) y los nuevos péptidos

(LR1, LR2).
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El aumento de la concentracién de la IL-6 en las células estimuladas con lipopolisacarido
con respecto al control es minimo; sin embargo, el aumento en los niveles de la

interleucina fue significativo para la liberacién de esta proteina.

El glucocorticoide dexametasona inhibid la liberacion de la IL-6, este resultado concuerda
con lo descrito previamente [76] para este farmaco; cuyo efecto es dosis-dependiente

para la regulacion de las citocinas pro inflamatorias con diferentes estimulos [77].

Con el tetrapéptido CNS-R1 se observé mayor efecto inhibitorio en la produccién de IL-6
en comparacién con la dexametasona, lo que sugiere que el tetrapéptido CNS-R1

probablemente participa en la regulacién de esta citocina via TLRA4.

El péptido CNS-R2 inhibié mas la sintesis de IL-6 que el glucocorticoide y el péptido CNS-
R1; lo que indica que el aminoacido R2 mejora la actividad inhibitoria de esta citocina en

células estimuladas con LPS.

En la Grafica 9 se muestra el efecto de la dexametasona y los tetrapéptidos CNS-R1 y CNS-

R2 sobre la IL-10 en PBMC.

Como se muestra en la Grafica 9 la dexametasona presentd un efecto inhibitorio minimo

de la liberacion de IL-10 en células estimuladas con LPS.
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Grafica 9. Concentracidon de IL-10 en células mononucleares de sangre
periférica. Células control (C), células estimuladas con lipopolisacaridos
(L), células tratadas con dexametasona (LDX) y los nuevos péptidos
(LR1, LR2). *Denota inhibicién significativa comparada con la producida

por la dexametasona.

El tetrapéptido CNS-R1 inhibié mas la produccién de IL-10 en comparacion con la
dexametasona, lo que sugiere que el péptido CNS-R1 podria actuar sobre la liberacion de

la citocina IL-10.

El péptido CNS-R2, inhibid significativamente la sintesis de IL-10 con respecto a la
dexametasona y el tetrapéptido CNS-R1. De acuerdo con lo antes mencionado el
aminodcido R2 colocado en el extremo carboxilo terminal posiblemente mejora la
inhibicidn de la citocina antiinflamatoria en comparacion con el péptido que contiene el

aminodcido R1.
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Relacionando los resultados computacionales con la actividad in vitro, se observé que la
cadena lateral del aminodcido R2 hace mdas estable al péptido, de tal manera que un
sustituyente con caracteristicas electroatractoras, modificé las propiedades fisicoquimicas
y de reactividad quimica en este tipo de péptidos y consecuentemente su funcionalidad
bioldgica; de ahi que en los datos experimentales se observd que el péptido CNS-R2 es

mas eficiente en la inhibicidn de la sintesis de las citocinas evaluadas.
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9. CONCLUSIONES

El estudio computacional de las propiedades estructurales, fisicoquimicas y electrénicas
de los nuevos tetrapéptidos y su efecto sobre las citocinas inflamatorias in vitro

permitieron concluir que:

e La posicion y tipo de sustituyente modifica la estructura electrdnica, las
propiedades fisicoquimicas, la reactividad quimica y la funcionalidad biolégica de

los tetrapéptidos.

e Los descriptores quimico cuanticos muestran la influencia de las propiedades

electroatractoras del sustituyente.

e El péptido CNS-R2 es mas eficiente en la inhibicion de la sintesis de las citocinas

evaluada con respecto al tetrapéptido CNS-R1.

e Los funcionales B3LYP y MO06-2X muestran tendencias similares en algunas

propiedades estructurales, electrdnicas y de reactividad quimica de los péptidos.
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10. PERSPECTIVAS

Ampliar el estudio con otros sustituyentes de tipo electroatractor en el extremo

carboxilo terminal, para potenciar el efecto.

Incluir el efecto del solvente en los estudios teodricos.

Es importante continuar con los pruebas in vitro empleando otros mediadores y

modelos inflamatorios; ademds de modificar la concentracidn del péptido CNS-R2;

asimismo, emplear otros controles farmacolégicos tales como el naproxeno.

Sera util también llevar a cabo la evaluacidon experimental del péptido con el

sustituyente en el extremo amino terminal, para tener un panorama completo de

la relacion tedrico-experimental.
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