BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DEPARTAMENTO DE FiSICO- MATEMATICAS

TESIS PROFESIONAL

ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE
DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTES CON EL AB25.35 EN LA
PREVENCCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACOBIOLOGO

PRESENTA

p.QFB. REINA LOPEZ CARPINTERO

DIRECTOR DE TESIS

DR. RAMSES E. RAMIREZ GUTIERREZ
Departamento de Fisicomatematicas-FCQ-BUAP

ASESOR DE TESIS

DR. ALFONSO D. DIAZ FONSECA
Departamento de Farmacia-FCQ-BUAP

H. Puebla de Zaragoza .Enero 2015



C.P. JOSE JUAN MORALES R(B%PZ

DIRECCION DE ADMINISTRACION ESCOLAR
PRESENTE

En relacion al oficio de fecha 20 de Enero de 2015, signado por el Coordinador
del Departamento de Fisico-Matematicas de la Facultad de Ciencias Quimicas, me permito
comunicar a Ud. el nombre de los Catedraticos que integran el Jurado de Examen Profesional
de la Carrera de QUIMICO FARMACOBIOLOGO que sustentara:

LOPEZ CARPINTERO REINA

JURADO

DRA. MARIA LUISA ROXANA LICONA IBARRA
MC. SAMUEL TREVINO MORA
M.C. ESTHER LARA GONZALEZ

Examen que se realizara el dia 30 de Enero de 2015, a las 12:00 horas en

Auditorio de Biologia.

Esperando una respuesta favorable al presente, le reitero mi atenta y distinguida

consideracion

"Pensar bien para viv

H. Pueblade Z. a 20 e kne

MC JOSE DE GPE-QUI ozo ’

DIRECTOR
C.c.p. Archivo

de Ciencias edif. 179, Col. San Manuel,
Quimicas Ciudad Universitaria,
Puebla, Pue. C.P. 72592

Facultad | Av.SanClaudioy 14 sur,
i 01 (222) 229 55 00 Ext. 7330y 7391



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

“La experiencia mds hermosa que tenemos a nuestro alcance es el misterio. Es la emocion
fundamental que esta en la causa del verdadero arte y la ciencia“

Albert Einstein



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

AGRADECIMIENTOS

En este momento, siento que finaliza una etapa de mi vida. A la mente me viene el
recuerdo de todas las vivencias, emociones y sentimientos vividos en la universidad. Esta
tesis es el resultado de la ilusion, el esfuerzo, la paciencia y la confianza que han volcado
sobre mi las personas que desinteresadamente han cooperado y contribuido en mi educacion,

tanto en el ambito profesional como en el personal a todas ellas gracias, en especial:

A mi director de tesis: EI Dr. Ramsés E. Ramirez Gutiérrez, maestro y sobre todo
amigo, nunca podré agradecerle todo lo que me ha ayudado y ensefiado a lo largo de este
tiempo. Le agradezco haberme trasmitido su pasion por la investigacién, su forma de ver las
cosas Yy su comprension. Gracias por tener siempre un momento para escuchar y

especialmente por su paciencia y sacrificio.

A mi asesor de tesis: EI Dr. Alfonso D. Diaz Fonseca, quisiera agradecerle
profundamente que me abriera las puertas de su laboratorio y me permitiera formar parte de
su proyecto de investigacion. Gracias por dirigirme a lo largo de este camino y ofrecerme

siempre su ayuda.

A mi comision revisora de tesis: A la Dra. Maria Luisa Roxana Licona Ibarra, al M.C.
Samuel Mora Trevifio y a la M.C. Esther Lara Gonzalez, cuyas observaciones y aportaciones

han sido de gran ayuda para la evaluacion y mejoramiento de este trabajo.

A mis amigas: A. Angélica Martinez, Martha Jiménez, y S. Monserrat Garcia, por
compartir conmigo tanto los éxitos como los fracasos que he obtenido a lo largo de este
camino Y, sobretodo, por hacerme siempre alguna broma para reir y levantarme el animo en

los momentos dificiles. Son verdaderamente unas magnificas amigas.

A mis padres: Salomon Lépez Herndndez y Ramona Carpintero Ruiz, gracias por
animarme en todo momento a seguir luchando para alcanzar mis objetivos, dandome todo su
amor, carifio y ternura incondicional ademas por compartir conmigo este dia tan esperado, sin

vosotros nunca hubiera llegada hasta aqui.



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

A mis hermanas: Carmen Lo6pez Carpintero y Patricia LOpez Carpintero, gracias por

brindarme su amor, confianza y apoyo para logar este objetivo.

A todas aquellas personas involucradas que de una u otra manera fueron participes en

la realizacion de este trabajo, familiares, amigos, compafieros y conocidos gracias!!!

Durante la realizacion del presente trabajo se conto con el apoyo econémico de la beca
otorgada por la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP) y de la

Coordinacion Nacional de Becas de Educacion Superior (CNBES)

% C N B E S '.'h?ﬁnﬂf.'m?:rl.!JE.rF;ﬂ.‘.h.jfﬂiﬂn

CooRDINACION NACIONAL DE BECAs DE EDUCACION SUPERIOR

v Eshodios oe Posopodo




ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL

AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

INDICE GENERAL

Abreviaturas

1. Introduccion ------------- mememmmemememeoees o 1

2. Antecedentes

2.1 Antecedentes teOrICOS ==============m=mmmmm oo 3
2.1.1 ;Que se puede obtener de [a QC? ---=--m=mmmmmmmmmmm oo 3
2.1.2 ¢Cuales son las principales herramientas de la QC?------------ -4
2.1.3 Ecuacion de SChrodinger -=--==-========mmmmm e 5
2.1.4 Aproximacion Born-Oppenheimer---------=------mmmmmmmm oo 7
2.1.5 Método Hartree-FOCK -=-========mmmmmmmm oo 9
2.1.6 Funciones de base -------------=-=--=--m-mnnm--- mmmmmmmmmesesmseeeoeoeeoeo- 10
2.2.6.1 Tipos de funciones de base -------------- mmmmmmmsmmmesemeeeeeeeoeoo- 10
2.2.6.2 Bases polarizadas ----=-===========mmmmmmm e 11
2.2.6.3 Bases difusas----=-======mmmmmmmmmm oo 11

2.2.7 Teoria de funcionales de la densidad--------==-==========mmmmmmmm oo 11
2.2.8 Superficie de potencial electrostatico------------=--=---------- ! L
1.2.9 Potencial electrostatico molecular------------------ mmmmmmmmmmmeeeeeeeeeeeeee 15
2.2 Antecedentes experimentales ----------=-=-===mmmmmmmm oo --16
2.2.1 Fisiopatologia de la EA.-=--=-===mmmmmmm oo 16
2.2.2 Marcadores histopatologicos de la EA------- mmmmmm e 17
2.2.3 El cerebro y la inflamacion --------------=m e 17

2.2.4 La neuroinflamacion como un factor detonante de la neurodegeneracién --19

2.2.5 La neuroinflamacion en la EA ---- e --20
2.2.6 El péptido amiloide-P -=-=-=-==n=nmmmmmm e oo s e 22
2.2.7 Estructura y funcion del amiloide-P2s.35----------=-==-========mmmmmmmm oo 23
2.2.8 Mecanismo de toxicidad del amiloide-p--------------=-==-mmemmmmmmmm oo 24
2.2.9 La inflamacion como un mecanismo de toxicidad del amiloide-f ----------- 24
2.2.10 los antiinflamatorios y antioxidantes en la EA ----------=--=-mmmrmmmmmmmeeeo- 25
2.2.11 El amiloide-Bs.35 un modelo para estudiar la EA in vivo -------------------- 25

JUSHIFICACION ~=mmmmmm e o oo e e 26




ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL

AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

N o a &

10.
11.

HIPOLESIS ==-=-=mmmmmmmmm e e 27
Objetivo general ---------=======mmmmnmmmeueme- e e 27
Objetivo particulares------=-=-======mmmmm e 27
Diagrama general del trabajo ----=-=-======m e s 28
7.1 Diagrama te0riCO----===-==nmmmmm o o oo e e e 28
7.2 Diagrama exXperimental------=-======mmmmmm oo 30
7.2.1Animales de experimentaciOn------=-=-=======mmmmmmmmmmmmcmmeeee R — 31
7.2.2 Preparacion de sustancias empleadas en los tratamientos -------------=-====-=----- 31
7.2.3 Tratamientos eXperimentales--------=-==nm-mmm oo e 31
7.2.4Cirugia estere0otaxiCan-----==========mmmm e 31
7.2.5 Preparacion de los tejidos cerebrales para las técnicas histolégicas--------------- 32
7.2.6Tincion de hematoXilina y €0SinNa----=================m=mm e 32
Resultados --------------- e L —— ----33
8.1 Resultados tEOrICOS ========mmmmmm o e oo 33
8.1.1 Optimizacién y frecuencias ------------- e mmmmmememeeee 33
8.1.2 Potencial electrostatico molecular (MEP) ----=-==-====-mmmmmmmmm oo 39
8.1.3 Complejos apys.35 Y l0s antiinflamatorios-antioxidante ----------=-=-=-=-=-=emneumv- 41
8.2 Resultados experimentales -------=--=nmmmmmm oo o 45

8.2.1 La inyeccion del amiloide-B2s.35 incrementa la inmunorreactividad de GFAP y GD

en el hipocampo de rata--=-========s==mmemm e e e oo 46
0] [0 [ L o] Lo 49
PerspPeCtiVAs ==n=mnmmmmmm e e 50

Bibliografia e G E e E R EEEEE e e 51



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

INDICE DE TABLAS

Tablal. Clasificacion de los métodos tedricos de la QC ----==-==n=mmmmmmmmmmm e 5
Tabla 2. Comparacion de energia de diferentes métodos ----------------- e 35
Tabla 3. Distancia de enlace (A) de los antinflamatorios —antioxidante e 37
Tabla 4. Distancia (A) de angulo (°) de los antinflamatorios —antioxidante ----------=---------- 37
Tabla 5. Distancia (A) del angulo (°) diedro de los antinflamatorios —antioxidante ----------- 38

Tabla 6. Distancias obtenidas en el método PM3 y RHF/STO-3G entre los extremos HO- de
cada antinflamatorio-antioxidante y el péptido Apys.35 -------------------- e -44

Tabla 7. Clasificacion de las interacciones de puentes de hidrogeno segun Jeffrey ----------- 44



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

INDICE DE FIGURAS

Figural. Representacion grafica de la superficie de energia potencial ------------=--=-=-=------ 15
Figura 2. Esquema que ilustra la barrera hematoencefalica -------- e 18
Figura 3. Marcadores histopatoldgicos de la enfermedad del Alzheimer ---------------------—- 21
Figura 4. Procesamiento del péptido amiloide-f ---------=---==m=mmmmmmmmm oo 22
Figura 5. Modelo 3D del amiloide-Bys.35 —==-========m=mmmm oo oo 23
Figura 6. Estructuras obtenidas por los diferentes métodos de estructura electronica -------- 34
Figura 7. Estructura general de los antiinflamatorios-antioxidante ------------=--===-=cemnueuov 36
Figura 8 MEP de las estructuras de los antiinflamatorios-antioxidante -39
Figura 9. MEP del ABs.35 -----------=--=-=-=-------- e 40
Figura 10. Complejos con el método PM3 y HF --------mm-mmmemm oo 41

Figura 11. Micrografias representativas de la Tincion histoquimica de hematoxilina y eosina
de la region CA1 del Hp y GD de rata ----- i 46

Figura 12. Fotomicrografias muestran la inmunorreactividad para GFAP----------=-=--------- 47

Figura 13. Cuantificacion del nimero de células reactivas a GFAP ----------mmmmmmmommmmmmaeee 48



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

ABREVIATURAS

a.a Aminoacido

a.u Unidades Atomicas

apokE Apoliproteina E

APP Proteina Precursora Del Amiloide

Ap Amiloide Beta

APo2s-3s Amiloide Beta Fraccion 25-35

BHE Barrera Hematoencefalica

DFT Métodos del funcional de densidad

DSTA Demencia Senil De Tipo Alzheimer

EA Enfermedad del Alzheimer

ERN Especies Reactivas de Nitrogeno

ERO Especies Reactivas de Oxigeno

GD Giro Dentado

GFAP Proteina Acida Fibrilar Glial

GGA Aproximacion de gradiente generalizada

HF Hartree Fock

Hp Hipocampo

INOS Sintetasa de Oxido Nitrico Inducible

IR Infrarrojo

LDA Aproximacion local de la densidad

LDSA Aproximacion local de la densidad de
espin

LTP Potenciacion de Largo Plazo

MEP Potencial Electrostatico Molecular

MM Mecanica Molecular

MNFs Marafias Neurofibrilares

NO Oxido Nitrico

NOS Sintetasa de Oxido Nitrico

OMS Organizacion mundial de la salud

PNs Placas Neuriticas

QC Quimica Computacional

RL Radical Libre

RMN Resonancia Magnética Molecular

SCF Método de campo auto consistente

SE Métodos Semi-empiricos y empiricos

SEP Superficie Del Potencial Electrostatico

SNC Sistema Nervioso Central

SSI Solucién Salina Isotdnica

uv Ultravioleta



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

1. INTRODUCCION

Con el desarrollo eficiente de la tecnologia computacional, los algoritmos implementados
en el software para el célculo de estructuras moleculares, en la actualidad es una de las
opciones mas utilizadas que se han conseguido implementar en la investigacion de tipo
farmacologico y bioldgico. [1]. La quimica computacional (QC) ayuda a resolver problemas
quimicos y utiliza los resultados de la quimica teorica incorporados en modernos programas
que sirven para calcular propiedades fisicoquimicas como son: energia de enlace, energia
libre de Gibbs, entalpias de formacion, espectroscopia de infrarrojo (IR), ultravioleta (UV),
resonancia magnética nuclear(RMN), etc. en moléculas organicas, inorganicas, biolégicas y

cuerpos sélidos.

Los métodos empleados cubren situaciones estaticas y dindmicas, en todos los casos el
tiempo de célculo aumenta rapidamente a medida que el tamafio del sistema estudiado crece.
Las formas de determinar la energia total para predecir la estructura molecular son:
Métodos ab initio (son empleados para pequefios sistemas moleculares), Métodos del
funcional de densidad (DFT), Métodos semi-empiricos (SE) (se aplican a grandes sistemas
moleculares).Mecanica molecular (MM), Métodos para cuerpos sélidos, Dinamica quimica,
etc. La eleccién del método depende de la particularidad del problema [2].

En el contexto de estos métodos teoricos, se han desarrollado a su vez varios métodos
computacionales complementarios Ilamados también métodos quimicos-cuanticos que
permiten estudiar los modelos de las moléculas de interés extrayendo asi sus diversas
propiedades fisicas y quimicas [3].

Es asi como con ayuda de la QC se estudia el comportamiento molecular del Amiloide
beta (AP) fraccion 2535 en la enfermedad del Alzheimer (EA). Las Ultimas décadas han sido
histéricamente importantes en el desarrollo del conocimiento sobre el Sistema Nervioso
Central (SNC), en especial, en el entendimiento de la etiopatogenia de las enfermedades
neurodegenerativas y en la busqueda de nuevas vias terapéuticas para su tratamiento. Se han
realizado avances significativos en el conocimiento del papel bioldgico de estos factores, su
caracterizacion molecular y regulacion, asi como sus mecanismos de sefializacion.

La evidencia disponible sugiere que el Amiloide-beta (Af2s.35) constituye una de las
principales causas importantes de las enfermedades neurodegenerativas[4]. En la busqueda

de nuevas alternativas farmacoldgicas para esta enfermedad, se ha sugerido el uso de
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antiinflamatorios-antioxidantes ya que tienen la capacidad de interaccionar con Apfs.3s
(secuencia neurotdxica) y disminuir su excesiva expresion dando como resultado un
tratamiento profilactico mas apropiado en la EA. ElI mecanismo que impulsa el progreso
cronico de las enfermedades neurodegenerativas continda sin conocerse por completo. Por lo
tanto, se convierte en fundamental y urgente la investigacion que identifique el origen del

progreso cronico de esta enfermedad.

Durante la elaboracién de esta tesis se realiza el analisis Quimico-teérico--
experimental de una serie de antiinflamatorios (Aspirina, Diclofenaco, Ibuprofeno,
Meloxicam, Naproxen) y un antioxidante (Vitamina E). Utilizando métodos ab initio y semi-
empiricos con la finalidad de obtener sus caracteristicas electronicas, asi como conocer las
posibles interacciones que pueden formar con el APjs.3sque es la secuencia neurotoxica
responsable de causar el estrés oxidativo, inflamacion y la muerte neuronal. Todo esto con la
finalidad de obtener un mayor conocimiento respecto a la EA, enfocado a la investigacion de

nuevas alternativas que ayuden a la prevenciéon y/o cura de dicha enfermedad.
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2. ANTECEDENTES
2.1 ANTECEDENTES TEORICOS
2.1.1 ;QUE SE PUEDE OBTENER DE LA QC?

El objetivo principal de la QC es predecir todo tipo de propiedades moleculares de
sistemas quimicos. Adicionalmente, la QC ofrece informacion util para racionalizar o
interpretar tendencias y enunciar relaciones de estructura-actividad. Para ello, la QC emplea
una amplia gama de técnicas tedricas en constante desarrollo y mejora. La naturaleza del
modelo molecular de interés y la del problema o propiedad a estudiar condicionan la seleccion
del método(s) a utilizar. Muchas de las herramientas de la QC pueden ser aplicadas por todo
tipo de cientificos, no sélo por especialistas.

Histéricamente, la QC surge como una evolucion de la Quimica Tedrica con el
objetivo de investigar el comportamiento de la materia a nivel molecular mediante
ordenadores; en otras palabras, la QC es sinénimo de modelizacion molecular[5]. Més
concretamente, la implementacion y aplicacion de las técnicas de la QC nos permite
investigar multiples propiedades y comportamientos moleculares como son:

- La geometria molecular en un sentido amplio: ademas de distancias y angulos de enlace, es
posible caracterizar la forma y tamafos relativos de todo tipo de moléculas y macromoléculas,
haciéndolo ademas para conjuntos de conférmeros representativos.

- La energia de todo tipo de especies quimicas, incluyendo intermedios, estados de transicion,
estados excitados, etc. Es posible, ademas, estimar distintos tipos de magnitudes
termodinamicas tanto en fase gas como en fases condensadas.

- La reactividad quimica. La reactividad de una especie es un ejemplo de propiedad
genuinamente quimica que puede cuantificarse en forma de indices de reactividad con la
ayuda de la QC. Ademas, la QC es capaz de determinar la geometria y estabilidad relativa de
intermedios y estados de transicion de reaccion, es decir, caracteriza los mecanismos de
reaccion. Mas aun, la QC dispone de herramientas sofisticadas para el céalculo de todo tipo de
magnitudes cinéticas como constantes de velocidad, efectos cinéticos isotopicos, secciones
eficaces de reaccion, factores de efecto tunel, etc.

- Las propiedades espectroscopicas, pero también todo tipo de propiedades eléctricas y
magnéticas de moléculas individuales. La QC predice de modo rutinario los espectros IR, UV
y RMN, siendo en muchos casos una herramienta indispensable para la correcta

interpretacion/asignacion de los datos experimentales.
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- Las propiedades fisicas de las fases condensadas y materiales. La descripcion correcta de las
interacciones intermoleculares es un desafio que, en muchos casos, es posible afrontar con
éxito con la ayuda de varios métodos. Asi, por ejemplo, la QC puede caracterizar la estructura

de polimeros complejos y sus propiedades mecanicas y térmicas.

2.1.2 ; CUALES SON LAS PRINCIPALES HERRAMIENTAS DE LA QC?

La clasificacion sistematica de los métodos de la QC no es tarea fécil, debido a la gran
variedad de métodos existentes y a la diversidad de sus implementaciones en forma de
software. Esta profusion de metodologia y software se refleja en la gran cantidad de
acronimos incluidos en cualquier libro o articulo dedicado a la Quimica Computacional. Sin
embargo, para avanzar en el conocimiento y aplicacion de la QC es conveniente partir de una

primera clasificacion de los métodos tedricos como la que se resume en la tabla 1.
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Método Fundamento Rango de Ventajas Desventajas Ejemplos
aplicacion
Mecanica Potencial de 1-10° &tomos | Gran rapidez, | Aplicabilidad limitada| AMBER,
molecular interaccion muy eficaces | por el potencial MM REBO,
en fases seleccionado ReaxFF
(MM) condensadas
AB initio Ecuacion de 1- 107 4tomos Exactitudy | Lentos, los métodos HF, MP2,
Schrédinger y  |(todo tipo de precision mas avanzados son CCsD,
funciéon de onda [propiedades) controlable | muy complicados en CCSD(T)
usar
Teoria del Teorema de 1-10° 4tomos En general | Exceso de métodos B3LYP
funcional de KohnShamy (todo tipo de | que ab initio | DFT disponibles , no
densidad densidad electronica| propiedades) pero su hay pautas para BLYP PWP1
aplicacion es mejorar PBE
(DFT) mas limitada | sistematicamente los
resultados
Semiempiricos Ecuacion de 1-10*4atomos |Gran rapidez|Errores nolPM3 PM6
Schrédingery  |(muchas, pero no [faciles desistematicos,  escasaSCC-DFTB
(SE) funcidén de onda o todas las usar, bastantes(fiabilidad en moléculas
Teorema de propiedades [fiables enicon metales y especies
KohnSham y moleculares) |moléculas inestables
densidad electronica orgénicas

(como forma de
ajuste)

Tabla 1. Cuadro resumen de las caracteristicas de los principales métodos teéricos de la QC. En la mayoria de
las aplicaciones se asume que la aproximacion de Born-Oppenheimer para la separacion del movimiento
electrénico y nuclear es valida. De esta manera, los métodos de la QC se utilizan para explorar las superficies de
energia potencial (repulsion internuclear + energia electronica) en funcidn de la geometria molecular [6].
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2.1.3 ECUACION DE SCHRODINGER

La ecuacion de Schrodinger es la base de la quimica cuantica, por que predice la energia
de un sistema tomando en cuenta a los electrones de cada particula incluso si esta es

polielectrénica.

Hay dos tipos de ecuacion de Schrodinger; la dependiente del tiempo que se expresa:

w _ih oY (7, t)
6 =5 —2; Ec.1

hZ
[ aZm? TV

En donde W es la funcion de onda, m es la masa de la particula h es la constante de
Planck, V es el campo potencial donde se mueve la particula, V el operador Laplaciano que

pretende describir la energia cinética del sistema.

La otra ecuacién es la independiente del tiempo y es la utilizada en los modelos
computacionales. Aplicando el método de separacion de variables, esta ecuacion se deriva de
la ecuacion 1, en la que se considera que la funcidn de energia potencial, es dependiente de la
posicién pero no del tiempo, simplificandose la ecuacién de Schrédinger como lo muestra la

ecuacion 2:

HY(F) = E¥(F) Ee.2

Aunque aparenta ser una ecuacion muy sencilla en realidad es muy compleja, en
donde el término E corresponde a la energia y H corresponde a un operador diferencial que
incluye la energia cinética y potencial de nucleos y electrones, conocido como operador

Hamiltoniano que tiene la siguiente representacion :

H B 1 elec az N az N 62
24 2 \9x%i dy;?  0z;?
1=
1nucl< 2 az az Ec.3
—= +
ax? Oy E oz 2)
=\ D u
nucl nucl elec elec

D R R
u1v>u|Rﬂ va p=1 i= 1|T —Rﬂl i=1 j>i l J
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En donde n y v representan a los nucleos, mientras que i y j a los electrones, siendo el
primer término correspondiente a la energia cinética de los electrones, el segundo es la
energia cinética de los nucleos, el tercero corresponde a las repulsiones entre los nucleos y el
cuarto término corresponde a la energia potencial de las atracciones entre los electrones y el

nacleo, por lo que la ecuacion de Schrodinger adquiere la siguiente forma:
Ay(r R) = EY( F) =

Donde 3 es la funcion de onda que depende de un conjunto de componentes de

vectores que describen la posicion de cada particula, 7 la de los electrones y R la de los
nucleos. El objetivo de la quimica cuéntica es resolver esta ecuacion para un sistema

molecular [7].
2.1.4 APROXIMACION DE BORN Y OPPENHEIMER

En 1927 Born y Oppenheimer encontraron una manera de simplificar la resolucion del
Halmitoniano, la cual se basa en el echo de que los nucleos son mucho més pesados que los
electrones, por lo que éstos ultimos se mueven mucho mas répido, lo que permite despreciar
el movimiento de los nucleos, considerandolos en un estado estacionario, dependiendo
entonces la distribucion electronica esencialmente de la posicion de los ndcleos y no de su

velocidad [8]. Reordenando la ecuacidn de Schrodinger se expresa de la siguiente manera:

A =0, (7 R)+ Ty Ec5
En donde TN(ﬁ) es la energia cinética del nacleo que queda separada de

Hej (7, R)que es el Hamiltoniano puramente electronico como lo muestra la ecuacion 6:

elec

AL _>) 1 <62 9> 9?2 ) Ec.6
H, (¥ R)=—= + +
€ 24 ax? Byl?' az?
nucl elec elec nucl nucl
D D D St ) ) e
u=1 i= 1|rl 11]>L|rl_r1| u1v>u|R _Rl

- - - Ec.7
Y(7.R) = Yel(7.R) - ¥n(R)
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En las que las coordenadas de los electrones estan referidos al centro de la masa de la
molécula, por lo que sustituyendo la ecuacion 5y 7 en 4 obtenemos la ecuacion de Shrédinger

siguiente:

[Aei(7.R) + T(R)|[Wei1(7.R) - wN(R) = Evpei(7.R) - N (R) Ec8

Si consideramos la configuracion nuclear fija, R sera Ry, quitando los términos de la
energia cinética nuclear, asi la ecuacion de Shrodinger para el hamiltoniano electrénico se

escribe:

A7, Ro)w™ (7, Rg) = E%ul(7, Ro) =e

Acorde con la idea de que los electrones se mueven mas rapido que los nucleos,
cuando éstos cambian su configuracion un poco, los electrones inmediatamente se ajustan, la
energia electronica varia ligeramente como una funcion de los parametros que definen la
configuracion nuclear y se genera una red de puntos de energia para cada estado electrénico
que constituye la superficie de energia potencial Ux(ﬁ) (energia electrénica incluyendo la

repulsion nuclear).
Se puede definir el Hamiltoninano nuclear efectivo como:

nucl

oy o1 9? 92 92
VO = 0® -3 (555 + 55+ 375 Ee.10
pre= | u n

2y,

En esta ecuacion se puede apreciar que el operador Hamiltoniano incluye a los
operadores que representan las energias electronicas y nucleares, por lo que la ecuacion de

Shréndinger se escribe como:
i (R)on(R) = Eron(R) Ec.11

donde Er representa las energias totales de la molécula.
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A pesar de la simplificacion de la ecuacion de Shrondinger, ésta solo puede resolverse
exactamente para sistemas monoelectronicos, asi que para poder resolverla para sistemas
polielectrénicos se recurre a soluciones aproximadas, ya que la funcion de onda contiene toda

la informacion necesaria para calcular las propiedades del sistema.

2.1.5 METODO HARTREE FOCK

El método Hartree-Fock (HF), se obtiene al sustituir en la ecuacién de Schrodinger un
determinante de Slater, seguida de algunas transformaciones algebraicas [9]. La
aproximacion principal es Illamada aproximacion de campo central. Este método no incluye
las repulsiones coulombicas electron-electron en el calculo, pero su efecto neto esté incluido
[10,11].

El método HF es un calculo variacional, lo cual significa que las energias aproximadas
calculadas son iguales 0 mas grandes a la energia exacta [12]. Este método consiste en buscar

orbitales ¥, (espin-orbitales) que minimicen la energia del sistema segun la ecuacion:

F|W,) = €,¥a) Ec.12
Dondeg, es la energia del orbital y F es el operador Fock el cual se define como:

Fr) = o) + ) jy@) = ky(ry) Fc.13
b

Este operador consiste en tres términos, el primero es la suma de la energia cinética

para un electron mas la energia potencial de la atraccion del electron 1 y los nucleos:

Z, Ec.14

h(ry) 172
ry)=—-Z-Vi—
1 2 1 14
A

El segundo y tercer término corresponden al operador couldmbico y el operador de

intercambio jpy Ky respectivamente:
Ec.15

Jp(rDPa(ry) = (Pp(r)|riz |[Pp(r) )P a(re)

Ec.16
kp(r)¥a(ry) = (Pp(r2)|riz|Pa(r))¥Pp(ry)
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Para obtener la expresion del operador coulémbico que describe el promedio de las
interacciones entre los electrones, se considera una funcion que es producto de funciones de

onda ¥, normalizada para cada electrén.

El operador Fock depende de funciones propias que no son conocidas inicialmente,
por lo que las ecuaciones HF deben ser resueltas iterativamente mediante el procedimiento
Ilamado método del campo autoconsistente (SCF, por sus siglas en inglés) proceso que
termina cuando la diferencia entre dos interacciones consecutivas es menor que el limite

establecido en el pardmetro de convergencia [13,17].

2.1.6 FUNCIONES DE BASE

El conjunto de funciones de base son descripciones matematicas utilizadas para
describir la forma de los orbitales en el atomo. La mayor parte de los métodos
mecanocuanticos moleculares, comienzan el calculo con la eleccién de las funciones de base.
El menor niumero de funciones posibles es conocido como funcion de bases minimas. El uso

de una base adecuada es un requerimiento esencial para el éxito del calculo. [14,15]
2.1.6.1 TIPOS DE FUNCIONES DE BASE

Los dos tipos de funciones de base mas utilizados, Ilamados también orbitales
atébmicos (aunque en general no resuelven la ecuacién de Schrddinger) son los orbitales de
tipo Slater (STO) y los de tipo gaussiano (GTO).

Los orbitales de tipo Slater tienen la forma:

Xsto — Nrn—le—(rylm(el (P) Ec.17
Donde N es la constante de normalizacion, Y ,,,son las funciones conocidas como

armonicos esféricos, mientras que ¢ es el exponente orbital de Slater, r es la distancia

electron-nacleo y n es el numero cuéntico principal.

Los orbitales de tipo gaussiano pueden escribirse en término de coordenadas polares o
cartesianas, ecuaciones 18a y 18b respectivamente:
XGTO — Nr(Zn—Z—l)e—(‘rYlm(e’ ‘p) Ec.18a
Ec.18b

XGTO — leymzne—otr2
10
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Donde la suma de I,m,n determinan el tipo de orbital, asi para un orbital s [+n+m=0,
para un orbital p la suma sera 1, etc. y a es el exponente del orbital gaussiano. Los programas
para realizar célculos de estructura electronica transforman las coordenadas cartesianas en

funciones esféricas.

2.1.6.2 BASES POLARIZADAS

La division de valencia permite cambiar el tamafio de los orbitales pero no su forma.
Las bases con polarizacién evitan esta limitacion al adicionar orbitales con mayor momento
angular respecto al requerido para la descripcién basal de cada a&tomo. La base 6-31G (d)
también conocida como 6-31g*, le suma funciones de base tipo d a los &tomos pesados. Otra
base polarizada conocida es la 6-31G (d, p) o 6-31G**, la cual suma funciones base tipo p al

atomo de hidrégeno y funciones base tipo d sobre atomos pesados [15].

2.1.6.3 BASES DIFUSAS

La incorporacion de funciones difusas permite a los orbitales ocupar un espacio
mayor, esto extiende las regiones de valencia y representan muy bien las regiones donde los
enlaces son débiles como es el caso de enlaces por puente de hidrégeno. Las funciones difusas
se representa por un signo + en la funcion [45]. La base 6-31+G**, incorpora una base doble

de valencia dividida con polarizacion y funciones difusas en atomos pesados y ligeros [15].

2.1.7 TEORIA FUNCIONALES DE LA DENSIDAD

La Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, por sus siglas en inglés), aplicada a
sistemas electronicos, es un procedimiento variacional alternativo a la solucion de la ecuacion
de Schrédinger. En 1964, Hohenberg y Kohn demostraron que el estado basal de la energia
electronica, la funcion de onda y las demas propiedades electronicas, estan determinadas
completamente por la densidad electronica p. Por lo que se puede decir que la energia del

estado basal E es funcional de la densidad electrénica:

Ey = Eo[po] Ec.19

11
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La ecuacion 19 es el primer teorema de Hohenberg y Kohn [18]

El segundo teorema de Hohenberg y Kohn establece que el funcional de la densidad
Eo[po] toma un minimo valor para p=p, es decir Ey[p’] en la que la funcion de onda

normalizada del estado fundamental minimiza la integral variacional:

Eo[p] = Eolpo]l Si p #po Ec.20

Dado que la energia en estado fundamental es la suma promedio de la energia cinética

electrénica, atracciones electron-nucleo y repulsiones electron-electron:
Ec.21

E = T + VNE + Vee
Y puesto que la energia es un funcional de la densidad, cada uno de estos promedios

es un funcional de po:
Ey = T[po]l + Vyelpol + Veelpol Ec.22

En la ecuacion 22 se pueden observar dos términos: la parte dependiente del sistema
Vuyelpol ¥ la independiente con validez universal que se representa como Fyg llamado

funcional de Hohenberg-Kohn:

Fuklpol = Tlpol + Veelpol Ec.23

Sin embargo este funcional no nos dice como obtener Eyni popor lo que Kohn'y Sham
en 1965 idearon un método para obtener poy a partir de éste E,. De manera simplificada la

ecuacion de Kohn y Sham es[19]

Elp] = T[p] + Vselp] +5 Il %1"2“2) drydry + Ey[p] Ec24

En donde el método serd exacto siempre y cuando se conozca el término de

intercambio y correlacion E,, el cual esta dado por la expresion:

Exc[po] = Ex[Po] + Ec[Po] Ec.25

12
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Donde E,es la energia de intercambio y E. de correlacion. Sin embargo, como la
dependencia funcional de E,. con la densidad [pg] es desconocida, estara intimamente
relacionada con la aproximacion utilizada para darle forma al funcional de intercambio y

correlacion. Algunas formas de obtener el término [po] se clasifican en [12]

e Aproximacion local de la densidad (LDA)

Este método conocido como LDA por sus siglas en inglés, considera que si la densidad p

varia de forma extremadamente lenta con la posicion, la energia [po] esta dada por:

ELPA[p] = f p (Mex(p)dr Ec.26

Donde la integral corre sobre todo el espacio y (p) es la energia interna de intercambio y

correlacion por electrén en un gas de electrones homogéneos y con densidad p.

Dentro de éste método existe la denominada aproximacion de la densidad de espin (LSDA
por sus siglas en ingles) en donde se separa la densidad electrénica segin el espin en p%(r),
originada por lo electrones de espin a, y en p®(r), debida a los electrones con espin B. Con

esta idea, Excse convierte en un funcional que depende de las dos densidades:

Exc — E[pa, pﬂ] Ec.27

e Correccion por gradiente

Las aproximaciones LDA y LSDA dependen de p que varia lentamente con la posicion.
Ambas aproximaciones se pueden mejorar si se corrigen mediante la variacion de la densidad
electrénica con la posicién. Esto se hace incluyendo un gradiente de p®y p°en el integrando

de la ecuacién 26:

E5é’[p® pP] = f f (p%, pB,vp®, VpP)dr Ec.28

Donde f es una funcién de la densidad de espin y sus gradientes. Las letras GGA se

refieren a la aproximacion de gradiente generalizado (GGA por sus siglas en inglés).

13
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e Métodos hibridos

Estos métodos son ampliamente usados, mezclan los funcionales de intercambio de
Hartree-Fock con intercambio-correlacion DFT. Uno de los funcionales hibridos maés
utilizados es el B3LYP [48,49] que se define como[20,21]

ECI?3LYP =(1-a) EiLSD n aEiHF + bEiBBS n CECLYP +(1-c) ECLSD Ec.29
(3 coeficientes) a =.20;b =0.72;¢c=0.81

Donde E es la energia de intercambio Hartree-Fock y los parametros a, b y ¢ fueron

elegidos de tal manera que los calculos concordaran con los datos experimentales. EI nUmero
3 del funcional hibrido (B3LYP) se debe a que hay tres coeficientes que definen el tipo de

combinacion.

2.1.8 SUPERFICIE DE LA ENERGIA POTENCIAL

Debido a que los electrones son, por mucho, méas ligeros que los nucleos, la parte
electrénica de la funcion de onda puede responder en forma instantdnea a cualquier
movimiento nuclear. En la aproximacién de Born-Oppenheimer es posible tener una
superficie de energias potenciales obteniendo la energia electronica para cada conjunto de

arreglos nucleares.

La superficie de la energia potencial (SEP), también llamada superficie de potencial o
mas correctamente superficie de energias potenciales, describe la energia de la molécula en
funcién de su geometria: longitudes de enlace, angulos de valencia, angulos torsionales o
cualquier otro parametro para definir la geometria. Dado que las moléculas por lo general
contienen varios atomos y se requieren muchos pardmetros para describir la geometria, es
dificil calcular y dibujar este tipo de superficie de tres dimensiones, puede visualizarse como

una sabana con crestas y valles, que son puntos estacionarios (Figura 1).

14
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Los puntos criticos de una Superficie de Energia Potencial son:
e Minimo global: Es la energia més baja y nos indica la conformacion mas estable. Solo
existe un minimo global para cada molécula.
e Minimo local: son conformaciones estables aunque menos que la global.
e Punto de silla o de inflexion: representan conformaciones de transicion entre

minimos.

Punto desillade
Estructura A de transicion B segundo orden

Estructura B de transicion

Minimodel producto A

Minimo del producto B

-0.5
Punto desilla de segundo
orden

0

Ml'.himogiob_al

-1

Figural. Representacion grafica de la superficie de energia potencial

2.1.9 POTENCIAL ELECTROSTATICO MOLECULAR

Conocidos como MEPs, por sus siglas en inglés, son usados para el analisis de
procesos basados en el reconocimiento de las propiedades fisicas entre ellas la densidad
electrénicas de una molécula. Su representacion es usada para predecir reacciones, sectores de
la molécula que actGan como receptores de un medicamento, y la interaccion enzima-
substrato, son usadas ampliamente para interpretar y predecir el comportamiento reactivo de

una variedad de sistemas quimicos en reacciones nucleofilicas o electrofilicas.

Los MEPs también permiten el estudio de procesos bioldgicos y las interacciones de
enlaces o puentes de hidrogeno; son consideradas como una herramienta muy util en el
estudio de la reactividad molecular. Los calculos de propiedades fisicoguimicas sobre las
superficies moleculares y la visualizacion codificada de color proveen una nueva mirada al

comportamiento quimico y bioldgico de las moléculas.
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El MEP es fundamental para describir y entender el fendbmeno de la reactividad,
debido a que es la fuerza motriz de las interacciones a larga distancia. El potencial
electrostatico creado por los nucleos y los electrones de un sistema en el espacio circundante

esta dado por la siguiente ecuacion [22,24]

74 )d Ec.30
3 _ [eG)dr
Vi) = ;<|RA—1~| Ir'—r|>

Donde ZA es la carga del ntcleo A, localizado en RA'y p(r) es la funcion de densidad
electronica. El signo de V(r) en cualquier punto depende de donde los efectos de los nucleos
o0 de los electrones son dominantes. En el caso del MEP, la inexistencia de maximos locales
permite explicar la diferencia entre reacciones electrofilicas y nucleofilicas. El nucleofilo se
dirige hacia los 4&tomos debido a que tiende a atacar regiones positivas del MEP. Para un
electréfilo la situacion es diferente, ya que al tender a atacar minimos locales, se dirige hacia
los pares electrénicos no compartidos de los atomos o hacia los enlaces.

El potencial electrostatico, ha sido aplicado como una aproximacién para conocer la
reactividad de las moléculas, de esta forma, los valores mas negativos del V (r) se interpretan
como sitios para un ataque electrofilico, mientras que valores positivos del V (r) se
interpretan como sitios para un ataque nucleofilico, y esto se ha utilizado como base para el

analisis cualitativo de reconocimiento de las interacciones bioldgicas enzima-sustrato.

2.2 ANTECEDENTES EXPERIMENTALES
2.2.1 LAFISIOPATOLOGIA DE LAEA

La EA es un trastorno degenerativo de inicio gradual, progresivo e irreversible. A
nivel clinico en humanos se caracteriza por la perdida de memoria, a la que se le afiaden otros
problemas, como la afasia, apraxia, desorientacion, e incapacidad para el razonamiento [25].
La etiologia de la enfermedad es desconocida, de acuerdo a los datos epidemioldgicos,
constituye el 50% al 60% de los sindromes demenciales y se prevalencia aumenta después de
los 65 afios [26].
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La organizacién mundial de la salud (OMS), ha reportado que existe alrededor de 20
millones de personas detectadas con esta enfermedad en el mundo. En México se ha estimado
que existen alrededor de 2 millones de casos, de los cuales 700 mil corresponden a personas

menores de 70 afos.

La EA es una alteracion del sistema nervioso centra que da lugar a una atrofia cerebral
generalizada. Los cambios patoldgicos observados en los cerebros de estos pacientes no se
distribuyen de manera uniforme a lo largo de la corteza cerebral; estos se localizan en areas
corticales especificas [27]. Se sugiere que existe una relacion entre el progreso de la

enfermedad y la conectividad de las areas afectadas.

2.2.2 MARCADORES HISTOPATOLOGICOS DE LA EA

El diagnostico definitivo de la EA se basa en el examen del tejido cerebral obtenido
por autopsia. A nivel histopatoldgico, la EA es un proceso neurodegenerativo que se
caracteriza por la selectiva y progresiva muerte de las células neuronales en &reas cerebrales
especificas, principalmente de la neocorteza y el hipocampo, lo que se refleja clinicamente en

un estado de demencia [28].

El cuadro clinico de la demencia tipo Alzheimer se acompafia de la acumulacién
masiva de filamentos insolubles que tienen la conformacion B-plegada [29]. Estas definen dos
tipos principales de lesiones las placas neuriticas (PNs) formadas por el péptido amiloide beta
(AP) y las marafias neurofibrilares (MNFs) formada por la proteina de unién a microtubulos
(tau) que inducen una marcada activacion de la respuesta inflamatoria debido al dafio

neuronal que ocurre [30].

2.2.3 EL CEREBRO Y LA INFLAMACION

Hasta hace pocos afios, el cerebro se consider6 inmunologicamente privilegiado,
debido a su limitada capacidad inflamatoria y a la escasa infiltracion linfatica. Mas tarde, se
explicd que el cerebro esta protegido por la barrera hematoencefalica (BHE), una barrera
fisica localizada entre los vasos sanguineos y el tejido cerebral (Figura 2) [31]. La BHE limita
el acceso de casi todas las moléculas para proteger al cerebro de cualquier tipo de patégeno o
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sustancia toxica. Por estudios neuropatoldgicos y neuroradiolégicos se demostré que el
cerebro es inmunologicamente especializado por la accion de las células de la glia, las cuales,
son las células residentes en el SNC que regulan la inmunidad innata, y constituyen la primera

linea de defensa cada vez que ocurre una lesion [32,33]

Lumen de vasos sanguineos

Astrocitos Pericitos

Membrana Células endoteliales

Naiiae A

Uniones estrechas

Monocitos
= = - Neutrdfilos
Linfocitos

[ Uniones estrechas

® @ @ o ¢ e | |@ ® |®
% %ito

Cerebro Microglia

BHE —— Células endoteliales

Figura 2. Esquema que ilustra la barrera hematoencefalica. Compuesta por una red intrincada de
astrocitos, microglia, células endoteliales y neuronas que forman uniones estrechas impermeables con la
finalidad de excluir a células grandes, macromoléculas y liquidos en exceso. La BHE protege al cerebro ya
que previene la infiltracion de patdgenos o sustancias tdxicas que puedan poner en riesgo la organizacion y
funcionamiento neuronal. [31].

Las células de la glia difieren de las neuronas ya que no poseen contactos sinapticos y
se dividen durante toda la vida. Se clasifican generalmente en dos grupos: la microgliay la
macroglia, que incluye a los astrocitos y oligodendrocitos [34]. La microglia tiene un origen
mesodérmico y pertenecen al linaje de los macréfagos monociticos, generalmente se localiza
en todo el SNC. Estas células son especialmente importantes para preservar la integridad y la
homeostasis del cerebro [35]. La microglia constituye aproximadamente el 20% de la
poblacion total de la glia [36-37]. Un numero mayor de células de la microglia se han
encontrado en el hipocampo, el telencéfalo olfativo, los ganglios basales y la sustancia nigra
[35]. En condiciones normales se encuentran inactivas, pero son capaces de migrar por el
entorno circundante, para examinar y detectar cualquier cambio bioquimico y celular que

afecte la integridad funcional y estructural del SNC [38].
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La inflamacion presente en el SNC se denomina “neuroinflamacién”, ocurre como
respuesta a una lesién o alteracion en el SNC (los traumatismos craneo encefélicos, la
isquemia, neurotoxinas y las enfermedades neurodegenerativas) [39,40]. La
neuroinflamacion, consiste principalmente en una respuesta inmune innata que activa a las
células de la glia (astrocitos y microglia), para sintetizar y liberar citocinas, CXC, PG,
proteinas de la cascada del complemento y especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrogeno
(ERN) [41]. Todos estos eventos ocurren bajo un proceso bien regulado, con la finalidad de
proteger la integridad estructural y funcional de las células. Sin embargo, cuando el estimulo
persiste, la respuesta inflamatoria resulta perjudicial para las neuronas, debido a que la gran
cantidad de sustancias que se producen (citocinas pro-inflamatorias y el Oxido nitrico)
resultan toxicas para las neuronas [42]. Por lo tanto, la neuroinflamacion se considera un arma
de doble filo, debido a que es un mecanismo que limita, protege y repara a las neuronas de
infecciones o lesiones. Sin embargo, cuando se torna crénica surgen diversos factores que
pueden estimular el progreso de las enfermedades cronico neurodegenerativas resultando

peligrosa y muchas veces mortal.

2.2.4 LANEUROINFLAMACION COMO UN FACTOR DETONANTE DE LA
NEURODEGENERACION

Diversos estudios postulan que las neuronas dafiadas, activan una sefial descontrolada
en la glia que favorece el desarrollo de la gliosis reactiva (acumulacion de las células de la
microglia como respuesta a una lesion en el SNC [16]. Estad demostrado que la gliosis reactiva
agrava aun mas el dafio neuronal ya que promueve la liberacién de factores pro-inflamatorios
y neurotoxicos como la interleucina-1p (IL-1pB) y el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a)
[43]. Sin embargo, no queda claro como la inflamacién participa en la exacerbacién de las

enfermedades crénico neurodegenerativas.

Recientes trabajos experimentales sugieren que como resultado del dafio celular, las
neuronas producen de forma constante compuestos nocivos que son liberados al medio
extracelular, como citocinas, CXC, ERO y ERN, ademas de cambios en la liberacion de
aminoéacidos excitadores (glutamato) y caspasas pro-apoptoticas (caspasa 3 y 9), con el fin de
ocasionar dafio neuronal. Ademas de productos de degradacion anormales de la membrana,

agregados proteicos (a-sinucleina o amiloide-p) que favorecen la gliosis reactiva [44].
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En este sentido, el control estricto de la inflamacidn se pierde y sus caracteristicas
defensivas se inhiben, para generar una respuesta inmune que se auto-amplifica para ser
cronica, persistente y destructiva. En consecuencia, se genera un circulo vicioso entre las
neuronas lesionadas y la inflamacién persistente que conduce a la neurodegeneracion
progresiva que desencadena la sintomatologia clinica propia de cada enfermedad

neurodegenerativa, como por ejemplo la disfuncién motora o cognitiva.

2.2.5 LA NEUROINFLAMACION EN LA EA

La EA es el trastorno neurodegenerativo mas comun en el mundo, aproximadamente
el 10 % de todas las personas mayores de 65 afios y hasta el 50 % de mayores de 85 afios
padecen esta enfermedad. El diagnostico definitivo de la EA se basa en el examen del tejido
cerebral obtenido por autopsia. La EA se caracteriza por una marcada neurodegeneracion, que
afecta a ciertos circuitos, sistemas de neurotransmision y estructuras cerebrales. Los sistemas
de neurotransmision tipicamente afectados en la EA son el sistema colinérgico y
glutamatérgico. Multiples estudios muestran una alteracion en la actividad colinérgica a nivel
cortical [45] y a nivel del Hp, asi como en el sistema colinérgico septo hipocampal [46]. De
igual forma, los reportes indican la disminucion de las terminales nerviosas glutamatérgicas
en el Hp y la corteza cerebral de pacientes con la EA. La reduccion considerable de los
niveles de acetilcolina y glutamato, se relaciona con la muerte de este tipo de neuronas, las
cuales se localizan en el Hp, la corteza temporal y frontal de los pacientes con EA, regiones
del cerebro implicadas en los procesos de memoria. Por tal motivo, los pacientes manifiestan

un estado demencial progresivo [47,49].

El cuadro clinico de la demencia tipo Alzheimer se acompafia de la acumulacién
masiva de filamentos insolubles que tienen la conformacion B-plegada [50]. Existen dos tipos
principales de lesiones: las placas neuriticas (PNs) formadas por el péptido amiloide-p (AB) y
las marafias neurofibrilares (MNFs) formadas por una proteina de unidon a microtibulos
Ilamada tau, que se encuentra hiperfosforilada [47] (Figura 3). Estudios recientes, sugieren
que el AP participa en la fisiopatologia de la EA, debido a que la conformacion B-plegada y su
estado de agregacién le confieren propiedades neurotdxicas que conducen a la
neurodegeneracion, inclusive estos hallazgos estan correlacionados con la demencia que

presentan los pacientes [45].
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Figura 3. Los marcadores histopatol6gicos de la enfermedad de Alzheimer. Fotomicrografias de un

corte coronal del cerebro de un paciente post-mortem con EA. Los cortes fueron tratados con técnicas de

inmunofluorescencia para evidenciar las PNs (rojo) (A) y las MNFs (verde) (B). Las fotomicrografias
fueron capturadas con el objetivo 40X. [52].

En los ultimos afios, se reporta que en los cerebros de los pacientes con la EA también
existe un proceso inflamatorio de tipo cronico. Los estudios clinico-patolégicos y de
neuroimagen revelan la intensa actividad de los astrocitos y la microglia cerca de las PNs
[53,54], ademaés de observar el aumento de los mediadores pro-inflamatorios. En particular, la
IL-1pB, una de la principales citocinas pro-inflamatorias y la sintasa del 6xido nitrico inducible
(iNOS), una isoforma de las sintasas de 6xido nitrico (NOS), se encuentran elevadas en el
cerebro de los pacientes con la EA. Esto ocurre desde las primeras etapas de la enfermedad y
perduran hasta la muerte del paciente [55,57]. La IL-1B y la iNOS se expresan tanto en los
astrocitos como en la microglia y su participacién se considera un factor clave para promover
la respuesta inflamatoria y la muerte neuronal en la EA [58]. Actualmente la respuesta
inflamatoria se considera un tercer marcador histopatolégico para el diagnostico de la EA
[59]. Se sugiere que contribuye junto con la toxicidad del AP a causar la degeneracion
neuronal y probablemente el progreso en el deterioro cognitivo. Las investigaciones en los
ultimos afios tratan de explicar cbmo la respuesta inflamatoria esta relacionada con la pérdida
de la memoria en los pacientes con la EA, sin embargo, ain falta conocer con precisién como
participan en la degeneracion neuronal y el deterioro cognitivo observado en esta

enfermedad.
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2.2.6 EL PEPTIDO AMILOIDE-B

El AP es un péptido de 39 a 42 aminoacidos, fue secuenciado por Glenner y Wong en
19984. Tiene un peso molecular de 4 kilodaltons, se deriva por prote6lisis de la proteina
precursora del amiloide (APP) conformada por 695 aminoacidos [60]. La beta y gama-
secretasas son las responsables de romper el dominio extracelular y el dominio transmebranal

de la APP respectivamente para formar el AP soluble [61]. (Figura 4).

El termino amiloide hace referencia al almidon, debido a que su estructura 3D, tiene
gran parecido con esta molécula, [62]. Por razones hasta ahora desconocidas, el péptido
presenta una transicion en su estructura secundaria de a-hélice a B-plegada fibrilar insoluble

que esta implicada con el origen de su toxicidad [63].

El AB normalmente se libera de la APP como un mondmero soluble, circula a
concentraciones nanomolares en el liquido cefalorraquideo y en la sangre [64]. Con el
envejecimiento y sobre todo con la EA cambia a una conformacion fibrilar insoluble que
favorece su oligomeracion para formar los agregados fibrilares caracteristicos de las PNs [65].
Se a reportado que los monomeros y dimeros del AP no son toxicos para las células, mientras
que los oligomeros de bajo peso molecular Ilamados protofibrillas si lo son [66]. Por lo tanto,
la relacion entre la formacion de fibrillas y la toxicidad del péptido es importante para
provocar la degeneracion de las neuronas [62].

PPA-PB
B-secretasa y-secretasa
1 4 ™ 695-770
H,N AP COOH
N-terminal C-terminal

Dominio extracelular Dominio transmembranal

1 10 20 30 40
AB1 4o DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVVIA
25 35
AB; 4> DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV

Figura 4. Procesamiento Del Péptido Amiloide-B. La APP es una proteina anclada a la membrana celular, que se
somete a procesos de protedlisis por accion de la By y secretasa para formar el péptido amiloide-f3 de 42
aminoacidos [60].La secuencia marcada de color morado sefiala la fraccion 25-35 del amiloide- B.
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2.2.7 ESTRUCTURA Y FUNCION DEL AMILOIDE- .35

El APBgsss esta formado por 11 aminoécidos (GSNKGAIIGLM) tiene un peso
molecular de 1060 Daltons, se localiza en el extremo C-terminal. EI APB,s.35 genera los efectos
neurotoxicos del péptido completo [67].bajo condiciones fisioldgicas el peptido presenta una
estructura de a-hélice localizada a nivel transmembranal, (Figura 5). Estudios in sillico
demuestran que la secuencia de aminodacidos de la posicion 25 a la 27 son una zona clave para
generar la agregacion de AP [68]. De ahi que este se agregue facilmente. Por otra parte los
residuos de aminoacidos del 31 al 35 estan expuestos a la superficie, esto permite
interaccionar con la membrana celular y formar una estructura [B-plegada capaz de

desencadenar una respuesta toxica [69].

El AP2s-35 €s modelo adecuado para reproducir la toxicidad del Ap como ocurre en la
EA [70]. Presenta un residuo de metionina en la posicion 35 (met35) implicado en la

formacion de radicales libres los cuales son pieza importante en el estrés oxidativo.

25-GSNKGAIIGLM-35

Figura 5. Modelo 3D del amiloide-B,s 35. ES la parte mas toxica del péptido amiloide-p se emplea como un
modelo de toxicidad en la EA [69].
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2.2.8 MECANISMO DE TOXICIDAD DEL AMILOIDE-B

Los mecanismos de toxicidad que el AP emplea aun no son claros. Se sugiere que el
AP incrementa la concentracion de radicales libres por medio de la desestabilizacion de la
homeostasis del calcio y por la activacion de la glia los cuales conducen al estrés oxidativo.
Por otra parte se ha visto que la agregacion del AP en su forma oligomerica activa
mecanismos de apoptosis que generan la muerte neuronal en consecuencia se afectan los
contactos sinapticos y se produce una disfuncion asociada con la alteracion de los procesos de
aprendizaje y memoria. Existen diferentes fracciones del AP, algunas de las cuales son
toxicas. La fraccion 25-35 del AP (AP2s-35) Se ha propuesto como la parte mas toxica de todo
el péptido ya que es capaz de agregarse rapidamente e inducir su neurotoxicidad de forma
inmediata [71].

2.2.9 LA INFLAMACION COMO UN MECANISMO DE TOXICIDAD DEL
AMILOIDE-p

El AB es una combinacion heterogénea de péptidos conformados desde 20 a 43
aminoéacidos (a.a) de longitud, sin embargo, los de 42 y 43 a.a son los méas abundantes en las
PNs. El AP se forma por la escision secuencial de la proteina precursora del amiloide (APP)
(695-770 a.a), una glicoproteina transmembranal, concentrada en la sinapsis entre neuronas.
Su funcién aun no esta elucidada, aunque se ha implicado como regulador de la formacion de
la sinapsis, plasticidad neuronal y exportacién de hierro [72,74]. La expresion de la APP
incrementa durante la diferenciacion celular y después de una lesion neuronal. Se propone que
también participa en la LTP y en la adhesion celular, pero esto ain no es claro. En la EA la
APP se incrementa para ser procesada por la a-, B- y y-secretasas. En primera instancia, el A}
se forma por la accion sucesiva de la [-secretasa para generar al segmento C99 y
posteriormente la y-Secretasa actua para generar el dominio intracelular carboxilico del
amiloide (AICD) y el AP [75]. (Figura 7). La presencia del A en altas concentraciones y su
estado de agregacién son factores detonantes de su toxicidad. El papel del AP es fundamental
en el progreso de la EA. La disfuncién sinédptica y la pérdida neuronal que causa el AP en los
modelos in vivo repercuten en la disfuncion cognitiva [51]. Diversos mecanismos son
propuestos para explicar el efecto neurotoxico del AB: 1) produccion de ERO, 2) acumulacion
intracelular de Ca*?, 3) alteracion en la fluidez de la membrana, 4) procesos inflamatorios
[76,79].
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Diversos investigadores sugieren que el AP es un factor clave en el progreso de la
respuesta inflamatoria y el dafio neuronal presente en los pacientes con la EA [80-71]. La
evidencia experimental muestra que el AP, activa a las células de la glia de forma exacerbada
para liberar moléculas pro-inflamatorias, como citocinas (IL-1p, IL-6, 1L-17 y TNF-a), CXC
y eicosanoides. Moléculas que favorecen la neurodegeneracion al aumentar la vulnerabilidad

neuronal hacia los radicales libres como el NO, el cual es inducido por la via de la iNOS.

2.2.10 LOS ANTIINFLAMATORIOS Y ANTIOXIDANTES EN LA EA

Dado que el proceso inflamatorio puede desempefiar un papel en la EA, estan
estudidndose varios medicamentos antiinflamatorios como aspirina e ibuprofeno entre otros

ya que estos disminuyen la probabilidad de padecer la EA. .

Algunos reportes también han indicado que las propiedades antioxidantes encontradas
en las sustancias, como la vitamina C, E y el selenio pueden servir de proteccion contra el
deterioro mental, pero se necesita evidencia para confirmar esto. La vitamina E es de
particular interés. La mayoria de los alimentos no son ricos en esta vitamina, pero se

encuentra en aceites vegetales.

2.2.11 EL AMILOIDE-B25.35 UN MODELO PARA ESTUDIAR LA EA In Vivo

Los agregados de AP observados en los pacientes con la EA contienen AP en sus
secuencias mas predominantes: APi40y APi42 [82]. Sin embargo, estos agregados también
contienen péptidos con secuencias de oligdmeros truncados como el ABys.35 0 el AP2s.35/40
[83]. El AP35 (GSNKGAIIGLM) se puede producir en pacientes con la EA por escision
enzimatica del APi.40 [83,84]. El APx3s presenta residuos extracelulares y
transmembranales, los cuales representan la region biolégicamente activa del Ap [85,86].
Ademas, contiene una region altamente hidrofébica que favorece la formacién de agregados
estables [85]. El interés por este un decapéptido, el cual muestra una estructura de hojas-f3
[86,87], ha crecido en la ultima década, debido a que induce atrofia neuronal, muerte celular,
pérdida sinaptica, asi como déficit en la memoria espacial, efectos similares a los que genera
el APi140y APi-42 [88], pero con una mejor solubilidad y eficiencia [89-90] , de ahi que la

comunidad cientifica en el area lo considera un modelo adecuado para estudiar la EA [86,90].
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3. JUSTIFICACION

Debido a que es una incidencia creciente la enfermedad de Alzheimer, en proximos

afios sera la causa de un grave problema de salud publica a nivel mundial.

La terapéutica actual EA es de tipo paliativa, con la finalidad de retrasar y mermar la
sintomatologia de la enfermedad. En general, los distintos tratamientos farmacoldgicos han
brindado y mejorado la calidad de vida en los pacientes, sin embargo presentan ciertas
desventajas, por la presencia de efectos secundarios que a largo plazo resultan nocivos para la
salud de los pacientes. Recientemente se ha propuesto el uso de los farmacos
antiinflamatorios-antioxidantes, como alternativa o cotramiento farmacoldgico. En este
sentido se justifica la bdsqueda de mejores farmacos para el manejo terapéutico de la
enfermedad, con un enfoque meramente molecular, cuyos blancos farmacoldgicos estén bien
definidos e identificados para poder realizar su disefio de una manera sistematica y racional,

con el fin de obtener farmacos mas selectivos y menos toxicos.

Todo esto con ayuda de la QC que cada vez es mas utilizada debido al desarrollo
tecnoldgico de los diversos sistemas computacionales de alto rendimiento que han permitido
gue se estudien sistemas cada vez mas complejos y con mayor grado de exactitud y asi
conocer de las moléculas sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas y para poder
identificar los sitios reactivos de cada una y saber que parte de estas pueden interaccionar con

el AP,s.35 formando complejos que tengan la capacidad de revertir los efectos de la EA.

En este trabajo se realizo un estudio teérico —practico de la interaccion de una serie de
antinflamatorios  (Aspirina, Diclofenaco, lbuprofeno, Meloxicam, Naproxen) y un
antioxidante (Vitamina E). Con el Apgs.35 ya que estos nos ayudan en la prevenciéon de

enfermedades neurodegenerativas.
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4. HIPOTESIS

Los antiinflamatorios (Aspirina, Diclofenaco, Ibuprofeno, Meloxicam, Naproxen) y un
antioxidante (Vitamina E). Interaccionaran con el péptido APss3s en el aminoécido
Metionina posicion 35 (met 35) lo cual nos permitirA formar complejos para que
posteriormente nos ayuden en la prevencion el estrés oxidativo y la neurodegeneracion en

un modelo animal de la enfermedad del Alzheimer.

5. OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio tedrico-practico de los sitios reactivos de una  serie de
antiinflamatorios-antioxidantes para una posible interaccion intermolecular con la fraccion del
AP3s.35y formar un complejo que ayude a entender el mecanismo de reaccion y asi evaluar el

efecto neurodegenerativo en un modelo animal de la enfermedad de Alzheimer.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

» Investigar el comportamiento de los antiinflamatorios —antioxidantes y la fraccion

AP2s.35 a nivel molecular mediante el célculo del potencial electrostatico molecular.

= Analizar el efecto neuroprotector de la administracion cronica de antiinflamatorios-
antioxidantes por medio de marcadores bioquimicos e histolégicos de estrés oxidativo
en el modelo animal de la enfermedad del Alzheimer.

= Evaluar el efecto neuroprotector de la administraciéon crénica de antiinflamatorios-
antioxidantes por medio de marcadores de morfologia neuronal en el modelo animal

de enfermedad de Alzheimer.
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7. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

7.1 DIAGRAMA TEORICO

Revision bibliogréfica

v v

I Calculo puntual del AP 25.35 I Optimizacion y calculo de
frecuencias de los
¢ antiinflamatorios —antioxidantes
I RCSB Protein Data Bank I ¢
—y

I Método AM1 I

- I Método RHF/ STO-3G I

‘ Método B3LYP/6-31+G**

y B3LYP/6-311+G**

| Programa gOpenMol |
I MPE del AB 5.2 I MPE de antiinflamatorios-antioxidante I

I PM3 H Formacion de complejos H Método RHF/ STO-3G I

28



ESTUDIO TEORICO-PRACTICO DE LA INTERACCION DE UNA SERIE DE ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE CON EL
AB 25-35 EN LA PREVENCION DE ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

En este trabajo se inicié realizando las matrices de las estructuras de los
antiinflamatorios y el antioxidante: Aspirina, Diclofenaco, Ibuprofeno, Meloxicam, Naproxen
y Vitamina E en el programa Gaussian View 5.0.

Subsiguientemente se realizé la optimizacion de las geometrias moleculares, asi como
el célculo de frecuencias para asegurar que las geometrias obtenidas correspondieron a un
minimo de energia (frecuencias positivas), los métodos/base utilizados fueron:

AM1, HF/STO-3G, B3LYP/6-31+G** y B3LYP/6-311+G**.

El péptido Azs.3s no fue optimizado, solo se le hizo un célculo puntual con el
método/base HF/3-21G ya que proviene de la base de datos RCSB Protein Data Banck,
adicionalmente se realizé el calculo del potencial electrostatico con el método/base B3LYP/6-
31+G**,

De los diferentes métodos empleados, a partir de las estructuras optimizadas de los
Antiinflamatorios-antioxidante en B3LYP/6-31+G** se realiz6 el célculo del potencial
electrostatico molecular. Esto permitié conocer los puntos mas reactivos de dichas moléculas,
por lo tanto, a partir de este punto se prosiguio a construir los complejos entre cada una de las
moléculas y el péptido AB25-35.

Una vez construidos los complejos a partir de las geometrias optimizadas de cada
antiinflamatorio-antioxidante fueron optimizados con los métodos PM3 y HF/STO-3G.
Finalmente para la visualizacion de las estructuras optimizadas se utilizd el programa
Gaussian View 5.0 para visualizar el potencial electrostatico se utilizd el programa

gOpenMol 3.0 que se encuentra disponible en la red de forma gratuita.
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7.2 DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Administracion via oral
3 dias

Ratas Wistar macho
(250-2809)
BIOTERIO

“CLAUDE BERNARD” BUAP

v v

SSI
1mL/kg

Vitamina E
200mg/kg 25 mg/kg

Ibuprofeno

v

Vitamina E
+

Ibuprofeno

30 dias después

v

Inyeccion bilateral en
hipocampo de AB2s.35 (100 uM]
(1 pL / lado)

[ |

v

I Extraccion del cerebro I

v

Anélisis histolégico con la tincion
de hematoxilina y eosina e
inmunoistoquimico (anti-GFAP) en
la region CALl de Hp y Giro dentado

Coordenadas:
AP:-1.2;L:+21yP:21
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7.2.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar del Bioterio “CLAUDE BERNARD” de la
BUAP. Los animales, se colocaron en cajas de acrilico, se mantuvieron con un ciclo de luz —
oscuridad 12 h / 12 h a una temperatura de 22 + 2 °C y con alimentacién (agua y alimento) ad
libitum. EI manejo de los animales se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos del comité
para el cuidado de los animales de laboratorio, el cual contempla satisfactoriamente los
criterios establecidos por la Norma Oficial Mexicana “Especificaciones técnicas para la

produccidn, uso y cuidado de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999.

7.2.2 PREPARACION DE SUSTANCIAS EMPLEADAS EN LOS TRATAMIENTOS

El AB2s-35 se diluy6 en solucidn salina isotonica (SSI) para obtener una concentracion

de [100 uM]. Previo a su administracion el péptido se incub6 a 37 °c por 36 horas.

7.2.3 TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES

Se formaron cuatro grupos experimentales (n= 4 por grupo); A los cuales se les
administro por via oral durante 3 dias: Vehiculo SSI (ImL/kg); 2) Ibuprofeno (200mg/kg); 3)
Vitamina E (25 mg/kg); 4) Ibuprofeno y vitamina E, después se les realizo una Inyeccion
bilateral en hipocampo del APzs.35 (100 uM] (1 pL / lado) con coordenadas: AP: -1.2; L: £2.1
yP: 2.1

Al término de 30 dias se realizd la Extraccion del cerebro para hacer un analisis
histologico con la tincion de hematoxilina y eosina e inmunoistoquimico (anti-GFAP) en la

region CA1 de Hp y Giro dentado de los animales de experimentacion.

7.2.4 CIRUGIA ESTEREOTAXICA

La mesa quirdrgica y el equipo de cirugia estereotaxica fueron desinfectados con
soluciones alcohdlicas y acuosas de benzal. Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (13
mg / kg) y xilacina (100 mg / kg) por via ip. Se procedié a colocar a los animales en el aparato

estereotaxico para roedores pequefios.
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7.2.5 PREPARACION DE LOS TEJIDOS CEREBRALES PARA LAS TECNICAS
HISTOLOGICAS

Finalizados los tiempos establecidos los animales se decapitaron. Los cerebros fueron
extraidos y se colocaron en paraformaldehido al 4 % en PBS durante cuarenta y ocho horas
para después iniciar el proceso de deshidratacion, aclaracion, infiltracion e inclusion en
parafina. y con ayuda de un micrétomo se realizaron cortes coronales de 5 um de grosor, los

cuales fueron montados en portaobjetos.

7.2.6TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA

El método de hematoxilina y eosina (H - E) es el procedimiento de tincion mas
comunmente usado tanto en el estudio histolégico como en el patolégico; consiste en la
aplicacion de hematoxilina de Mayer que tiene un caracter basico y tifie a los nucleos
(caracter &cido) y la eosina que es un colorante acido y tifie el citoplasma y las fibras

colagenas que tiene un caracter basico.

El protocolo consistio en desparafinar e hidratar los tejidos hasta llegar al agua
destilada. Tefiirlos durante quince minutos en hematoxilina de Mayer, para después lavarlos
en agua corriente durante cinco minutos. Posteriormente los tejidos fueron colocados en
etanol al 80 % durante dos minutos, para después ser contrastados en solucion eosina durante
dos minutos. Finalmente los tejidos fueron deshidratados, aclarados a través de etanol 96 %,

etanol 100 % y xilol, con dos cambios de dos minutos cada uno y montados con resina.

La tincion de H-E fue usada para analizar y cuantificar el nGmero de células no
dafiadas en el GD vy la region CA1 del Hp. El dafio en las células fue reconocido por las
alteraciones nucleares que se presentan como picnosis, cariorrexis y cariolisis. Asi como

cambios en el citoplasma como la eosinofilia o pérdida de afinidad a la hematoxilina.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 RESULTADOS TEORICOS

En este trabajo se utilizaron las herramientas de la QC y sus aplicaciones a modelos
biologicos. Lo anterior permitio obtener resultados del estudio tedrico-practico realizados a

los antinflamatorios-antioxidante para observar la interaccion con el péptido ABzs.3s.

8.1.1 OPTIMIZACION Y FRECUENCIAS
A los antinflamatorios-antioxidante se les realizo la optimizacion y calculo de
frecuencias para asegurar que se encontraban en una conformacion estable (frecuencias

positivas).
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AM1 RHF/STO-3G B3LYP/6-31+G** B3LYP/6-311+G**

Aspirina

Diclofenaco

Ibuprofeno

Meloxicam

Naproxen

Vitamina E

Figura 6. Estructuras obtenidas por los diferentes métodos de estructura electronica
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Los métodos/base utilizados mantienen la estructura de los antiinflamatorios-antioxidante, de

acuerdo a las estructuras anteriores se puede hacer una comparacion de energia de diferentes

métodos/base. Tabla 2.

Métodos

Fase gaseosa(Kcal/mol)

Farmaco AM1 RHF/ STO-3G | B3LYp/ 6-31+G** | B3LYp/6-311+G**
Aspirina -137.60 -399501.84 -407065.40 -407177.07
Diclofenaco -474.58 -1029514.86 -1045271.01 - 1045422.98
Ibuprofeno -103.50 -40446.74 -4121069.91 -412206.87
Meloxicam -429.84 -1113114.72 -1131268.78 - 1131461.80
Naproxen -97.79 -472736.63 -481886.53 -481817.91
Vitamina E -183.09 -791778.21 -806834.61 -807007.95

1 Hartree= 627.5095 kcal/mol

En la tabla 2 se observa qué el método AMZ1varia mucho en comparacion con los métodos
RHF/STO-3G, B3LYp/6-31+G** y B3LYp/6-311+G**. Ya que este es empleado para
grandes sistemas moleculares y las estructuras moleculares de los antiinflamatorios-
antioxidantes son pequefias por lo tanto los 3 ultimos métodos/base son més eficientes ya que
estos se utilizan para pequefios sistemas moleculares.

A partir de la figura 6 se obtienen los valores estructurales de los antiinflamatorios

antioxidantes los cuales aparecen en la tabla 3,5 en donde se muestran algunas distancias de

Tabla 2. Comparacién de energia de diferentes métodos.

enlace y angulo haciendo referencia en la figura 7.
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Figura 7. Estructura general de los antiinflamatorios —antioxidante
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Molécula Enlace
AM1 RHF/STO-3G | B3LYp/6-31+G** B3LYp/6-311+G**
04-C3 1.23 121 1.21 1.20
Aspirina | H1-02 0.97 0.99 0.97 0.96
02-C3 1.37 1.39 1.36 1.36
C3-C5 1.47 1.52 1.50 1.50
Diclofenaco | H21-020 0.97 0.99 0.97 0.97
020-C18 1.36 1.38 1.35 1.35
C18-019 1.23 1.22 1.22 1.21
Ibuprofeno | H16-015 0.97 0.99 0.97 0.97
015-C13 1.36 1.39 1.35 1.35
C13-014 1.23 121 1.21 1.21
Meloxicam | H21-020 0.97 0.99 0.97 0.97
020-C11 2.38 2.39 2.41 241
010-C9 1.24 1.22 1.22 1.22
Naproxen H20-019 0.97 0.99 0.97 0.97
019-C17 1.36 1.39 1.35 1.35
C17-018 1.23 121 1.21 1.21
Vitamina E | H1-02 0.97 0.98 0.96 0.96
02-C3 1.38 1.40 1.38 1.38

Tabla 3. Distancia de enlace (A) de los antinflamatorios —antioxidante

En la tabla 3 se observan los valores de enlace obtenidos de los antinflamatorios —

antioxidante en los diferentes métodos/bases casi no difieren entre si.

Molécula Enlace
AM1 RHF/ STO-3G B3LYp/ 6-31+G** B3LYp/6-311+G**
H1-02-C3 109.97 106.26 109.87 110.36
Aspirina 02-C3-04 113.45 118.99 119.74 119.85
04-C3-C5 127.87 123.87 124.75 124.67
Diclofenaco | H21-020-C18 109.72 104.83 106.39 107.32
020-C18-019 116.11 121.53 122.08 122.15
020-C18-017 113.47 112.48 112.93 112.86
Ibuprofeno H16-015-C13 109.70 104.61 106.07 107.14
015-C13-014 116.57 121.77 122.44 122.35
C13-C11-C12 109.14 110.26 110.37 110.80
Meloxicam |H21-020-C19 106.66 106.25 110.06 110.81
020-C19-C11 119.41 120.79 124.45 124.59
C11-C9- 010 121.31 123.80 123.50 123.47
Naproxen H20-019-C17 109.70 104.61 106.07 107.13
019-C17-018 116.61 121.80 122.45 122.35
Vitamina E | H1-02-C3 107.82 105.89 109.05 109.63
02-C3-C4 121.92 122.64 121.04 120.91
02-C3-C9 116.14 116.14 117.04 117.01

Tabla 4. Distancia (A) de Angulo (°) de los antinflamatorios —antioxidante
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Por otro lado en la tabla 4, se muestran los datos de los angulos obtenidos de los

antinflamatorios —antioxidante se puede ver que los valores entre los métodos varian entre si

muy poco.
Molécula | Enlace AM1 RHF/ STO-3G B3LYp/ 6-31+G** | B3LYp/6-311+G**
Aspirina H1-02-C3-04 -176.50 -168.25 -169.88 -171.61
04-C3-C5-C6 46.38 32.51 33.15 37.51
Diclofenaco | H21-020-C18-019 -0.27 -0.05 -0.26 -0.56
020-C18-019-C17 -177.24 -179.81 -179.85 -179.76
Ibuprofeno | H16-015-C13-014 -1.32 -0.63 -1.47 -2.08
015-C13-C11-C12 125.99 162.64 147.83 147.99
Meloxicam | H21-O020- C19-C11 -95.30 -117.99 -12.70 -8.08
020-C19-C11-C9 9.53 8.18 1.30 1.02
C19-C11-C9-010 121.59 148.82 142.86 137.83
Naproxen H20-019-C17-018 -1.42 -0.61 -1.46 -2.08
019-C17-C14-C15 127.07 163.14 147.48 147.67
VitaminaE | H1-02-C3-C4 25.75 -4.77 7.85 4.68
H1-02-C3-C9 -156.11 175.61 -172.80 -175.66

Tabla 5. Distancia (A) del &ngulo (°) diedro de los antinflamatorios —antioxidante

En la tabla 5, cuyos valores corresponden distancia del angulo diedro de los

antinflamatorios —antioxidante se puede notar que las diferencias entre los valores de la

distancia en los diferentes métodos son minimas.

En general existen diferencias minimas entre los valores obtenidos en los distintos

métodos, lo cual demuestra que los calculos quimico-computacionales son similares.
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8.1.2 POTENCIAL ELECTROSTATICO MOLECULAR (MEP)
Se grafico el MEP de las diferentes estructuras moleculares con el objetivo de conocer
su distribucion electronica.

Figura 8. MEP de las estructuras de isosuperficies de-0.01 a 0.8 u.a de los antiinflamatorios-antioxidante
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El péptido amiloide APys.35 Se observa que sus puntos mas reactivos corresponden a
los aminoacidos metionina (Met) y lisina (Lys).
Estos aminoacidos promueven la formacion de radicales libres y modulan las propiedades
neurotdxicas de este peptido debido al azufre de la metionina y al nitrogeno de la lisina,

induciendo al estrés oxidativo y a la muerte neuronal en la EA.

Metionina
010
008
Lisina

om

0.06
-0.08
-0.10

Figura 9. MEP del A, 35 La escala de colores representa del mas electronegativo (azul) alta densidad, hasta el
mas electropositivo (rojo) baja densidad.
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8.1.3 COMPLEJOS ABys.35 Y LOS ANTIINFLAMATORIOS-ANTIOXIDANTE

Después de haber obtenido los resultados de MEP. Se concluy6 que podria haber una
interaccion entre del péptido ABgs-3s y los antiinflamatorios antioxidante sobre todo con el
aminoacido de la metionina el cual actia como un sitio electrofilico que podria aceptar
electrones provenientes de los antiinflamatorios-antioxidantes. Como se muestra en la figura
10.

PM3 RHF/STO-3G

Aspirina-  APs.ss

PM3 RHF/STO-3G

Diclofenaco-Ap2s.3s
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PM3

RHF/STO-3G

Vitamina E-AB25.35
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PM3 RHF/STO-3G
ENLACE(A) ANGULO O-H---B(°) | ENLACE(A) ANGULO O-H---B(°)
Smet-HOaspirina 15 121.0 2.5 160.9
Smet-HOdiclofenaco 1.3 180.0 2.1 165.8
Smet-HOibuprofeno 1.6 180.0 2.2 171.9
Smet-HOmeloxicam |  ~==7=/™~—~= |  TT777° 2.1 170.2
Smet-HOnaproxen 1.3 180.0 2.2 172.4
Smet-HOvitaminaE 2.2 171.1 2.2 170.8

Tabla 6. Se muestran las distancias obtenidas en el método PM3 y RHF/STO-3G entre los extremos HO- de
cada antinflamatorio-antioxidante y el péptido AB,s.35 y el angulo entre O-H---B, en donde B es el atomo del

aminoacido del péptido interaccionando con el antiinflamatorio-antioxidante

Para poder evaluara si una interaccion es posible por puentes de hidrogeno se toma en

cuenta la modificacion estructural del complejo A-H---B es decir el enlace covalente que

existe entre A-H en donde a se caracteriza por ser mas electronegativo que H (hidrogeno) y la

interaccion H-B en la que B debera de contener un par de electrones libres. Con base a esto se

pueden clasificar los puentes de hidrogeno en tres categorias: fuertes moderados y débiles,

Tabla 7:

Clasificacion de las interacciones de puentes de hidrogeno

Fuerte | Moderado | Leve
Longitud del enlace B---H (A°) ~1.2-15 ~1.5-2.2 2.2-3.2
Longitud del enlace A---B (A% 2.2-2.5 2.5-3.2 3.2-4.0
Angulo (A-H---B) (%) 175-180 130-180 90-150

Tabla 7. Clasificacién de las interacciones de puentes de hidrogeno segin Jeffrey

Con base a esta clasificacién y tomando en cuenta la distancia de enlace B---H y la distancia

del angulo O-H---B se observa que todos los antiinflamatorios-antioxidante pueden formar

complejos por enlace de puentes de hidrogeno con el péptido ABgs.3s Siendo este enlace de

naturaleza moderada.
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8.2 RESULTADOS EXPERIMENTALES

La consecuencia final de la toxicidad del APys.3s es la degeneracién neuronal. Para
demostrar esto, empleamos una técnica de tincion histoquimica (Tincion de hematoxilina y
eosina).

La tecnica de hematoxilina y eosina (H - E) es el procedimiento de tincion mas cominmente
usado tanto en el estudio histologico como en el patolégico; consiste en la aplicacion de
hematoxilina de Mayer que tiene un caracter basico y tifie a los nlcleos (caréacter acido) y la
eosina que es un colorante acido y tifie el citoplasma y las fibras colagenas que tiene un

caracter basico.

En esta evaluamos las células no dafiadas la region CA1 del Hp y GD el dafio en las
células fue reconocido por las alteraciones nucleares que se presentan como picnosis,
cariorrexis y cariolisis. Asi como cambios en el citoplasma como la eosinofilia o pérdida de

afinidad a la hematoxilina

Los tejidos de los diferentes grupos tratados con la administracion de antiinflamatorio-
antioxidante mostraron células de tamafio homogéneo con su nucleo y citoplasma bien

definido lo que indica la ausencia de dafio o alteracion celular.

Mientras que el grupo tratado con el ABss.3sse observa un desorden en la forma y
organizacion de las células de la region CA1 del Hp y GD lo cual se relaciona con un estado

de degeneracion celular.
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Figura 11. Micrografias representativas de la Tincion histoquimica de hematoxilina y eosina de la
region CA1 del Hp y GD de rata.

8.2.1 LA INYECCION DEL AMILOIDE-Bs.35 INCREMENTA LA
INMUNORREACTIVIDAD DE GFAP Y GD EN EL HIPOCAMPO DE RATA

Para comprender el curso temporal de la respuesta inflamatoria en la toxicidad
inducida por el ABys.35, Se estudid la inmunorreactividad para GFAP en la region CA1 del Hp
y GD de rata, como indicadores de la activacion de astrocitos. En la figura 10 se muestra que
la inmunorreactividad para GFAP (color rojo) del grupo tratado con el APzs.35 aumenta
durante el curso temporal de la inyeccién. Las fotomicrografias revelan como la
inmunorreactividad se distribuyé de forma intensa en la region CAl del Hp y GD.
Posteriormente, se cuantifico el numero de células reactivas a GFAP. El nimero de células
reactivas a GFAP de los diferentes grupos se compararon entre si y la diferencia se expreso en
porcentajes.
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AP2s35 AP2s35 AP2s.35 APB2s35
+ + + +
SSI IBUPROFENO VITAMINA E IBUP+ VITE

Figura 12. La administracion de antinflamatorio-antioxidante disminuye el nimero de astrocitos reactivos en la
region CA1 del hipocampo y GD de rata. Las fotomicrografias muestran la inmunorreactividad para GFAP
(rojo).

Los resultados indican que el grupo tratado con APjs.3s muestra un incremento
significativo mientras que en los grupos tratados con ibuprofeno y vitamina E esta
distribucion de astrocitos reactivos comienza a disminuir y en el grupo en el que se administro
el co-tratamiento de ibuprofeno mas vitamina E la disminucion de los astrocitos reactivos es
muy viable pues estos antiinflamatorios nos ayudan en la proteccion de células neuronales
evitando la neurodegeneracion.
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Figura 13. Cuantificacion del namero de células reactivas a GFAP.

La EA es un desorden degenerativo, siendo la pérdida de la memoria su principal
caracteristica, asociada con el proceso que afecta a las diferentes regiones del cerebro como la
de laregion CAl del Hp y GD. Un evento esencial para desarrollar la EA es la agregacion del
péptido AP responsable de ejercer efectos neurotoxicos que se asocian a la muerte de las
neuronas. Es la secuencia neurotdxica del AP 1.4 la cual es empleada como un modelo que

permite reproducir una parte importante en la patologia de la EA.

En el presente trabajo realizamos un estudio tedrico practico de las estructuras de 5
antinflamatorios y un antioxidante con AP,s3s para observar las interacciones que estos
podrian formar y asi elegir el mejor farmaco que nos ayude a la prevencién de las
enfermedades neurodegenerativas. Gracias a la quimica computacional se logro estudiar las
propiedades fisico, quimicas y biol6gicas para asi observar que farmaco interacciona mejor
con el péptido y para corroborar lo tedrico se hizo la parte experimental en la cual solo se
utilizo un antinflamatorio (ibuprofeno) y un antioxidante (vitamina E) por falta de

infraestructura y tiempo.
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9. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se lograron buenas correlaciones entre los resultados teoricos y

experimentales. Con el fin de entender con mayor claridad los resultados obtenidos, se

presenta una serie de conclusiones de forma desglosada:

1.

Se logro hacer un estudio computacional de las estructuras moleculares para conocer
sus puntos mas reactivos, observandose caracteristicas especiales para cada una. Los
resultados obtenidos, mostraron la importancia y contribucion para poder dilucidar la
formacion de los complejos de los diferentes antiinflamatorios-antioxidante con el
amiloide Ags35 en el que la interaccion entre eéstos es por enlaces de puentes de

hidrégenos.

El célculo del potencial electrostatico, permitié observar que los extremos de los
antiinflamatorios-antioxidante son los sitios que mejor interaccionan con el péptido
AR25-35 al tener grupos HO- con una carga electronica deficiente en sus hidrogenos
que permiten la interaccion en zonas con una alta densidad electronica, dichas zonas

en el péptido corresponde a los aminoacidos Metionina y Lisina.

El antiinflamatorio que mejor podrian interaccionar con el AR,s.35 es el naproxen al
presentar en las interacciones distancias y angulo de enlace correspondientes al enlace

por puente de hidrogeno.

En la parte experimental se concluye que los grupos a los cuales se les administro el
cotratamiento del antiinflamatorio-antioxidante (ibuprofeno-vitamina E) se observo
una disminucion considerable de los astrocitos reactivos los cuales son considerados

como un factor importante en la muerte neuronal.
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10. PERSPECTIVAS

1. Realizar un estudio quimico-computacional-experimental mas detallado que permitira
tener un mayor conocimiento de las distancias de enlace y de las interacciones de
éstas, para confirmar que la interaccion por puentes de hidrogeno entre el péptido

AP2s.35 Y los antiinflamatorios- antioxidante es posible.

2. Al contar con las evidencias es necesario hacer los ensayos pertinentes experimentales
con todas las moléculas empleadas en la parte teodrica con el empleo del AB,s.35 para
demostrar con mayor contundencia que la secuencia 25-35 es la parte toxica del

péptido completo.

3. Finalmente queda la posibilidad de ampliar las investigaciones en torno al proceso de
inflamacién implicado en los mecanismos de proteccion celular. Pues como ya se
observo los antiinflamatorios —antioxidantes juegan un papel importante que
contribuye a mantener la concentracion normal del péptido APzs.35 Y disminuyen el

dafo neuronal.
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