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1. Resumen

El proceso inflamatorio es un mecanismo de proteccion ante diversos dafios tisulares al
organismo, pero estos pueden exacerbarse y ser clave en la progresion de diversas patologias,
por lo que es importante el disefio de nuevos farmacos antiinflamatorios con mayor
especificidad y menor toxicidad. El pentapéptido MQCNS presenta efectos antiinflamatorios in
vivo e in vitro [1]. Estudios tedricos de la estructura electrénica mostraron al tripéptido CNS [2,
3], como grupo farmacoforo del pentapéptido MQCNS. Ensayos in vitro e in vivo confirmaron
que el CNS mantiene las mismas propiedades bioldgicas que el pentapéptido MQCNS. El
objetivo de este trabajo de tesis es un estudio teorico de la estructura electronica de dos familias
de conformeros derivadas de los tripéptidos Cys-Asn-Ser (CNS) y Cys-Asp-ser (CDS) a nivel
de la Teoria de funcionales de la densidad, utilizando el funcional hibrido B3LYP y el conjunto
base 6-311G+(d,p), con la finalidad de explorar sus propiedades electrénicas, fisicoquimicas y
de reactividad quimica, asociadas a su funcionalidad biol6gica. También, se evalto su efecto
sobre las citocinas proinflamatorias IL-6 y TNF-a y la antiinflamatoria IL-10, en células
mononucleadas totales y células dendriticas estimuladas con LPS de origen bacteriano. Los
resultados del analisis geométrico, asi como el célculo de los descriptores de la reactividad
quimica, indicaron que las interacciones intramoleculares de tipo puentes de hidrdgeno
estabilizan a las estructuras. EI grupo funcional de la cadena lateral en el aminoacido central
(asparagina en CNS y &cido aspartico para CDS), tiene gran influencia sobre las propiedades
fisicoquimicas, de reactividad quimica y consecuentemente en su funcionalidad biolégica. Lo
cual se corrobor6 experimentalmente en células mononucleadas y dendriticas; el estudio dosis-
efecto mostr6 que a una dosis de 100 ng del péptido CNS presenta el mayor efecto
antiinflamatorio en ambas estirpes celulares, inhibiendo la produccion de citocinas, tales como
IL-6 y TNF-o por arriba del control positivo FILM, lo cual nos proporciona datos

farmacologicos innovadores.



2. Introduccion

La linea de investigacion “Estructura electronica de sistemas de interés biologico” que se
desarrolla en el Area de Quimica Computacional de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza se enfoca al estudio de las propiedades electronicas, estructurales y fisicoquimicas en
sistemas de interés biologico; es decir, al estudio de moléculas con actividad biologica para su
posterior evaluacion en modelos in vitro e in vivo.

En nuestro grupo se ha llevado a cabo el estudio teorico detallado de la estructura electrénica y
de las propiedades fisicoquimicas del pentapéptido Met-GIn-Cys-Asn-Ser (MQCNS) [1]
aislado por Kretschmer y colaboradores [2], a partir de un oligopéptido antiinflamatorio
producido por Entamoeba histolytica. EI analisis tedrico del pentapéptido y de sus analogos:
Met-Pro-Cys-Asn-Ser y Met-Lys-Cys-Asn-Ser, realizado a nivel ab initio y de la teoria de
funcionales de la densidad (TFD) mostrd una relacion entre las propiedades electronicas,
fisicoquimicas y geométricas con la actividad antiinflamatoria [1]. Con base en dichos
resultados, se propuso un grupo farmacoforo (Cys-Asn-Ser) como responsable de la actividad
antiinflamatoria. Mas tarde, dicho tripéptido se caracterizo6 a través de estudios teoricos en fase
gas y en solucion [5].

De acuerdo a lo anterior, este trabajo de tesis se enfoca al estudio tedrico de las propiedades
fisico-quimicas, estructurales y de reactividad de los tripéptidos Cys-Asn-Ser y Cys-Asp-Ser,
asi como la evaluacion de su respuesta bioldgica a diferentes dosis de concentracién de dichos
péptidos, mediante ensayos in vitro en células mononucleadas y células dendriticas

estimuladas con LPS de origen bacteriano.



3. Marco teérico

La respuesta inflamatoria es clave en el desarrollo y en la progresion de muchas enfermedades
y en procesos celulares como el envejecimiento. Por lo que es importante crear nuevas
estrategias para el disefio y modificacion de moléculas antiinflamatorias [7-12].

La inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos moleculares y
celulares en respuesta a embates fisicos, quimicos o bioldgicos. El proceso inflamatorio se
activa en diversas patologias tales como artritis reumatoide, Alzheimer, Parkinson, cancer,
diabetes y obesidad, entre otros [13-15]. Es una reaccion compleja que se lleva a cabo en el
tejido conjuntivo vascularizado, por lo que puede ocurrir practicamente en cualquier 6rgano
[16-18]. Debido a la importante participacion de fendmenos inflamatorios en diversas
patologias tan graves y disimiles, se han desarrollado una gran cantidad de farmacos
desinflamatorios, de ellos destacan los no esteroideos que actGan blogueando la sintesis de
prostaglandinas. La desventaja de estos farmacos son los efectos secundarios téxicos que
suelen presentar los pacientes que los consumen. Ante este panorama, los péptidos antes
mencionados, son una alternativa en la busqueda de nuevas moléculas antiinflamatorias.
Soriano-Correa y colaboradores [1], realizaron un estudio tedrico detallado de la estructura
electronica y de las propiedades fisicoquimicas a nivel ab initio y de la teoria de funcionales de
la densidad (TFD) del pentapéptido derivado de E. histolytica, asi como de sus analogos;
evaluando diversos descriptores quimico-cuanticos, tales como sus propiedades fisico-quimicas
de acidez, cargas atdmicas, ordenes de enlaces, orbitales moleculares, momento dipolar,
isosuperficies del potencial electroestatico, orbitales moleculares frontera (HOMO-LUMO) vy
sus parametros geométricos, demostrando una relacion entre sus propiedades electronicas,
fisicoquimicas y geométricas con la actividad antiinflamatoria. Con base en estos resultados, se

propuso un grupo farmacoforo que correspondié a un tripéptido con carboxilo terminal del



pentapéptido nativo (Cys-Asn-Ser) [1]. Posteriormente, ensayos experimentales confirmaron la
actividad antiinflamatoria del farmacoforo en modelos in vivo e in vitro [3].

Dichos resultados permitieron proponer al grupo farmacé6foro como un tripéptido modelo, el
cual fue caracterizado a través de estudios tedricos [4]. Recientemente, Soriano-Correa y
colaboradores [5], realizaron un estudio teorico del tripéptido (Cys-Asn-Ser) en fase gas y en
fase acuosa, estos estudios han permitido disefiar una familia de nuevos péptidos pequefios
sustituyendo la cadena lateral [6], al igual que nuevas familias de conférmeros de los péptidos

que son el objeto de estudio del presente trabajo de tesis.

3.1 Péptidos

Llamados polimeros de aminodacidos, los péptidos son la union de dos 0 més aminoécidos (aa)
mediante enlaces amida; estos enlaces son el resultado de la reaccion entre el grupo carboxilo
de un aay el grupo amina de otro, con la eliminacion de una molécula de agua. En los péptidos
y en las proteinas, estos enlaces amida reciben el nombre de enlaces peptidicos [22], tal como

se muestra en la Figura 1.
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O

Figura 1. Reaccién de condensacién para la formacion
del enlace peptidico [22].

Cuando son pocos los aa que forman el peptido (menos de 10), se trata de un oligopéptido.
Cuando el numero de aa esta comprendido entre 10 y 100 es un polipéptido mientras que si el

numero es mayor de 100 aa, se habla de una proteina.



En un péptido o una proteina pueden distinguirse dos regiones [22]:
e La cadena principal o esqueleto
e Las cadenas laterales (que son las responsables de las propiedades fisico-quimicas del

péptido)

Independientemente de la longitud de la cadena polipeptidica, en un extremo habra un grupo

amino libre y en el otro extremo un grupo carboxilo terminal como se muestra a continuacion.

R! H R?

v ||
H;N—CH—C—N-—CH—CO00"
(A) J ()

Figura 2. Esquema de la cadena polipeptidica, donde en
los extremos (A) es el grupo amino terminal y (B) el grupo
carboxilo terminal [22].

3.1.1 Propiedades de los péptidos

Los péptidos son estructuras intermedias entre los aminoacidos y las proteinas. Sus propiedades
fisicas y quimicas suelen reflejar en mayor o menor medida las de los aminoacidos que los
conforman.

Al perderse los grupos hidrofilicos (amino y carboxilo), implicados en la formacion de los
enlaces peptidicos, el caracter polar o apolar de los péptidos depende de la naturaleza de los
grupos presentes en las cadenas laterales.

Los valores de los pKa de los grupos ionizables a menudo se ven alterados por la proximidad
de otros grupos polares [23].

Los peptidos presentan a menudo ciertas peculiaridades estructurales que no aparecen en las

proteinas:



e Los grupos -NH; y -COOH terminales pueden encontrarse bloqueados. Por ejemplo, como
grupos amino terminales que estan acetilados o en forma de &cido piroglutamico y grupos

carboxilo terminales en forma de amidas o de metil-ésteres.

e El pH del medio en el que se encuentre el péptido es esencial para determinar las
propiedades &cido-base de los aminoéacidos que los conforman, este es un aspecto
importante, pues de esto dependen las propiedades quimicas y la funcionalidad biologica.
Las propiedades &cido-base estan determinadas por los grupos protonables que poseen los
aminoacidos que forman al péptido, ya que cada aminoacido terminal puede actuar como
acido o base. Existe un pH en el cual la carga neta del péptido sera cero y recibe el nombre

de punto isoeléctrico (pl), donde el péptido se encuentra en su forma de zwitterion.

3.1.2 Funciones de los péptidos

Los péptidos se forman generalmente a partir de proteinas precursoras. Estas proteinas se
sintetizan en los ribosomas y suelen ser inactivas, el péptido activo se produce por mecanismos
de hidrdlisis de la proteina precursora. Entre las funciones bioldgicas mas importantes que

realizan los péptidos se enlistan las siguientes [23]:

e Agentes vasoactivos: el hipotensor mas potente que se conoce es la angiotensina Il, que es

un octapéptido; otro agente hipotensor conocido es el nonapéptido bradiquinina.

e Hormonas: son moléculas quimicas que ejercen su accion sobre células, érganos vy tejidos.
Y como ejemplo de hormonas peptidicas estan la oxitocina, la vasopresina, la somatostatina,

la insulina, el glucagdn, etc.

e Neurotransmisores: son moléculas quimicas producidas en una terminal nerviosa pre-

sinaptica, que a través de un receptor especifico ejercen su accion sobre la neurona post-
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sinaptica. Algunos neurotransmisores peptidicos son las encefalinas, la p endorfina y la
sustancia P.

e Antibidticos: la valinomicina y la gramicidina S, son dos péptidos ciclicos con accion
antibiotica.

e Cofactores enzimaticos: el glutation un tripéptido que actia como cofactor enzimatico en

algunas reacciones redox y se comporta como un importante oxidante celular.

3.2 Peéptidos antiinflamatorios

En los estudios del absceso hepatico amibiano avanzado causa asombro la escasez de
elementos inflamatorios. Para explicar este acontecimiento se plantearon dos hipétesis: la
citolitica y la anti-migratoria. En la primera, el parasito destruye los leucocitos conforme éstos
arriban a la zona infectada. Pérez-Tamayo y colaboradores [24], propusieron la segunda
hipotesis, la cual sugiere que la Entamoeba histolytica produce y libera factores que son
capaces de inhibir la llegada de los leucocitos al foco de infeccion. Kretschmer vy
colaboradores [25], demostraron que en el sobrenadante de cultivos axénicos de E. histolytica
se encuentra un factor capaz de inhibir in vitro la locomocidn de los fagocitos mononucleares
humanos, y no los polimorfos nucleares humanos, por lo cual se le nombra factor inhibitorio
de la locomocién de monocitos (FILM).

Dicho factor es un pentapéptido (Met-GIn-Cys-Asn-Ser) termoestable, que posee diversas
propiedades antiinflamatorias in vitro e in vivo como el de la inhibicion de la locomocion de
monocitos, inhibicion del estallido respiratorio de monocitos y de neutréfilos, asi como
inhibicion de la hipersensibilidad retardada cutanea al dinitroclorobenceno en cobayos y jerbos,
al igual que el retraso de leucocitos mononucleares en ventanas de Rebuck en humanos con
abatimiento de las moléculas de adhesion VLA-4 y VCAM en el endotelio post capilar y en

monocitos [26].



Por lo tanto la multiplicidad de sus efectos hace considerar su mecanismo de accion sobre la
red de citocinas inflamatorias del huésped. EI FILM inhibe la expresion inducida de las CC-
quimiocinas (denominadas CC ya que en su estructura tienen dos cisteinas adyacentes al
extremo amino terminal), MIP-1a, MIP-13, 1-309 y del receptor CCRL.

De acuerdo a lo anterior se piensa que el FILM tiene su principal efecto en la matriz NF-«xB, al
aumentar la translocacion del homodimero p50/p50 el cual actGa como inhibidor, y se altera la
dinamica del heterodimero p65/p50. Lo cual se origina al inhibirse la proteina MyD88 vy se
altera su translocacion membranal, dicho mecanismo de accidn se esquematiza en la Figura 3

[27].
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Figura 3. Mecanismo de accion tedrico del FILM sobre FN-«B,
donde puede afectar la sintesis de MyD88 y la translocacion
membranal nuclear [27].
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Con base en la caracterizacion tanto tedrica y experimental del pentapéptido (Met-GIn-Cys-
Asn-Ser) y del tripéptido (Cys-Asn-Ser), diversos grupos se han dado a la tarea de disefar
nuevos peéptidos, buscando mayor estabilidad y mayor potencia bioldgica [1, 3, 6, 28].

Tal como, Soriano-Correa y colaboradores demostraron que el tripéptido CNS es el grupo

farmacoforo del pentapéptido MQCNS, como se muestra en la Figura 4.

Figura 4. Isosuperficie del potencial
electrostatico, donde se observa una mayor
densidad electronica en los aminoacidos que
conforman el grupo farmacéforo [4].

Algunos anadlogos de CNS se han aplicado en patologias que presentan un proceso
inflamatorio; como por ejemplo Jia Yao y colaboradores [28], utilizaron el tripéptido modelo
(Cys-Asn-Ser), para sintetizar dos tetrapéptidos analogos (Tyr-Cys-Asn-Ser) y (His-Cys-Asn-
Ser); los cuales se probaron en un modelo murino de isquemia cerebral y concluyeron que
tanto el tripéptido modelo como sus dos analogos presentan efectos neuroprotectores, ya que a
los grupos que se les aplicaron los péptidos presentaron el menor nimero de infarto al realizar
la reperfusidn y su tejido presento mayor irrigacién sanguinea en comparacion con el grupo con

isquemia y sin tratamiento, tal como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. A) reperfusion donde a: grupo sano, b y c: grupos sin péptidos, d: Cys-Asn-Ser,
e: Tyr-Cys-Asn-Ser, f: His-Cys-Asn-Ser y B) Gréfica de volumen de infarto [28].
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3.3 Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), constituyen un grupo farmacoldgico,
quimicamente heterogéneo y ampliamente utilizado, no solo en el tratamiento de patologias del
aparato locomotor (artrosis, artritis reumatoide, etc.), sino también en otras indicaciones
terapéuticas (fiebre, colicos nefréticos y biliares, cefalea, traumatismos, y otras) [29,30].

Los AINES también presentan una elevada capacidad de provocar reacciones adversas, siendo
las complicaciones gastrointestinales el principal problema de su consumo.

Entre el 1-2% de los consumidores habituales presentan una complicacion grave, y la
incidencia de ulceras es elevada (15-30%). Dichos antiinflamatorios son los responsables del
40% de los ingresos hospitalarios por sangrado gastroduodenal y la dispepsia (trastorno de la
secrecion, motilidad o sensibilidad géastrica que perturba la digestidn), que es la principal causa
de abandono del tratamiento [30].

Existen dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa a la cual estan dirigidos los AINES. La
COX1 se expresa en la mayoria de los tejidos (mucosa gastrica, plaquetas y rifiones), y es
responsable de la sintesis de prostaglandinas (PG), con funcidn protectora de la mucosa
gastrica, que regula la funcién renal y actividad plaquetaria. La COX2 (principal enzima
asociada a la inflamacidén), que se expresa en menos tejidos en condiciones normales (sistema
nervioso central, rifion y aparto reproductor), pero es inducida en respuesta a estimulos
inflamatorios en macrofagos, monocitos y células endoteliales, donde se generan PG
(particularmente PGE2 y PGI2), que son mediadores del dolor y la inflamacién. Se postula que
la inhibicién de la COX1 seria la responsable de los efectos adversos de los AINES clésicos,
sobre la mucosa gastrointestinal, mientras que sus beneficios terapéuticos dependerian de la
inhibicion de la COX2 [29]. Algunas caracteristicas de ambas isoformas pueden apreciarse en

la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas diferenciales basicas de la COX1y la COX2 [29]

Caracteristicas

COX1

COX2

Gen responsable
Localizacién
Cromosomica

No de aminoacidos

Tejido donde se expresa

Localizacion intracelular

PTGS1[31]
Cromosoma 9¢32-33,3

599[31]

Constitutiva en la mayoria de tejidos.

Plaquetas, TGlI, plaquetas, rifion.

Reticulo endoplasmico

PTGS2[32]

Cromosoma 1¢25,2-25,3

604[32]
Constitutiva: SNC, rifién
Inducida: células endoteliales,

f2ibroblastos, FML miometrial y
monocitos, macréfagos.

Reticulo endoplasmico y
membrana nuclear.

Inespecificos: IL-1 (a y b), TNF a,
endotoxinas, FCE.

Especificos: lipoproteinas HDL, en
FML lisas, LH en ovario.

Inductores
Desconocido

El mecanismo de los AINES clasicos consiste en la inhibicién de la ciclooxigenasa (COX), de
manera que impiden la sintesis de distintos eicosanoides a partir del acido araquiddnico. Estos
eicosanoides son los responsables en diversos grados de los mecanismos patogénicos de la
inflamacién, del dolor y de la fiebre, entre otros procesos fisiologicos [29].

Los AINES cléasicos inhiben tanto la COX1 como la COX2, por lo cual es de suma importancia
la selectividad de inhibidores de COX2. Sin embargo, la principal consecuencia de los
farmacos que actlen selectivamente inhibiendo la COX2 seria que consiguiendo la misma
eficacia antiinflamatoria se reducirian los efectos secundarios derivados de inhibir la COX1.

No obstante, la COX2 juega un papel importante en diversos 6rganos, por lo que su inhibicion
puede producir efectos secundarios tipicos de AINES clasicos como alteraciones de la funcion

renal y del metabolismo hidroelectrolitico [29,30].
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3.4 Inflamacién

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunoldgico de un organismo al dafio causado a
sus células y tejidos vascularizados por patdgenos bacterianos y por cualquier otro agresor de
naturaleza bioldgica, quimica, fisica 0 mecanica. Aunque dolorosa, la inflamacion es,
normalmente, una respuesta reparadora, un proceso que implica un enorme gasto de energia
metabolica. Dicha respuesta reparadora en ocasiones transcurre hacia una situacion cronica que
suele dar lugar a una enfermedad degenerativa [33].

La respuesta inflamatoria estd formada por plasma, células circulantes, vasos sanguineos y
constituyentes celulares y extracelulares del tejido conectivo. Entre las células circulantes se
incluyen los neutrofilos, monocitos, eosindfilos, linfocitos, baséfilos y plaquetas. Las células

del tejido conectivo son los mastocitos, que rodean los vasos sanguineos y los fibroblastos.

La matriz extracelular consiste en proteinas con estructuras fibrosas (colageno, elastina),
glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina, entactina, tenascina, entre otras) Yy
proteoglicanos. La membrana basal es un componente especializado de la matriz extracelular

que consiste en glicoproteinas adhesivas y proteoglicanos [33].

Tras un proceso inflamatorio puede ocurrir lo siguiente:
1. Resolucion con retorno a una estructura y funcién normales.
2. Supuracién con formacién de absceso.

3. Hinchazdn con regeneracion de tejido especializado o fibroso formando una cicatriz.

B

Persistencia del agente causante, haciéndose el proceso cronico.
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3.4.1 Factores que dan origen a la inflamacion
3.4.1.1 Factores exdgenos

La inflamacién puede ser originada por factores exdgenos, como lesiones por agentes
mecéanicos  (corte, etc), fisicos (quemaduras), quimicos (corrosivos), bioldgicos

(microorganismos) e inmunologicos (reacciones de hipersensibilidad) [34].

3.4.1.2 Factores enddgenos

e Necrosis tisular: las células necroticas liberan moléculas que activan la respuesta

inflamatoria.

e Traumatismos o rotura 6sea, que inducen inflamacion por que dafian a los tejidos (necrosis)

0 aportan microbios.

3.4.2 Tipos de inflamacion

La inflamacidn segin su duracién se divide en aguda y cronica. La aguda es de duracion
relativamente corta (minutos, horas o pocos dias), se inicia muy rapidamente y se caracteriza
por el exudado de fluidos plasmaticos y la migracion de leucocitos predominantemente
neutrofilos. La inflamacidén crénica dura semanas, meses o incluso afios y se caracteriza
histologicamente por el infiltrado de linfocitos y macrofagos con la proliferacion de vasos

sanguineos y tejido conectivo [35].

3.4.2.1 Inflamacion aguda

Los cambios que se producen tras la lesion tisular se deben a tres procesos:

1. Cambios en el flujo y calibre vascular que hacen que aumente el flujo sanguineo.
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2. Cambios estructurales en los vasos sanguineos que aumenta la permeabilidad vascular e
inducen la formacion de exudado inflamatorio.

3. Paso de leucocitos del espacio vascular al extravascular alcanzando asi el foco de las
lesiones.

El resultado de todo ello es la acumulacion de un fluido rico en proteinas, fibrina y leucocitos.

En los primeros 10-15 minutos se produce una hiperemia (aumento de la irrigacion sanguinea

intravascular de un organo, segmento de dérgano o tejido vascularizado), por dilatacion de

arteriolas, vénulas y apertura de los vasos de pequefio calibre.

Tras esta fase aumenta la viscosidad de la sangre, lo que reduce la velocidad del flujo

sanguineo. Al disminuir la presion hidrostatica en los capilares, la presion osmotica del plasma

aumenta y en consecuencia un liquido rico en proteinas sale de los vasos sanguineos originando

el exudado inflamatorio.

3.4.2.2 Inflamacioén crénica

Si la inflamacion perdura semanas 0 meses se considera cronica, y tiene dos caracteristicas

importantes:
1. El infiltrado celular estd compuesto sobre todo por macrofagos, linfocitos y células
plasmaticas.
2. En este tipo de reaccion inflamatoria existe mayor formacion de tejido fibroso que la
cantidad de exudado de liquidos.

La inflamacidn crénica puede producirse por diversas causas:

a) progresion de una inflamacion aguda

b) sucesos recurrentes de inflamacién aguda

c) inflamacion cronica desde el comienzo, asociada frecuentemente a infecciones

intracelulares.
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3.4.3 Mecanismos que intervienen en la inflamacién
3.4.3.1 Migracion leucocitaria

Inicialmente, en la inflamacion aguda se acumulan predominantemente los leucocitos,
neutréfilos polimorfos nucleares y en las fases tardias, los monocitos y macréfagos. Hay tres
fases para el reclutamiento de las células en la region dafiada; es decir, la salida de las células
desde la luz del vaso al espacio intersticial [36,37]. Normalmente las células ocupan la parte
central del torrente sanguineo teniendo muy poco contacto con el endotelio. Al aumentar la
permeabilidad vascular, el flujo sanguineo disminuye, lo que permite a los leucocitos acercarse
al endotelio vascular. Este proceso se denomina marginacion y se debe a los cambios

hemodinamicos producidos en la inflamacién, como se observa en la Figura 6 [37].
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Figura 6. Visién general del proceso inflamatorio como consecuencia de
una herida, donde las bacterias consiguen sobrepasar el epitelio
activando a los macrdfagos y otras células [37].

Los leucocitos escapan del torrente circulatorio mediante un movimiento ameboide activo.
Cuando los leucocitos entran en contacto con la célula endotelial, proyectan pseudopodos y
migran por la superficie hasta que detectan una union celular inter-endotelial.

Durante su paso desde la luz vascular al tejido extravascular, el leucocito rompe las uniones

inter-endoteliales y la membrana basal probablemente a través de la secrecién de colagenasa.
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La estirpe de leucocito que migra depende mucho del tiempo que dura la inflamacién y del tipo
de estimulo. En la mayoria de los casos, en la inflamacién aguda los neutrofilos son las células
predominantes durante las primeras 24 horas, cuyos componentes de sus granulos se describen
en la Tabla 2. Estas células empiezan a acumularse en los primeros minutos tras la lesion,
mientras que los monocitos y macrofagos se acumulan mas tarde, después de 24 horas de
ocurrida esta. Después de la extravasacion, los leucocitos migran en los tejidos a los lugares

donde se ha producido la lesion mediante el proceso de quimiotaxis [37].

Tabla 2. Componentes de los granulos de los neutrofilos

Primarios Secundarios
Lisozima Lisozima
Mieloperoxidasa Fosfolipasa A2
Fosfolipasa A2 Colagenasa
Elastasa Lactoferrina
Catepsinas Fosfatasa alcalina
Hidrolasas

Proteina catidnica

Terciarios: catepsinas y gelatinasa.

3.4.4 Células que intervienen en la inflamacién

En la inflamacidn intervienen una multitud de células pero entre ellas destacan los granulocitos
neutrofilos y los fagocitos mononucleares. La vida de los neutrofilos es muy corta, s6lo de 3 a 4
dias. Algunos de los productos de los granulos son bactericidas, mientras que otros son capaces
de degradar la matriz proteica extracelular. Muchos de los neutr6filos mueren en los lugares de
inflamacién liberando enzimas que pueden dafiar las células o las proteinas de la matriz
extracelular. Los fagocitos mononucleares se diferencian en practicamente todos los tejidos del

organismo de distinta manera segun el tejido que ocupan, dando lugar a macréfagos.
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Los macrofagos tienen una produccién autocrina de factores de crecimiento tales como GM-

CSF o el M-CSF que hacen que proliferen localmente en los tejidos. Para llevar a cabo sus

funciones, los macrofagos necesitan ser activados por IFNy [38].

3.4.5 Moléculas que intervienen en la inflamacion

Ademas de las células directamente implicadas en la inflamacion, como lo son los neutrofilos,

macrofagos y linfocitos, los basofilos, mastocitos, plaguetas y células endoteliales también

producen mediadores quimicos. Hay dos tipos, los mediadores tisulares y los plasmaticos en la

inflamacion, de los cuales se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Mediadores de la inflamaciéon [39]

Origen

Mediador

Mastocitos y basofilos
Kinindgeno
Fibrindgeno

Complemento
Complemento
Membrana celular
Leucocitos

Leucocitos, mastocitos
Leucocitos
Leucocitos
Leucocitos

Leucocitos y otras

Macrdéfagos y otras

Histamina y serotonina
Bradikinina
Fibrinopéptidos
C3a
Cb5a
Prostaglandinas
Leucotrieno B4
Leucotrieno C4, D4, E4
Prot. catidnicas lisosdmicas
Proteasas neutras lisosdmica
Metabolitos de oxigeno
Factor activador de plaquetas
IL1, IL6, TNFa, NO

19



3.4.5.1 Mediadores tisulares de la inflamacion

La activacion de los mastocitos, baséfilos y plaquetas, estimula el metabolismo del &cido
araquidonico con la consiguiente sintesis de prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos. De la
misma forma son sintetizadas citocinas tales como: IL-1, IL-6, IL-8 y TNF. Se denomina
entramado citocinico, a las interacciones complejas de las citocinas por las que inducen o
suprimen su propia sintesis o la de otras citocinas o0 sus receptores, y antagonizan o sinergizan
entre ellas de maneras diferentes y a menudo redundantes. Tales interacciones involucran, en
ocasiones, cascadas citocinicas en las que una citocina inicial desencadena la expresion de ella
y de muchas otras, creando complejos circuitos de retroalimentacion. Se denominan citocinas
proinflamatorias aquellas que favorecen la inflamacion, siendo prototipicas las citocinas ya
mencionadas. Actltan como pirdgenos enddgenos, inducen la sintesis de mediadores
secundarios y de citocinas proinflamatorias por macrofagos y por células mesenquimales,
estimulan la produccion de proteinas de fase aguda y atraen células inflamatorias. El efecto
neto de una respuesta inflamatoria estd determinada por el balance entre citocinas pro y
antiinflamatorias.

La histamina y serotonina segregada por mastocitos, basofilos y plaquetas, producen
vasodilatacion y aumentan la permeabilidad vascular. El PAF (factor activador de plaquetas)
es un complejo lisofosfolipido-acetilado que induce la agregacién plaquetaria y la
degranulacién. Ademas, aumenta la permeabilidad vascular, induce la adhesion leucocitaria y
estimula la sintesis de derivados del 4&cido araquidonico. Estos derivados incluyen las
prostaglandinas y los leucotrienos.

El &cido araquidonico se encuentra en la membrana celular y bajo estimulacion puede ser
liberado al exterior de la célula por una fosfolipasa. ElI o0xido nitrico es producido por las

células endoteliales, macrofagos y neuronas del cerebro.
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3.4.5.2 Mediadores plasméticos de la inflamacion

Los mediadores derivados del plasma estan presentes en el plasma en forma de precursores que
deben ser activados y pertenecen a sistemas de proteinas que interactian entre si. El factor XII
de la coagulacion (Factor Hageman), se activa por superficies extrafias cargadas negativamente,
tales como la membrana basal, enzimas proteoliticos o lipopolisacéridos. Una vez activado, el
factor XII puede participar por numerosas vias en el proceso inflamatorio, como activar el

sistema de la coagulacion, el de la fibrindlisis, el complemento y el de las kininas-kalicreina

3.4.6 Manifestaciones sistémicas de la inflamacion

Las manifestaciones sistémicas se conocen como respuesta de la fase aguda (“acute phase
response”, APR). Estos acontecimientos fisiolégicos, se inician inmediatamente después de que
haya tenido lugar una infeccion o cualquier otro tipo de agresiéon al organismo. La APR se
caracteriza por fiebre, cambios en la permeabilidad vascular y cambios en los perfiles

metabdlicos de varios érganos [37, 40, 41].

La respuesta se inicia y coordina por diversos mediadores inflamatorios, especialmente
citocinas y hormonas, fundamentalmente glucocorticoides. Las primeras son liberadas
precozmente desde el foco inflamatorio por fagocitos mononucleares, linfocitos y otros tipos de
células diferenciadas activadas que tienen potentes efectos locales y sistémicos [36].

La cascada de mediadores induce la activacion, proliferacion, cambios del comportamiento y
cambios metabdlicos de una serie de células y de tejidos; todo ello con el objetivo de
neutralizar al agente agresor, controlar el proceso inflamatorio y promover el proceso de

reparacion y asi, iniciar el retorno a la normalidad fisioldgica [33, 36].
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Un aspecto importante de la APR es que altera perfil hepatico. En condiciones normales el
higado produce un espectro caracteristico de proteinas plasmaticas [37]. Muchas de ellas
tienen importantes funciones, requiriéndose elevadas concentraciones de tales proteinas ante
situaciones de un estimulo inflamatorio. Aunque la mayoria de las proteinas o reactantes de
fase aguda son sintetizadas por los hepatocitos, algunas lo son por otros tipos celulares, que
incluyen monocitos, células endoteliales, fibroblastos y adipocitos. Se denominan proteinas
negativas de fase aguda a aquellas cuya concentracion plasmatica decrece; ello para

incrementar la capacidad hepatica para sintetizar proteinas en la fase aguda.

Por lo tanto cuando se produce una lesion hay un ajuste en la composicion de las proteinas
plasméticas; como el aumento de la proteina C reactiva, que funciona como opsonina de
bacterias, la a-2-macroglobulina y otras antiproteinasas, el fibrinégeno del sistema de
coagulacion y el amiloide sérico A cuya funcion se desconoce, dichos cambios se deben a
alteraciones en la sintesis de estas proteinas por los hepatocitos [37, 40].

De los muchos factores solubles que inician y mantienen una respuesta inflamatoria, varios de
ellos regulan especificamente la transcripcion de proteinas APR, como por ejemplo: IL-1, IL-6,
IL-11, TNFa, factor inhibidor leucémico (LIF), factor de crecimiento transformante g (TGF-B),
factor neurotrépico ciliar (CNTF), IFNy, oncostatina M, &cido retinoico o glucocorticoides

como factores positivos, y acido okadaico o insulina como factores negativos.

La inflamacién produce fiebre a través de pirdgenos externos que estimulan la produccién de
pirégenos endogenos como la IL-1 o TNF. Estas citocinas acttan sobre el hipotdlamo anterior

e inducen la produccion de PGE2 que aumenta la temperatura.

Ademas en la sangre periférica se puede observar una leucocitosis; es decir, el aumento del

numero de leucocitos.
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Este aumento se debe a los neutréfilos, entre los que aparecen formas inmaduras (en banda o
cayados), que presentan diferentes caracteristicas morfoldgicas respecto a los neutréfilos

maduros o segmentados [42], como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Leucocitos: 1) neutréfilo en banda o cayado,
2) neutrofilo segmentado, 3) eritrocito y 4) neutrofilo
en segmentacion [42].

3.4.7 Reparacion de la inflamacion

En la inflamacion se produce una destruccién de las células del parénquima y de las del
estroma. El tejido lesionado se repara mediante tejido conectivo que va a producir la fibrosis y

la escarificacién. En este proceso intervienen los siguientes componentes:

1. Formacidn de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)

2. Migracién y proliferacion de fibroblastos

3. Depdsito de la matriz extracelular

4. Maduracion y organizacion del tejido fibroso (remodelacion)

El proceso de reparacion empieza a las 24 horas tras la lesion. Los fibroblastos y las células del
endotelio vascular comienzan a proliferar formando el tejido de granulacién en el cual se

forman nuevos vasos [33].
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3.5 Citocinas

Son moléculas de bajo peso molecular entre 15-30 kDa, constituidas por fragmentos de 120-
180 aminoacidos. En general estdn producidas por leucocitos, pero determinadas citocinas
pueden también ser secretadas por otras estirpes celulares. Originariamente se establecio el
término linfocina para los productos biologicos producidos por linfocitos en respuesta al
antigeno. Posteriormente, se amplid a moléculas de caracteristicas similares secretadas por
otros tipos celulares, por lo que se utilizo el término mas de citocina.

El término interleucina (IL), se aplic6 a moléculas que servian como sefiales de comunicacién
entre distintos tipos de leucocitos, numerandose a medida que se descubrian. Algunas de estas,
ain conservan su denominacion de acuerdo con la funcion biolégica que permitié su
identificacion, como el TNF (factor de necrosis tumoral) y el TGF (factor transformador de
tejidos) [41].

La expresion de la mayoria de las citocinas esta estrictamente regulada; no se detecta una
produccion significativa, siendo necesaria la activacion celular para que se produzcan en
cantidades suficientes para ejercer sus efectos bioldgicos. A modo de ejemplo el esquema de
accion de algunas citocinas en la respuesta inmunoldgica, tal como se muestras en la Figura 8.
La mayoria de las citocinas son secretadas al espacio extracelular, muchas de ellas en forma

glicosilada que incrementan su estabilidad y solubilidad [35,40].
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Figura 8. Esquema general de accion de las citocinas sobre la respuesta inmune [35].
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En general, las citocinas poseen una vida media muy corta y actlan a concentraciones muy
bajas del orden de picogramos, mediante la union a receptores de alta afinidad presentes en la
superficie de la propia célula productora o en otras estirpes celulares [35]. Dos importantes
caracteristicas funcionales de las citocinas son su pleiotropismo, una misma citocina es capaz
de ejercer efectos biologicos diferentes al actuar sobre distintos tipos celulares y su
redundancia; es decir, que varias citocinas pueden contribuir al desarrollo de la misma funcion

en un determinado tipo celular, tales efectos se visualizan en la Figura 9 [35, 41].
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Figura 9. Actividades funcionales de las citocinas [35]

3.5.1 Citocinas proinflamatorias

En general, estas citocinas, promueven la migracion de los fagocitos hacia el foco del dafio
ocurrido, aumentan la expresion de moléculas de adhesion, inducen una elevacién de la
temperatura (fiebre), asi como la sintesis de las proteinas de fase aguda y estimulan la
migracion de células dendriticas.

Las principales citocinas que actuan en la respuesta inespecifica o inflamatoria son: interleucina
1, factor de necrosis tumoral, interleucina 8, interleucina 12, interleucina 16 e interferones

[35,40]. A continuacion, se mencionan las citocinas cuantificadas en este trabajo de tesis:
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. IL-1a, IL-1B

Son producidas por macrofagos, células dendriticas, células NK, linfocitos B y por el
endotelio. Funcién efectora: coestimula la activacion de células T al aumentar la produccion de
citocinas, entre las que se incluyen IL-2 y su receptor; aumenta la proliferacién y maduracion
de las células B; aumentan la citotoxicidad por NK; inducen IL-1, IL-6, IL-8, TNF, GM-CSF y
PGE, por los macrofagos, efecto pro-inflamatorio al inducir citocinas e ICAM-1y VCAM-1 en

el endotelio; inducen fiebre, proteinas de fase aguda y resorcion por los osteoclastos.

J Factores de necrosis tumoral

TNFa

Producidos por células Th, monocitos, macréfagos, células dendriticas, mastocitos, células NK
y linfocitos B. Como efecto producen citotoxicidad tumoral, caquexia (pérdida de peso),
induce secrecion de citocinas, induce la E-selectina sobre el endotelio, activa macrofagos y

antiviral.

TNF£ (linfotoxina)

De origen en células Thl y Tc. Efecto citotéxico tumoral; aumenta la fagocitosis por

neutrofilos y macréfagos: involucrada en el desarrollo de érganos linfoides, antiviral.

3.5.2 Citocinas antiinflamatorias

Las citocinas antiinflamatorias reconocidas son: IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, factor estimulante de
colonias granulocito-macrofago (FEC-GM), factor beta transformante del crecimiento (FBTC)
y el interferdn alfa (IFNa), los cuales tiene la capacidad de inhibir la liberacion de las citocinas
proinflamatorias y de inducir la produccion del antagonistas de la IL-1 y la liberacion del
receptor de TNF, los cuales limitan algunas de las actividades de las citocinas proinflamatorias

IL-1'y TNFo [40].
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o IL-6

Las originan células Th2, monocitos, macréfagos, células dendriticas y el estroma de la médula
Osea. Citocina con propiedades proinflamatorias y alcanza altos niveles en sangre. Sin
embargo, es considerada como citocina antiinflamatoria ya que tiene una potente capacidad

para inducir la liberacion de proteinas de fase aguda.

o IL-10

Inicialmente se le identific6 como un producto de las células T cooperadoras del tipo 2 de los
ratones, las cuales inhiben la produccion de las citocinas proinflamatorias por las células T
auxiliadoras del tipo 1 tanto en ratones como en humanos. Producida por macréfagos activados,
monocitos, células Tc y linfocitos B. Su principal accion es inhibitoria de los macréfagos y
células dendriticas. También inhibe la expresion de moléculas del CMH de clase 2. La
deficiencia de esta citocina provoca un aumento del proceso inflamatorio y una elevacion de la
liberacion de éxido nitrico, con mayor infiltrado celular; por lo tanto esta citocina es clave en
la regulacion del proceso inflamatorio [40].

Cada una de las proteinas descritas anteriormente tales como las citocinas, interleucinas, etc.
llevan a cabo sus funciones en los organismos en ambientes acuosos, por lo que su estructura es
estabilizada a través de diversas interaccione inter e intramoleculares. De estas, los enlaces de
hidrégeno destacan porque estabilizan las estructuras secundarias en las proteinas.

A continuacion se hace una descripcion detallada de las interacciones de tipo puente de
hidrogeno, debido a que en este trabajo de tesis se evaluaron en las estructuras peptidicas en

estudio (CNS y CDS).
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3.6 Puentes de hidrdgeno

El puente de hidrogeno fue reconocido como un “enlace” por vez primera por Latimer y
Rodebush en 1920 [39]. Un puente de hidrégeno (PH), implica la interaccion estabilizante entre
dos moléculas AH y B, ambas generalmente de capa cerrada y en su estado electronico
fundamental. Comunmente se asume que para la formacién del enlace, el atomo A(X), unido
covalentemente al hidrogeno en la molécula AH, sea bastante electronegativo (ej. Oxigeno,
Fluor). El atomo (Y) en la molécula B, que forma el PH con el hidrogeno debe ser también un
atomo electronegativo y con un par de electrones no enlazantes disponibles, como se muestra

en la Figura 10 [44].

H<
ey

Figura 10. Esquema de la formacion del puente de
hidrégeno, donde X es el aceptor de electronese Y

el dador de electrones [44]

A medida que las moléculas AH y B se acercan una hacia la otra, las estructuras electrénicas de
cada una se modifican muy poco en comparacion con los cambios que acompafian la formacién
de un enlace covalente. Los puentes de hidrégeno intramoleculares se diferencian solo en que

los &tomos XH e Y son parte de la misma molécula.

3.6.1 Propiedades del puente de hidrégeno

La distancia interatomica entre el hidrdégeno y el aceptor es menor que la suma de sus radios de
van der Waals (0.27 nm, aprox. para un oxigeno-hidrdgeno), aunque estan mas separados que si

estuvieran unidos por un enlace covalente puro [44].
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La energia del puente de hidrogeno depende del angulo de enlace; es maxima cuando los tres
atomos (dador-hidrégeno-aceptor) estan alineados (en cuyo caso la interaccién alcanza la
maxima estabilidad), y disminuye cuando se disponen en angulo. Es un enlace muy direccional,
se estima que una desviacion de 20° produce una disminucion de la energia de enlace del 10%,
para valores de 90° o menores no se forman puentes de hidrégeno. Los puentes de hidrégeno
poseen una longitud de enlace caracteristicas, entre 2.5A a 4.0A [44], que depende de la
geometria y dela estructura electrénica de los grupos moleculares implicados como se muestra
en la Figura 11.

En todos los casos los enlaces son superiores a las longitudes caracteristicas de los enlaces
covalentes y mas pequefias que las que podemos calcular con los radios de van der Waals. En
condiciones optimas la energia de los puentes de hidrdgeno oscila entre 4 kJ/mol a 25 kJ/mol,
es decir, son mas débiles que los enlaces covalentes, pero son mayores que las interacciones

dipolo-dipolo o las fuerzas de dispersion.
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Figura 11. Principales tipos de puentes de hidrégeno en biomoléculas
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Los puentes de hidrogeno pueden ser inter e intramoleculares. Los puentes de hidrogeno
intramoleculares es una de las fuerzas no covalentes que juegan un papel muy importante en las
estructuras de las proteinas, especialmente a nivel de la estructura secundaria en donde siguen
un patron periédico bien definido [45].

La periodicidad de este tipo de enlaces en las moléculas de estructura secundaria radica en la
repeticion del grupo peptidico a lo largo de la cadena y el de doble caracter de aceptor y
donador de este grupo. Asi en las hélices a se forman puentes de hidrégeno en los que el
oxigeno del grupo carbonilo de un residuo actla de aceptor, y el nitrogeno amida de otro
residuo actia como donador.

El otro elemento de estructura donde los puentes de hidrdégeno aparecen con una distribucion
repetitiva o periddica es la ldmina 3, paralela o antiparalela. En la lamina paralela los puentes
de hidrégeno, aunque no son la Unica fuerza en juego, mantienen unidas las diferentes hebras
de la lamina, formandose el puente de hidrogeno entre el oxigeno del carbonilo (aceptor) de
una hebra y en el nitrdgeno amidico (donador) de la hebra vecina. Un esquema de puentes de
hidrogeno anélogo se produce en las ldminas ( antiparalelas, con los puentes de hidrégeno méas

paralelos entre si y méas perpendiculares a la direccion de la hebra.

Ademas de los puentes de hidrégeno asociados al grupo peptidico, tan importantes para la
formacion y estabilidad de los elementos de estructura secundaria, un buen nimero de cadenas
laterales de los aminodcidos tienen capacidad de formar enlaces de hidrégeno, tal como se
muestra en la Figura 12, en donde podemos observar que 11 de los 20 aminoacidos proteicos

tienen cadenas laterales con grupos donadores y aceptores [45, 47].
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Figura 12. Grupos donadores (flechas azules) y aceptores (flechas rojas) para puentes de hidrégeno en el grupo
peptidico y en las cadenas laterales de los aminoacidos [45].

Como en este trabajo de tesis se llevd a cabo un andlisis conformacional detallado de los
péptidos en estudio (CNS y CDS), fue necesario cotejar que las estructuras secundarias
propuestas tedricamente existieran en los sistemas bioldgicos. Para hacer este tipo de
prediccién, se hizo uso del grafico o diagrama de Ramachandran, que se describe a

continuacion.
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3.7 Diagrama de Ramachandran

En un enlace peptidico se definen dos enlaces capaces de rotar, uno es el enlace entre el

nitrogeno y el C,, y el otro el enlace entre el C,y el C del carbonilo. Ambos definen

dos &ngulos de rotacion [22,45]:

e El &ngulo diedro de rotacion ¢, definido por los cuatro atomos sucesivos del esqueleto CO-
NH-Ca-CO.

e El angulo diedro de rotacion v, definido por los cuatro atomos sucesivos del esqueleto: NH-
Ca-CO-NH.

La orientacién del eje de giro es considerada positiva por convencion como se muestra en la

Figura 13 [22,47].

Figura 13. Enlace peptidico donde se muestran los dos &ngulos de torsion ¢ y .

Existen dos excepciones en los aminoacidos que se representan en estos diagramas, la glicina
carente de un sustituyente en su cadena R y con un C-a no quiral, y la prolina que es ciclica
debido a la tendencia de una estructura tipo pirrol, no cumplen los requisitos requeridos para
una representacion convencional [22].El diagrama de Ramachandran fue creado por el
bioquimico hindd Gopalasamudram Narayana Ramachandran junto con Viswanathan

Sasisekharan [45, 47].
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En él se pueden visualizar todas las combinaciones posibles de angulos diedros  (psi) contra
¢ (phi) en los aminodcidos de un polipéptido, y que contribuyen a la conformacion de
la estructura permitida de las proteinas. Este grafico permite, aproximar a priori cual sera la
estructura secundaria del péptido, ya que existen combinaciones de angulos tipicas para cada
estructura a-hélice y hoja-p, entre otras. La conformacion de los péptidos se define mediante la
asignacion de valores para cada par de angulos ¢i, i para cada aminoacido. En el segundo
cuadrante se hallan las combinaciones de la hoja-B, en el tercer cuadrante se hallan la hélice a
derecha y los giros o bucles (loops); en el primer cuadrante las combinaciones de la hélice a

izquierda [47], que son las mas caracteristicas, como se muestra en la Figura 14 y en la Tabla 4.

Tabla 4. Estructuras secundarias del

180 BN ™ T T T T . <.
plegamiento de polipéptidos
B (1,
= q ¢c | Estructura secundaria Indicacion
G99 E 2
R . . .
3 5 - Heélice o giro a la derecha o
g & | ) Hoja B paralela T
= 3
- | Hoja p antiparalela N
i = ‘ Hélice 31p giro a la derecha 3
90 |}
Hélice 7 giro a la derecha i
f Liston 2 27 2
$ L__I_J_I;L,,A i 1 1 1 = R | J
22,80 90 90 180 Hélices de poliglicina v
?GRADOS , . i
poli-L-prolina giro a la
Figura 14. Representacion del Diagrama de izquierda
Ramachandran, donde se muestran los 4 cuadrantes Colageno c
de estructuras secundarias permitidas para
polipéptidos, las cuales se describen en la Tabla 4 Heélice o giro a la izquierda oL
[42].

En el disefio de nuevas moléculas con propiedades farmacoldgicas, se toman en cuenta los
parametros geométricos que forman y mantienen la estructura secundaria, como ya se describid

anteriormente.
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Para disminuir el tiempo que representan los estudios experimentales, se han empleado los
métodos basados en la quimica computacional, cuyo proposito es el modelar un sistema
quimico para determinar sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. Existen diversos
abordajes que incluyen al modelado molecular, a los métodos basados en la estadistica y a los
métodos de estructura electrdnica; los cuales aventajan a los demaés, debido a que se hace un

analisis detallado de la distribucidn electronica de cada atomo del sistema.

3.8 Quimica Computacional

Los métodos de estructura electronica son caracterizados por sus aproximaciones matematicas
a las soluciones de la ecuacion de Schrédinger. Hay dos clases de métodos de estructura

electronica: los ab initio y semiempiricos [48, 49, 50].

a) Métodos ab initio: los métodos ab initio son ocupados para predecir las propiedades de
sistemas atomicos y moleculares, utilizando un Hamiltoniano correcto. Estos se basan en leyes
fundamentales de mecénica cuéntica, usan una variedad de métodos matematicos y valores de

las constantes fisicas para resolver la ecuacion fundamental [48-51].

b) Métodos semiempiricos: se basan en un Hamiltoniano mas simple que el Hamiltoniano
molecular correcto, y emplean parametros cuyos valores se ajustan para concordar con los
datos experimentales o con los resultados de calculos ab initio. Métodos tales como AM1,
MINDO/3 y PM3, entre otros estan implementados en programas tales como MOPAC,
AMPAC, Jaguar, Gaussian, etc.

Estos metodos resuelven de una manera aproximada la ecuacion de Schrodinger, la cual
depende de parametros apropiados disponibles para el tipo de sistema quimico bajo

investigacion.
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Los calculos de estructura electronica de &tomos y moléculas de cualquier tipo, ya sea tipo ab
initio, TFD o semiempiricos tienen gran aplicacion ya que sirven para proporcionar
informacion acerca de estructuras, pardmetros geométricos, reactividad quimica, etc.
Asimismo, estos calculos estan siendo utilizados por compafias farmacéuticas en el disefio y

caracterizacion de biomoléculas con presunta actividad bioldgica [49-52].

3.8.1 Ecuacion de Schrodinger

En 1925, Erwin Schrodinger y Werner Heisenberg independientemente descubrieron la nueva
teoria cuantica [49]. El método de Schrddinger involucraba parcialmente ecuaciones
diferenciales, sin embargo, afios después los dos métodos demostraron ser matematicamente
equivalentes. La ecuacion de Schrodinger parece tener una mejor interpretacion fisica a traves
de la ecuacion de onda clasica, ya que puede ser vista como una forma de la ecuacion de onda
aplicada a las ondas de la materia [49].

La mecanica cuantica explica como los electrones tienen caracteristicas duales, esto es tanto de
onda como de particula. La ecuacion de Schrodinger describe la funcion de onda de una
particula [50]:

h? d*(x)
2m  dx?

+ VY = Eyp(x) (1.0)

En esta ecuacion ¥ es la funcion de onda, m es la masa de la particula, h es la constante de
Plank y V es el potencial del campo donde la particula se mueve. El operador Laplaciano es el
operador diferencial que es el equivalente a las derivadas parciales con respecto a las
coordenadas X, Y, z:

o ot

O 0 O
v 6X2+6y2+6zz

(1.1)
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del producto de ¥ resulta su complejo conjugado (=, el cual se escribe [P]?) que es
interpretado como la probabilidad de distribucion de una particula.

La ecuacion de Schrddinger es muy similar tanto para una particula (molécula) como para un
conjunto de estas. En este caso, ¥ es una funcion de las coordenadas de todas las particulas
del sistema.

La energia'y muchas otras propiedades de las particulas se pueden obtener con la solucion de
la ecuacion de Schrodinger para W, siempre y cuando las condiciones de frontera sean las
apropiadas. Son muchas las diferentes soluciones para la funcion de onda, correspondientes a
diferentes estados estacionarios del sistema. Cabe hacer la aclaracidn que el estado estacionario

no significa que la particula este en reposo, si no que la ecuacion no depende del tiempo.

3.8.2 Conjuntos base

Un conjunto base es la descripciébn matematica de los orbitales moleculares dentro de un
sistema (los cuales en determinado momento se combinan para aproximar la funcion de onda
electronica total), empleado para realizar el calculo tedrico. Los grupos de bases grandes se
aproximan con mayor exactitud a los orbitales moleculares, debido a que tienen menos
restricciones en la localizacion de los electrones en el espacio. Los conjuntos base estandar para
calculos de estructura electrénica, usan combinaciones lineales de funciones gaussianas para

formar los orbitales moleculares [51].

3.8.2.1 Bases polarizadas

La division de valencia permite cambiar el tamafio de los orbitales pero no su forma. Las
bases con polarizaciéon evitan esta limitacion, al adicionar orbitales con mayor momento

angular respecto al requerido para la descripcion del estado basal de cada atomo.
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Por ejemplo, las bases polarizadas adicionan funciones d a atomos de carbono y funciones f a
metales de transicion y algunas de ellas adicionan funciones p a a&tomos de hidrogeno. La
funcion de onda para el atomo de hidrogeno es un orbital de tipo 1s. Si dicho atomo de
hidrogeno es expuesto a la accion de un campo eléctrico externo, la densidad de carga se
polariza y la distribucion de carga alrededor del nucleo se hard asimétrica. Si el campo
eléctrico aplicado es uniforme, la funcién de onda, en primer orden de aproximacion, se
convierte en una mezcla del orbital original 1s con una funcién de tipo p. Cuando el atomo de
hidrogeno forma parte de una molécula, el resto de los atomos producen sobre él un campo
eléctrico no uniforme y por tanto la adicién de funciones del tipo p a la base utilizada para

describir al hidrégeno en el entorno molecular [48, 51].

3.8.2.2 Bases difusas

Las funciones difusas permiten a los orbitales ocupar un espacio mayor. Son importantes
porque al describir mejor la parte final de la funcién de onda también describen mejor a los
electrones que se encuentran distantes del nicleo. Por ejemplo, estas funciones son basicas para
representar apropiadamente aniones, moléculas con pares electrénicos no compartidos, estados
excitados, moléculas con elevada carga negativa, sistemas con potenciales de iotizacion bajos,
etc. La base 6-31+G(d, p) adiciona funciones p a los hidrégenos y funciones difusas cuando
sean necesarias [48,51]. A continuacién se presenta la Tabla 5 en la que se muestran los

diferentes conjuntos base.
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Tabla 5. Conjuntos base [50]

Conjunto base
[atomos aplicables ]

Descripcién

STO-3G
[H-Xe]

3-21G
[H-Xe]

6-31G(d)
6-31G*
[H-CI]
6-31G(d,p)

6-31G**
[H-CI]

6-31+G(d)
[H-CI]

6-31+G(d,p)
[H-CI]

6-311+G(d,p)
[H-Br]

6-311+G(2d,p)
[H-Br]

6-311+G(2df,2p)
[H-Br]

6-311++G(3df,2pd)
[H-Br]

Conjunto base minimo, utilizado para resultados cualitativos en los sistemas
muy grandes cuando no se puede utilizar ni siquiera 3-21G.

Division de valencia, 2 juegos de las funciones en la region de valencia
proporcionan una representacion mas precisa de los orbitales. El uso para
moléculas mas grandes con la base 6-31G (d) es demasiado caro.

Este conjunto base afiade las funciones de la polarizacion de atomos pesados,
se usa en la mayoria de los sistemas de tamafio medio/grande. (Este conjunto
base emplea funciones de 6 componentes tipo d)

Adiciona funciones de polarizacién para los hidrdgenos, se utiliza cuando los
hidrégenos son un sitio de interés (por ejemplo, la energia de enlace) y para
calculos de energia mas precisos.

Adiciona funciones difusas lo cual es importante para sistemas con pares
libres, aniones y estados excitados.

Adiciona funciones p para hidrégenos, se utiliza cuando se ha empleado la
base 6-31G(d,p) y cuando las funciones difusas son necesarias.

Triple z, adiciona funciones extra de valencia a la base 6-31+G(d), también se
puede afiadir a los a&tomos de hidrégeno mediante el segundo tipo de funcion
predeterminada.

Pone 2 funciones d sobre dtomos pesados (mas funciones difusas) y 1 funcion
p sobre hidrégenos.

Coloca 2 funciones d y 1 funcién f sobre atomos pesados (mas funciones
difusas) y 2 funciones p sobre dtomos de hidrégeno.

Pone 3 funciones d sobre y 1 funcion f atomos pesados, 2 funcién p y 1
funcion d sobre hidrégenos, asi como funciones difusas.

3.8.3 Descriptores quimico-cuanticos

Los métodos quimico-cuanticos y las técnicas de modelado molecular permiten la obtencién de
diversos descriptores de la densidad de carga para analizar sus propiedades tales como:
reactividad quimica y propiedades fisico-quimicas de una molécula, asi como el efecto de sus
respectivos sustituyentes [48, 50, 51]. A continuacién se describen los descriptores utilizados

en el presente trabajo.
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3.8.3.1 Dureza

La dureza y blandura son conceptos que han estado en la literatura quimica por varias décadas.
Sus nombre fueron propuestos a partir de una correlacion empirica, y ello permitié una
clasificacion de acidos y bases de Lewis en especies duras y blandas. La gran utilidad de estos
conceptos en quimica esta relacionada con el principio de acidos duros y blandos (HSAB), el
cual establece que los acidos duros de Lewis prefieren interaccionar con las bases duras de
Lewis, de manera semejante los acidos blandos interactian con bases blandas. El principio de
acidos duros y blandos, HSAB y el principio de igualacion de electronegatividades, junto con la
teoria de orbitales frontera, han sido Utiles para explicar la estabilidad y el comportamiento de
moléculas, sitios reactivos y posibles mecanismos de reaccién [50,51].

Los conceptos de acidos y bases duras y blandas, se han utilizado para clasificar a los
elementos y a las moléculas y, basdndose en evidencias experimentales poder explicar como y
por qué reaccionan. Sin embargo, este principio ha sido fuertemente criticado debido a que la
dureza y la blandura eran cantidades que no podian ser medidas y a las cuales no se les podia
asignar un valor numérico. El problema fue resuelto por Parr y Pearson en 1983 [50, 51].
Dentro de la teoria de funcionales de la densidad, Parr y sus colaboradores establecieron la

importancia del potencial quimico electrénico definiéndolo formalmente como:

W= [ (2)
ON v(r) 6,0(7') v()

donde E es la energia electronica, N es el nimero de electrones del sistema, v@) es el potencial
externo debido a los nucleos y p(r) es la densidad electronica. Este potencial quimico
electronico tiene practicamente el mismo significado para la nube electrénica que el potencial
quimico dentro de la termodinamica clasica. Parr y colaboradores [52], mostraron que para
cada sistema quimico, ya sea atomo, molécula i6n, radical o varias de estas particulas

interaccionando, existe un potencial quimico electrénico, y esté debe ser constante en cualquier
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punto del sistema. Esto conlleva necesariamente al principio de igualdad de
electronegatividades dada la ecuacion 3 [51]. Cuando dos sistemas quimicos interactdan, para
alcanzar esta igualdad, ocurre una transferencia de carga. Parr y Pearson, propusieron que la

dureza puede definirse como:

110u 1[&*E
=3l (e, @
V(D) v
Si analizamos esta ecuacion observamos que la dureza se interpreta como la resistencia al
cambio del potencial quimico, u, cuando se varia el namero de electrones N del sistema.

Aunado a esto, y bajo la aproximacién por diferencias finitas, la dureza se aproxima [50, 51]:
n=%(-A) (4)

donde 1 es el potencial de ionizacion y A es la afinidad electronica. Considerando el Teorema

de Koopmans, el cual establece que [50,51]:

|NSH

Ax-g_ (5)

donde ey y g corresponden al valor de la energia del ultimo orbital ocupado (HOMO) y del
altimo orbital molecular desocupado (LUMO) respectivamente, se obtiene que la definicion de
dureza estd directamente relacionada con la diferencia de la energia entre el HOMO vy el
LUMO, importante propiedad de cualquier molécula con la cual se determina la reactividad

quimica debido a cambios en la densidad electronica [49-51].

n="%(Es-E) (6)
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3.8.3.2 Cargas atomicas

Una forma de obtener cargas atomicas razonables Q. es ajustando el potencial electrostatico
molecular (MEP) ®. Primeramente, se emplea una funcion de onda molecular para calcular los
valores de @ en una malla de muchos puntos en la region fuera de la superficie de van der
Waals de la molécula.

A continuacion se sitla la carga Q,, en cada nucleo a, y se calcula en cada punto de la malla la
cantidad ®*"*=x,Q,e/4neqri, . Entonces se varian los valores de Q, de forma que se minimice

la suma de los cuadrados de las desviaciones iCI)‘?"O'“’X

- @; en los puntos de la malla. Diferentes
formas de elegir los puntos y de incluir otros refinamientos dan lugar a diferentes esquemas
para obtener las cargas atdmicas Q, que se llaman cargas ESP (potencial electrostatico) [49-

51].

3.8.3.3 Indice de electrofilicidad

El indice de electrofilicidad es definido por Parr y colaboradores [52], como una medida de la

minimizacién de energia debido al flujo maximo del electrén entre el donador y aceptor,

donde  es el indice de electrofilicidad, que es igual al potencial quimico al cuadrado dividido
entre dos veces la dureza. Esta medida de indice de reactividad estabiliza la energia, cuando el
sistema adquiere una carga electrénica adicional. La electrofilicidad es un descriptor de la
reactividad quimica que permite una clasificacion cuantitativa del caracter electrofilico global

de una molécula dentro de una escala relativa.
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3.8.4 Teoria de funcionales de la densidad

La funcion de onda electrénica de una molécula de n-electrones depende de 3n coordenadas
espaciales y n coordenadas de espin. Ya que el operador Hamiltoniano contiene solamente
términos espaciales de uno y dos electrones, la energia molecular se puede describir en
términos de integrales de uno Yy dos electrones, y puede escribirse en términos de integrales
que implican solamente seis coordenadas espaciales. En este sentido, la funcion de onda de
una molécula poli-electronica contiene mas informacion que la que es necesaria, y falta un
significado fisico directo. Esto ha incitado a la busqueda de funciones que impliquen menos
variables que la funcion de onda y que se puedan utilizar para calcular la energia y otras

propiedades [49-51].

En 1964, Pierre Hohenberg y Walter Khon [50, 51], probaron que para moléculas con un estado
fundamental no degenerado, la energia molecular del estado fundamental, la funcion de onda y
todas las demas propiedades electronicas, estan determinadas univocamente por la densidad
de la probabilidad electronica del estado fundamental po(X, Y, z), una funcion de tres variables.
Se dice que la energia electronica del estado fundamental Eq es una funcién de pp y se escribe
Eo = Eo[m], donde los corchetes denotan la relacion funcional. La teoria del funcional de la
densidad (TFD) intenta calcular E, y otras propiedades moleculares del estado fundamental a

partir de la densidad electronica del estado fundamental pp [51].
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3.8.5 Funcionales del gradiente corregido e hibridos

Los funcionales de correlacion de gradiente corregido comdnmente usados, E., son entre otros
el funcional de Lee-Yang-Parr (LYP), el funcional de correlacion de Perdew 1986 (P86 o
Pc86), el funcional de correlacion libre de parametros Perdew-Wang 1991 (PW91 o PWc9l), y

el funcional de correlacion de Becke llamado Bc95 o B96 [50,51].

Uno de los funcionales hibridos mas comunes de manera frecuente y que utilizamos en este
trabajo de tesis, es el funcional hibrido B3LYP (funcional de correlacion Becke y el funcional
de intercambio Lee-Parr), donde el 3 indica un funcional de tres pardmetros [51], definido

como.

ESMP=(1-a9-a))E[*PA 42 B +,EP® + (1-a ) E{"N+a EL"F (8)

donde los valores de los parametros a,=0.20 , a;= 0.72 y a.= 0.81, se eligieron de forma que se

obtuviera un buen ajuste a las energias de atomizacién molecular experimental [51].
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4. Planteamiento del problema

La inflamacidn es un proceso generado por la inmunidad innata, frente a la agresion microbiana
o al dafio del tejido, lo cual es benéfico; sin embargo, cuando se alteran sus mecanismos de
control, se puede convertir en una patologia en forma de inflamacion aguda exacerbada o una
inflamacion cronica. Debido a la toxicidad de los actuales farmacos antiinflamatorios, es de
interés generar nuevas moléculas con mayor actividad antiinflamatoria y menor toxicidad. En
este sentido, la quimica cuéntica, la quimica computacional y el modelado molecular, entre
otras metodologias aplicadas a sistemas de interés bioldgico, son herramientas fundamentales
gue nos proporcionan el conocimiento detallado de la estructura electrénica, de los pardmetros
geométricos y de las propiedades fisicoquimicas que estan asociados a la reactividad quimica
de las moléculas que intervienen en los procesos inflamatorios; lo que permite disefiar nuevas
moléculas con caracteristicas quimico-bioldgicas especificas; es decir con menor toxicidad y

una mayor especificidad.

La importancia de este trabajo de tesis es que a partir de los tripéptidos CNS y CDS, se
generaron dos familias de conférmeros, con la finalidad de analizar de manera detallada la
estructura electronica, las propiedades fisicoquimicas y su reactividad quimica asociado a la
funcionalidad bioldgica de los tripéptidos mencionados; y la evaluacion experimental de la
inhibicion de citocinas proinflamatorias y estimulacion de citocinas antiinflamatorias en un
sistema “in vitro" conocido, de células mononucleadas totales y células dendriticas estimuladas

con LPS.
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5. Objetivos

5.1 General

Realizar un estudio computacional a través de métodos teodricos a nivel de la teoria de
funcionales de la densidad para caracterizar la estructura electrénica, los parametros
geomeétricos, las propiedades fisicoquimicas y la reactividad quimica de péptidos con actividad
antiinflamatoria, y comprobar experimentalmente su efecto de las interleucinas

proinflamatorias inhibitorio en un modelo in vitro de células dendriticas.

5.2 Particulares

e A partir de la geometria de minima energia de los tripéptidos Cys-Asn-Ser y Cys-Asp-Ser en

fase gas, se generaran dos familias de conférmeros

eObtener la geometria de minima energia de cada uno de los conférmeros.

eAnalizar los parametros geométricos de los conférmeros seleccionados de minima y maxima

energia de cada una de las familias.

e A partir de célculos puntuales, se determinaran las propiedades electrdnicas, fisicoquimicas y

de reactividad quimica mediante el estudio de algunos descriptores quimico-cuanticos

eEvaluar la actividad antiinflamatoria dosis-efecto de los tripéptidos CNS y CDS in vitro, en un

modelo de células mononucleadas y dendriticas estimuladas con LPS.
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6. Hipdtesis del trabajo

1.- El analisis tedrico de la estructura electronica, los parametros geométricos y las propiedades
fisicoquimicas permitird conocer los sitios de interaccion y de reactividad quimica mas

importantes de los conformeros seleccionados de minima y maxima energia.

2.- Los tripéptidos que se analizaran a partir del estudio de la estructura electronica, reprimiran

la expresion de mediadores inflamatorios en un modelo in vitro para el estudio de la

inflamacion.
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7. Material

7.1 Hardware

e Dos computadoras personales, una con plataforma Windows XP y otra con linux, las cuales
permiten la visualizacion de estructuras moleculares, el tratamiento matematico de datos y la
realizacion de célculos de algunas propiedades moleculares.

e Dos estaciones de trabajo, con dos procesadores Intel xeon de doble nucleo, 2 gigas en
RAM, sistema operativo linux que permiten la realizacion de los calculos basicos (iniciales)
de la estructura electrénica.

e Conexion a control remoto a las Super Computadoras Kan Balam y Miztli, tiempo de
computo conseguido a través de proyectos avalados por el comité cientifico de la DGCTIC-
UNAM, permitiendo la aplicacion —con gran precision- de diversas metodologias teoricas

basadas en los principios y conceptos de la quimica cuéntica.

7.2 Software

e Paquetes computacionales para el calculo de la estructura electronica y de las propiedades
moleculares, Gaussian versiones 03 y 09 (KanBalam y Miztli).

e Programas de estructura electronica con interface para visualizacion de estructuras
moleculares y célculo de propiedades moleculares, Spartan para Windows'8, Hyperchem

V.7.5, GaussView, v-5.1 y Moleken, Moldraw, entre otros.
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8. Metodologia

8.1 Seccion tedrica

e A partir de las estructuras optimizadas de CNS y de CDS se disefiaron 36 conférmeros de
cada familia. Se optimizaron las geometrias para cada uno de los 36 conférmeros de cada
una de las familias de los tripeptidos. Los parametros geométricos fueron verificados con los
datos tedricos previamente reportados en nuestro grupo y con las estructuras de rayos-X
[1-4].

e Se realizaron célculos puntuales de las frecuencias para corroborar que las geometrias
determinadas fueran permitidas.

e A partir de las geometrias optimizadas, se llevaron a cabo los calculos puntuales de las
isosuperficies de los orbitales frontera HOMO y LUMO, asi como la estimacion de los sitios
reactivos de cada estructura.

e A partir de los calculos puntuales efectuados a un nivel de teoria B3LYP/6-311++G(2d,2p)
se realiz6 la estimacion de los descriptores de reactividad quimica: dureza, potencial
quimico, electrofilicidad y potencial quimico; también se evaluaron las cargas atomicas

obtenidas a partir del potencial electrostatico.

e Se solicité a una casa comercial (American Peptide Co., Sunnyvale, CA, USA), la sintesis
de los tripéptidos analizados tedricamente y se realizaron las pruebas experimentales
correspondientes en un modelo in vitro de células mononucleadas y dendriticas, como se

describe a continuacion.
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8.2 Seccion experimental

e Preparacion de medio de cultivo y reactivos
Se suplementd medio RPMI 1640 con 2 mM de L-glutamina, 1% de aminoacidos no
esenciales, 1000 U/mL de penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicina, 0.25 ug/mL de
amfotericina B, 24 mM de bicarbonato de sodio, 25 mM de HEPES. Se emplearon GM-CSF

e IL-4 para la diferenciacion de monocitos a células dendriticas.

e Obtencion de células mononucleadas totales y células dendriticas a partir de sangre
periférica humana.
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica humana mediante el gradiente de
densidad empleando Ficoll-hypaque. Las células se lavaron con medio RPMI-1640, para
posteriormente incubarlas con un céctel de anticuerpos (anti-CD19, anti-CD3 y anti-CD56)
acoplados a perlas magnéticas y posteriormente se pasaron a traves de columnas Miltenyi. La
pureza de monocitos obtenidos se confirmd por anélisis de citometria de flujo empleando
anticuerpos anti-CD14 para monocitos, CD19 para linfocitos B y CD3 para Linfocitos T. Las
células dendriticas inmaduras se obtuvieron cultivando los monocitos humanos purificados,
en presencia de GM-CSF 200 ng/mL y 50 ng/mL de IL-4 durante 7 dias a 37 °C y con 20 mL
de medio RPMI suplementado con 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100
mcg/mL de estreptomicina Yy suero fetal bovino al 10%. La diferenciacion hacia células
dendriticas fue confirmada por la expresion de CD1a, MHCII, CD14, mediante citometria de
flujo, asi como por visualizacién morfologica.
Las CD se analizaron para marcadores de maduracion celular asociados al ambiente
inflamatorio; usando anticuerpos monoclonales se realiz6 la determinacién de las moléculas
coestimuladoras CD80, CD86 y CD40 por citometria de flujo, asi como anticuerpos para

valorar la expresion de las moléculas del MHC clase 1 y I1.
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Determinacion del efecto antiinflamatorio de péptidos sintéticos en ceélulas

mononucleadas totales y células dendriticas

Las células mononucleadas y células dendriticas se ajustaron y sembraron 500000
celulas/pozo en placas de 24 pozos esteriles y libres de pirdgenos. Se estimularon con 250 ng
de LPS y al mismo tiempo fueron tratadas con diferentes dosis de los péptidos sintéticos 1,
10, 25, 50 y 100 ng. Al término de 24 horas post-estimulacién se determiné la concentracion
de los mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-6 e IL-10 del sobrenadante de los cultivos
por la técnica de inmunoabsorcion ELISA. En otro esquema, las CD se estimularon con 250
ng de LPS durante 3 horas. A continuacion, se adicionaron diferentes concentraciones de
péptidos sintéticos, se incubaron durante 6 y 24 horas; al término de este tiempo se evalu6
la concentracién de las citocinas ya mencionadas por el ensayo de inmunoabsorcion ligando

enzima (ELISA).
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9. Analisis y discusion de resultados

9.1 Optimizacion geométrica de las estructuras de los tripéptidos Cys-Asn-Ser (CNS) y
Cys-Asp-Ser (CDS)

Y  Tripéptido Cys-Asn-Ser (CNS)

Los calculos de la estructura electrénica se realizaron con el programa Gaussian 03 y 09, para
los tripeptidos Cys-Asn—Ser y Cys-Asp-Ser. La optimizacion de las geometrias de cada uno de
los tripéptidos se realiz6 mediante el método de la teoria del funcional de la densidad (TFD),
utilizando el funcional hibrido B3LYP (3 parametros de Becke y Lee-Yang Parr) y con el
conjunto base 6-311+G(d,p). Es importante mencionar que se realizaron calculos de frecuencia
al mismo nivel de teoria para realizar la correccion de la energia al punto cero (ZPVE). En la
Figura 15, se muestra la estructura optimizada de minima energia del tripéptido Cys-Asn-Ser

(CNS), el cual es denominado en este trabajo de tesis como el conférmero 0.

F ol

Figura 15. Estructura optimizada de minima energia del tripéptido CNS

A partir de la estructura de minima energia del tripéptido CNS y tomando como referencia
dicha estructura, se modificé el angulo diedro d25 en pasos de 10° grados, como se muestra en

la Figura 16; para generar una familia de 36 conformeros.
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Figura 16. Estructura optimizada de minima energia, donde se sefiala el
angulo diedro d25, modificado para generar la familia de conférmeros

Cada uno de los 36 conformeros generados, fueron optimizados al mismo nivel de célculo que

la estructura de referencia, como se muestra en la Gréafica 1.
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Gréfica 1. Trayectoria energética de los 36 conférmeros del tripéptido CNS.

En la Grafica 1, se muestra la trayectoria energética de la optimizacion de la familia de los 36
conférmeros, incluyendo el conférmero 0, del tripéptido CNS. De acuerdo a los resultados
obtenidos, podemos observar en el grafico los conférmero de méaxima y minima energia; siendo
el conférmero 0 el de minima energia global y el conférmero 22 la estructura de minima

energia local.
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También se observan estructuras geométricas de maxima energia local y una global que
corresponden a los conférmeros 5, 17 y 36, respectivamente (Grafica 1 y Tabla 6). Es
importante mencionar que la discusion del presente trabajo se enfocara principalmente a los
conférmeros de maxima y minima energia, debido a que es en estas estructuras geométricas
donde se encontraron

las principales similitudes y/o diferencias de las propiedades

fisicoquimicas, electronicas y de reactividad quimica de los péptidos en estudio.

Tabla 6. Energias de optimizacion de conférmeros de minima y maxima energia del
tripéptido CNS a nivel de teoria B3LYP/6-311+G(d.p.)

Conférmero Energia ZPVE Energia Energia AE
(a.u.) (a.u.) (kcal/mol) (kcal/mol)

conf-0 -1460.86870 0.3079 -1460.56079 -916516.50 0.0

conf-5 -1460.86283 0.3073 -1460.5555 -916513.19 3.30

conf-17 -1460.86023 0.3066 -1460.5536 -916511.96 4.54

conf-22 -1460.86476 0.3073 -1460.55745 -916514.40 2.10

conf-36 -1460.85921 0.3071 -1460.55208 -916511.03 5.47

En la Tabla 6 se observa que al modificar el angulo del conférmero, la diferencia energética
aumenta. Como se puede ver en el conformero 5 aumenta en 3.30 kcal/mol respecto al
conférmero 0, mientras que en el conférmero 36 el aumento es de 5.47 kcal/mol; sin embargo,
el conférmero 22 es el que presenta la minima energia local. En contraste en el conférmero 17
se observa una energia local de 4.54 kcal/mol siendo la segunda mayor, después del
conférmero 36 que es el conférmero de maxima energia global. No obstante, la geometria del
conférmero 17

no es estabilizada por puentes de hidrégeno intramoleculares como el

conformero 36, tal como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Estructuras optimizadas de los conformeros de minima y maxima energia del tripéptido CNS.

Al analizar las estructuras conformacionales del tripéptido CNS, se observé que al modificar el
valor del angulo diedro d25, se presentan importantes modificaciones geométricas. Tal que, a
medida que se rota el angulo d25, se pierde el puente de hidrégeno intramolecular Oys-H, que
posee el conférmero O y al mismo tiempo se generan nuevos puentes de hidrdgeno;
observandose uno entre los &tomos Og-H, en el conférmero36, ya que al rotar los 360° no
regresemos a la estructura original, como se observa en el conférmero 36 (Figura 17). Por lo
anterior se asume que dicho puente de hidrogeno Ogg-H, estabiliza la geometria de esta nueva
estructura [5].
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Y  Tripéptido Cys-Asp-Ser (CDS)

En la Figura 18 se muestra la estructura optimizada de minima energia para el tripéptido
Cys-Asp-Ser (CDS); a partir de esta estructura que se hombro conformero 0, se generd una
familia de 36 conférmeros cuya variacion fue en el angulo diedro d25=025-Cy-C17-Cs,
modificando en 10° para cada conférmero, dichas estructuras fueron optimizadas a nivel

B3LYP/6-311+G(d, p).

d
@ 9

2 9
S
8°3%5°¢ s,
s

J

Figura 18. Estructura optimizada de minima energia del tripéptido CDS, donde se
sefiala el angulo diedro d25, modificado para generar la familia de conférmeros

Los resultados obtenidos de las optimizaciones geométricas de cada uno de los 36 conférmeros,
corroboraron que la estructura que se muestra en la Figura 18, es la de minima energia global
(Gréfica 2). Cabe destacar que el conférmero 0 y el conférmero 36 ambos corresponden a
estructuras de minima energia global, debido a que presentan un valor similar del angulo diedro
d25; es decir, en este tripéptido regresamos a la estructura inicial, como se puede observar en la
Gréfica 2, en donde se ilustra la trayectoria energética de las optimizaciones geometrias de cada

uno de los 36 conformeros del tripéptido CDS.
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Energias de optimizacion de los
conférmerosdel tripéptido Cys-Asp-Ser
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Gréfica 2. Trayectoria energética de los 36 conformeros del tripéptido CDS.

Los conférmeros 14 y 15 son estructuras de minima energia locales; en contraste, observamos
un conférmero de méxima energia local que es el conformero 26 y el de mayor energia global

que corresponde al conférmero 12, como se muestra en la Grafica2 'y Tabla 7.

Tabla 7. Energias de optimizacién de los conférmeros de minima y maxima
energia del tripéptido CDS a nivel de teoria B3LYP/6-311+G (d.p.)

Conférmero Energia ZPVE Energia AE
(a.u.) (a.u.) (kcal/mol)

conf-0 -1480.74049 0.2948 -1480.44566 0
conf-12 -1480.73044 0.2947 -1480.43572 6.24
conf-14 -1480.73801 0.2948 -1480.44320 1.55
conf-15 -1480.73802 0.2947 -1480.44328 1.49
conf-26 -1480.73044 0.2944 -1480.43596 6.09
conf-36 -1480.74036 0.2949 -1480.44545 0.13

El conformero 12 presentd la mayor variacion energetica (6.24 kcal/mol), seguido por el
conformero 26 (6.09 kcal/mol), siendo estos los conférmeros de méxima energia global y local
respectivamente. Los conférmeros 14 y 15 son de minima energia local, todos con respecto al

conférmero 0.
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Es importante destacar que al analizar los valores de energia optimizada para los conférmeros
0 y 36, se observa una diferencia de 0.13 kcal/mol lo cual no es significativo ya que
termodinamicamente valores menores a 0.5 kcal/mol se consideran fluctuaciones por lo que

podemos decir que ambos conférmeros son isoenergéticos y de minima energia.

Confomero [0]

Conformero [12]

[025-C22-C17-C8]
97.13367

o,
[026-C22-C17-C8]-2.86714 G

Figura 19. Estructuras optimizadas de los conférmeros de minima y maxima energia del tripéptido CDS.

Cabe mencionar que al analizar estructuralmente ambas familias de conférmeros de minima y
maxima energia, observamos que en la familia del tripéptido CDS (Figura 19), el esqueleto
principal es similar que para el tripéptido CNS (Figura 15), la diferencia radica en la cadena

lateral del aminoacido central en ambos casos (asparagina CNS y &cido aspartico CDS).
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En la cadena lateral del tripéptido CNS se encuentra un grupo funcional amida (-CONH,),
mientras que el tripéptido CDS el grupo funcional en su cadena lateral es un &cido carboxilico
(-COOH).

En la familia de los conférmeros del tripéptido CDS se favorecen menos las interacciones
intramoleculares. No obstante, se observa que en el caso del tripéptido CNS hay formacion de
puentes de hidrogeno intramoleculares lo que le confiere una mayor estabilidad al tripéptido.

Es importante sefialar que de acuerdo a los resultados obtenidos y para corroborar que estamos
trabajando con estructuras permitidas, realizamos un andlisis geométrico basado en los

diagramas de Ramachandran, como se discuten en la siguiente seccion.

9.2 Analisis de diagramas de Ramachandran

Las propiedades de una proteina o péptido estan determinadas en su mayor parte por su
estructura tridimensional ya sea secundaria o terciaria, las cuales conllevan a la informacién
clave para determinar su funcién. Por ello es importante considerar las propiedades geométricas
del enlace peptidico, debido a que su estudio es de suma prioridad para comprender cualquier
estructura que lo contenga, como son las proteinas y péptidos ya que estas estructuras son
secuencias de aminoacidos ligadas a través de enlaces peptidicos planos y rigidos.

Por esta razon, la conformacion del esqueleto de una proteina o péptido se puede especificar
por sus angulos de torsion alrededor del enlace C,-N (¢) y del enlace C,-C (y) de cada uno de
los aminoéacidos que lo forman, de ahi que el diagrama de Ramachandran, es un método con
resultados confiables y ampliamente utilizado, el cual nos proporciona informacién sobre las
conformaciones espaciales permitidas de una proteina o péptido, y se obtiene calculandose

todos los valores de los angulos ¢ y y de la cadena polipeptidica [22].
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De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se realizo el analisis de los péptidos en estudio, bajo

los criterios de los diagramas de Ramachandran cuyos resultados se muestran a continuacion.

e Tripéptido Cys-Asn-Ser (CNS)

En la Figura 20 se muestra los angulos ®2 (Phi) y W1 (Psi) del tripéptido CNS, asi como los
atomos que los forman, en esta figura no se consideran los &tomos de hidrégeno para una mejor
visualizacion de la cadena principal donde se encuentran los enlaces peptidicos, en los cuales se

basa el andlisis de los diagramas de Ramachandran.

¥ */3 2 ‘/‘
¥

yl: N31,C27,C23,N15

'/‘:‘ $2: C4,N1,C3,C7

Figura 20. Angulos diedros y y ¢ , de la estructura del tripéptido CNS

La Grafica 3 ilustra el diagrama de Ramachandran realizado para el tripéptido CNS, donde se
graficaron los valores de los angulos ¢2 y wl1. Los valores de los &ngulos mencionados se
obtuvieron modificando 20° ambos angulos diedros, partiendo de la estructura optimizada de
minima energia global (conférmero 0), con lo que graficamos 18 conférmeros cuyos valores de

los angulos de cada conformero se reportan en la Tabla 8.
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Tabla 8. Valores de angulos
diedros del tripéptido CNS

vl 2
109.38  -68.94
129.38  -88.94
149.38 -108.94
169.38 -128.94
-170.62  -148.94
-150.62 -168.94
-130.62  171.06
-110.62  151.06
90.62  131.06
-70.62  111.06
-50.62 91.06
-30.62 71.06
-10.62 51.06
9.34 31.06
29.34 11.06
49.34 -8.94
69.34  -28.94
89.34  -48.94
109.34  -68.94

Gréfica 3. Diagrama de Ramachandran para el tripéptido CNS con los &ngulos w1y ¢2

Al analizar la Gréafica 3 correspondiente al diagrama de Ramachandran del tripéptido CNS

podemos observar que 7 de los 18 conférmeros optimizados a nivel de teoria B3LYP/6-

311+G(d,p), tienden a adoptar una conformacion de loops, las cuales son estructuras no

permitidas, mientras que 11 conférmeros donde esta incluido el conférmero de minima energia

global se encuentran en regiones de estructuras permitidas.

Cabe mencionar que los célculos tedricos concuerdan con los diagramas de Ramachandran. Ya

que los conférmeros tanto de minima como méxima energia local y global obtenidos en la

trayectoria energética (Grafica 2), presentan estructuras permitidas; tal, como se muestran en la

Gréfica 3. El conformero 0 se muestra en color rojo, mientras que los conférmeros 5, 17, 22 y

36 se muestran en color verde.
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e  Tripéptido Cys-Asp-Ser (CDS)

A continuacién se muestra la Figura 21 correspondiente a la estructura optimizada del
tripéptido CDS, donde se observan los angulos W1y ®2 al igual que los atomos que

conforman estos &ngulos diedros en la estructura.

‘I’l‘ +/3
2

Figura 21. Estructura del tripéptido CDS esquematizando angulos diedros v y ¢

yl: N29,C26,C23,N15
$2: C4,N1,C3,C7

En la Gréfica 4 se analiza el diagrama de Ramachandran para el tripéptido CDS. A partir de la
estructura de minima energia global se obtuvieron 18 conférmeros, de los cuales en la Tabla 9
se reportan los valores de sus angulos diedros w1 y ¢2. Se observa que 12 conférmeros
incluido el conférmero de minima energia global se localizan en regiones de estructuras
permitidas, mientras que 6 conférmeros no.

A partir del diagrama de Ramachandran para el tripéptido CDS, se seleccionaron los
conférmeros de minima y maxima energia local y global obtenidos en la trayectoria energética
(Gréfica 2). En la Gréfica 4, se muestra al conférmero 0 y 36 en color rojo y, los conférmeros
12, 14, 15 y 26 en color verde. Los cuales se encuentran en una de las areas del diagrama de

Ramachandran que nos denota que presentan estructuras conformacionales permitidas.
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Tabla 9. Valores de angulos

Diagrama Ramachandran \J/1y (1) 2 diedros del tripéptido CDS

200 yl $2
150 . * 112.69 -128.99
C15 o 132.69 -108.99
c-26 “C-1’4C-36 ®C12 152.69 -88.99
100 ¢ CO 172.69  -68.99
4 -167.31 -48.99
50 -147.31 -28.99
* 127.31 -8.99
S—O * -107.31 11.01
* -87.31 31.01
° ¢ -67.31 51.01
-0 * -47.31 71.01
P -27.31 91.01
-100 * 731 111.01
TS 12.69  131.01
-150 L 2 32.69  151.01
L 4 52.69 171.01
po e
-200 -150 -100 -50 & 50 100 150 200 11269  -128.99

Gréfica 4. Diagrama de Ramachandran para el tripéptido CDS con los angulos w1y ¢2

9.3 interacciones intramoleculares: puentes de hidrégeno

En esta seccion se analizan las interacciones intramoleculares tipo puentes de hidrégeno, de los
conférmeros de minima y maxima energia de los tripéptidos CNS y CDS. Dichas interacciones
son de suma importancia en la estabilidad estructural y funcionalidad de las biomoléculas.

Las consideraciones que tomamos para determinar la formacion de un puente de hidrégeno;
son, la distancia de enlace, que debe ser igual o menor que la suma de los radios de van der
Waals de los &tomos que interactdan. Asi como, la electronegatividad y la coplanaridad entre

los atomos involucrados [44, 46].
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e Familia de conformeros del tripéptido Cys-Asn-Ser (CNS)

En la Figura 22 se muestran los puentes de hidrégeno que se forman en los conférmeros de
minima y méxima energia local y global del tripéptido CNS. En el conférmero O se observan 2
puentes de hidrogeno, el enlace H»-O25 que es el de menor distancia [5], y Ozs-Hag que le
confieren estabilidad a esta estructura.

En el conférmero 5, se pierde el puente de hidrégeno H,-Os. La distancia del enlace Oyg-Hag
disminuye, lo cual tiene sentido con las conformaciones que adquiere esta molécula conforme
se modifica el angulo diedro d25, ya que la estructura se cierra conforme este angulo se rota. La
estructura de maxima energia local corresponde al conformero 17, en el cual no se forman
puentes de hidrogeno.

La estructura de minima energia local corresponde al conférmero 22, en esta estructura se
localizaron 2 puentes de hidrégeno. Confiriéndole, importantes cambios estructurales. Se
observa que el carboxilo y amino terminal se anclan hacia el interior, el &omo Oq invierte su
posicion lo cual lo expone al exterior de la cadena principal del tripéptido y con ello deja de
participar en las interacciones intramoleculares. EI &tomo O,s forma el puente  O,s-Hjo, esta
interaccion se origina ya que el atomo Hjg invierte su posicion al exterior de la cadena
principal y el &tomo O,s también invierte su posicion inicial. También, se forma el puente de
hidrogeno O,g-H,, lo cual propicia el anclaje de la estructura, siendo estas dos interacciones las
responsables de los cambios conformacionales.

Respecto al conférmero 36 el angulo diedro d25 es el mismo que en el conférmero 0; sin
embargo, los conférmeros son estructural y energéticamente distintos, -916516.50 kcal/mol
para el conférmero 0 y -916511.30 kcal/mol para el conférmero 36, debido a la inversion en la
posicién original de los &tomos Hj, Og, Hig y Oag, perdiéndose las interacciones iniciales y
originandose nuevas conformaciones; es decir, el puente de hidrogeno que proporcionaba

mayor estabilidad estructural era H»-Oys, pero al invertir su posicion el aomo H, esta
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interaccion se pierde, lo cual origina una nueva y la mas importante entre H,-Og, en el
conformero 36.

Las modificaciones estructurales en el tripéptido CNS al variar el angulo diedro d25, conllevan
a un puente de hidrégeno de mayor importancia entre H,-O,g, que ya no permite regresar a la

estructura original, como se muestra en la Figura 22.

Conférmero 0 Conférmero 5

Conférmero 17

Conférmero 22 Conférmero 36

Figura 22. Puentes de hidrogeno en conformeros de minima y maxima energia local y global del tripéptido CNS
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e Familia de conformeros del tripeptido Cys-Asp-Ser (CDS)

En la Figura 23 se muestran los puentes de hidrogeno de las estructuras de minima y maxima
energia local y global del tripéptido Cys-Asp-Ser respectivamente. ElI conférmero 0
corresponde a la estructura de minima energia global, donde se observa el puente de hidrégeno

entre O,s-H,, dicha interaccion es de gran importancia y le confieren estabilidad.

En el conféormero 12 no se observa la formacion de puentes de hidrogeno, esto puede deberse a
que energéticamente es el conférmero de mayor energia global (Tabla 7), Lo cual nos indica

que es el conférmero menos estable.

Se obtuvieron dos estructuras de minima energia local que corresponden a los conférmeros 14
y 15. En el conférmero 14 se observa un desdoblamiento del esqueleto principal lo cual se
puede observar con la distancia entre los &tomos Hy4 y H34 de los aminoéacidos de los extremos,
ya que conforme se rota el dngulo d25 esta distancia aumenta y se pierde el puente de
hidrogeno Oys-H,. Sin embargo, el 4&tomo Oy cambia de posicion al igual que el grupo
hidroxilo del O,g, con lo que queda expuesto el &tomo O,g hacia la cadena principal y permite
la interaccion con el H,, formandose el puente de hidrégeno Oys-H,. Cabe sefialar que la

interaccion que presenta el conférmero 15 es semejante a la observada en el conférmero 14.

El conférmero 26 es la estructura de méaxima energia local, en el cual se observa la interaccion
entre Og-H> al igual que en los conférmeros 14 y 15. Y aunque, las distancias de este puente
de hidrégeno no presentan una gran variedad en los tres conformeros, la diferencia es

energética ya que el conférmero 26 es el mas inestable (Tabla 7).

Al analizar el conférmero 36, este es energética y estructuralmente similar al conférmero 0, ya

que ambos son conférmeros de minima energia global, como se muestra en la Gréfica 2.

65



Una vez que se ha rotado 360° el angulo diedro d25 se observa que la interaccion
intramolecular del conformero 36 es la misma que presenta el conformero 0 Ogs-H,, incluso
los valores de este puente de hidrdégeno son similares. Lo cual indica que este puente de

hidrogeno es el que proporciona la mayor estabilidad estructural en el tripeptido CDS.

El estudio de los puentes de hidrégeno es de gran importancia debido a que dichas
interacciones son las responsables de la estabilidad estructural, asi como de las interacciones
intra e intermoleculares en sistemas bioldgicos, como se ha observado en estudios previos

[23, 44, 45].

Conférmero 12

Conférmero 0

Conférmero 15
Conférmero 14

2.040 A

Conférmero 26 Conférmero 36

Figura 23. Puentes de hidrégeno en conférmeros de minima y méaxima energia local y global del tripéptido CDS
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9.4 Parametros geométricos de los tripéptidos: CNS y CDS

e Parametros geométricos

A partir de las estructuras optimizadas de los conférmeros del tripéptido CNS, en la Tabla 10 se

presentan los pardmetros geomeétricos de los conférmeros de minima y méxima energia.

20

Figura 24. Estructura genérica del tripéptido, R = -NH, para CNS y R= -OH para CDS

Tabla 10. Pardmetros geométricos de la familia de conformeros del tripéptido CNS
a nivel B3LYP/6-311+G(d,p)

Pardmetro geométrico Conf-0 (%) Conf-22 (9 Conf-36 (°) Rayos-X

[4]

N1-H2 1.02 1.01 1.01 0.94
C4-09 1.22 1.22 1.22

C22-025 1.22 1.22 1.21 1.259
C8-C17 1.55 1.53 1.53

N15-H19 1.01 1.01 1.01

C23-028 1.23 1.23 1.22

N26-C22 1.35 1.35 1.38

C33-S37 1.83 1.83 1.83 1.811
S37-H39 1.34 1.34 1.34

C4-N1-H2 118.50 118.46 118.08 117.0
C8-C4-N1 114.82 113.93 113.78

C8-C4-09 121.18 121.79 121.93

C8-C17-C22 109.07 113.49 112.53
C23-N15-H19 121.99 116.84 118.59
028-C23-N15 122.43 122.33 12251
C8-C4-N1-H2 10.72 -5.24 -8.94
C8-C4-N1-C3 174.59 -177.30 -178.99
C8-C17-C22-025 (d25) -81.08 58.91 -81.11
C8-C17-C22-N26 96.11 -121.52 96.95
N15-C8-C4-09 3.38 -113.07 -100.40
H19-N15-C8-C4 -1.76 120.03 104.69
028-C23-N15-C8 -4.99 17.05 7.17
028-C23-N15-H19 -171.95 166.63 179.25
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De acuerdo a los resultados obtenidos, los parametros geométricos estan de acuerdo con los
datos experimentales de rayos-X [4].

Se observa que el tripéptido CNS sufre ligeras modificaciones en los enlaces Ni-Hj, Cy2-Oas,
Cs-Cy7, C23-O25 Y N2g-Co, con la rotacion del angulo d25, los cambios més importantes se dan
en los angulos diedros, como se observa en la Tabla 10. Lo cual es consistente con las
modificaciones que sufren las estructuras de minima y maxima energia del tripéptido CNS y
aunado a esto, las interacciones intramoleculares que se presentan favorecen modificaciones

estructurales como se observa en el conformero 36 (Figura 22).

En la Tabla 11, se muestran los parametros geométricos de distancias de enlace, angulos de

enlace y angulos diedros de los conférmeros de minima y maxima energia del tripéptido CDS.

Tabla 11. Parametros geométricos de la familia de conférmeros de CDS
anivel B3LYP6-311+G(d,p)

Parametro geométrico Conf-0 (°) Conf-15 (°) Conf-36 (°)  Rayos-X[4]
N1-H2 1.01 1.01 1.01 0.94
C4-09 1.22 1.22 1.22
C22-025 1.21 1.20 1.21 1.259
C8-C17 1.54 1.54 1.54
N15-H19 1.01 1.01 1.01
C23-028 1.22 1.22 1.22
026-C22 1.34 1.36 1.34
C33-S37 1.83 1.83 1.83 1.811
S37-H39 1.34 1.34 1.34
C4-N1-H2 118.87 119.78 118.44 117.0
C8-C4-N1 115.43 115.20 115.24
C8-C4-09 120.67 121.19 120.75
C8-C17-C22 114.19 117.64 114.38
C23-N15-H19 121.62 121.63 121.59
028-C23-N15 122.62 122.60 122.66
C8-C4-N1-H2 1.37 -0.64 4.36
C8-C4-N1-C3 178.73 175.06 176.87
C8-C17-C22-025 -2.86 -152.86 -2.86
C8-C17-C22-026 (d25) 176.45 29.20 176.41
N15-C8-C4-09 -11.74 -19.77 -13.27
H19-N15-C8-C4 7.12 12.25 7.66
028-C23-N15-C8 -4.84 -2.79 -4.48
028-C23-N15-H19 -172.82 -175.69 -173.77
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Respecto a los angulos diedros del tripéptido CDS, se observa que el valor de los angulos
diedros O23C23N15H19 Y H19N15CsCy son minimas, el primero tiene una disminucién de 0.96° y
el segundo aumenta 0.54°.

La modificacion méas importante se dio en el angulo diedro CgC4N;H,. Sin embargo, en estas
estructuras se aprecian ligeras variaciones en sus angulos diedros, pero estructuralmente no se
perciben al superponer los conférmeros 0 y 36, de hecho en estas estructuras no se presentaron
grandes modificaciones en comparacion con las estructuras de CNS. Esto es debido a que en
CDS el tripéptido tiene Asp como aminoacido central y en su cadena lateral un grupo

carboxilo, el cual no influye de manera significativa en las interacciones intramoleculares.

9.5 Descriptores quimico-cuanticos de reactividad

A partir de las estructuras optimizadas se realizaron calculos puntuales a nivel B3LYP/6-
311+G(2d,2p), de cada uno de los conformeros del CNS, para determinar los descriptores
quimico-cuanticos, con la finalidad de analizar los sitios mas importantes de interaccion y
conocer la estructura electrénica y reactividad quimica de los conférmeros. En la Tabla 12 se
muestran los valores de dureza (n), indice de electrofilicidad (®), momento dipolar total (ur) y

extension espacial de la densidad electrénica (R?).

Tabla 12. Descriptores quimico-cuanticos de la familia de conformeros CNS a
nivel B3LYP/6-311+G(2d,2p)//B3LYP/6-311+G(d,p)

Conféormero ~ HOMO LUMO n ® ur R’
(e.V) (e.V) (Dehyes) (a.u)
CNS-0 -0.2475 -0.0269 3.00 2.32 2.47 9286.89
CNS-22 -0.2412 -0.0331 2.83 2.46 4.90 8199.34
CNS-36 -0.2559 -0.0315 3.05 2.50 3.01 7967.16
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Se observa que los conformeros 0 y 36 presentan un valor de dureza mayor lo cual nos indica
que tienen mayor resistencia al cambio de su configuracion electronica por lo tanto son mas
estables que el conférmero 22; es decir, menos reactivos. Por otra parte, podemos ver que el
valor de electrofilia es mayor para el conformero 36 lo cual sugiere que presenta una mayor
deficiencia de carga, el menor valor es para el conférmero 0.

El conférmero 22 posee el mayor momento dipolar y el conférmero 0 el menor, lo que indica
que la densidad de carga podria estar mas deslocalizada en el conférmero 22, lo cual concuerda
con el valor de la dureza.

Analizando la densidad electronica podemos conocer la medida de la extension electrénica de
estos conformeros, siendo que el conférmero 36 es el que tiene el menor valor, es decir, su
densidad es mas compacta en comparacién con los conférmeros 0 y 22, lo que nos indica que la

zona de interaccién podria ser mayor para estos conférmeros.

En la Tabla 13 se muestran los descriptores quimico-cuanticos de los conférmeros de la
familia del tripéptido CDS, tales como dureza (n), indice de electrofilicidad (®), momento

dipolar total (i) y extension espacial de la densidad electrénica (R?).

Tabla 13. Descriptores quimico-cuanticos de la familia de conférmeros CDS a
nivel B3LYP/6-311+G(2d,2p)//B3LYP/6-311+G(d,p)

Conformero ~ HOMO LUMO n o ur R’
(e.V) (e.V) (Debyes) (a.u)
CDS-0 -0.2435 -0.0327 2.87 2.46 3.16 9422.84
CDS-15 -0.2450 -0.0390 2.80 2.66 3.03 9353.52
CDS-36 -0.24323 -0.0318 2.88 2.43 3.33 9404.26

Para los conférmeros de la familia del tripéptido CDS se observa que el valor de la dureza en
los conférmeros 0 y 36 es mayor, por lo tanto, son los conformeros menos reactivos. Mientras
que el conférmero 15 es el que presenta la menor dureza, por lo que su resistencia al cambio

de su nube electronica es menor y consecuentemente mayor su reactividad.
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Respecto al indice de electrofilia, el conférmero 15 es el que tiene el mayor valor por lo que es
el conférmero con mayor deficiencia de carga, mientras que el conférmero 36 es el que
presenta el menor valor.

Al analizar el momento dipolar se observa que el conformero 36 tiene el mayor valor; es decir,
es el conférmero con la densidad de carga mas deslocalizada, en contraste con el conférmero
15 que presenta el valor méas pequefio.

Para la extension de la densidad electronica, los conférmeros O y 36 presentan valores
semejantes y mayores en comparacion con el conférmero 15 que tiene una extension de
densidad electrénica mas compacta, por lo que los conférmeros 0 y 36 podrian presentan un

mayor zona de interaccion.

9.6 Cargas atdmicas
e Tripéptido Cys-Asn-Ser

En la Tabla 14 se presentan los valores obtenidos para las cargas atomicas de los &tomos Ny,
Ha, Nis, Ozs, Nog, O2s, Na1, Ss7, Hag, de las cadenas laterales del tripeptido CNS (Rcys, Rasn,
Rser) Y las de los aminoacidos Cys, Asn y Ser. El calculo de las cargas atomicas se realizo bajo
el esquema del ESP (a partir potencial electrostatico), que es uno de los métodos mas

confiables para la determinacion de las cargas atomicas.

e
Y-

Figura 25. Estructura genérica del tripéptido CNS donde R = -NH, (N26)
y R=-OH (027) del tripéptido CDS
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Tabla 14. Cargas atémicas de la familia de conférmeros CNS a nivel B3LYP/6-311++G(2d,2p)//B3LYP/6-311+G(d,p)

Conf N, H, Nis Oy N2s Oy Na; Ss7 Hasg Reys Rasn Rser Cys Asn Ser
CNS-0 -0.887 0.309 -0.827 -0.603 -0.850 -0.593 -0.956 -0.298 0.180 -0.066 -0.027 -0.083 0.156 -0.009 -0.147
CNS-22 -0.959 0.389 -0.795 -0.645 -1.007 -0.496 -1.015 -0.317 0.177 -0.084 -0.105 -0.112 0.106 0.016 -0.120
CNS-36 -0.936 0.390 -0.513 -0.574 -0.776 -0.575 -0.972 -0.287 0.142 -0.050 -0.084 -0.137 0.057 0.035 -0.092
Cargas en unidades atdmicas (a.u)

Al analizar la carga de los &tomos, se observa que N1 Nis, O2s, Nag, N33 Y Ss7, tienen un valor negativo por lo que presentan un caracter nucleofilico;
por lo que podrian ser susceptibles a un ataque electrofilico. Lo cual concuerda con la naturaleza de estos atomos ya que son electronegativos.
Mientras que los &tomos H, y Hse, presentan un caracter electrofilico y al tener deficiencia de carga electronica pueden sufrir un ataque nucleofilico
Se observa que las cadenas laterales de los aminodcidos Cisteina, Asparagina y Serina presentan una carga negativa pequefia con un caracter
nucleofilico y podrian sufrir un ataque electrofilico.

La cisteina tiene una deficiencia de carga electrénica, lo cual le confiere un caracter electrofilico y la hace susceptible de un ataque nucleofilico,
mientras que la serina presenta un caracter nucleofilico y puede sufrir un ataque electrofilico, en los tres conférmeros respectivamente.

En el caso de la asparagina, el conformero 0 presenta un caracter nucleofilico por lo que esta estructura podria sufrir un ataque electrofilico; mientras

que, los conférmeros 22 y 36 su caracter es electrofilico.
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Tripéptido Cys-Asp-Ser

El andlisis de cargas atomicas también se realizé para el tripéptido CDS. En la Tabla 15 se muestran los valores obtenidos de las cargas atdmicas

para los atomos N1, Ha, Nis, Ozs, Nag, Sss Y Hsg, de las cadenas laterales Rcys, Rasp Y Rser, Y de los aminoacidos que forman este tripéptido.

Tabla 15. Cargas atémicas de la familia de conférmeros CDS a nivel B3LYP/6-311+G(2d,2p)//B3LYP/6-311+G(d,p)

Conf N; H, Nis Oy Oy Oy N2g Ss6 Hag Reys Rasp Rser Cys Asp Ser
CDS-0 -1.052 0.407 -0.804 -0.560 -0591 -0.578 -0.97 -0.308 0.184 -0.066 -0.022 -0.119 0.143 0.008 -0.152
CDS-15 -0.943 0.373 -0.852 -0.548 -0.611 -0573 -0.975 -0.308 0.181 -0.070 -0.067 -0.067 0.157 -0.031 -0.124
CDS-36 -0.998 0.383 -0.827 -0.567 -0.588 -0.584 -0.968 -0.310 0.180 -0.063 -0.042 -0.118 0.152 -0.021 -0.125

Cargas en unidades atdmicas (a.u)

En el analisis de cargas del tripéptido CDS, se observa que los &tomos N1 Nis, Oss, Oz, O27, Nag ¥ Sge tienen un valor de carga negativa por lo que
presentan un caracter nucleofilico y por ende podrian sufrir un ataque electrofilico. EI H, y Hsg presentan deficiencia de carga y tienen caracter
electrofilico. Se observa que las cadenas laterales de los tres aminoacidos, tienen un caracter nucleofilico y podrian ser susceptibles a un ataque
electrofilico. La cisteina tiene caracter electrofilico y la serina nucleofilico; mientras que el &cido aspartico en el conférmero 0 presenta un caracter

electrofilico y en los conférmeros 15 y 36 caracter nucleofilico.
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9.7 Orbitales moleculares frontera: HOMO y LUMO

Las propiedades quimicas de las moléculas, como su reactividad quimica son determinadas por
sus orbitales moleculares frontera (el orbital ocupado de més alta energia HOMO vy el orbital
vacio de mas baja energia LUMO). EI orbital que es dador del par electrénico es el HOMO que
bajo la teoria de &cidos de Lewis es una base y el orbital que es aceptor del par electrénico es el
LUMO, que es un acido de Lewis. Por lo tanto, la distribucion y energia del orbital HOMO y

LUMO determina la capacidad relativa acida o basica de una molécula.

e Tripéptido Cys-Asn-Ser

En la Figura 26, se muestran las isosuperficies de los orbitales moleculares HOMO de los
conférmeros 0, 22 y 36 del tripéptido CNS.

En los tres conférmeros se encuentra localizada la densidad electronica correspondiente al orbital
HOMO en el grupo amino inicial y en la cadena lateral de la cisteina. Lo que implica que esta
region presente una capacidad bésica y pueda sufrir un ataque electrofilico, como se observo en

las cargas atémicas (Tabla 14).

Conférmero 22

Conféormero 0

Conformero36

Figura 26. Orbitales moleculares frontera: HOMO de los conférmeros del tripéptido CNS
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En la Figura 27 se muestran las isosuperficies de los orbitales moleculares LUMO de los
conférmeros 0, 22 y 36 del tripéptido CNS.

En dicha Figura se observa que la zona que presenta deficiencia de densidad electronica en estos
conférmeros se encuentra distribuido en los aminoacidos asparagina y serina, por lo que esta
zona del esqueleto principal y las cadenas laterales de ambos aminoécidos podrian ser

susceptibles a un ataque nucleofilico y de igual forma esta zona es &cida.

Conformero 0

Conférmero 22 ¢ Conférmero 36

Figura 27. Orbitales moleculares frontera: LUMO de los conférmeros del tripeptido CNS

En los conférmeros 22 y 36 en la cadena lateral del aminoacido asparagina se observa una mayor
deficiencia de densidad electrénica, mientras que en la cadena lateral de la asparagina en la
estructura del conférmero 0 no se observa esta misma deficiencia de densidad electronica, lo que
indica que en los conférmeros 22 y 36 la cadena lateral de la asparagina presenta un mayor
caracter acido. Cabe mencionar que la densidad de carga se encuentra mas localizada en el

conformero 36.
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e Tripéptido Cys-Asp-Ser

En la Figura 28 se muestran las isosuperficies de los orbitales moleculares HOMO de los

conférmeros 0,15 y 36 del tripéptido CDS.

Li
Conformero
0

Figura 28. Orbitales moleculares frontera: HOMO de los conférmeros del tripéptido CDS

o]

Conformero Conférmero
15 36

Se observa en las tres estructuras que la densidad electrénica correspondiente al orbital molecular
HOMO,; esta localizado en la cisteina. La principal area basica en esta region corresponde a la
cadena lateral donde se encuentra el azufre, como se observa en los valores de las cargas

atomicas (Tabla 15).

En la Figura 29 se muestran las isosuperficies de los orbitales moleculares LUMO de los

conférmeros 0, 15y 36 del tripéptido CDS.

Conformero Conférmero Confoérmero
0 15 36

Figura 29. Orbitales moleculares frontera: LUMO de los conférmeros del tripéptido CDS
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Se observa que la zona con deficiencia de densidad electrénica se encuentra localizada y
distribuida en la cadena lateral del &cido aspartico y en el grupo carboxilo terminal de la serina.

En los conformeros 0 y 36 el orbital molecular LUMO se encuentra con una mayor distribucion
en la cadena lateral del &cido aspértico. Y en el conférmero 15 el orbital molecular LUMO esté
localizado en el grupo carboxilico de la serina. Por lo tanto, las zonas mencionadas presentan un

caracter acido ya que es donde se puede aceptar densidad electrénica.

9.8 Isosuperficies del potencial electrostatico: densidad electronica

e Tripéptido Cys-Asn-Ser

En la Figura 30, se muestran las isosuperficies del potencial electrostatico de los conférmeros 0,
22 y 36 del tripéptido CNS. Las cuales fueron obtenidas a partir de sus estructuras optimizadas,
se observa que la densidad electrénica se encuentra localizada y distribuida en las cadenas
laterales de los tres aminoécidos. Principalmente en 4&tomos electronegativos, que son el azufre,
nitrégenos y oxigenos, que corresponden a las zonas en rojo y que presentan un caracter basico,
por lo que son atomos con caracteristicas nucleofilicas y podrian ser susceptibles a sufrir ataques

electrofilicos.

( Tt
Conformero ‘,

0

Conférmero
36

Conférmero
22

Figura 30. Isosuperficies del potencial electrostatico mostrando la densidad electrénica de los
conformeros del tripéptido CNS
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e Tripéptido Cys-Asp-Ser

Las isosuperficies de los conférmeros 0, 15 y 36 del tripéptido CDS, se muestran en la Figura 31.
Se observa que la densidad electronica se encuentra distribuida en toda la estructura del
tripéptido, tanto en el esqueleto principal y en las cadenas laterales. Principalmente en los &tomos
electronegativos que son el azufre, nitrégenos y oxigenos; que son las zonas en rojo, las cuales
presentan un carécter basico por lo que son atomos con carécter nucledfilos. Sin embargo, en el
grupo hidroxilo (OH), de la cadena lateral del &cido aspartico no se observa densidad electronica,
debido a que el oxigeno del grupo carboxilico tiene la mayor densidad electrénica. Por lo que,

este grupo OH presenta caracteristicas acidas.

Conférmero & Conférmero
0 15 36

Figura 31. Isosuperficies de densidad del potencial electrostatico que muestra la densidad electrdnica de
los conformeros del tripéptido CDS
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9.9 Ensayos invitro

Se realizo la evaluacion de los tripéptidos Cys-Asn-Ser y Cys-Asp-Ser en células mononucleadas
totales y células dendriticas estimuladas con LPS, lo cual simula una infeccién bacteriana. Dicho
ensayo, se llevo acabo a diferentes concentraciones de los tripéptidos: 1, 10, 25, 50 y 100 ng para
evaluar la dosis-efecto, sobre la expresion de citocinas pro- y antiinflamatorias. El péptido de
referencia que se empleo en este trabajo de tesis fue el Factor Inhibidor de la Locomocion de

Monocitos (FILM).

9.9.1 Ensayo en ceélulas mononucleares totales

Evaluacién de TNFa

Los resultados de la evaluacion del factor de necrosis tumoral alfa, se muestra en la Gréfica 5.
Las células mononucleadas totales se estimularon con LPS y fueron tratadas con FILM y CNS;
5a) 1,10y 25 ng, y con FILM, CNS y CDS; 5b) 50 y 100 ng.

En la Gréfica 5(a) se muestra, que al aplicar 1 y 10 ng de FILM la concentracion de TNFa
disminuyo 50% y con 25 ng la concentracion disminuyo 70%. Observamos, que al incrementar
la dosis de CNS la concentracion del TNFa decrecié gradualmente; sin embargo, no con en el
mismo efecto que presenta el FILM. Es decir, con 1 ng de FILM la concentracién de TNFa
disminuyo 5%. Al aplicarse 10 ng de FILM la concentracion de la citocina fue menor en un 10%;

y al aplicar 25 ng la concentracion de TNFa s6lo disminuyo 20 %.

(=}
—

Q) 200 25007

2000+
15004
15004

10004
10004

pg/mL TNF-o
pg/mL TNF-a,

5004 5004

S

04

Grafica 5. Evaluacién de FILM/CNS/CDS sobre TNF-a. en células mononucleadas totales
estimuladas con LPS

79



En la Gréafica 5(b) se muestran los resultados para TNFa. al aplicar 50 y 100 ng de FILM, CNS y
CDS. El FILM a una dosis de 50 ng, disminuyo6 la concentracion de esta citocina 70% y con
100 ng la concentracion bajo 75%. Por otro lado, al aplicar 25 y 50 ng del tripéptido CNS, éste
disminuyo la concentracion de la citocina en un 20%. Con una dosis de 100 ng del tripéptido
CNS, se observa que la inhibicion del TNFa es del 95%, siendo mayor el efecto con respecto al
que presentd el FILM a la misma concentracion. El tripéptido CDS a 50 ng disminuyo esta
citocina 18 %, mientras que a 100 ng se observo una disminucion del 25% en la concentracion

del TNFo.

Evaluacién de IL-6

La interleucina 6 (IL-6), es una citocina pleiotrépica; sin embargo, es considerada con mayor
efecto proinflamatorio ya que se produce al estimular células mononucleadas totales con LPS,

cuyos resultados de nuestra evaluacion se muestran en la Gréfica 6.

a) IL-6 FILM vs CNS b) IL-6 FILM vs CNS vs CDS
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Grafica 6. Evaluacion de FILM/CNS/CDS sobre IL-6 en células mononucleadas totales
estimuladas con LPS

Gréfica 6 (a), cuando la dosis aplicada de FILM fue de 1, 10 y 25 ng, se observé un mismo efecto
debido a que la concentracion de IL-6 disminuyo 25%. Con dosis de 1, 10 y 25 ng del tripéptido
CNS, el efecto inhibitorio de dicho tripéptido es menor, disminuyendo 3%, 7% y 12%

respectivamente.
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En la Gréfica 6 (b), al aplicarse el FILM a una dosis de 50 ng la disminucién de la concentracion
de IL-6 fue del 50% y a una dosis de 100 ng de FILM, la concentracion de esta citocina
disminuy6 70%. Al aplicar 50 ng del tripéptido CNS la concentracion de IL-6 disminuyo 25%,
mientras que con 100 ng de este tripéptido, se consiguid disminuir la concentracion de IL-6 en un
100%. Cuando se aplico el tripéptido CDS a una dosis de 50 ng, la concentracion de IL-6 se vid
disminuida en 10%, mientras que a la dosis de 100 ng la disminucién fue del 25%, siendo este

tripéptido el que presento el menor efecto bioldgico en comparacion con el FILM y CNS.

Evaluacién de 1L-10

La interleucina 10 (IL-10), tiene como una de sus principales funciones bioldgicas el efecto
antiinflamatorio. La hipotesis experimental del presente trabajo se basa; tanto, en que el péptido
control el FILM como los péptidos bajo estudio CNS y CDS, son capaces de actuar como
inhibidores de citocinas proinflamatorias y por ende, también son capaces de estimular la
produccién de IL-10, citocina antiinflamatoria.

Sin embargo, en la Grafica 7 se muestra que los péptidos FILM, CNS y CDS a dosis de 1, 10 y

25 ng respectivamente, no estimulan la produccion de I1L-10.
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Grafica 7. Evaluacion de FILM/CNS/CDS sobre IL-10 en células mononucleadas totales

estimuladas con LPS
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Dicho efecto se explica de la siguiente manera, en nuestro modelo estimulamos células
mononucleadas totales de sangre periférica con LPS, esta molécula es una toxina muy potente y
con un amplio espectro de efectos fisiopatoldgicos, los cuales dependeran de su concentracion en
el organismo o para nuestro fin de su concentracion en los cultivos celulares bajo estudio. En el
modelo empleado, la concentracion de LPS fue de 250 ng en 500uL de medio de cultivo por lo
que la concentracion de dicha toxina se encuentra en una concentracion elevada.

Rojas y colaboradores [54], encontraron en un modelo de lesiones controladas como lo son las
contusiones y fracturas aplicando el péptido FILM, que a las 24 horas la produccion de I1L-10 es
baja mientras que aumenta a las 48 horas. Sin embargo, en el modelo de fractura a las 24 horas de
dicha lesion y habiendo aplicado el FILM la produccion de IL-10 es nula y es hasta las 48 horas
que se nota una concentracion cuantificable de esta citocina. Lo anterior puede estar sucediendo
en nuestro modelo, debido a que la concentracion de LPS es elevada. Por lo que, al cuantificar
IL-10 a las 24 horas de estimular las CMN estimuladas con LPS 'y aplicar los péptidos FILM,
CNS y CDS, no existe en el sobrenadante de nuestros medios de cultivo una concentracion

cuantificable de esta citocina.

9.9.2 Ensayo en células dendriticas

El modelo de células estimuladas con LPS simula in vitro una infeccion bacteriana; una vez que
los microorganismos establecen contacto con el organismo, primeramente con las células
epiteliales, que aparte de tener un papel estructural, pueden reconocerlos e iniciar una respuesta
inmune.

Los microorganismos tienen moléculas propias, que pueden ser reconocidas por el sistema
inmune, llamadas moléculas asociadas a patdgenos y reconocidas por receptores de
reconocimiento de patdgenos como Lectinas de union a manosa, receptores tipo Toll (TLR), entre

otros [20,41].
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Las células de defensa como macrofagos, neutrdfilos y células dendriticas expresan este tipo de
receptores. Tal que, la toxina LPS puede activar células dendriticas via TLR4 y una vez activado
este receptor es capaz de desencadenar la cascada del Factor Nuclear kappa B estimulando la
produccion de citocinas proinflamatorias [36, 37].

Ademas de evaluar en células mononucleadas totales el efecto de los péptidos FILM, CNS y
CDS como inhibidores de citocinas proinflamatorias (TNFa. e IL-6) y estimuladores de la
produccidn de la citocina antiinflamatoria (IL-10), también se evaluaron estos efectos en células

dendriticas.

Evaluacién TNFa

En la Grafica 8, se muestra que el FILM a una dosis de 25, 50 y 100 ng disminuyo la
concentracion de TNFa en un 60%, 65% y 100%, respectivamente. EI CNS presentd el mismo
efecto, debido a que a la dosis de 100 ng consigui6 la inhibicion total de TNFa,; mientras que, a

dosis de 25 ng disminuyd 7% y con 50 ng la concentracién de dicha citocina en disminuida 20%.

Se observd, que el tripéptido CDS a una dosis de 25 ng y 50 ng disminuy6 la concentracién de
TNFa en un 7% y 9% respectivamente, mientras que a 100 ng la disminucion de esta citocina es

del 35%.
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Grafica 8. Evaluacion de FILM/CNS/CDS sobre TNF-a en células dendriticas
estimuladas con LPS
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Evaluacién de IL-6

El FILM en una dosis de 25 ng es capaz de inhibir 25% la produccion de IL-6, a la dosis de 50
ng inhibe en un75%, mientras que al aplicar 100 ng inhibio la produccion de esta citocina en un

100%. Tal, como se observa en la Grafica 9.
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Grafica 9. Evaluacion de FILM/CNS/CDS sobre IL-6 en células dendriticas
estimuladas con LPS

Sucede el mismo efecto gradual en la inhibicion de IL-6 conforme se aumenta la dosis del
péptido CNS, debido a que a una dosis de 25 ng la concentracion de IL-6 disminuyd 73%, con
una dosis de 50 ng de CNS la concentracion se observd disminuida 86%; mientras que a la dosis
es de 100 ng la concentracion descendié en un 95%.

Con dichos resultados se puede decir que ambos péptidos presentan gran efecto como inhibidores
de estas dos citocinas proinflamatorias; tanto en células mononucleadas totales, como en células
dendriticas y dicho efecto se ve aumentado conforme la dosis se incrementa a partir de una dosis
de 25 ng donde se comenzd a percibir; tanto cualitativamente como cuantitativamente la
inhibicidn de las citocinas.

Para el tripéptido CDS; también, se observo una minima inhibicion de esta citocina a 25 y 50 ng.
A la dosis de 100 ng se presento la disminucion del 75% de la concentracion de IL-6; por lo
tanto, este tripéptido también tiene efecto antiinflamatorio sobre las citocinas TNF o e IL-6,

aungue no en las mismas dimensiones que el FILM y CNS.
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Esto puede estar dado por la estructura quimica de CNS y CDS, debido a que difieren en un
grupo funcional en el aminoécido central, asparagina en el caso del CNS y FILM, y &cido
aspartico en el CDS, lo cual le confiere propiedades fisicoquimicas y, de reactividad quimica

diferentes y por consecuencia modifica la funcionalidad biol6gica, como se mostrdé en los

resultados tedricos.

Evaluacién IL-10

En la Grafica 10, se observo que el efecto de los péptidos FILM, CNS y CDS a dosis de 25, 50 y
100 ng sobre la produccién de IL-10 es nulo a las 24 horas en células dendriticas, dicho efecto se

ha analizado en la Gréafica 7. Lo cual podria estar relacionado con la concentracion elevada de

LPS que empleamos en nuestro modelo.
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Gréfica 10. Evaluacion de FILM/CNS/CDS sobre IL-10 en células dendriticas
estimuladas con LPS
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10. Conclusiones

e El andlisis geométrico y de la estructura electronica indicaron que interacciones
intramoleculares de tipo puentes de hidrdgeno estabilizan nuevas conformaciones, que no se
habian detectado en estudios previos.

e Los diagramas de Ramachandran mostraron que los conférmeros de maxima y minima
energia de los tripéptidos seleccionados CNS y CDS son estructuras permitidas.

e El andlisis conformacional, de la estructura electrénica y de los descriptores de reactividad
quimica mostraron que el grupo funcional de la cadena lateral en el aminoacido central (Asn)
modifica las propiedades fisicoquimicas y de reactividad quimica; dichas caracteristicas
influyen de manera importante en la funcionalidad bioldgica del tripéptido CNS con respecto
al CDS.

e EI tripéptido CNS inhibié a las citocinas proinflamatorias TNFa e IL-6, en células
mononucleadas y en células dendriticas.

e Ladosis efectiva del CNS como inhibidor de las citocinas TNFa e IL-6, en nuestro modelo
empleado fue de 100 ng, dicha dosis de CNS tiene mayor efecto que el control positivo
FILM, lo cual nos proporciona datos farmacoldgicos originales y relevantes de este

tripéptido.
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11. Perspectivas

En la actualidad existen numerosos métodos experimentales para determinar y caracterizar la
estructura molecular de una sustancia. La espectrofotometria ultravioleta (UV) e infrarroja (IR),
asi como la espectrometria de masas y la resonancia magnética nuclear de hidrégeno y de
carbono, al igual que las técnicas de difraccion de rayos X que son las mas comunes. No obstante
a ello, el desarrollo alcanzado por la quimica computacional ha propiciado la generacion de
sistemas que permiten calcular con detalle los parametros geométricos, la estructura electronica y
la reactividad quimica de diversas moléculas. Estas metodologias son capaces de generar datos
con una amplia aplicacion en la investigacion de experimental, tanto para la interpretacion de los
resultados obtenidos y la planificacién de futuros estudios, asi como para deducir informacién no
asequible experimentalmente.

Por lo que a partir de este trabajo de tesis y en base a nuestros resultados, dan pauta a continuar

con la investigacion tanto teérica como experimental:

Investigacion tedrica

e Ampliar el trabajo con otros métodos tedricos y funcionales, para realizar un estudio
detallado y especifico de los puentes de hidrdgeno intra e intermoleculares de los
tripéptidos CNS y CDS.

e Realizar estudios tedricos que incluyan el efecto del solvente.

e Mediante estudios QSAR determinar la correlacion, entre la estructura quimica y la
actividad bioldgica de los tripeptidos CNS y CDS.

e Mediante Docking analizar sitios especificos de interaccion.
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Investigacion experimental

Resultados experimentales previos han demostrado que el tripéptido CNS presenta actividad
biolégica como molécula antiinflamatoria en modelos in vitro como in vivo. Con base a estos
resultados, se ha planteado un mecanismo de accion hipotético sobre el factor nuclear kappa B, el
cual se inicia en los receptores tipo TOLL. EI modelo in vitro también tiene como efecto evaluar

esta ruta, por lo que se pretende la colaboracion con grupos experimentales con la finalidad de:

e Determinar la estructura secundaria del tripéptido CNS.

e Evaluar el tripéptido CNS activando la familia de receptores tipo TOLL [TLR1-TLR11],
esto con el fin de determinar si este péptido es especifico a algin TLR.

e De igual forma, realizar estudios farmacoldgicos dosis-efecto en un modelo in vivo; como
por ejemplo ratas, ratones o conejos, y analizar si es que presenta un efecto toxicologico.

e Realizar estudios in vitro en neuronas, empleando un modelo para inflamacién; como,
estimular con LPS y analizar si existe al efecto positivo o negativo del tripéptido sobre el
estrés oxidativo.

e Utilizando las mismas caracteristicas experimentales in vitro utilizados en el presente

trabajo, cuantificar IL-10 a 36 y 48 horas.
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12. Apéndice

Receptores Tipo Toll

La respuesta inmune se divide en innata y adaptativa. La inmunidad innata filogenéticamente es
primitiva, mediada por monocitos, macrofagos y células dendriticas. Se caracteriza por ser de
respuesta rapida, no requiere seleccién o maduracion celular y no tiene memoria. La respuesta
inmune adaptativa se caracteriza por la seleccion clonal de linfocitos antigenos especificos, es

tardia, tiene memoria y da proteccion prolongada.

La funcion de la inmunidad innata es el reconocimiento de componentes microbianos, lo que
desencadena una respuesta celular y humoral caracterizada por activacion de neutrofilos, células
endoteliales, monocitos-macréfagos y la sintesis de citocinas proinflamatorias, lo que tiene como

finalidad el control de la infeccion.

Los productos microbianos que activan esta respuesta son: lipopolisacérido, peptidoglicanos,
acido lipoteicoico, lipoproteinas, DNA, glicolipidos, fragmentos de pared celular y
lipoarabinomanan, que en conjunto reciben el nombre de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns). Los receptores celulares
encargados del reconocimiento de los PAMPs se denominan receptores de reconocimiento de
patrones (PRR: Pattern Recognition Receptor), los cuales se han seleccionado en el transcurso de
la evolucion para reconocer estructuras o productos microbianos y de los que forman parte los
receptores Toll.

Los receptores Toll (TLR) son una familia de proteinas transmembrana con un dominio
extracelular caracterizado por repeticiones de leucina (LRR) y un dominio intracelular homélogo

al receptor de la IL-1 (IL-1r) de los mamiferos.
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Estos receptores fueron descritos primero en Drosophila melanogaster, como un grupo de
moléculas necesarias durante el desarrollo embrionario; posteriormente se establecié que eran
parte fundamental de la inmunidad innata de la mosca para su defensa en contra de infecciones

bacterianas y micéticas.

En los mamiferos, incluyendo al hombre existe un sistema de receptores de reconocimiento de
PAMPs que por su semejanza en estructura y funcion con el sistema Toll de Drosophila se
denomina receptores semejantes a Toll (TLRs: Toll Like Receptor), los cuales se describen en la

Figura 41.

En la actualidad se conocen 11 TLR en humanos (TLR1-TLR11) que tienen un patron de
expresion variable en los tejidos linfoides y no linfoides. De modo caracteristico, los TLR tienen
un amplio rango de ligandos gque incluyen motivos estructurales presentes en bacterias, hongos,
levaduras y paréasitos. Después de la interaccion con su ligando respectivo, los TLR dimerizan y
sufren un cambio conformacional requerido para el reclutamiento de moléculas de sefializacion.
Estas incluyen moléculas adaptadoras como MyD88, TIRAP/MAL, TRIF y TRAM, cinasas
asociadas con el receptor de IL-1 (IRAK), cinasas activadas por el factor transformante de
crecimiento beta/TGF-b (TAKL), proteinas de unién a TAKL, TAB2 y el factor 6 asociado con el
receptor de TNF (TRAF6). Cada molécula adaptadora induce vias de sefializacion intracelular
distintas que promueven la transcripcion de genes de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y
moléculas coestimuladoras, con la finalidad de dar una respuesta rapida como primea linea de

defensa por parte de la inmunidad innata, frente al dafio infeccioso.
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Receptor Expresion (mEKNA) Ligando Origen del ligando
TLE1 (con TLR2) M, N, LB, NK, Lipopéptidos triacilades (PamiCys) Bacterias y micobacterias
CDi, CDpl Factores solubles Neisseria meningitidis
TLR2 FMN, M, CD, CDi Lipoproteinas y lipopéptidos Varios pakigenos
Peptidoglicano (PG) Bacterias Gram +
Acido lipoteicoico (LTA) Bacterias Gram +
Lipoarabidomanano Mycobacteria
Modulina soluble en fenol 5. epidermidis
Glicoinositolfosfolipidos T. cruzi
Glicolipidos T. maltophilum
Porinas Neiseria
Lipopolisacirido atipico Leptospira interrogans
Lipopolisacirido atipico Porphyromonoa gingivalis
Zymosan Hongos
TLR3 CD, CDi ENA viral de doble cadena Virus
Poli(l:.C) Sintético
TLR4 CEnd M,N,CD Lipopolisacirido (LPS) Bacterias Gram -
Poteina de fusitn Virus Sincitial respiratorio
Proteina de 1a envoltura Virus de tumor mamario
HS5P&0 Chlzmydia pnewmonise
TLR5 M, CD, Ci Flagelina Bacterias
TLRA {con TLR2) M, CD4, CDpl Lipopéptidos diacilados (Pam:Cys) Mycoplasma
LTA Bacterias Gram +
Zymosan Hongos
TLE7 CDpl Imidazoquinoling Compuesto sintético
ss RNA Virus
TLRS M, CDi Imidazoquinolina Compuesto sinbético
ss RNA Virus
TLR9 M, CDpl DNA con motivos CpG Bacterias y virus
TLR10 CDi ND ND
TLR11 Epitelio renal* ND Bacterias uropatogénicas

M: monocito; N: neutrifilo; CI): célula dendritica, CDi: CD immadura; CDpl: CD plasmocitoide; C.End: célula endotelial; NK: Natural killer. * Murino.
En huntanos se expresa una forma truncada de la proteing. ( Adaptado de Akira 5, Takeda K. Toll-like receptor signalling. Nat Rev Immunol 2004:4:499-511.

Figura 32. TLR de mamiferos: expresion y ligandos [55]
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