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RESUMEN

La busqueda de dianas terapéuticas para la enfermedad de la diabetes mellitus tipo 2
se fundamenta en el desarrollo de farmacos asistido por computadora a través de
analisis de acoplamiento molecular y cribado virtual en bases de datos de

enfermedades.

La identificacion del gen de estudio requiere de andlisis en diferentes bases de datos
como MalaCards, OMIM, Harmonizome y KEGG para validar la informacién sobre
los genes involucrados en la enfermedad. Asi, se escoge a los genes con mayor
correlacion y son agrupados de acuerdo con su disfuncidn genética para crear redes
bioldgicas y validados en la base de datos DrugBank. Posteriormente, se realiza un
andlisis de la ruta metabolica tomada de KEGG que conectan los genes objetivos que
mantienen la mutacion identificada y se utilizan las estructuras tridimensionales para
evaluar los dominios mas drugables. A continuacién, se realizan las simulaciones de
acoplamiento molecular y cribado que consideran a los compuestos con mayor
afinidad a IRS-1 y finalmente se analiza la toxicidad de los fa&rmacos. Los modelos
QSAR demuestran que Zosuquidar, Rimacalib, Uk432097, Mosapramine, Devazepide
y Setipiprant son los compuestos ligandos con mayor seguridad en los analisis de

toxicidad.

El presente estudio se fundamenta en la identificacion de los genes con mayor
asociacion a la T2DM vy la busqueda de posibles dianas terapéuticas mediante
bioinforméatica aplicada al disefio de farmacos asistido por computadora. Los
resultados obtenidos pueden ser tomados por estudios posteriores de investigacion

para aumentar el espectro terapéutico a la T2DM u otras degeneraciones metabdlicas.

Palabras clave: Bioinformaética, cribado virtual, disefio de farmacos, acoplamiento
molecular, Diabetes Mellitus tipo 2, T2DM.
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ABSTRACT

The search for therapeutic targets for the disease type 2 diabetes mellitus is based on
computer-aided drug development through molecular concentration analysis and

virtual screening in disease databases.

The identification of the study gene requires analysis in different databases such as
MalaCards, OMIM, Harmonizome and KEGG to validate the information on the genes
involved in the disease. Thus, the genes with the greatest connections are chosen and
grouped according to their genetic dysfunction to create biological networks and
validated in the DrugBank database. Subsequently, an analysis of the metabolic
pathway taken from KEGG that connect the target genes that maintain the identified
mutation is performed and the three-dimensional structures are used to evaluate the
domains plus drugs. Molecular coupling and screening simulations are then carried
out, considering the compounds with the highest affinity for IRS-1, and finally the
toxicity of the drugs is analyzed. QSAR models show that Zosuquidar, Rimacalib,
Uk432097, Mosapramine, Devazepide and Setipiprant are the safest ligand

compounds in toxicity analyses.

The present study is based on the identification of the genes most associated with
T2DM and the search for possible therapeutic targets through bioinformatics applied
to computer-assisted drug design. The results obtained can be used for subsequent
research studies to increase the therapeutic spectrum for T2DM or other metabolic

degenerations.

Keywords: Bioinformatics, virtual screening, drug design, molecular coupling, Type
2 Diabetes Mellitus, T2DM.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1. Antecedentes investigativos
1.1.1. Diabetes Mellitus tipo 2

Las enfermedades metabdlicas son identificadas por un conjunto de disfunciones
puntuales o multifactoriales que inhiben la absorcién de compuestos integrales a rutas
bioquimicas, generando patogenias como la obesidad, diabetes, hipertension, entre
otros (Ghemrawi et al., 2018). La Diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM) se considera una
enfermedad metabdlica cronica asociada a la resistencia a la insulina e insuficiencia
de insulina secretada por las células B del pancreas (Ye, 2013). Los resultados
fisiopatoldgicos son dispersos, como la ceguera no traumatica, insuficiencia renal,
hipertensién, apnea del suefio, demencia o defuncién (Galicia-Garcia et al., 2020).
Adicionalmente, la falla organica como resultado de la enfermedad puede provocar
incapacidad locomotora y la basqueda de dianas terapéuticas es limitada debido a la

complejidad patogénica.
1.1.1.1. Epidemiologia

De acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), se observo
un aumento de 422 millones de personas con diabetes desde 1980 al 2014, se registro
un incremento en la tasa de mortalidad del 5% prematura entre el 2000 al 2016 y se
estima que, en el 2019, la diabetes fue la causa de 1,5 millones de defunciones (World
Health Organization, 2021). En Ecuador, el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos reporto que la T2DM fue la segunda causa de mortalidad en el 2014, en donde
se reportd un aumento en la vulnerabilidad proporcional a la edad con una prevalencia
del 15,2% en el rango de 60 a 64 afios con mayor incidencia en mujeres (Ministerio
de Salud Pudblica del Ecuador, 2017).

La T2DM no presenta sintomas significativos en sus primeras etapas, por lo que los
diagnosticos y control de sangre pueden mostrar resultados después de algunos afios a
causa de la aparicion de sintomas en el estado avanzado de la enfermedad (Sosale et
al., 2014). El origen de la enfermedad ha sido asociado principalmente a factores

ambientales como el indice de masa corporal elevado, sedentarismo, edad o factores



genéticos (Murea et al., 2012). Sin embargo, las vias genéticas aun no han sido
identificadas completamente debido a la patogenia poligénica, por lo que los
mecanismos moleculares y genéticos se mantienen por dilucidar (Olokoba et al.,
2012). No obstante, una actualizacion del Estudio de Asociacién del Genoma
Completo (GWAS) ha identificado alrededor de 100 variantes comunes con la
enfermedad. La T2DM representa el 90% de los casos en pacientes con diabetes y su
aparicion suele ser en edad promedio de 45 afios con obesidad y/o sedentarismo (K.
Sanghera & R. Blackett, 2012).

1.1.2. Mecanismos moleculares de la T2DM

La T2DM es una enfermedad multifactorial poligénica y sus rutas determinantes de la
patogénesis aun son desconocidas (Brunetti et al., 2014). Sin embargo, los
mecanismos moleculares mas representativos asociados son: resistencia a la insulina e
insuficiencia en la exocitosis de insulina, provocando hiperglucemia en ayunas y
estado posprandial. Los factores ambientales han sido asociados con el estrés oxidativo
y sintesis de especies reactivas de oxigeno a causa de una disfuncién mitocondrial en
las células B provocado por estados nutricionales excesivos como glucotoxicidad,

lipotoxicidad y glucolipotoxicidad. (Rehman & Akash, 2017)

1.1.2.1. Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina representa la disminucion de la respuesta de las células
sensibles a la insulina en los tejidos periféricos que regulan el nivel de glucosa en la
sangre. Durante este estado, las células no responden al estimulo fisiolégico de la
hormona y como resultado, la glucosa no ingresa en las células, provocando
hiperglucemia en ayunas y posprandial (Freire & Freire, 2017). El efecto de la
insulina proviene de un conjunto adyacente de moléculas como la hormona del
crecimiento y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) después de la ingestion,
mientras que, en ayuna, el glucagon, glucocorticoides y las catecolaminas retienen el
efecto hipoglucémico de la insulina al aumentar su expresion de tal manera que el
balance en el indice insulina/glucagon es fundamental para la regulacion metabodlica
(Johnson & Olefsky, 2013). El incremento de la expresion de las catecolaminas
promueve la lipolisis y glucogenolisis, mientras que los glucocorticoides favorecen al

catabolismo muscular, gluconeogénesis y lipdlisis y el glucagén estimula la



produccion de glucosa. La activacion en conjunto de estas vias puede inducir a la
resistencia a la insulina en los tejidos diana como el musculo esquelético, tejido

adiposo e higado (Petersen & Shulman, 2018).

1.1.2.1.1. Resistencia a la insulina en el musculo esquelético

El muasculo esquelético es el principal factor extracreatico para el desarrollo de la
T2DM (Di Meo et al., 2017). En condiciones fisioldgicas, la exocitosis de la insulina
permite la absorcion de la glucosa mediante el anclaje en los receptores de insulina en
donde se destacan la hexoquinasa, glucdgeno sintasa y transportador GLUT4 (proteina
responsable de la integracion de glucosa al tejido) que limitan la tasa de absorcion de
glucosa y sintesis de glucdgeno. (Galicia-Garcia et al., 2020). En este estado, la unién
de la insulina a los receptores genera una cascada de reacciones en donde el receptor
es fosforilado en los residuos de tirosina y sufre un cambio conformacional en la region
extracelular del receptor que contribuyen al reconocimiento de la insulina y la
activacion por fosforilacién de la proteina del sustrato del receptor de la insulina (IRS).
Esto genera otra cadena de reacciones en donde el fosfato es transportado hasta la
proteina AKT que actla como factor de transcripcion para el gen que codifica al
transportador GLUT4 (Carnagarin et al., 2015). Este Gltimo es traslocado desde los
compartimentos celulares como los endosomas tempranos, reciclaje endosomal y red
trans — Golgi hacia la membrana plasmatica, con el objetivo de permitir el ingreso de
la glucosa y reducir la hiperglucemia (Galicia-Garcia et al., 2020).

Los estudios de ligamiento y GWAS (Wheeler & Barroso, 2011) han detectado que
las mutaciones que reducen la expresion de los receptores de insulina, el transportador
GLUT4 o en las vias de sefializacién upstream o downstream son los principales
mecanismos asociados a la hiperglucemia. Las mutaciones en la region intracelular del
receptor pueden alterar la actividad del sustrato del receptor de la insulina y, por lo
tanto, inhibir el efecto de esta hormona. Las vias de sefializacion que involucran a IRS-
1 e IRS-2 0 PI3K (proteina encargada de la fosforilacion de AKT) también contribuyen

a la resistencia a la insulina (Huang et al., 2018).

1.1.2.1.2. Resistencia a la insulina en el tejido adiposo

El tejido adiposo es metabdlicamente dindmico y participa en maltiples procesos

bioldgicos. El efecto de la insulina en el tejido adiposo contempla 2 funciones, la
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primera corresponde a la sintesis de triglicéridos y absorcion de glucosa y la segunda
pertenece a la absorcion de los &cidos grasos libres (AGL) y glicerol, que suprimen
por hidrolisis a los triglicéridos (Ahmed et al., 2021). En estado posprandial, GLUT4
integra a la glucosa en la via de la glucolisis que produce glicerol-3-fosfato (glicerol
3P) para la posterior activacion de las vias lipogénicas. La esterificacion del glicerol
3P con lipoproteinas circulantes de muy baja densidad producen triacilglicerol (TGA)
en las gotas lipidicas. El estrés metabolico consume los TGA del adipocito y producen
AGL como fuente de energia alternativa en otros tejidos. La resistencia a la insulina
adiposa (RIA) puede promover la deficiencia en la supresion de la lipdlisis, absorcion
de glucosa y aumentar la produccion de AGL a través de la activacion defectuosa de
AKT, afectando la traslocacion de GLUT4. Ademas, en la RIA, se promueve la
activacion de reacciones enzimaticas lipoliticas que contribuye a la hiperglucemia
(Stafeev et al., 2017). La hipertrofia de los adipocitos se asocia a la vascularizacion
patoldgica, fibrosis, hipoxia, e inflamacién por macréfagos. EI consumo hipercalérico
y obesidad podrian activar el translocaso 2 de nucle6tido de adenina saturado
estimulado por AGL (ANT2), esta proteina mitocondrial interna desencadena el factor
de transcripcién hipoxia-inducible del factor 1o (HIF-1a) y se ha demostrado su efecto
en la disfuncion e inflamacién del tejido adiposo. Ademas, segun el informe de
Rehman & Akash, (2017), los adipocitos hipertrofiados contribuyen al aumento de
citocinas proinflamatorias y en conjunto con la liberacion local de citocinas como
TNF, IL-1p e IL-6 aumentan el riesgo de inflamacion cronica sistematica asociado a
T2DM (Galicia-Garcia et al., 2020).

1.1.2.1.3. Resistencia a la insulina en el higado

El efecto de la insulina contribuye a varios mecanismos regulatorios como el
metabolismo de la glucosa y lipidos (Meex & Watt, 2017). La unién de la insulina al
receptor hepatico (INSRh) produce su autofosforilacién y los IRS se activan por
fosforilacion, en consecuencia, el PI3K se activa para fosforilar al fosfatidilinositol
(4,5) — bisfosfato (PIP2) que produce fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) y
activa a PDK1 para fosforilarse completamente con mTORC2 a AKT (Gao et al.,
2019). Finalmente, AKT entra al conjunto regulatorio del metabolismo hepatico como
la glucolisis, gluconeogénesis, sintesis de lipidos y sintesis de glucégeno. En estado

fisioldgico, la insulina contribuye la sintesis de glucdgeno, inhibe la produccion de



glucosa hepatica a través de la activacion de FOXO1 (Kumashiro et al., 2011). El
FOXOL1 es un factor de transcripcion que reconoce al elemento de respuesta a la
insulina (IRE) en los promotores de los genes fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK) vy glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) que participan en el mantenimiento de
glucosa en inanicion (Petersen & Shulman, 2018). Sin embargo, en la resistencia
insulinica, todos los procesos fisiolégicos mencionados ocurren de manera inversa en
donde la sintesis de glucogeno es afectada al no suprimir la produccion de glucosa,
mejorando la lipogénesis y la sintesis de proteina c reactiva (PCR) proinflamatoria. La
sintesis de PCR, juntamente con el estrés oxidativo pueden conducir a un estado
inflamatorio responsable de la resistencia a la insulina hepética (Galicia-Garcia et al.,
2020).

1.1.2.2. Disfuncion de células

Se ha demostrado que la disfuncion de las células B se asocia con los mecanismos de
apoptosis (Halban et al., 2014). Sin embargo, existe un conjunto de mecanismos
adicionales que pueden afectar su funcionalidad, morfologia e integridad por origenes
ambientales, como la obesidad. En estado toxico a favor de la resistencia a la insulina
por hiperglucemia e hiperlipidemia, las células B son méas susceptibles que el resto de
las células debido a su arquitectura genética ya que su expresion de antioxidantes es
baja en comparacién con otras células (DeFronzo et al., 2015) y como resultado,
pueden ser vulnerables a toxicidades bajo estrés inflamatorio, estrés del reticulo
endoplasmatico (ER), estrés metabdlico, oxidativo y amiloide cuyo efecto es critico
para la pérdida de los islotes pancreaticos (Ma et al., 2012). En obesidad con excesiva
liberacion de AGL e hiperglucemia, la lipotoxicidad, glucotoxicidad vy
glucolipotoxicidad alteran la arquitectura genética de las células . La via del estrés
oxidativo en este ambiente produce especies reactivas de oxigeno (ROS) e inhiben el
flujo cationico de calcio (Ca?") y posteriormente, se activan las sefializaciones
proapoptdticas, las vias de respuesta proteica desplegada apoptotica (UPR) por exceso
de AGL e hiperglucemia y estrés ER, mientras que la produccion de ROS mediante
proinsulina y polipéptidos amiloides de islotes (IAAP) se debe a la concentracion

elevada de glucosa (Krentz & Gloyn, 2020).



1.1.3. Enfoques terapéuticos
1.1.3.1. Terapias farmacoldgicas

Como se ha mencionado anteriormente, la T2DM es una enfermedad poligénica y los
estudios patogénicos aun no determinan los mecanismos genéticos totales, ya que los
datos recopilados en maltiples estudios han demostrado resultados dispersos e incluso
incongruentes. No obstante, hay informacidn y reportes recientes sobre las vias de
mayor probabilidad e incidencia en la T2DM (Chatterjee et al., 2017). Los farmacos
actuales han sido disefiados en funcion de estas alteraciones metabolicas y actdan por
diferentes mecanismos como el cambio conformacional proteico o la integracion de
insulina exdgena sustituyente de la exocitosis pancredtica (Lastra et al., 2014). La
principal recomendacion terapéutica se lleva a cabo en cambios en el estilo de vida
como actividad fisica frecuente, reduccion de peso y restriccion caldrica permanente.
Sin embargo, en pacientes que no presentan resultados con estos cambios, se debe
aplicar la terapia farmacologica. Los diferentes tipos de medicamentos y sus efectos
se observan en la tabla 1 (Tahrani et al., 2016).

Tabla 1. Medicamentos terapéuticos en la T2DM.

Medicamento Nombre comercial Efecto

Primera generacion: clorpropamida,

tolbutamida

Sulfonilureas - i i
Segunda generacion: glibenclamida,

glicazida, glipizida, glimepirida glucosa

Meglitinidas Repaglinida, nateglinida

Incremento de sintesis de

insulina independiente de

Biguanidas

Metformina

Tiazolidinedionas

Pioglitazona, rosiglitazona

Disminucion de la

resistencia a la insulina

Inhibidores de el alfa

glucosidasas

Acarbosa, miglitol

Secuestrador de acidos

biliares

Colesevelam

Disminucion de glucosa
mediante el tracto

digestivo

Inhibidores de

dipeptildipeptidaza IV

Sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina,
linagliptin




Agonistas del receptor de ] ] ) Aumento de la secrecién
Exenatida, liraglutida

GLP1 insulinica y supresion de
Anélogos de amilina Pramlintida glucagon
Insulina basal Insulina NPH B
i i i _ Reemplazar la funcion de
Insulina prandial Insulina cristalina o
_ i i células B con insulina
Analogos basales Glargina, detemir )
_ : _ exogena
Anélogos prandiales Lyspro, aspart, glulisina

1.1.3.1.1. Biguanidas

El farmaco representativo en el grupo de las sulfonilureas es la metformina y actla a
través de 2 mecanismos, el primero es la supresion de glucosa hepatica e inhibicion de
gluconeogeénesis y el segundo es la sensibilizacion a la insulina en el muasculo
esquelético mediante la activacion del receptor de la insulina que permite la cascada
de reacciones para translocar a GLUT4 (Tahrani et al., 2016). Ademas, puede mejorar
la respuesta de las células  en presencia de glucosa. De acuerdo con el estudio de
Tanabe et al., (2015) la biodisponibilidad es del 50% en dosis retardada con un
aumento de su potencial farmacéutico en un 40% que la metformina prolongada o
inmediata. No obstante, su capacidad de regulacion metabolica en estado posprandial
es parcial ya que no induce la exocitosis de insulina y su efecto maximo de reductor

de glucosa en ayunas se estima hasta los 12 meses.

1.1.3.1.2. Meglitinidas

Dentro de este grupo, los principales farmacos como la repaglinida y nateglinida
actuan por anclaje al SUR1 (proteina encargada del canal ATPK que despolariza la
membrana y aumenta concentracion de calcio y permite la exocitosis de insulina) que
inhibe los canales de ATPK e inducen la liberacion de insulina. EI mecanismo de las
meglitinidas es similar al de las sulfonilureas, con la diferencia de que las meglitinidas
son menos eficaces por su baja afinidad de unién y alta disociacion al SUR1
(Guardado-Mendoza et al., 2013).




1.1.3.1.3. Sulfonilureas

Las sulfonilureas fueron los primeros antidiabéticos orales aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) y tiene 2 clasificaciones:
primera y segunda generacion. No obstante, el mecanismo de accién es similar a las
meglitinidas al unirse con SURL1 para inducir la exocitosis de insulina (Emdin et al.,
2017).

Entre los farmacos de primera generacion se encuentran la clorpropamida y
tolbutamida, mientras que los medicamentos de segunda generacién como la
glibenclamida, glicazida, glipizida y glimepirida. La diferencia entre generacion radica
en el grado de efecto farmacocinético. Los medicamentos de primera generacion han
sido, en su mayoria, sustituidos por los de segunda generacion ya que se ha demostrado
mayor potencial en menor dosis. Sin embargo, presentan riesgo de hipoglucemia
(Kalra et al., 2015).

1.1.3.1.4. Inhibidores de a-glucosidasa

La a-glucosidasa es una enzima con actividad catabdlica del glucdgeno para formar
glucosa y la inhibicién de esta enzima se obtiene por la acarbosa y miglitol. La
acarbosa retrasa la absorcion de glucosa para reducir la glucosa posprandial a través
de la reduccion en la tasa de digestion de carbohidratos debido a la inhibicion
competitiva reversible de las glucosidasas intestinales. Este mecanismo permite que la
respuesta de las células B hacia la glucosa sea la atenuacion en la exocitosis de insulina,
por lo que no se ha registrado hipoglucemia. Estudios han demostrado que la acarbosa
puede reducir la progresion de la T2DM hasta un 25%. Sin embargo, en comparacion
con este farmaco, se ha registrado que el miglitol reduce significativamente la
hemoglobina glucosilada (HbAZLc) (Israili, 2011).

1.1.3.1.5. Tiazolidinedionas

Los medicamentos dentro de este grupo son pioglitazona y rosiglitazona. Este grupo
presenta una versatilidad farmacolégica al tener efecto sobre la resistencia a la insulina
en diferentes tejidos (Elte & Blicklé, 2020). Sus objetivos diana, el musculo
esquelético, adiposo y el pancreas son afectados por sensibilizacion a la insulina a

través de la activacion nuclear de transcripcion del factor Receptor Activado por



Proliferador de Peroxisoma PPARYy (su efecto regula los acidos grasos y glucosa,
reduce la lipotoxicidad y aumenta la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, su
mecanismo involucra la apertura de canales sodicos asociados a la retencion de
liquidos (Soccio et al., 2014).

1.1.3.1.6. Anéalogos de amilina

La amilina es un compuesto secretado en conjunto con la insulina por las células B de
los islotes cuya diana metabdlica permite la inhibicion de la aparicion de nutrientes,
en especial la glucosa en el torrente sanguineo, por lo tanto, su efecto es sinérgico con
la insulina. En contraste con la disfuncion de células B, la insuficiencia de amilina es
afectada de misma manera que la exocitosis de insulina (Chatterjee et al., 2017). La
pramlintida es un analogo de la amilina para cubrir de manera indirecta la disfuncion
pancreatica por su efecto reductor en la tasa de absorcion de alimentos y
probablemente aumente los niveles de saciedad que favorezcan la restriccion calérica.
Sin embargo, el consumo del farmaco puede producir hipoglucemia con un 55%
menos de riesgo que la insulina exdgena prandial si se reduce su dosis entre un 30 —
50% (Marin-Pefialver et al., 2016).

1.1.3.1.7. Inhibidores de dipeptildipeptidaza IV

La dipeptildipeptidaza IV (DPP-4) es una enzima de la membrana plasmatica
expresada en células como el pancreas exdcrino linfocitos T, tracto gastrointestinal y
cerebro. Su actividad afecta al polipéptido inhibidor géastrico (GIP), péptido similar al
glucagon tipo | (GLP-1), polipéptido pancreatico (PP), quimiocinas y sustancia P. Las
incretinas como GIP y GLP-1 son reguladas por la incretina que dan estimulo a la
excrecion de insulina. La inhibicion de DPP-4 impide la degradacion catalitica de las
incretinas con el objetivo de inducir la exocitosis de insulina dependiente de glucosa
que, en comparacion con las sulfonilureas, éstas estimulan a la liberacién de insulina

independiente de glucosa (Janardhan & Sastry, 2014).
1.1.3.1.8. Agonistas del receptor de GLP-1

Las incretinas como GLP-1 regulan la sintesis de insulina y los agonistas de este
receptor se clasifican de rapida (hiperglucemia posprandial) y lenta accion
(hiperglucemia basal). La exenatida (agonista de accion rapida) es una forma sintética
de la exendina-4 homdlogo en un 50% al GLP-1 endégeno con una vida media mas

larga por su resistencia a la degradacion por DPP-4 (Ahrén & Schmitz, 2004). La
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liraglutida (agonista de accién lenta) contiene un 97% de homologia con GLP-1
enddgeno. Esta agonista vinculada a un acido graso prolonga su tiempo de vida en 13

horas en comparacion con GLP-1 de 1,5 a 5 minutos (Nauck et al., 2021).

1.1.3.1.9. Insulina

La insulinoterapia se aplica cuando no se ha registrado un control glucémico en
pacientes con T2DM pese a la terapia glucémica oral con HbAlc inicial superior al
9% de los pacientes con diabetes. Debido a la disfuncion pancreatica total y la sintesis
de insulina, la insulinoterapia es la mejor opcién para evitar complicaciones asociadas
a la T2DM. Sin embargo, puede tener un impacto en la calidad de vida debido a la
modalidad de dosis y su efecto hipoglucemiante presenta riesgos criticos. El paciente
deberé aplicarse la insulina por inyeccion en ciertos periodos de tiempo al dia, por lo
que se puede generar incertidumbre al acceder a la terapia ya que la aplicacion de la
insulina genera dolor a nivel dérmico (Sorli & Heile, 2014). Adicionalmente, el riesgo
hipoglucémico es elevado y su probabilidad de caer en coma diabético por
insuficiencia de glucosa es alta si no se asiste al paciente en las fases iniciales de
hipoglucemia (mareo, hiperhidrosis fria, fatiga y desmayo) (Home et al., 2014).
Debido a los diferentes tipos de insulinas y su clasificacion de accion, los detalles se
abarcan en la tabla 2.

Tabla 2. Tipos de insulina aplicados en la diabetes.

Duracion | Tipo de insulina Inicio Pico maximo Duracion
Detemir 3—4 horas 6 — 8 horas 6 — 23 horas
Prolongada i i
Glargine 90 minutos - 24 horas
Medio NPH 1 -2 horas 4 —10 horas >14 horas
Aspart 15 minutos 1 -3 horas 3 -5 horas
Glulisine 15— 30 minutos | 30 — 60 minutos 4 horas
Corto i i i
Lispro 15 minutos 30 — 90 minutos 3 -5 horas
Regular 30 — 60 minutos 2 — 4 horas 5—8 horas
NPH +
) ) 15 — 30 minutos Doble 14 — 24 horas
Hibrido Lispro/aspart
NPH + Regular | 30 — 60 minutos Doble 14 — 24 horas
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1.1.3.2.Terapias no farmacolégicas

Los tratamientos no farmacoldgicos (TnF) son los métodos de vanguardia para tratar
la T2DM vy contrarrestar el factor ambiental como la glucotoxicidad, lipotoxicidad o
glucolipotoxicidad. Ademas, reduce el estado inflamatorio y la sintesis de ROS
(Teixeira De Lemos et al., 2012) que, en algunos casos, puede revertir la etapa
primaria de la enfermedad (prediabetes). Los TnF consisten en romper el estado
excesivo nutricional mediante la actividad fisica y restriccion caldrica controlada
(Lastraetal., 2014).

1.1.3.2.1. Actividad fisica

Se ha demostrado que modificar de moderada a pesada la actividad fisica previene
hasta en un 90% la T2DM. Sin embargo, en pacientes diagnosticados la actividad fisica
se recomienda como el tratamiento ideal bajo un régimen controlado de intensidad, ya
que se ha demostrado que los pacientes afectados tienen menor capacidad fisica que
en sujetos de control no diabéticos, debido a la disminucion en la sintesis de ATP por
falla mitocondrial en el transporte de electrones por las respuestas del estrés
oxidativo/metabdlico en las células pancreaticas (Kuru T et al., 2016). Por lo tanto,
los pacientes deben ser controlados y dirigidos estratégicamente en su tratamiento de
rutina de actividad fisica. De acuerdo con Jarvie et al., (2019), se identifico que la
caminata por 30 minutos por dia es lo bésico e ideal, dependiendo del estado del
paciente, se puede reducir el indice de masa corporal y por la via metabdlica de los
acidos grasos, el exceso de AGL se reduce. En consecuencia, se controla el porcentaje
de grasa corporal y se aumenta los tejidos musculares de tipo 1, asociados a resistencia
aerdbica con mayor funcionalidad mitocondrial (Crupi et al., 2018).

Por otra parte, la intensidad recomendada y reportada por Pefalver et al., (2016) en
funcion de la capacidad del paciente se observa en la tabla 3. Adicionalmente, se ha
registrado que el tiempo de duracion ideal es de 150 minutos (Hammer et al., 2008;
Snel et al., 2012).
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Tabla 3. Rangos de intensidad en funcion de la capacidad cardiaca.

% frecuencia

) % ] Puntuacion
Intensidad cardiaca o
oxigeno . subjetiva
maxima

Muy ligero <20 <35 <10
Ligero 20-39 35-54 10-11
Intermedio 40 —59 55-69 12 -13
Alto 60 — 84 70-89 14 - 16
Muy alto >85 > 90 17-19

Maximo 100 100 20

1.1.3.2.2. Restriccion calérica

La restriccion caldrica tiene efecto sinérgico con la actividad fisica debido a que se
restringe el consumo nutricional que induce al balance negativo de calorias requeridas.
Al interrumpir el exceso nutricional, el metabolismo toma como fuente de energia
primaria a los azucares disponibles (Goday et al., 2016). Posteriormente, sin reservas
de energia de tipo glucosa, la fuente de energia alternativa se encuentra en las grasas
y, como se ha detallado anteriormente, la reduccion de estas conlleva a un mejor
control glucémico y reduccion del ambiente téxico a partir de lipidos y glucosa
(Goldberg et al., 2012).

Se ha reportado un incremento al riesgo de diabetes mediante el consumo de alimentos
de calidad nutricional deplorable como refrescos y excesiva ingesta de carnes rojas y
alimentos fritos. Por otra parte, se observé una relacion inversa que redujo el riesgo de
T2DM al consumir vegetales, frutas y verduras debido a sus componentes

antioxidantes, vitaminas, fibras y componentes de alta calidad nutricional.

1.1.4.Bioinformatica

La bioinformatica es el enfoque bioldgico a escala molecular desde una perspectiva
biotecnoldgica, en la que se emplea técnicas informéticas asociadas a la matematica,
estadistica y ciencias computacionales, con el objetivo de tener acceso a la informacion
sobre las moléculas estudiadas (Xia, 2017). En este aspecto, se analizan genes, ADN,

ARN, proteinas, enzimas, células, organelos, aminoacidos, vias metabdlicas, entre
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otros, con el objetivo de realizar estudios informaticos aplicado a organismos y las
funciones moleculares implicadas en la bioquimica y genética endogena.

De esta manera, se manipula la informacion sobre la genética evolutiva o mutaciones
desencadenantes de enfermedades como la esclerosis lateral amiotréfica, Alzheimer,
Parkinson, enfermedad de Huntington o la bioinformética aplicada al SARS-CoV-2
(Kim et al., 2020).

1.1.4.1.1. Cribado Virtual

La proyeccion o cribado virtual (VS) es una técnica ampliamente aplicada en el
descubrimiento de farmacos cuya estructura molecular causa un impacto terapéutico.
El VS consiste en un analisis de probabilidad in silico del mecanismo asociado a la
actividad biologica deseada en una ruta bioquimica propia de una enfermedad. El
principal enfoque del método se aplica a las bases de datos de ligandos con el objetivo
de obtener una lista clasificada en funcion de la probabilidad de actividad relevante.
Como resultado, el VS contribuye en la identificacion del mejor producto que permita
enlazar al receptor proteico con el farmaco. Adicionalmente, el VS identifica
componentes toxicos que alteren el equilibrio farmacocinéetico (Congreve et al.,
2017).

1.1.4.1.2. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es una técnica en la biologia computacional cuyo objetivo
es la prediccién de los modos de union experimental mediante afinidades de moléculas
pequefias dentro del sitio de union de proteinas receptoras. El acoplamiento es
actualmente popular en el desarrollo e investigacion de farmacos con potencial

actividad en una proteina objetivo (Ferreira et al., 2015).

1.1.4.1.3. Preparacion del ligando y proteinas

Las estructuras proteicas se toman del Protein Data Bank en base a la resolucion de las
estructuras las cuales definen la calidad de las propiedades ya que, a menor resolucion,
mayor calidad de la estructura. Los ligandos se encuentran en otras bases de datos
como PubChem o Drugbank (Ferreira et al., 2015).

La segunda fase es complementaria a la proteina si no se encuentra informacion

validada en el PDB, por lo que se requiere la correccion y simulacién estructural de la
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proteina en la base de datos Alphafold que utiliza inteligencia artificial para predecir
estructuras proteicas sin aislar (Fan et al., 2019).

La preparacion del ligando y proteina se basa principalmente en ediciones del archivo
tomado de la base de datos. En la estructura proteica se remueve el soluto ya que puede
afectar a los andlisis posteriores de interaccion y se agrega las cargas de Kollman
debido a que se describe el potencial en términos de posicion y energia de los atomos
disefiado para proteinas y acidos nucleicos, por lo tanto las cargas de Kollman son
valores de cada plantilla para cada aminoacido que se deriva el potencial electrostatico
correspondiente a través de la mecénica cuéntica y en conjunto con el ligando, se

cambia el formato de .pdb a .pdbqt (Pajaro-Castro et al., 2017).

1.1.4.1.4. Acoplamiento ciego

El blind docking o acoplamiento ciego es una técnica empleada en proteinas cuyo sitio
de union se desconoce Y se realiza un escaneo de la estructura completa para predecir
los posibles sitios de union. No obstante, los resultados son aleatorios y no siempre

demuestran un sitio con mayor afinidad de union (Hetényi & Van Der Spoel, 2006).

1.1.4.1.5. Acoplamiento dirigido

Este acoplamiento es méas especifico debido a los estudios preliminares de la proteina
que determinan los sitios de unién con mayor precision. Sin embargo, es comdn que
los datos sobre la region de interaccion sean inexistentes en los ensayos de aislamiento
o0 en las bases de datos, por lo que se ha disefiado software de prediccion que analizan
y calculan la proteina con el objetivo de obtener a los residuos de aminoacidos que
tendréan un sitio de union (Guedes et al., 2014).

1.1.4.1.6. Puntuacion

Los resultados del acoplamiento y cribado virtual reflejan una puntuacion en funcion
de la fuerza de unidn entre la proteina y el farmaco. Estos resultados contienen
numerosas puntuaciones debido a la geometria molecular y la probabilidad de union,
por lo que el nimero de conformaciones estructurales ligando — enzima (LE) son 8. El
proceso esta controlado por algoritmos de acoplamiento asociados al dominio de la

proteina bajo la exhaustividad del proceso cuya afinidad enfocada a la formacion del
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complejo LE se emplea la minima energia posible en los ligandos (Pantsar & Poso,
2018).

1.1.4.1.7. Disefio de farmacos asistido por computadora

El disefio de farmacos por computadora, 0 CADD, es una técnica bioinformatica que
permite el desarrollo de un farmaco potencialmente terapéutico a una determinada
enfermedad. La industria farmacéutica dedica grandes esfuerzos en el desarrollo de
farmacos que puede tomar décadas de estudios. Las técnicas informaticas in silico
integran y optimizan nuevas entidades quimicas en una posible intervencion
terapéutica mediante la generacion de mejores compuestos cuyas propiedades sean
favorables en ensayos in vivo e in vitro. Sin embargo, los resultados en ensayos clinicos
obtenidos a partir del disefio de farmacos estan limitados por la incertidumbre de
reaccion en pacientes. No obstante, cabe destacar que los avances tecnolégicos en las
ciencias de la informacion permiten grandes avances al contribuir en los procesos
altamente complejos de diferentes niveles, por lo que su aplicacion representa un
conjunto considerable de amplia audiencia en el descubrimiento y disefio de farmacos
(Bajorath, 2015).

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo general

¢ Identificar nuevas dianas terapéuticas para la Diabetes Mellitus 2 mediante

técnicas bioinformaticas que permitan el desarrollo de nuevos farmacos.

1.2.2. Objetivos especificos

e Comprender las principales bases genéticas de la Diabetes mellitus 2 enfocadas
a la basqueda de posibles dianas terapéuticas en diferentes bases de datos
biologicos.

e Integrar los resultados mediante el disefio de redes bioldgicas de interaccion
para los genes que presentan variantes asociadas a la Diabetes Mellitus 2.

e Seleccionar las dianas terapéuticas candidatas mediante validacion e

identificacion en la base de datos DrugBank.
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e Verificar la viabilidad de las dianas terapéuticas en funcion de la estructura
molecular obtenidas de la base de datos Protein Data Bank.
e Establecer las moléculas candidatas con los dominios seleccionados en la

identificacion de compuestos bioactivos con potencial uso en investigacion,
desarrollo y disefio de nuevos farmacos.
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2.1.

2.1.1.

CAPITULO 11
METODOLOGIA
Materiales y equipos

Materiales

2.1.1.1. Software de bioinformatica

2.2.

2.2.1.

Para la elaboracion de la presente investigacion, se utilizé informacién disponible en
bases de datos de enfermedades, revistas cientificas, plataformas web enfocados en
proteinas y sus vias metabdlicas. Por lo tanto, se obtuvo y analizé la informacion de la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) con el objetivo de detallar sobre los avances cientificos
en el descubrimiento de genes implicados en el desarrollo de la enfermedad,
informacidn general, sintomatologia y tratamientos actuales. Se buscd la informacion

en diferentes bases de datos como OMIM, MalaCards, PubMed, Google Scholar,

MalaCards
OMIM
Harmonizome
Autodock Vina
DrugBank
Proteins.Plus
MTIOpenScreen
AutoDock Tools
Cytoscape

Vega

Equipos

Computadora personal

Internet

Métodos

Seleccion de bibliografia

NCBI, SciELO.
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Se utilizo las herramientas de las bases de datos con las siglas en funcién del nombre
de la enfermedad (DM2) y se realizd una seleccion de textos en formato completo,

gratuito y con fechas de publicacién no mayor a 10 afios.

2.2.2. Seleccion de los genes

Se seleccion0 36 genes representativos asociados a la enfermedad en una hoja de
calculo con sus respectivas puntuaciones e integracion dentro de las bases de datos
y fueron organizadas en funcién del nombre del gen, su puntacién y disfuncién.
Posteriormente se descarto los genes que no estaban incluidos en al menos 3 bases
de datos para reducir el numero de analisis genéticos. Finalmente, se encontrd
numerosas disfunciones en cada gen, y se asocié en relacion con el dafio
metabdlico que causan los defectos genéticos como resistencia a la insulina y

disfuncion de las células .

2.2.3. Integracion de los datos

Se utilizo la herramienta bioinformatica para el disefio de redes biol6gicas Cytoscape,
para la generacion de hipétesis acerca de la funcion y analisis de los genes agrupados
en listas de implicacién de la enfermedad (Saito et al., 2012). De esta manera se filtrd
la seleccion de genes para ensayos funcionales enfocados en la identificacion de los

genes de mayor relacion con un conjunto de genes de consulta.

Se realizd los siguientes pasos en la integracion de datos:

1. Relacionar los genes segun su funcion.

2. Elaborar la red bioldgica a través de Cytoscape.

A continuacion, se seleccion6 a los genes que contengan el mayor nimero de
interacciones en sus nodos y las mas altas puntuaciones, asi mismo, se analizé los

bordes para identificar los genes que mayor iteracion tienen.
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2.2.4. Validacion de los genes seleccionados

Se realizo la busqueda de los genes seleccionados en la base de datos DrugBank para

evaluar:

e Laidentidad del gen seleccionado como diana terapéutica para la DM2.

e La presencia actual de algun farmaco asociado al gen.

DrugBank es una base de datos que contiene informacion sobre los medicamentos y
su diana de accién. En cuanto a la base de datos, sus entradas de los farmacos estan
relacionadas con las proteinas. Ademas, cada entrada posee multiples campos de datos
segmentado en 2 partes, esto es, la mitad corresponde a la informacién quimica o
farmacos, mientras que la otra mitad pertenece a datos informativos de proteinas o

dianas farmacoldgicas (Wishart et al., 2018).

2.2.5. Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

Se evalud la viabilidad mediante el buscador de estructura molecular Protein Plus de
la Universidad de Hamburgo y ChEMBL del European Bioinformatics Institute
(EBI). La demostracion de los dominios de los genes candidatos a interaccionar
con un posible farmaco se desarrollé mediante este buscador. Posteriormente
se identifico el dominio en funcion proporcional de su puntuacién y sus

propiedades de “druggable”.

2.2.6. Busqueda de moléculas que podrian interaccionar con las dianas

Se busco las moléculas candidatas a la interaccion con los dominios seleccionados de
potencial efecto farmacoldgico mediante la evaluacion de la informacion de la
estructura 3D del dominio obtenido mediante Protein Plus, ChEMBL vy su verificacion
en la Protein Data Bank (PDB). El dominio seleccionado para los estudios
bioinformaticos pertenece a la proteina IRS-1, como el gen con mayor puntuacion de
incidencia en la base de datos MalaCards y se obtuvo las coordenadas de la grid

mediante el calculo del DoGSiteScorer de Protein.Plus.
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La PDB contiene informacion acerca de la estructura tridimensional de moléculas de
mayor tamafio como acidos nucleicos o proteinas (Nicola et al., 2012). La
comprension de la estructura 3D permitira la identificacion acerca del potencial uso en

la salud, tratamientos de enfermedades y disefio de nuevos farmacos.

Se empleara el software AutoDock Tools para el calculo de las dimensiones de Grid y
las coordenadas del centro molecular. EI AutoDock Tools es el Interfaz Grafica de
Usuario (GUI) de AutoDock para la visualizacion y andlisis estructural de moléculas
tridimensionales en escala a tiempo real (Huey et al., 2012). El archivo generado de
formato .pdb de los dominios y parametros de la grid con AutoDock Tools, el
screening virtual se realizara a través de la plataforma MTIOpenScreen y Chimera, las
cuales permitiran hacer una comprobacion de los resultados obtenidos y facilitaran la

identificacion de nuevos compuestos bioactivos en el disefio de farmacos.

2.2.7. Cribado virtual

En funcién de lo detallado en la busqueda de moléculas candidatas a interaccion, se
utilizé la plataforma MtiOpenScreen cuya herramienta permite el empleo de
AutoDock Vina para los calculos a partir de los datos sobre las moléculas menores que

se incluyen por defecto en el software, o editadas por el usuario (Labbé et al., 2015).

Se elimin6 de antemano, los disolventes presentes en la estructura 3D de la proteina

en formato pdb y se introducira los datos de las moléculas pequefias en formato sdf.

Posteriormente se introdujo las coordenadas del sitio de unién y sus dimensiones
mediante la opcion de Custom parameters en funcion de los calculos enfocados a esa
zona. La obtencion de estos parametros se cumplira con la extraccion del inhibidor de

la estructura 3D en formato pdb.

De acuerdo con los resultados, la lista descargada contiene los compuestos de la base
de datos en funcién de la energia de union proteina — ligando en formato .pdb que

permite la localizacion de la union con las proteinas.
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2.2.8. Anadlisis de la toxicidad de las moléculas

De acuerdo con el cumplimiento de los pardmetros establecidos, se realiz6 el analisis
de toxicidad de las moléculas a través del paquete VEGA mediante modelos QSAR
cuya funcion es la de relacionar la actividad biologica con descriptores moleculares o
informacion fisicoquimica de una estructura quimica (Benfenati, Manganaro, & Gini,
2013). El software dispone de tests analiticos para las propiedades fisicoquimicas,

medioambientales, toxicidad ecoldgica o toxicologia.

Se selecciond las mejores moléculas de cada base de datos que se obtienen en el
cribado virtual en funcién de la prediccion de toxicidad. Ademas, se evalud la
mutagenicidad, carcinogénesis, hepatotoxicidad, entre otros a partir de los codigos
SMILES (Simplified molecular-input line-entry system) de las moléculas candidatas
para su comparacion de los resultados con los inhibidores establecidos para la proteina

diana.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.  Andlisis y discusion
3.1.1. Andlisis en la base de datos

Se han detectado 36 genes élite en la base de datos MalaCards. Los genes élite han
sido asociados por probabilidad a la enfermedad mediante interacciones gen —
enfermedad a partir de informacién respaldada por fuentes confiables y curacion
manual. La lista completa de los genes (élite y afiliados) han sido extraidos a partir de
4 mecanismos de tratamiento de informacion. Estos son: GeneCards, pruebas
genéticas especificas en la enfermedad, variantes genéticas causales y curacién manual
de los genes con la enfermedad. Posteriormente se tomo 29 genes que compartian la
misma informacion en cuanto a la disfuncién, no obstante, OMIM no contiene un
sistema de puntaje de incidencia sobre los genes asociados a la enfermedad. Los genes
extraidos en Harmonizome redujeron la lista a 26 genes, sin embargo, se considerd el
aumento de los genes que estén ausentes en OMIM, pero presentes en Harmonizome
y viceversa debido a la contribucion poligénica de la T2DM en donde la asociacion de
los genes difiere de acuerdo con la fuente de los estudios en Harmonizome.
Finalmente, la revision de las rutas metabolicas que originan la enfermedad se realizd
en KEGG. En la figura 1 se observa a la resistencia a la insulina y a la insuficiencia de
insulina como responsables de la aparicion de T2DM en donde se remarca a los
principales genes responsables de provocar la T2DM en color rojo, en representacion
a la enfermedad asociada a variantes genéticas. Los genes marcados por KEGG son el
IRS-1y KCNJ11y se confirma mas su participacion en el desarrollo de la enfermedad

como objetivos terapéeuticos.

22



TYFE II DIABETES MELLITUS |

Obesity —— [ ADIPO - ——

Adipocyte, hepatocyte, sheletal muscle cell

c
s:gnEmgt pathway

|

|

" Isulin '
sighaling pathuay |

[ms |—»

MR,

IRS1

(Hyperinsnli nisra)

L o whbapbimiabon

Tope II dighetes mellitus
']

Insulin resistance
|)_.‘ Transient hyperglymemia
o . | Hyperinsulinism

Irapaired inmlin secretion —

o]
Clupose | Ce* _dependent - /ﬁ
G N o o) — |p—
I Glyrafy | | 1\"Iat‘u.r1f onset dighetes
afion, x
| he)%gs mmiﬁy‘hmy ,{ --1;,]:);\(_1 | | g

1, respirgiony Ghain — I |

_____ B e S — 0 —® NS _.-l

ROS ™o DA |

I
B e p I
2

Presention of \1‘\ Ca®* |

mernhrane depolarizat o i

SURL F____‘.,\_,————O ATP I

i A
*+—| Kirg2 (%O
K* Ilitoc hondrion | —__N_ﬁ_h_o_l_; .
o tio:
C GLUT2 ok =] mx o whondrial dysfune tion
Ghacose P "
04930 4723020
(c) Kanehisa Laboratories

Figura 1. Ruta disfuncional metabolica de la T2DM.

23




Tabla 4. Genes élite involucrados en la Diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM).

DATABASE

Genes Disfuncion Proteina i
MalaCards OMIM Harmonizome KEGG

w N

(o]

Resistencia a

IRS1 o Sustrato del receptor de insulina 1 1421,65 Si 1,8409 Si
la insulina
HNF4A Células B Factor nuclear de hepatocitos 4 alfa 1388,86 Si 0,6826 -
NEUROD1  Células f Diferenciacion neurogénica 1 1379,14 Si 0,6277 -
Resistencia a Proteina fosfatasa 1 subunidad
PPP1R3A o 1361,64 Si 0,6438 -
la insulina reguladora 32
Homebox B de factor nuclear hepatocito
HNF1B Células B . 1336,53 Si 0,8192 Si
PAX4 Células B Caja emparejada 4 1329,57 Si 0,2059 -
Resistencia a _ ) _
AKT2 o AKT Serina/Treonina Quinasa 2 1321,83 Si - Si
la insulina
HNF1A Células B Factor nuclear 1 alfa de hepatocito 1115,48 Si 1,5018 -
Resistencia a Ectonucledtido
ENPP1 o ] ) 1115,30 Si - Si
la insulina Pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF4A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NEUROD1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPP1R3A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF1B
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PAX4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=AKT2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF1A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ENPP1

10
11
12
13
14

15

16

17

18

19
20

21

22

SLC2A2
KCNJ11
GPD2
WFS1
GCK

ABCCS8

MAPKS8IP1

INSR

RETN

PDX1
IL6

IRS2

TCF7L2

Células B
Células
Células B
Células B
Células B

Células

Células B

Resistencia a
la insulina
Resistencia a
la insulina
Células
Lipotoxicidad
Resistencia a
la insulina
Células

GLUT2
Kir6.2
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 2
Wolfrafina
Glucoquinasa
Casete de union ATP Subfamilia C
Miembro 8
Mitogen-Activated Protein Kinase 8

Interacting Protein 1

Receptor de insulina

Resistina

Homeobox pancreatico y duodenal 1

Interleucina 6
Sustrato del receptor de insulina 2

Factor de transcripcion 7-like 2

25

1107,74
1107,54
1078,60
1074,86
1069,62

1062,62

980,20

745,59

712,49

709,40
707,54

706,79

706,02

Si
Si
Si
Si
Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

1,3625
1,3206
1,1837
0,4692
1,8241

1,3568

2,1655

1,6001

0,9061
1,2988

1,3145

1,5747

Si

Si

Si

Si


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC2A2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KCNJ11
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GPD2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=WFS1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GCK
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCC8
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MAPK8IP1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=INSR
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RETN
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PDX1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IRS2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TCF7L2

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

PTPN1

LIPC

SLC30A8

PPARG

IGF2BP2

HMGA1

MTNR1B

TBC1D4

PRMT7

MIR29A

Resistencia a
la insulina
Resistencia a
la insulina
Células B
Resistencia a

la insulina
Células B

Resistencia a
la insulina
Células B

Resistencia a
la insulina

Estrés
oxidativo

Resistencia a

la insulina

Proteina tirosina fosfatasa no receptora

_ 704,00
tipo 1
Lipasa hepatica C 703,93
Transportador de zinc 8 700,00
Peroxisoma Proliferador Activado
697,99
Receptor Gamma
Proteina de unién al mMRNA 2 del factor
o o o 690,48
de crecimiento similar a insulina
Proteina de grupo de alta movilidad AT-
689,98
hook 1
Receptor de melatonina 1B 689,97
Miembro de la familia de dominios
414,70
TBC14
Arginina Metiltransferasa 7 400,00
MicroRNA 292 359,34
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Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

1,2573

0,5450

1,2213

1,9987

1,3298

0,4871

0,5800

Si

Si

Si

Si


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTPN1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LIPC
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC30A8
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPARG
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF2BP2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HMGA1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MTNR1B
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TBC1D4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PRMT7
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR29A

33

34

35

36

MIR29C

MIR657

SLC2A4

NIDDM4

Resistencia a
la insulina
Alteracion de
IGF2R
Resistencia a

la insulina

MicroRNA 29c 355,25
MicroRNA 657 354,39
GLUT4 344,63

Desconocido Diabetes mellitus no-insulinodependiente 50,00

Si

Elaborado por: Luis Guevara
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR29C
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR657
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC2A4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NIDDM4

De acuerdo con los datos de la tabla 4, se han registrado 36 genes élite extraidos de las
bases de datos cuya principal disfuncion ya se ha identificado, la deficiencia en la
utilizacion y secrecion de la insulina, a excepcion de PRMT7 e IL6 que participan en
diferentes vias, pero contribuyen al desarrollo de la enfermedad, sin embargo, no se ha
registrado informacion sobre NIDDMA4, por lo tanto, su expresion y funcion genética
es desconocida. Con el objetivo de reducir el nimero de genes élite, se ha descartado
los genes TBC1D4, PRMT7, MIR29A, MIR29C, MIR657, SLC2A4 y NIDDM4 de
los analisis bioinformaticos posteriores debido a la inexistencia de evidencia
experimental que relacionen a estos genes con la T2DM en las bases de datos e
informacion bibliogréfica.

3.1.2. Anadlisis de la integracion de datos

Los resultados sobre las disfunciones demuestran dos categorias fundamentales en la
T2DM que se definen en resistencia a la insulina y disfuncion de las células p. El
analisis sobre la integracién de los datos mediante Cytoscape permitid la visualizacién
de la interaccion genética definida por la combinacion de determinadas formas de un
par de genes que origina un efecto inesperado en donde se representan 4 niveles de
interaccion. Los nodos de baja interaccion presentan color verde, los nodos de media
interaccion presentan color amarillo, los nodos de interaccién alta presentan color

naranja y los nodos de interaccion muy alta presentan color café.

3.1.2.1. Resistencia a la Insulina

Como se observa en la figura 2, se demuestra la interaccion de los genes implicados
en la resistencia a la insulina en forma de nodos (nodes) y bordes (edges). Los nodos
PPARG y PTPNL son de alta interaccion y los nodos HMGAL (por score), SLC2A4,
AKT2, INSR e IRS-1 son de muy alta interaccion. La clasificacion se justifica en la
tabla 5, en donde se contabiliz6 los nimeros de nodos, los pares de nodos de maltiples
aristas y el score de interaccion de los genes mientras que en la tabla 6 se observa los
datos generales de la red bioldgica. Esto se comprueba por la funcién proteica de los
genes en donde SLC2A4 participa en el transporte de glucosa especifico del masculo
esquelético, la mutacion de AKT2 activa las rutas de la resistencia a la insulina
(Hussain et al., 2012), PPARG como diana terapéutica para la T2DM en la resistencia

a la insulina (Janani & Ranjitha, 2015) y los receptores de insulina INSR y IRS-1
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR29A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR657
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC2A4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NIDDM4

que participan en los tejidos periféricos. Este ultimo presenta los parametros de

interaccion mas altos dentro de la resistencia a la insulina de acuerdo con la tabla 5.

O n~
ADHFE1 PRMTE

YEX1 HMGA1

RETN

ASIR

O
VAMP2-._ NOX4

TRPVE

AKT2

TBC1D4

U2SURP

O
TCL1A

Figura 2. Red bioldgica de la resistencia a la insulina.

Tabla 5. Interacciones de la red de la resistencia a la insulina.

Partner Of
Number Of _
gene _ Multi
# Undirected Score
name Edged
Edges ]
Node Pairs
1 INSR 29 8 0.5965
2 ENPP1 11 3 0.8315
3 AKT?2 20 5 0.6292
4 LIPC 15 3 0.7119
5 PPP1CC 9 1 0.0419
6 HMGA1 8 2 0.6584
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

BCL6
IRS1
INS
SLC2A4
YBX1
IGF1
GRB14
CHD7
PTPN1
RETN
PPP1R3A
FES
PPARG
LNPEP
GRB10
SH2B2
IRS2
TBC1D4
ASIP
IGF1R
NOX4
TRPV6
VAMP2
TCL1A
PRMT6
ADHFE1
U2SURP

[N
'_\l\)

O O P P P P O 0O O N O O o  d WODN P O PP WO MM PFP WO

0.0208
0.6117
0.0368
0.6238
0.0236
0.0500
0.0497
0.0194
0.5344
0.9202
0.8323
0.0228
0.5235
0.0448
0.0418
0.0193
0.7277
0.7570
0.0266
0.0237
0.0374
0.0343
0.0200
0.0192
0.0207
0.0353
0.0331
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Tabla 6. Propiedades generales de la red bioldgica de la resistencia a la insulina

Propiedad Puntuacion
Nodos 33
Bordes 186
Media de aproximaciones 7,758
Diametro de red 4
Radio de red 3
Longitud de trazado 2,027
Coeficiente de agrupamiento 0,398
Densidad de red 0,242
Densidad heterogénea 0,586
Centralizacion de red 0,274
Componentes conectados 1
Tiempo de andlisis 0,004
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Figura 3. Gréafico de dispersion de la red bioldgica de resistencia a la insulina.

3.1.22. Células p

La red biologica de interaccion dentro de la disfuncion de las células 3 se observa en
la figura 4 en donde se demuestra una escala de interaccion por colores en funcion de
la cantidad de bordes, nodos y score, sin embargo, la clasificacion original se mantiene,
en donde los nodos verde oscuros representan interacciones bajas y los nodos cafés
representan interaccion muy alta. Por lo tanto, los genes mas representativos dentro de
este grupo de disfuncion se encuentran los genes TCF7L2, NeuroD1, GCK, HNF4A,
PDX1. Los genes TCF7L2, NeuroD1 son factores de transcripcion y PDX1 es un
factor de activacion, por lo que las estructuras de estos genes pueden presentar
ambigiedad en posteriores andlisis de viabilidad y acoplamiento molecular. De
acuerdo con Da Silva et al., (2009), TCF7L2 regula la secrecion de insulina desde los

islotes pancreéticos, NeuroD1 actta en el mantenimiento de los islotes (Bohuslavova
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et al., 2021), y similar a TCF7L2, el gen PDX1 se ha asociado a los reguladores de
cromatina en los islotes pancreaticos (Spaeth et al., 2016). Por otra parte, HNF4A se
ha asociado a la MODY, un tipo de diabetes genéticamente puntual de aparicion
temprana con cuadro clinico idéntico a la T2DM (Arya et al., 2014) y GCK es una
isoenzima que participa en la ruta metabdlica de la insuficiencia a la insulina asociado
a la disfunciéon mitocondrial (figura 1). Como se observa en la tabla 7, el gen PDX1
presenta los pardmetros mas altos de interaccion, seguido de GCK. Sin embargo, los
métodos bioinformaticos pueden diferir debido a los mecanismos bioquimicos y vias
metabdlicas en factores de transcripcion o activacion ya que interactian con el DNA,
formando un complejo proteina-DNA cuya estructura no posee sitios de union
(Radaeva et al., 2021).

SLC30AB

WFS1
IGF2BP2

SP4

GRD2

MAPKEIP1

ENSA

MTNR1A

Figura 4. Red bioldgica de la disfuncion de células .
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Finalmente, la validacion de las redes biolégicas de la resistencia a la insulina y su
disfuncidn en la secrecion se observa en las figuras 3 y 5 respectivamente, en donde
se observa un grafico de dispersion cuyo eje x representa el peso maximo de nodos y
el eje y representa a los bordes como un conjunto de interaccion. Estos datos
demuestran un agrupamiento normalizado que demuestra que las interacciones
pertenecen a la disfuncion correspondiente y, por lo tanto, permite validar la

integracion de los datos.

Tabla 7. Interacciones de la red de disfuncion de células f.

Number of Partner of

# Gene Name undirected multi edged Score

edges node pairs
1 HNF4A 24 6 0.5880
2 HNF1B 17 3 0.7857
3 PDX1 26 9 0.5814
4 MTNR1B 12 1 0.6894
5 FOXA2 14 5 0.0531
6 KCNJ11 10 3 0.6826
7 HNF1A 18 5 0.6620
8 TTR 10 2 0.0432
9 SLC2A2 17 4 0.7538
10 KCNJ8 10 2 0.0396
11 ABCC9 9 3 0.0661
12 FOXA3 5 2 0.0339
13 HNF4G 5 1 0.0287
14 HKDC1 11 4 0.0285
15 MAPKSIP1 4 0 0.7159
16 GPD2 5 0 0.7716
17 ABCCS8 14 4 0.6574
18 GCK 25 7 0.6150
19 ONECUT1 15 4 0.0372
20 RREB1 14 2 0.0319
21 HKS3 11 4 0.0290
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22 TCF7L2 12 1 0.5185
23 SP4 3 0 0.0307
24 NEURODI1 12 4 0.6436
25 IAPP 6 1 0.0305
26 HK2 13 4 0.0258
27 HK1 12 4 0.0262
28 PAX4 7 1 0.7459
29  SLC30AS8 3 0 0.8521
30 WFS1 3 0 0.8872
31 IGF2BP2 5 0 0.8001
32 NKX6-1 13 1 0.0374
33 ENSA 5 1 0.0364
34 PCIF1 5 1 0.0349
35 PCBD2 3 0 0.0286
36 NEUROG3 7 2 0.0649
37  MTNR1A 3 1 0.0298

Tabla 8. Propiedades generales de la red biologica de disfuncién de células .

Propiedades Puntuacion
Nodos 37
Bordes 194
Media de aproximaciones 7027
Diametro de red 4
Radio de red 2
Longitud de trazado 2068
Coeficiente de agrupamiento 0,368
Densidad de red 0,195
Densidad heterogénea 0,538
Centralizacion de red 0,234
Componentes conectados 1
Tiempo de analisis 0,005
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Figura 5. Gréafico de dispersion de la disfuncion de células p.

3.1.3. Anadlisis de la validacion de los genes seleccionados

Se realiz6 una busqueda sobre los farmacos asociados a los genes seleccionados
mediante la plataforma web ‘DrugBank’. En la tabla 9 se demuestran los genes élite
asociados, farmacos y sus aplicaciones terapéuticas. Cabe destacar que los genes que
no presentan mecanismos relacionados a la T2DM se deben a que su aporte genético
y molecular aiin se mantiene por dilucidar entre la comunidad cientifica. Sin embargo,
estudios de secuenciacion gendmica han detectado anomalias genéticas de estos genes

en contraste con sujetos de control no diabéticos (Flannick & Florez, 2016).
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Un ejemplo de lo mencionado es RETN que expresa resistina y sus resultados de
incidencia son incongruentes de acuerdo con los resultados de Osawa et al., (2004).
Otros estudios mas recientes demostraron un aporte significativo de RETN al
desarrollo de la patogenia, pero no determinantes ya que s6lo 1 mutacion de 2 se asocio
al riesgo de T2DM (Altawallbeh et al., 2021). Adicionalmente, de acuerdo con
(Hishida et al., 2013), la mutacién de estudio demostrd asociacion a la T2DM, sin
embargo, otros estudios recopilados en la poblacion japonesa presentan resultados
opuestos. Se atribuye la participacion de RETN en respuestas inflamatorias y
resistencia a la insulina ya que se registré una relacién inversa con la T2DM. Hay
numerosos estudios (Asensio et al., 2004; Degawa-Yamauchi et al., 2003; Lee et al.,
2005; Vendrell et al., 2004) que aportan la hipotesis de que RETN contribuye a la
resistencia a la insulina en pacientes obesos debido a la sobreexpresion de este gen.
Sin embargo, también existe evidencia de la atenuacion genética en la expresion de
este gen en pacientes obesos (Milan et al., 2002). Otro gen controversial es ENPP1y
de acuerdo con el metaanalisis elaborado por (Mcateer et al., 2008), se ha registrado
una asociacion a la enfermedad en conjunto con resultados de otro estudio, sin
embargo, los datos obtenidos de estas investigaciones no establecen definitivamente
una relacion de patogénesis con la T2DM. Finalmente, genes como AKT2, IL6 y
IGF2BP2 han sido seleccionados en la incidencia sobre la T2DM por estudios
experimentales en donde se identificé polimorfismos de un solo nucleétido o

mutaciones puntuales, dependiendo de la poblacion de estudio.

Tabla 9. Farmacos asociados a los genes élite de la T2DM.

Farmacos _ Aplicacion
) ) Diana
# Gen Mecanismo del gen asociados o en la
terapéutica

al gen T2DM

1 IRS1 Receptor de insulina. 1 Si No
Control y regulacion del
2  HNF4A desarrollo y funcion de 3 Si No
celulas .

3 NEUROD1 Regulaal gen de lainsulina. - No No
4 PPP1R3A Metabolismo del glucégeno. - No No
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF2BP2
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000977
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF4A
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0004019
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NEUROD1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPP1R3A

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

HNF1B

PAX4
AKT2

HNF1A

ENPP1

SLC2A2

KCNJ11

GPD2

WEFS1

GCK

ABCCS8

MAPKS8IP1

INSR

RETN

PDX1

IL6

IRS2

Regulacion del metabolismo

de glucosa y secrecion de

insulina.

Desarrollo de células p. -

- 4
Activador transcripcional
pancreatico y hepatico. :
- 2
Sensor de glucosa / funcién
de células . °
Funcion de los canales de
potasio / células f. !
Deteccion de glucosa en
células p. .
Proteina transmembrana /
funcion de células f. )
Accion glucoquinasa /
insulina. |
Regulador de ATPky
liberacion de insulina. H
Regulador de células . 5
Fosforila los receptores IRS
mediante estimulo de 24
insulina.
Secrecion de la insulina,
factor de transcripcion de -
GLUT2.
- 14

Involucrado en varios
procesos celulares con -

insulina.
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF1B
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PAX4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=AKT2
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0001172
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF1A
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0004514
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ENPP1
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000457
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC2A2
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0001045
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KCNJ11
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000708
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GPD2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=WFS1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GCK
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0001056
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCC8
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000207
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MAPK8IP1
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0003789
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=INSR
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000033
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RETN
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PDX1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000918
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IRS2

Participa en la via de
22 TCF7L2  sefalizacion Wnt/ funcion - Si No
de las células B.
Regulador negativo de la
23 PTPN1 o 51 Si Si
insulina.
Hidrolisis de triglicéridos y
24 LIPC . ) ] - No No
fosfolipidos en lipoproteinas.
Transportador de eflujo de )
25 SLC30A8 2 Si No
zinc / funcion de células f.

Receptor nuclear / accion de

26 PPARG o 74 Si Si
la insulina.
27 IGF2BP2 - - No No
Regulador transcripcional /
28 HMGAL1L - Si No

Accion de la insulina.

Receptor de melatonina /
29 MTNRI1B 6 Si No
funcion de las células .

De acuerdo con lo detallado en la tabla 9, los genes IRS-1, KCNJ11, GCK, ABCCS,
PTPN1 y PPARG son objetivos terapéuticos aprobados para la T2DM o
complicaciones de la diabetes. Por otro lado, hay genes que han sido detectados como
dianas terapéuticas pero su aplicacion no se ha registrado en los tratamientos para la
T2DM y han sido objetivos de otras enfermedades, como el Covid-19 o anemia en
donde se ha establecido a la IL6 como objetivo. Adicionalmente, los genes que no
presentan farmacos asociados, pero se han clasificado como dianas (PDX-1, IRS2,
TCF7L2 y HMGAL) se debe a las fases experimentales tempranas (Zhou et al., 2022).

3.1.4. Prueba de viabilidad de las dianas terapéuticas

Se obtuvo y evalud la puntuacion de la probabilidad en la identificacion de un ligando
similar a un farmaco en una estructura tridimensional de la proteina (druggability) en
las expresiones de los genes candidatos a través de la herramienta DoGSiteScorer del
servicio web Protein.Plus. DoGSiteScorer es una herramienta automatizada que
determina posibles aperturas de union en donde se calculan las caracteristicas globales
como el tamafio, forma y propiedades quimicas de las aperturas de prediccion
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TCF7L2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTPN1
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000623
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LIPC
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC30A8
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0009896
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPARG
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000215
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF2BP2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HMGA1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MTNR1B
https://go.drugbank.com/bio_entities/BE0000327

(Volkamer et al., 2012). De esta manera, se realizo el analisis de prediccion de las
proteinas élite y su puntuacion que se puede observar en la tabla 6. Se utilizo las
estructuras de la base de datos PDB en donde se extrae el cddigo de identificacion de
la forma tridimensional, sin embargo, algunas proteinas no han sido completamente
estudiadas, por lo que las estructuras publicadas en el PDB son principalmente
fragmentos peptidicos en complejo con una macromolécula diferente a la proteina
objetivo 0 no se tiene registro de las estructuras proteicas experimentales y puede
afectar al estudio correspondiente. De esta manera, se empled las estructuras de
prediccion de AlphaFold, un software de inteligencia artificial que realiza predicciones
de las estructuras proteicas a través de un sistema de aprendizaje profundo, su
publicacién ha permitido su integracion en bases de datos de informacién curada como
UniProt y se ha asociado con el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI)
(Alquraishi, 2019).

Tabla 10. Puntuacion de los sitios de union de los genes satélite.

# Genes  Protein.Plus Druggabilidad
1 IRS1 10QG 0,84
2  HNF4A IM7W 0,81
3 NEUROD1 Alphafold 0,78
4 PPP1R3A  Alphafold 0,80
5 HNF1B 2DAG6 0,73
6 PAX4 Alphafold 0,81
7 AKT2 3DOE 0,83
8 HNF1A Alphafold 0,80
9 ENPP1 Alphafold 0,81
10 SLC2A2  Alphafold 0,81
11 KCNJ11 Alphafold 0,84
12 GPD2 Alphafold 0,80
13 WFS1 Alphafold 0,81
14 GCK 3FGU 0,80
15 ABCCS8 7S5V 0,80
16 MAPKS8IP1 Alphafold 0,81
17 INSR 5E1S 0,85
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF4A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NEUROD1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPP1R3A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF1B
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PAX4
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=AKT2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HNF1A
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ENPP1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC2A2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KCNJ11
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GPD2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=WFS1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GCK
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ABCC8
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MAPK8IP1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=INSR

18 RETN Alphafold 0,18

19 PDX1 Alphafold 0,81
20 IL6 1ALU 0,75
21 IRS2 Alphafold 0,80
22 TCF7L2 Alphafold 0,80
23 PTPN1 TKLX 0,63
24 LIPC Alphafold 0,81
25 SLC30A8 6XPD 0,81
26 PPARG 6TSG 0,82
27 IGF2BP2  Alphafold 0,83
28 HMGALl  Alphafold 0,70
29 MTNR1B  Alphafold 0,81

La proteina expresada por IRS-1 presenta una drugabilidad considerable, debido a la
escala en DoGSiteScorer en donde 0 es minimo (undruggable) y 1 es el maximo
(druggable), su puntuacion fue de 0,84. De acuerdo con Owens, (2007), una proteina
considerablemente druggable se toma a partir de 0,5 a 1, por lo que se toma esta
proteina como diana terapéutica. En funcién de MalaCards, el IRS-1 es el gen
candidato con mayor puntuacién de incidencia dentro de los genes élite que participa
en la resistencia a la insulina. Sin embargo, en los resultados de Porzio et al., (1999),
una mutacion en este gen indujo una disminucion en la secrecién de insulina
estimulada por glucosa. Estos datos sugieren la relevancia en el desarrollo
principalmente de la resistencia a la insulina y su participacion en las células  del

pancreas, generados por la patogenia de la T2DM.

En la figura 6 se observa la estructura tridimensional de IRS-1, el volumen de la
cavidad es de 847,49 A%y 18,85 A de profundidad con 0,48 del ratio de amino&cidos
apolares (RAA). De acuerdo con la investigacion realizada por Chowdhury et al.,
(2014), no se han establecido pardmetros limite o criterios para la seleccion de un
objetivo favorablemente druggable, sin embargo, en el trabajo realizado por
Volkamer et al., (2012) menciona que un gran volumen de pocket (apertura de union),
alta profundidad y proporcién de aminoacidos apolares son parametros que determinan
una alta probabilidad en la efectividad deseable para determinar la drugabilidad de un

41


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RETN
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PDX1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IRS2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TCF7L2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PTPN1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LIPC
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SLC30A8
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PPARG
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IGF2BP2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HMGA1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MTNR1B

objetivo. Las puntuaciones que registra IRS-1 en DoGSiteScorer se asemejan con los
parametros en los pockets seleccionados en la investigacion de Chowdhury et al.,

(2014), lo que sugiere una alta probabilidad de drugabilidad de la proteina.

Figura 6. Estructura tridimensional proteica del Receptor Sustrato de Insulina 1
(IRS-1) con el mejor pocket drugable.

Desde una perspectiva amplia, la aplicacion de IRS-1 puede ser un factor clave de
efecto directo en la resistencia a la insulina y efecto parcial en otros mecanismos

asociados a la T2DM, debido a la complejidad poligénica multifactorial.
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Posteriormente se valido el sitio de union de IRS-1 con otro software de servicio online
como canSAR. Esta web presenta bases de datos de libre acceso que integran la
investigacion traslacional y el desarrollo de farmacos mediante datos gendmicos,
proteicos, farmacologicos y quimicos por biologia estructural, redes de proteinas y
puntuaciones de farmacogenicabilidad (Coker et al., 2019). Se realiz6 la comparacion
de capacidad analitica de prediccion entre Protein.Plus y canSAR y se obtuvo las

mismas coordenadas del sitio de union como se observa en la figura 7.

Figura 7. Calculo del sitio de union de IRS-1. A. Resultado de Protein.Plus. B.
Resultado de canSAR.

3.1.5. Andlisis de interaccion molecular

Se realiz6 el docking molecular con el ligando presentado en el servicio web
‘DrugBank’ para el IRS-1 tomando como referencia los residuos de aminoacidos
calculados en Protein.Plus (Figura 8). La herramienta Vina de Autodock Tools mostro

. . .. kcal .
un acoplamiento con energia de afinidad de -7,5 % del ligando en el receptor, como

se observa en la figura 9A. Este resultado establece un valor estdndar para los
posteriores analisis del cribado virtual ya que se define relativamente el acoplamiento
con el compuesto tomado de las bases de datos y la libreria de compuestos de la
plataforma ‘MTiOpenScreen’. Adicionalmente, Gallina et al., (2014) mencionan que
los aminoacidos con menor frecuencia en las secuencias, son los de mayor abundancia
en los sitios de union como Trp, His, Met, Tyr y Phe, mientras que las estructuras
proteicas homélogas en complejo con el mismo ligando demostraron mayor
conservacion de residuos en el sitio de union cuyos residuos son Gly, Glu, Arg, Asp,
His y Thr. En la presente estructura, el compuesto acoplado demostré interaccion con
Asp241, Val245, Val66, Lys79, Asn80, GInl165, Lys23, Pro22, His92 y Tyr87 (figura
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9B). Estos resultados de interaccion demuestran que una afinidad relativamente

moderada.
Dashboard‘ Scenario ‘ Tools ‘
xlcvp x|
AAlge | sLagawLa
B (pHE221 QBROOOOTVV 4
B (3pHE222 OBSOCOOVY
B (JILE223 OROCOVY
B r3cLu224 (o} isluleleiviv]
B [avaL22s OBOOOOVY
B 36LY226 OBOO0O0OVY
[JARG227 [l Aulelelelviv)
B [JSER228 (o} isluleleiviv]
B r3aLA229 OBTOOOVY
B [IvALZ30 OBOOOOVY
B 3THR2:1 [l Aulelelelviv)
B r36Ly232 OeOOOOVY
B [3pR0O233 (o} isluleleiviv]
B 3GLY234 OBOOOOVY
B 36LU235 (o] lslelelelrav)
B [IPHE236 OBOOOOVY
(ITRP237 (o} isluleleiviv]
B (IMET238 OBOOOOVY
B 3GLN239 [s¥slslalviy)
B 3vAL240 [slelelelviv)
B 3A8P241 [sTelslulviy)
B (3ASP242 COOOVY
B [ISER243 OBOOOOVY
B [3vAL244 [slelelelviv)
B ravaL245 SOOOVY
B r3aLA246 (o} isluleleiviv]
B 3GLN247 OBOOOOVY
B (JASN248 SOOOVY
B [IMET249 SO0V
B [3HIS250 (o} isluleleiviv]
B GLu251 OBROO0OOVY

Figura 8. Espacio de las coordenadas de la grid por residuos de aminoacidos
tomados de Protein.Plus.

Figura 9. Acoplamiento del ligando en el receptor y su afinidad como energia de
interaccion.

3.1.6. Anadlisis del cribado virtual

Se realizo el cribado virtual con MTiOpenScreen mediante el archivo de la proteina
(receptor) previamente preparada para los multiples acoplamientos moleculares. La
libreria de compuestos y ligandos seleccionado fue la biblioteca de farmacos

comercialmente disponibles ‘Drugs-lib’ en la que se inserto las coordenadas de la grid
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con el objetivo de aislar al espacio del docking en los residuos de aminoéacidos

determinados previamente.

Se obtuvo los primeros 100 resultados con mejor afinidad de interaccién de los cuales

. - , . ./ kcal kcal
se tom6 los resultados con mejores energfas de interaccion de -9,8 % hasta -9,3 ~—

mol’

En la tabla 11 se observan los farmacos con sus energias de interaccion.

Tabla 11. Farmacos candidatos con energia de interaccion favorable.

Energia
# Compuesto de nRot

afinidad
1 Zosuquidar -9,8 7
2 Seganserin -9,8 5
3 Cortisuzol -9,8 9
4 R428 -9,7 5
5 Mk3207 -9,6 4
6 Sh-649868 -9,6 5
7 Rimacalib -9,6 4
8 Uk432097 -9,5 16
9 Mosapramine -9,5 4
10 Devazepide -9,5 3
11 Dihydroergotamine -9,4 5
12 Entrectinib -9,4 7
13 Bms-754807 -9,3 6
14 Hesperidin -9,3 15
15 Setipiprant -9,3 3

3.1.7. Andlisis de toxicidad de los farmacos.

Se realizo los analisis de toxicidad de todos los farmacos demostrados en la tabla 11
mediante modelos QSAR en el paquete VEGA in Silico, cuya funcion analitica
permite la obtencién de resultados de toxicidad mediante prediccion computacional.
Entre los pardmetros que se evallan a los compuestos estan: mutagenicidad, toxicidad

del desarrollo, carcinogenicidad, intoxicacion aguda, sensibilizacion de la piel,
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aberracion cromosomica, ensayos de micronucleos, efecto del receptor de estrogeno,

androgenos y tiroideo, actividad disruptiva endécrina, NOAEL, LOAEL, clasificacion

Cramer y hepatotoxicidad.

A continuacidn, se demuestran las tablas de parametros de toxicidad para cada farmaco

tomado de los resultados del cribado virtual con mayor puntuacion de afinidad.

Tabla 12. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -9,8 kcal/mol.

FARMACOS
Parametro Zosuquidar Seganserin Cortisuzol
Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad

Mutagenecity Seguro 2 Seguro 2 Seguro 1
Dev. Toxicity 1 - 2 - 1
Carcinogenicity 1 Seguro 1 Seguro 1
Acute toxicity - - - - - -
Skin
sensitization Seguro 1 1 Seguro 1
Chro.
Aberration Seguro 1 Seguro 1 1
Micro. Assay Seguro 1 - 1 1
ER Effect Seguro 1 Seguro 3 Seguro 3
AR Effect Seguro 1 Seguro 2 Seguro 1
TR Effect Seguro 3 Seguro 3 Seguro 3
ED Activity Seguro Seguro Seguro -
NOAEL - 1 - 1 - 1
LOAEL - 1 - 1 - 1
Cramer class. - - - - - -

1 2 2

Hepatotoxicity !
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Tabla 13. Anélisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -9,7 kcal/mol.

FARMACOS
Parametros R428
Prediccion| Confiabilidad

Mutagenecity Seguro 1
Dev. Toxicity Seguro 1
Carcinogenicity ! 1
Acute toxicity - -
Skin sensitization Seguro 1
Chro. Aberration | Seguro 1
Micro. Assay - 1
ER Effect Seguro 1
AR Effect Seguro 1
TR Effect Seguro 1
ED Activity Seguro
NOAEL - 1
LOAEL - 1
Cramer class. - -

Hepatotoxicity

Tabla 14. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -9,6 kcal/mol.

FARMACOS
Parédmetros MKk3207 Sb-649868 Rimacalib
Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad

Mutagenecity Seguro 2 Seguro 1 Seguro 1
Dev. Toxicity Seguro 1 Seguro 1 Seguro 1
Carcinogenicity Seguro 2 Seguro 1 Seguro 1
Acute toxicity - - - - - -
Skin
sensitization Segure . - ' - !
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Chro.
Aberration ' ' Segure '
Micro. Assay 1 Seguro 1 - 1
ER Effect Seguro 3 Seguro 2 Intermedio 2
AR Effect Seguro 2 2 Seguro 2
TR Effect Seguro 2 Seguro 2 Seguro 3
ED Activity Seguro - Seguro - Seguro -
NOAEL - 1 - 1 - 1
LOAEL - 1 - 1 - 1
Cramer class. - - - - - -
Hepatotoxicity - 3 - 1 - 2
Tabla 15. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -9,5 kcal/mol.
FARMACOS
Parametros Uk432097 Mosapramine Devazepide
Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad
Mutagenecity Seguro 2 Seguro 2 Seguro 2
Dev. Toxicity - 1 - 1 - 1
Carcinogenicity | Seguro 1 Seguro 1 Seguro 1
Acute toxicity - - Seguro Moderado Seguro Moderado
Skin -
o Seguro 1 1 1
sensitization
Chro.
Aberration Seguro 1 Seguro 1 Seguro 1
Micro. Assay - 1 Seguro 1 Seguro 1
ER Effect Seguro 3 Seguro 3 Seguro 3
AR Effect Seguro 2 Seguro 1 Seguro 1
TR Effect Seguro 3 Seguro 3 Seguro 3
ED Activity Seguro Seguro - Seguro -
NOAEL - 1 - 1 - 1
LOAEL - 1 - 1 - 1
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Cramer class.

o

Hepatotoxicity 2 2 2
Tabla 16. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -9,4 kcal/mol.
FARMACOS
Parametros Dihydroergotamine Entrectinib
Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad
Mutagenecity Seguro 1 Seguro 2
Dev. Toxicity Seguro 1 Seguro 1
Carcinogenicity ! 1 Seguro 1
Acute toxicity Seguro 1 -
Skin sensitization Seguro 1 Seguro 1
Chro. Aberration | Seguro 1 Seguro 1
Micro. Assay - 1 - 1
ER Effect Seguro 2 Seguro 3
AR Effect Seguro 2 Seguro 2
TR Effect Seguro 1 Seguro 3
ED Activity Seguro - Seguro -
NOAEL - - - 1
LOAEL - - - 1
Cramer class. - - - -
Hepatotoxicity ! Good ! 3
Tabla 17. Analisis de toxicidad de farmacos con afinidad de -9,3 kcal/mol.
FARMACOS
Parametros Bms-754807 Hesperidin Setipiprant
Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad | Prediccion | Confiabilidad
Mutagenecity Seguro 1 Seguro GOOD Seguro 2
Dev. Toxicity Seguro 1 - 3 - 1
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Carcinogenicity Seguro 1 Seguro 2 Seguro 1
Acute toxicity - - Seguro 1 - -
Skin

sensitization Seguro 1 Seguro 1 Seguro 1
Chro.

Aberration Seguro 1 2 Seguro 1
Micro. Assay Seguro 1 3 ! 1
ER Effect Seguro 3 1 Seguro 3
AR Effect Seguro 2 Seguro 2 Seguro 3
TR Effect Seguro 2 Seguro GOOD Seguro 3
ED Activity Seguro - Seguro - Seguro -
NOAEL - 1 - 1 - 1
LOAEL - 1 - 1 - 1
Cramer class. - - - - - -
Hepatotoxicity - 1 - GOOD - -

De acuerdo con los resultados obtenidos en las tablas de analisis de toxicidad de los
farmacos, se observa hepatotoxicidad en la mayoria y toxicididad en menor frecuencia,
incluyendo el efecto en los receptores de andrdgenos, por lo que los farmacos
seleccionados son aquellos con menor nivel de fiabilidad en prediccion de toxicidad,
y mayor numero de predicciones de seguridad y su fiabilidad. Entre estos, se
encuentran Zosuquidar, Rimacalib, Uk-432097, Mosapramine, Devazepide y
Setipiprant.

Se descarto los farmacos con toxicidad mayor o igual a 2 en pardmetros criticos como
la carcinogenicidad, intoxicacion aguda, mutagenicidad y aberracién cromosémica por
las consecuencias graves gque éstos ocasionan. En cuanto a la hepatotoxicidad, se
escogio las opciones con la mejor puntuacion disponible (méaximo 2 de fiabilidad en
toxico) como se observa en la tabla 18, mientras que los demés compuestos fueron
descartados por demostrar niveles altos de toxicidad de alta fiabilidad. Sin embargo,
estos descriptores de modelos QSAR se obtienen a partir de calculos de estimacion y

prediccion, por lo que se debe realizar estudios posteriores de ensayos in vivo con el
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objetivo de obtener resultados experimentales sobre la seguridad de los farmacos
obtenidos del cribado virtual

Tabla 18. Posibles tratamientos terapéuticos.

Energia de
# Compuesto afinidad Estado Aplicacion
(kcal/mol)
1 Zosuquidar -9,8 Investigacion Antineopléasico
2  Rimacalib -9,6 Investigacion Artriris reumatoide
o Enfermedad pulmonar
Uk432097 -9,5 Investigacion o
obstructuva cronica
4 Mosapramine -9,5 Aprobado Esquizofrenia
_ Problemas
Devazepide -9,5 Desarrollo ) )
gastrointestinales
6  Setipiprant -9,3 Investigacion Rinitis alérgica estacional
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. Conclusiones

Se estudio las bases genéticas de la diabetes mellitus tipo 2 en relacion con la basqueda
de posibles dianas terapéuticas involucradas en la resistencia a la insulina desarrollada
en los tejidos periféricos, tejido adiposo e higado y la disfuncion de las células B. Los
genes identificados presentaron diversas funciones debido a que se involucra
diferentes aportes proteicos cuya actividad enzimatica pertenecen a diferentes rutas
metabolicas y, en consecuencia, la T2DM representa un desafio en los estudios

gendmicos y patogenéticos.

Se analiz6 36 genes élite en MalaCards con disfunciones que estan asociadas a la
patologia y patogénesis de la T2DM filtrada y validada en bases de datos como OMIM,
Harmonizome y KEGG. Sin embargo, se descarté a los genes con farmacos ya
estudiados con aplicacion terapéutica para la T2DM como las proteinas kir6.5
(ABCCB8), PPARG e INSR y a los genes con evidencia insuficiente de relacion con la

enfermedad.

Se observa las rutas metabolicas de la T2DM y la incidencia del gen IRS-1 como diana
terapeutica principal a partir de la informacion extraida de las bases de datos y estudios
de mutaciones puntuales asociadas a la resistencia a la insulina y datos experimentales
de asociacion con las células p debido a su participacion en el control de diversos
procesos celulares por la insulina ya que su disfuncion causa reduccién de la eficiencia

de la insulina endogena y aumenta los niveles de glucosa en la sangre.

Se utilizé las herramientas bioinformaticas para encontrar posibles tratamientos
terapéuticos mediante acoplamiento molecular y cribado virtual, en donde los
resultados demuestran diversos farmacos como candidatos a la proteina objetivo.
Adicionalmente, los modelos QSAR mediante el software VEGA in silico
demostraron las diferentes toxicidades de los compuestos a partir de calculos

estadisticos de prediccion en donde el grupo se redujo a 6 farmacos.

Se identifico la disponibilidad de estructuras tridimensionales empiricas en la base de

datos ‘Protein Data Bank’ y se evalu6 la viabilidad de los genes élite mediante el
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servicio web ‘Protein.Plus’ a través del calculo de la estimacion de los sitios de unién
de las proteinas mediante la herramienta DoGSiteScorer. Los estudios fueron
enfocados en IRS-1 debido a que el puntaje de drugabilidad en su sitio de union es

superior al resto de las proteinas.

4.2. Recomendaciones

El desarrollo de farmacos exige procesos computacionales de alto rendimiento para
estudios amplios y profundos de cribado virtual con més de 2 proteinas objetivo, por
lo que se sugiere reducir el tamafio de la biblioteca de compuestos y ligandos
comercialmente disponibles en softwares independientes de servicio web como PyRx
0 AutoDock Tools.

La diferencia entre los sistemas operativos ha provocado el desarrollo de diferentes
softwares de estudios bioinformaticos y por esta razén, se recomienda establecer las
diferencias analiticas en los resultados de prediccién en el cribado virtual para
posteriores estudios de investigacion hacia la busqueda de posibles dianas terapéuticas

con el objetivo de aumentar la probabilidad de éxito en ensayos clinicos.

Autodock Tools con Vina emplea un acoplamiento molecular aleatorio en cuanto a la
estructura del complejo ligando-proteina y por ende, se recomienda la instalacion de
la terminal y el manejo del lenguaje de programacion para ejecutar los acoplamientos
multiples veces con el objetivo de realizar una media entre los resultados con una
energia de afinidad promedio para aumentar la precision y sensibilidad de la posible

interaccion con los diferentes farmacos.

Las proteinas humanas enddgenas se clasifican en drugables y no drugables, por lo que
se sugiere revisar previamente esta clasificacion debido a que las proteinas no
drugables no contienen sitios de unidn y se deben aplicar métodos diferente de cribado
virtual como los factores de transcripcion de alta incidencia en la aparicion y desarrollo

de diferentes canceres.
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Anexo 9. Busqueda de la estructura en Protein.Plus para el andlisis del sitio de unién.
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Anexo 10. Portal web de cribado virtual basado en la estructura tridimensional y las
coordenadas de la grid.
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Anexo 11. Modelos QSAR para evaluar las toxicidades de los farmacos obtenidos
por cribado virtual web.
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