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RESUMEN

En la presente investigacion se analiza y evalla in silico la actividad inhibitoria de
cuatro derivados del acido glicirretinico contra la enzima Proteina Tirosina Fosfatasa
1B (PTP1B), enzima implicada en el desarrollo de diabetes y obesidad. En primera
instancia se realizd una revision bibliografica sobre la diabetes y obesidad, su
distribucién, impacto en el estado de salud y avance de la enfermedad, asimismo la
influencia de la enzima PTP1B en la progresion de los sintomas asociados a estos
padecimientos. En la bibliografia se reportan inhibidores triterpénicos que han
demostrado actividad para esta enzima, dentro de las modificaciones estructurales
gue les son realizadas, se encuentra la incorporacion de anillos de tiazol. Después
de esta revision bibliogréfica, se propusieron cuatro derivados del acido glicirretinico
gue cuentan con un anillo de tiazol fusionando que a su vez, este anillo contiene
diferentes bencilaminas sustituidas, de estos derivados se realizd el modelado
molecular; los recursos bioinformaticos, que se utilizaron en para el modelado
molecular fueron: Acoplamiento molecular (docking), en donde se cuantifico la
energia de afinidad de cada compuesto, asi como su modo de unién en la PTP1B;
también, se realizaron estudios de dinamica molecular en donde se probé la
estabilidad de la unién de los compuestos propuestos con la PTP1B en un tiempo
determinado, con condiciones que se acercan a las encontradas en un medio
fisiologico (presion, pH y temperatura), lo que permite una simulacion que ejemplifica
el comportamiento de estos compuestos con la interaccibn con PTP1B,
seleccionando asi el compuesto con mejor acoplamiento no sélo estatico, si no, que

también en sea capaz de formar enlaces duraderos y estables.
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1. INTRODUCCION

La diabetes y la obesidad son padecimientos que se encuentran frecuentemente
como comorbilidades, los cuales, causan rapido y progresivo deterioro del estado de
salud de los pacientes y que a su vez cada dia aumenta el nimero de casos a nivel
tanto mundial como nacional, poniendo en riesgo la vida de millones de pacientes.
Se ha determinado el papel fundamental que tiene la leptina en el desarrollo de estas
enfermedades, debido a que las anomalias en su funcionamiento tienen un impacto
negativo en el estado nutricional, asi como en el control de los niveles plasmaticos
de glucosa; estas pueden tener un origen en la actividad irregular de la Proteina
Tirosina Fosfatasa 1 (PTP1B) que interfiere con la recepcién adecuada, tanto de la

leptina como de la insulina.

Debido a lo anterior, la busqueda y el disefio de inhibidores de esta enzima podria
representar una alternativa terapéutica innovadora capaz de controlar el deterioro y
progresion de la diabetes y obesidad simultaneamente. Atendiendo a esta situacion
los fines de la presente investigacion incluye el andlisis de compuestos derivados del
Acido glicirretinico, un comprobado inhibidor de la actividad de PTP1B, actividad que
se busca potenciar, con la fusion de un anillo de tiazol, que permitan una mejor
afinidad esta enzima. Para determinar la potencial actividad inhibidora de los
compuestos propuestos, se realizaron estudios in silico, con herramientas
bioinforméticas tales como acoplamiento molecular o docking, con la finalidad de
identificar las interacciones ligando-receptor formadas. Posteriormente, con ayuda de
la técnica de dinamica molecular, se analiz6 el comportamiento y estabilidad en el

tiempo de estas interacciones.



2. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes y Obesidad

2.1.1 Definiciéon de diabetes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la diabetes como una
enfermedad cronica que originada cuando el pancreas no produce insulina suficiente
o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. Siendo un
grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por la presencia de
hiperglucemia cronica que resulta de defectos en la secrecion de insulina, accion de
la insulina 0 ambas (Craig, 2009). La diabetes se manifiesta en una hiperglucemia
que lleva a alteraciones del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos, asi
como posteriores complicaciones vasculares a largo plazo. Existen cuatro tipos de
diabetes: tipo I, tipo Il, gestacional e inducida por factores externos, tales como
medicamentos. (Dabelea, 2008). En tema del presente trabajo, se concentré en la
diabetes mellitus tipo 2 (DMII).

2.1.2 Diabetes tipo Il
2.1.2.1 Definicién

La diabetes mellitus tipo Il, es una enfermedad metabdlica caracterizada por una
respuesta inadecuada de las células pancreaticas beta a una progresiva resistencia
ala insulina que tipicamente se encuentra asociada a una edad avanzada, inactividad
y e incremento de peso corporal (McCarthy, 2010). Esta enfermedad, representa una
importante causa de mortalidad que puede reducir hasta 10 afios de vida (Hernandez,
2013). También es responsable de incrementar la morbilidad por enfermedades
cardiovasculares, ceguera, disfuncién renal y amputacion de miembros (Miyamoto,
2020).

Al ser la DMII una enfermedad multifactorial, su progresion esta mediada por la
pérdida de homeostasis en el metabolismo de la glucosa, mientras que en el

procesamiento normal de la glucosa la insulina liberada promueve la absorcion de la
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insulina en el cuerpo, evitando la liberacién de las reservas de glucosa del higado.
En contraste, en la DMII, al romperse la homeostasis se desencadena la liberacion
excesiva de insulina, lo cual genera resistencia a la insulina en masculo, higado y
adipocitos, asi como anormalidades en la absorcién de glucosa esplacnica. Estas
alteraciones en la homeostasis pueden desencadenar el rompimiento del balance
entre la apoptosis y generacion de nuevos islotes beta en el pancreas, llevando a una
progresion de la enfermedad dafiando aun mas la regulacion de la glucosa
(DeFronzo, 2004). Estas alteraciones impactan negativamente en la calidad de vida
de los pacientes principalmente asociados a complicaciones tales como neuropatias,
afecciones cutaneas, disfunciones sexuales, asi como sociales debido a la necesidad
de cuidados médicos, gastos, e impacto en las relaciones interpersonales y laborales,

asociadas a dichas complicaciones (Abedini, 2020).

El diagnéstico de DMII, se realiza con un estudio de hemoglobina glicosilada
(HbAlc), en la cual los niveles altos de glucosa de manera sostenida provocan la
unién de glucosa al extremo N-terminal de la cadena beta de la hemoglobina, el
porcentaje de hemoglobina que se encuentra glicosilada da un panorama de los
niveles de glucosa de los tres meses anteriores al estudio, se consideran valores
normales cuando el 6% o menos de hemoglobina glicosilada, mientras que valores
por encima del 9% se consideran valores altos de glucosa, indicando la persistencia
de diabetes, este estudio también es de importancia en el control de la enfermedad,

ya que los tratamientos deben permitir la disminucion de la HbAlc (Yun, 2019).

2.1.2.2 Incidencia a nivel mundial

La diabetes es la deficiencia hormonal mas comun en adultos (Fadayevatan,
2020). La federacion internacional de diabetes estima que aproximadamente 463
millones de adultos (de entre 20 a79 afios) padecen diabetes, tasa que puede

incrementar a 700 millones para 2045 (IDF Diabetes Atlas 9th).

2.1.2.3 Incidencia a nivel nacional.

En México, la prevalencia de DMII durante el afio 2016 fue del 9.4%; para el afo
2030 se prevé incremente de 12 a 18% y para el 2050, de 14 a 22% (ENSANUT,
2016). En 2018 la DMII representaba la segunda causa de muerte por enfermedades
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en el pais, representando el 15.4% las cuales estuvieron relacionadas a
complicaciones de diabetes; en 2020 debido a la pandemia causada por el
coronavirus SARS-Cov2, la DMII ocupo el tercer lugar en defunciones, siendo la
causa de muerte de 52,136 hombres, 47,429y mujeres, en las mujeres prevalece
como segunda causa de muerte a nivel nacional; afecta principalmente a personas
de 54-65 afos, siendo esta la principal causa de muerte en este rango de edad
(INEGI, 2020).

La forma en que se distribuye la incidencia de diabetes en México no es
homogénea, en los estados de Puebla, Chihuahua, Chiapas y Oaxaca, con una
incidencia menor al 10% distribuidos en sus diversos municipios; mientras que el
estado con mayor incidencia es Sonora con mas del 35% en el que se encuentra el
el municipio con mayor indice de diabetes del pais llamado Bacerac, en el cual la

incidencia de diabetes es mayor del 50% de la poblacién (INEGI, 2018).

2.1.2.4 Tratamientos actuales

El manejo y control de la diabetes actualmente se realiza con el monitoreo de los
niveles de glucosa, cambios dietéticos, siendo esto pilar fundamental el control del
paciente (Bustamante, 2014). Farmacolégicamente existen ocho clases de
medicamentos para el tratamiento de DMIIl: inhibidores de la a-glucosidasa,
secretagogos de insulina, biguanidos, tiazolidinedionas, agonistas de glucagon tipo
péptido 1, inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 y los inhibidores analogos de
amilina (Wang, 2015). El objetivo central de los tratamientos es el control de la
hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de insulina, la accion de la
insulina o ambas. Sin embargo, resulta de importancia el tratamiento de otras
caracteristicas sintomatolégicas que acompafian a la DMII tal como la dislipidemia,
hipertension, hipercoagulabilidad y obesidad, por lo que un foco de investigacion son
los tratamientos que puedan cubrir distintas caracteristicas de la enfermedad de

forma simultdnea (Nathan, 2009).

Actualmente en México los tratamientos farmacoldgicos utilizados se realizan con
insulina e hipoglucemiantes como: Acarbosa, glibenclamida y metformina,

principalmente (Instituto Nacional del Seguro Social, 2018).
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2.1.3 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica, multifactorial de rapido progreso con
amplio nimero de repercusiones a la salud en general (DeAngelo, 2020), la OMS la
define como una acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo. Para el
diagndstico de la obesidad se utiliza el indice de masa corporal (IMC). Se considera
obesidad cuando el IMC es igual o superior a 30. La prevalencia del sobrepeso y la
obesidad a nivel mundial en nifios y adolescentes (de 5 a 19 afios) ha aumentado
exponencialmente del 4% en 1975 a mas del 18% en 2016 (Ortega, 2019). En el
mundo, cerca de 1 400 millones de adultos tienen sobrepeso y 500 millones obesidad.
De acuerdo con el Global Health Observatory, México es uno de los cinco paises de
Latinoamérica con la prevalencia mas alta de sobrepeso (9.0%) en nifios menores de
cinco afios, junto con Argentina (9.9%), Paraguay (11.7%), Barbados (12.2%) y
Belice (13.7%). En el caso de los nifios mayores de cinco afios, México es el pais

con la prevalencia mas alta de sobrepeso (43.9%) en Latinoamérica (Rivera, 2018).

Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn (ENSATU) del 2016, las
personas con sobrepeso y obesidad fueron en mayor medida diagnosticadas con

diabetes (50 y 80%, respectivamente) (Rojas-Martinez, 2018).

2.1.3.1 Relacién entre obesidad y diabetes

La obesidad es la alteracion nutricional mas comudn en el mundo, el exceso de
grasa corporal es una condicion preocupante debido a que representa un factor de
riesgo que incrementa la morbilidad de otras enfermedades (Alonso, 2019), siendo
DMII una de las patologias que se encuentran altamente relacionadas con la
obesidad (Gaborit, 2020).

La hiperlipidemia se refiere a un nivel excesivo de lipidos en sangre que puede
causar diversas enfermedades con consecuencias severas en la salud (Liu, 2020).
El tejido adiposo modula el metabolismo mediante la liberacion de acidos grasos no
esterificados, glicerol, hormonas, incluidas la leptina y la adiponectina, asi como
citocinas proinflamatorias (Kahn, 2006). El incremento de este tejido en forma

exacerbada puede dar origen a distintas respuestas como hipoxia del tejido adiposo
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al presentar un crecimiento acelerado, esto en conjunto con un incremento e
imposibilidad de abastecimiento de nutrientes que lleva a la muerte celular, liberando
distintos factores inflamatorios como proteinas de fase aguda, interleucinas

proinflamatorias y atraccion de macréfagos (Donath, 2011).

El sobrealmacenamiento de nutrientes de los adipocitos, en particular los
triglicéridos, cambian la arquitectura celular del tejido adiposo, esto lleva a un estrés
oxidativo en el reticulo endoplasmico, lo cual activa un proceso de lipogénesis
excesiva en donde el aumento de ceramidas y la constante estimulacion del factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa) secretada por el tejido adiposo adyacente provoca la
activacion de la quinasa Jun N-terminal (JNK), que también inhibe la captacion de
glucosa y fosforila al factor de transcripcion activador de proteina 1, aumentando la
sintesis de moléculas proinflamatorias que provoca dafio al endotelio y a otros tejidos

relacionados durante la obesidad (Hernandez, 2015).

2.2 Leptina

La leptina es una proteina de 167 aminoéacidos, alargada de un tamafio
aproximado de 20 x 25 x 45 A, se compone de cuatro hélices a antiparalelas (A, B,
C y D), conectadas por dos enlaces cruzados largos (AB y CD) y un bucle corto (BC),

dispuestos en un paquete helicoidal retorcido a la izquierda. (Zhang, 2005).

2.2.1 Leptina en diabetes y obesidad

La leptina tiene un papel central en la comunicacion del estado de reposicién de
energia corporal al sistema nervioso central para suprimir la ingesta de alimentos y
permitir el gasto de energia (Myers, 2008). De esta forma, la leptina desempefia un
papel importante en la homeostasis energética, asi como funciones del sistema
inmune, involucradas en anomalias neuroendocrinas del estado nutricional
(Matarese, 2005). La expresion de leptina puede ser inducida por la obesidad, la
insulina, el TNF-a, los glucocorticoides y estad regulada negativamente por los
agonistas [B-adrenérgicos en ayunas y las tiazolidinedionas (Sweeney, 2002).
Después de su liberacion al torrente sanguineo, circula unida a proteinas

atravesando la barrera hematoencefalica, estimulando ahi la liberacion de varios
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neurotransmisores, como neuropéptidos anorexigenos; también afecta directamente
el metabolismo y la funcion de los tejidos periféricos como los adipocitos, el musculo
esquelético, el ovario, la corteza suprarrenal y las células beta pancreaticas
(Paracchini, 2005).

En la obesidad, los niveles de leptina se encuentran aumentados, mientras que los
receptores se encuentran disminuidos por lo cual la falla en la accion de la leptina
induce hipertrigliceridemia, esteatosis hepatica y muscular, resistencia a la insulina,
falla en las células beta y diabetes mellitus, dichas alteraciones estan presentes en
el sindrome metabdlico, la lipodistrofia. Las mutaciones en el gen de la leptina como
en sus receptores causan hiperfagia, obesidad severa y resistencia a la insulina
(Garcia, 2007); la leptina inhibe la produccion de insulina, mientras la insulina
estimula la produccién de leptina en los adipocitos. Cuando se tiene un estado de
resistencia a la leptina (hiperleptinemia), esta retroalimentacibn se rompe,
perdiéndose la accion de la leptina en la produccién de la insulina desencadenando
una heperinsulinemia y la consiguiente resistencia a la insulina. ElI papel
proinflamatorio de la leptina también induce un estado inflamatorio crénico, mismo

gue se suele apreciar en casos de DMII y obesidad (Almanza, 2008).

2.2.2 Receptor de leptina (ObR)

El receptor de leptina es miembro de la superfamilia de receptores de citocinas de
clase 1, el cual tiene 6 isoformas, su forma contiene 3 dominios intracelulares
necesarios para activar la via JAK / StAt. Ademas, en el dominio intracelular, ObR
contiene cuatro residuos de tirosina: TYR974, TYR985, TYR1077 y TYR1138
(Gorska, 2010), todas las isoformas tienen un dominio extracelular idéntico y se
encuentra expresado tanto en el hipotalamo (regulando la homeostasis energética
y funcién neuroendocrina) como en células del sistema inmunoldgico. Existen
distintas vias de activacién del ObR: la via MAPK parece media efectos anti-
apoptaéticos, la via PI3 K tiene importancia en la absorcién de la glucosa, la via JAK-
2-STAT-3 tiene importancia en el control homeostatico donde la union de leptina

recluta quinasas Janus, lo que activa al receptor como sitio de acoplamiento para
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adaptadores plasmaticos como STAT, los cuales se translocan al nucleo
induciendo la expresion de genes, incluidos reguladores negativos como la proteina
tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) y el supresor de citocinas 3 (Matarese, 2005). El

mecanismo se puede apreciar en la Figura 1.

Leptian ‘L'epﬂnza"

it Created in BioRender.com bio

Figura 1. Via JAK/StAt: Al unirse la leptina con el receptor funcional existe un cambio
conformacional del dimero causando una nueva conformacion cuaternaria (Moharana, 2014), JAK
2 se en las secciones Box-1 y box-2, siendo activada, lo que provoca su autofosforilacién, JAK 2
fosforilada procede a fosforilar tyr 985 y tyr1138, después de la fosforilacion de tyr1138, las
proteinas StAt (StAtl, StAt3, StAt5, StAt6), se unen a la seccion BOX-3, JAK2 fosforila a StAt 3, que
produce la disociacion de las proteinas del receptor, a su vez, promueve la transcripcion de
supresores como la tirosina fosfatasa 1B (PTP11B) (Gorska, 2010).

2.3 Enzima PTP1B

2.3.1 Tipo de enzima

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTP) son una familia de enzimas que regulan

procesos de desfosforilacion. En humanos existen mas de 100 que modulan diversas
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vias de sefalizacion de importancia biolégica y su mal funcionamiento se puede
asociar a diversas enfermedades. En el caso de PTP1B, su papel es fundamental en
el metabolismo de la glucosa siendo un regulador negativo de insulina y leptina (Li,
2006).

2.3.2 Estructura

La PTP1B tiene un dominio de fosfatasa catalitica N-terminal (residuos 1-300)
seguido por una region reguladora de aproximadamente 80-100 residuos y un
dominio C-terminal localizado en membrana (residuos 400-435) que se encarga de
unir la enzima al reticulo endoplasmatico (Yip, 2010). La funcion de la estructura
entre el C-terminal y el N-terminal se cree que es critica para la union del sustrato
(Lessard, 2010). A ~20 A del sitio catalitico tiene un sitio de unién alostérico. Se sabe
gue la union de compuestos como benzofuranos se unen a esta cavidad, inhibiendo
efectivamente la actividad de PTP1B (Choy, 2017).

La PTP1B tiene una cavidad catalitica en los aminoacidos 18, 22, 31-34, mientras
que aminoacidos aledafos: TYR 46, ARG 47, ASP 48, VAL 49 y SER 50 ayudan a la
estabilizacién de su sustrato, haciendo uso de la quinasa de serina/Triptofano Akt.
Se sabe que al fosforilar el residuo Ser50, la actividad enzimética de PTP1B se
reduce, mostrando que este residuo juega un papel de importancia en la actividad
enzimatica de PTP1B (Ravichandran, 2001).

2.3.3 Funcién en diabetes y obesidad

La interaccion el receptor de insulina es dependiente de la autofosforilacion de los
residuos 1146, 1150 y 1151 del receptor de insulina los cuales forman un complejo
con los residuos de tirosina 66, 152 y/o 153 de la PTP1B fosforilandolos, activando
asi a esta enzima(Dadke, 2001). Una vez en su forma activa, PTP1B cataliza la
desfosforilacion de los residuos de tirosina de la subunidad b en pY1162/pY1163y el
receptor de sustrato-1 de insulina (IRS-)1 (Hussain, 2019). Otro sustrato de
importancia para PTP1B es JAK2, interfiriendo con la cascada de activacién de

leptina, impidiendo la transduccién de sefiales del receptor de leptina (Cho, 2013). Es
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de esta forma por la cual se incrementan los niveles de glucosa y de insulina en
sangre ya que la activacion a PTP1B interfiere con la sefializacion tanto de la insulina
al fosforilar el receptor como de la leptina al impedir la transduccién de sefales,
promoviendo asi la resistencia a la insulina y la acumulacion de leptina que no cumple

su funcidon adecuadamente teniendo un impacto en el aumento de grasa corporal.

La PTP1B se encuentra localizada en la cara del reticulo endoplasmatico y es
expresada en los tejidos diana de la insulina que incluyen el higado, musculo y
adipocitos. Esta enzima es un regulador negativo en el sefialamiento en los
receptores tanto de insulina como de glucosa, por lo tanto, la sobreexpresion de
PTP1B disminuye la fosforilacibn mediada por insulina de su mismo receptor,
mientras que la reduccion en el nivel de PTP1B aumenta la transmision de sefiales
del receptor de insulina. Se sabe que mutaciones en el gen que codifica para PTP1B
(PTPN1) contribuyen al desarrollo de enfermedades como diabetes y obesidad
(Zhang, 2007). A nivel neuronal, la PTP1B regula la produccion de leptina adipocitaria
y la sensibilidad a la insulina independientemente de los cambios en el peso corporal
(Bence, 2006).

2.3.4 Mecanismo de desfosforilacion de PTP1B
El residuo CYS 215 remueve el grupo fosfato del sustrato con ayuda del residuo
ARG 221, formando un enlace S-P intermedio, catalizado por el residuo Asp181,

guien hidroliza al intermediario junto con GLN 262 restaurando a CYS como se

observa en el mecanismo ilustrado en la Figura 2 (Pei, 2012).
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Figura 2. Mecanismo de desfosforilacion de PTP1B

2.3.5 PTP1B como diana terapéutica para el tratamiento de diabetes

Por medio de la supresion del gen PTPN1 que codifica para la sintesis de PTP1B,
distintos estudios encontraron que al no sintetizar adecuadamente PTP1B se
aumenta la sensibilidad a la leptina e insulina, dificultando el desarrollo de diabetes y
obesidad en ratas con dieta hipercalorica. Esto proporciona una prueba suficiente
para validar que la inhibicion de PTP1B es una diana terapéutica para el desarrollo
de farmacos en el tratamiento de diabetes y obesidad (Zang, 2005). Por lo tanto, el
desarrollo de moléculas necesarias para el tratamiento de la resistencia a la insulina
y leptina, es un enfoque terapéutico potencialmente poderoso para combatir la
epidemia de la obesidad y la DMII; sabiendo que la inhibicién de PTP1B tendra una
accion terapéutica como agente antiobesidad ya que se permitiria una mejor
transduccion de sefales tales como la de saciedad y la formacion de reservas grasas,
por lo cual se pretende que los inhibidores de PTP1B se disefien con el fin de
atravesar la barrera hematoencefalica para obtener una mejor actividad terapéutica
(Bence, 2006).

2.3.5.1 Inhibidores de PTP1B
Desde 1990 se han sintetizado diversos inhibidores de PTP1B para el tratamiento
de DMIl, entre estos se puede encontrar compuestos derivados de

fosfonodifluorometilfenilalanina, los acidos carboxilicos, imidas, acidos sulfénicos y

los compuestos de vanadio. Sin embargo, se ha observado que han tenido baja
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permeabilidad y poca selectividad hacia otras PTP (Wang, 2015). Actualmente se
conocen 873 moléculas en estudio como inhibidores de PTP1B, de estos, 8

pertenecen a los triterpenos en la base de datos de ChEMBL (Papadatos, 2014).

Sabiendo que la sobreexpresion de PTP1B no solo es causante de diabetes y
obesidad si no, que tiene una influencia la progresion de distintos canceres, existe un
farmaco antineoplasico inhibidor de PTP1B, la Trodusquemina, farmaco que

actualmente se encuentra en fases clinicas de investigacion (NCBI, 2020).

Un grupo que ha resultado de especial importancia son los triterpenos, muchos de
los que actualmente se estudian contra PTP1B son de origen natural. Por ejemplo, el
acido mordénico es uno de los triterpenos que se encuentran en estudios clinicos
(Figura 3) (Ceron-Roméros, 2016). También se ha reportado en estudios tanto
clinicos como in-silico la actividad inhibitoria de otros triterpenos como el acido
ursolico, acido oleandico, acido morolico y &cido litocolico (Mao, 2015). El Acido
ursolico se encuentra actualmente en pruebas clinicas de fase dos, para el
tratamiento de la hiperglicemia y obesidad en el sindrome metabdlico (ID de prueba
clinica en ClinicalTrials.gov: NCT02337933).
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Figura 3: Triterpenos que han demostrado actividad inhibitoria de PTP1B
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Otras moléculas de importancia como inhibidores son aquellas con un anillo de
tiazol. Se ha demostrado que el anillo de tiazol tiene una interaccion directa con el

sitio catalitico de PTP1B, siendo capaz entrar en esta cavidad (Meng, 2016).

2.3.5.1.1 Derivados semisintéticos contra PTP1B

En el area del disefio de farmacos, los productos naturales han sido una fuente
importante para el desarrollo de agentes terapéuticos para una gran variedad de
enfermedades entre las que estan incluidas las de desordenes metabdlicos. Es bien
sabido que los productos naturales han sido histéricamente utilizados para el
tratamiento de enfermedades debido a muchas de estas moléculas poseen
estructuras biolégicamente validadas a través de la coevolucién con el resto de los
seres Vivos, los cuales se pueden considerar como productos para la adaptacién de
un organismo a su ecosistema particular, debido a que estas estructuras son capaces
de interactuar con proteinas desencadenando diversas acciones utiles para la salud
en procesos patoldgicos (Ravelo, 2009); (Patwardhan, 2004). Existen dos tipos de
productos metabdlicos producidos por los seres vivos, los metabolitos primarios que
son comunes en todos los organismos y mantienen funciones vitales y estructurales,
como es el caso de azUcares y algunos aceites (Garcia, 2011); y los metabolitos
secundarios que son compuestos de bajo peso molecular que participan en procesos
de adaptacion al ambiente como el establecimiento de simbiosis, dispersion de
semillas y frutos, asi como mecanismo de defensa cuando los organismos son

expuestos a situaciones adversas (Jiménez, 2003).
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Existen diversos farmacos semisintéticos los cuales provienen de reacciones que
parten de un producto natural, para su desarrollo (Bulter,2008), tomando como base
para la sintesis los metabolitos secundarios producidos por plantas o animales. En
este sentido, algunos metabolitos secundarios han demostrado ser capaces de inhibir
ala PTP1B tales como los triterpenos
presentados anteriormente, en los
cuales se pueden realizar diferentes
modificaciones estructurales con el
fin de mejorar su actividad inhibitoria.

Un ejemplo de importancia son

Figura 4: Compuesto 22, derivado del &cido algunos  derivados del acido

malinico (Qiu, 2009). maslinico, cuando se fusioné al
anillo “A” del triterpeno con un tiazol (figura 4), mostré un Concentracion Inhibitoria
media (Clso) de 1.92 + 0.12 pM, (Qiu, 2009). También mostré una gran afinidad con
otra enzima de la misma familia que se cree que puede estar involucrada de la misma

forma que PTP1B en el desarrollo de diabetes y obesidad (Tiganis, 2013).

2.3.5.1.2 Acido glicirretinico (AG)

Entre los productos naturales que han presentado una actividad inhibitoria contra
PTP1B es el acido glicirretinico (AG), el cual, es un metabolito secundario de
Glycyrrhiza glabra (también conocida como raiz de Regaliz) que es una planta
originaria de India, Pakistan y el sureste de Europa; también se cultiva en Inglaterra,
Francia, Alemania, Espafia, Italia, Grecia, Turquia, Egipto y Siria. Actualmente
también se cultiva en Estados Unidos con fines de investigacion (Akbar, 2020) en
donde se ha demostrado que en ratas tiene efectos positivos en el tratamiento de
diabetes, asi como en la pérdida de peso corporal (Lysiuk 2019). El metabolito
secundario de importancia farmacoldgica de la Glycyrrhiza glabra, es la glicirrcina,
gue al hidrolizarse se divide en una molécula de AG y dos de acido glucoronico
(Ruiz,2006). Su uso terapéutico se encuentra mencionado en tratados de medicina
tradicional china, como calmante (Zigolo, 2017). A pesar de que su uso terapéutico

se conoce desde hace mas de 2000 afios, tiene aproximadamente 70 afios que se
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busca el mecanismo por el cual ejerce su accién terapéutica, apuntando por un efecto

antiinflamatorio relacionado al metabolismo de los glucocorticoides (Bansode, 2020).

El mecanismo por el cual el AG actia como antiinflamatorio por esta via, es
mediante la inhibicion de la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, evitando de
esta forma la conversion del cortisol a su forma activa. Esta actividad inhibitoria,
puede afectar la regulacion osmatica del organismo llevando a un desequilibrio de
sales y un consiguiente aumento de la presion arterial, siendo recomendable
mantener un consumo maximo de 100 mg/dia. También, se evalud el potencial
terapéutico del AG para el tratamiento del cancer, asi como la citotoxicidad en células
sanas, demostrando que Su uSO es seguro en estas concentraciones (Yamaguchi,
2010).

El AG puede ser extraido de fuentes naturales como los estereoisomeros 18a y
188 (18a-AG y 18B-AG, respectivamente). Por ejemplo, en un estudio se aislaron
ambos metabolitos de Hizikia fusiformis, en donde, se demostr6 que ambos
compuestos son inhibidores competitivos en la enzima PTP1B. La concentracién
minima inhibitoria 50 (Clso) para el 18a-AG en este estudio fue de 3.17 uM mientras
que para el 183-AG 16.23 uM.

3. HIPOTESIS
Teniendo en cuenta que los compuestos con anillos de tiazol y triterpenos

como el AG tienen una capacidad inhibitoria sobre la PTP1B, se propone que
compuestos derivados del AG fusionados con un anillo tiazol podran tener un
potencial inhibitorio contra PTP1B, representando una posibilidad de tratamiento

a futuro para la diabetes mellitus tipo 2 y obesidad.

4. JUSTIFICACION

La diabetes y obesidad representan una comorbilidad importante que afecta
la salud de millones de personas a nivel mundial. México no es la excepcién,
actualmente esto representa un problema de salud, por lo cual, resulta

indispensable la busqueda de nuevas opciones terapéuticas que puedan ayudar
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a evitar la propagacion de estas enfermedades y permitir una mejor calidad de
vida. Uno de los blancos terapéuticos que permitiran la generacion de estas
opciones es la enzima PTP1B, por sus implicaciones en la regulacién tanto del
receptor de la insulina como el de leptina, utilizando como base un producto
natural, tal como AG con demostrada actividad sobre este blanco al cual se le
pueden realizar modificaciones estructurales fusionando al esqueleto triterpénico
un anillo de tiazol que mejore la afinidad para poder producir una inhibicion
apropiada de este blanco terapéutico, sin dejar de tener en consideracion que la
actividad terapéutica mas optima se encuentra cuando se inhibe la PTP1B que
se expresa en neuronas, es relevante buscar entonces inhibidores que sean
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica. En este sentido, se sabe que

el AG es capaz de cruzar esta barrera.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Llevar a cabo el modelado molecular y la simulacion por dinAmica molecular de
inhibidores de la enzima PTP1B derivados del acido glicirretinico con un anillo de
tiazol fusionado, para evaluar su actividad sobre la enzima PTP1B.

5.2 Objetivos especificos

1. Realizar los estudios de acoplamiento molecular (docking) de derivados
del acido glicirretinico sobre la enzima PTP1B.

2. Utilizar los mejores acoplamientos por docking para realizar una
dinamica molecular.

3. Analizar los resultados determinando si los derivados propuestos tienen
mayor afinidad a la enzima PTP1B y que esta afinidad sea estable a

través del tiempo.

6. METODOLOGIA

6.1 Estudios de acoplamiento molecular
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6.1.1 Preparacién de la proteina PTP1B

Se descargd la estructura de la enzima PTP1B de Protein Dara Bank
(https://www.rcsb.org/), con el codigo ID:2beg, de esta se elimind tanto el ligando
incorporado asi como las moléculas de agua utilizando el software Chimera (UCSF
Chimera), el archivo se guard6 en formato *.pdb y se envio al servidor para
minimizacion de YASARA (Krieger, 2009), para hacer minimizacién de la proteina, el
archivo resultante se guardé eliminando las moléculas de agua en pdb haciendo uso
del software de visualizacion de YASARA (Krieger, 2014), se reviso que la estructura
se encontrara en condiciones éptimas haciendo un Ramachandra Plot, con el
servidor de PROCHECK (Saves 2020). Con el programa AutoDockTools (Huey,

2007), se afadieron las cargas pertinentes y se genero el archivo *.pdbqt.

6.1.2 Preparacion de los ligandos

Se construyeron las estructuras de los ligandos (Figura 5), utilizando el software
Chem3D, utilizando como base estructural la molécula de AG obtenida de la base de
datos de ZINC database a la cual se afadieron los grupos funcionales
correspondientes, la optimizacion de los derivados se realizé en un proceso de dos
pasos, inicialmente con un método de mecanica molecular, haciendo uso del campo
de fuerza MMFF94 y posteriormente con un método semiempirico PM3, con la
extension de GAMESS version 2019 R1, dentro de la interfaz de Chem3D, en la
misma interfaz con la extension de AutoDockTools se gener6 el archivo pdbqgt de

cada ligando para realizar el docking.

4a

4b
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Figura 5. Ligandos derivados de AG, fusionados con anillos de tiazol.

6.1.3 Acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron tomando en cuenta tres
softwares distintos: AutoDock4, AutoDock Vina 'y GOLD.

6.1.3.1 Autodock 4

Se realiz6 un docking dirigido, generando un grid, con coordenadas X=54.126, Y=
33.483 Z=39.263 y un tamario de 60X 60X40 A. Este grid cubre tanto el sitio catalitico
como el sitio alostérico en donde se sabe que se unen diferentes triterpenos como el
AG. EIl archivo *.dpf, se generd con las siguientes especificaciones: 100 corridas,
25000000 de evaluaciones con un nimero maximo de generaciones de 27000, con
un individuo de supervivencia y una proporcion de mutacidon genética de 0.02, un
crossover de 0.8 y se utilizo el algoritmo Lamarckiano. Durante el analisis del docking,
se seleccionod el cluster con mas conformaciones y se analizaron las interacciones

con el software de Discovery Studio Version 2019 (Biovia, 2019).

6.1.3.2 Autodock Vina

El docking realizado con autodock vina fue ejecutado en el interfaz de PyRXx
(Dallakyan, 2015), utilizando la extension de Open Babel se minimizaron los ligandos,
y se convirtieron a formato *.pbdqgt. Con la extension de Vina Wizard se realizé el
docking, estableciendo un grid equivalente al realizado con Autodock Tools, de
X=54.7950 Y=33.4063 Z 39.1382 y un tamafio de 22.9134 X 22.0407 X 14.8050.

7.1.4.3 Gold
Se realizé utilizando un grid, que contuviera las mismas direcciones que en

autodock4 y autodock vina, con unas coordenadas de x = 53.72,y = 34.34, z= 41.74

y un tamafio de 13 A, realizando 100 repeticiones.
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6.2 Dindmica molecular

Se realizo la dinamica molecular en un equipo HP station con tarjeta gréfica Nvidia
Geforce Gv-N1070g1 Gtx 1070, utilizando el software de Schrodinger Release 2020-

4: Maestro. para el procesamiento y elaboracién de la pelicula. La dinamica fue

ejecutada de forma isotérmica-isobéarica a una temperatura de 300°K a una atmosfera

de presion.Se generaron 10 ns de trayectoria utilizando el complejo receptor-ligando

obtenido de docking por Autodock4, el acoplamiento durante la dinamica se realizo

cada 20 ps, con una caja ortodromica con un tamafo considerando el buffer de un

volumen de 354631 A” .Se utilizé un campo de fuerza AMBER99SB con un modelo

de agua TIP3P, y una concentracion de sales de 0.15M, se usaron iones de sodio y

cloro para alcanzar este equilibrio en un pH de 7.

7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Acoplamiento molecular

7.1.1 Enzima PTP1B

Los resultados del andlisis de la
estructura proteica (Figura 7) son
favorables al tener el 90% de los residuos
en regiones favorables, y 9.7% en
regiones  permitidas, mientas que
Unicamente el 0.4% se encuentra en una
region no permitida, esto equivale a 1
residuo, esto corresponde a las cualidades
de la proteina PTP1B tras la minimizacion
con YASARA, demostrando que la
proteina minimizada es apta para el
desarrollo de esta investigacion ya que es

computacionalmente favorable con una
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apropiada relacion de los giros de los residuos que la componen son capaces de

realizar.

7.1.2 Acoplamiento molecular

A continuacion, se muestra una tabla comparativa los resultados obtenidos del
acoplamiento molecular utilizando los tres softwares. El analisis de las interacciones
se realiz6 utilizando los resultados obtenidos de Autodock4 (Tabla 1).

Es importante mencionar que los resultados obtenidos en el software de GOLD a
diferencia de los que se pueden obtener con AutoDock4 y AutoDock Vina, son
adimensionales, correspondiendo a la energia interna del sistema cuando se
encuentra el complejo en una posicion especifica. Estas relaciones se califican de
forma en que entre mayor sea el resultado es mayor la afinidad que tiene la proteina
al ligando. A pesar de los distintos criterios de ranqueo que utilizan los distintos
softwares se puede apreciar que en cuanto a la afinidad de PTP1B a los distintos
ligandos el ligando que presenta menor afinidad es el AG, lo que indica que las
modificaciones estructurales que se realizaron a los derivados fueron capaces de
incrementar la afinidad a PTP1B de forma efectiva. En el caso especifico del
compuesto 4c, se observa que tanto en AutoDock4 como en AutoDock Vina, es el
compuesto que presenta la mayor energia de afinidad de todos los compuestos. En
GOLD, representa el Gold score mas alto y el segundo CHEMPLP score.

Tabla 1. Resultados de acoplamiento molecular
AutoDock 4 Autodock GOLD
vina:
Energia
de
Ligando afinidad

Energia de | Tamafio de CHEMPLP | GOLD
Kcal/Mol

afinidad cluster score score

Kcal/Mol
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AG -7.05 100 -6.1 33.96 18.23
4a -8.47 78 -1.7 58.8 43.1
4b -8.8 53 -1.7 53.3 26.9
4c -9.3 67 -7.9 59.2 44.04
4d -8.2 100 -7.8 60.9 42.04

Los cuatro compuestos se comportaron de forma similar frente PTP1B, tomando una

conformacioén espacial similar, tal como se puede apreciar en la figura 5.
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Figura 8. Pose de union de los cuatro compuestos en la cavidad de PTP1B. 4a: Rojo, 4b: Verde, 4c:
Azul, 4d: Amarillo.
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7.1.2.1 Interacciones proteina-ligando
Acido glicirretinico

El &cido glicirretinico, en la figura 9, se puede observar como entra en una cavidad de
la PTP1B, en donde tiene interacciones especialmente con los residuos ALA 217 y GLN
262 con los que se forman puentes de hidrégeno, el segundo es con el carboxilato de
la posicién C20. Otras interacciones de interés son de tipo alquil con los residuos TYR

46, PHE 182.

ASP
A:181 :Té
TYR
4 GLM
A:db A:262
ALA ILE
A217 A:219
S
- ARG
SER 0\\ -4 A:24
A2lo
O_
ASP
A48
LY'S
Azlz0
PHE
A:182
Interactions

D van der Waals D Alkyl
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Figura 9. Acoplamiento molecular del AG, interacciones 2D.

30



Compuesto 4a
En la figura 10 se muestra el compuesto 4a, el cual ingresa de forma similar al AG en

una cavidad de la PTP1B. Sin embargo, gracias a las modificaciones estructurales
se posiciona de mejor manera formando mas interacciones; se mantiene el puente
de hidrogeno del carboxilato de C20 en este caso con el residuo GLY 259 formando
un puente de hidrégeno y con el residuo ARG 254 se forma un puente salino; se
forman multiples interacciones de tipo alquil el metilo en C20 con ARG 24, y el metilo
en C13 con los residuos VAL 49, ALA 217, TYR 46, los ultimos dos también
interaccionan con el ciclohexano al que se une el anillo de tiazol, en el cual se forma
una interaccion tipo pi-sulfur con el residuo PHE 182. Sin embargo, también se forma
una interaccion desfavorable entre el hidrogeno de la bencilamina y el residuo LYS
120.
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Figura 10. Acoplamiento molecular del compuesto 4a: Izquierda, interacciones 2D
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Compuesto 4b

En el compuesto 4b, presentado en la Figura 11, forma interacciones con los mismos

residuos en la misma forma que con el compuesto 4a, con excepcion de las nuevas

interacciones que se forman con las modificaciones estructurales, formandose una

carga atractiva con el residuo ASP 181, con el benceno de la bencilamina sustituida,

mientras que se forma un puente de hidrogeno entre el oxigeno sustituyente de la

bencilamina y el residuo LYS 116.
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Figura 11. Acoplamiento molecular del compuesto 4b: interacciones 2D.
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Compuesto 4c

El compuesto 4c es el que tiene mejor energia de afinidad en autodock 4 y autodock

vina, se inserta en la misma cavidad que los compuestos 4a y 4b, de forma tal que

conserva en su mayoria las interaccionas que forman, en el caso del compuesto 4c,

gracias a la formacion de un puente salino con el carboxilato sustituyente de la

bencilamina se permite una torcién en la molécula evitando asi la formacion de la

unién desfavorable donador-donador, que se forma con el nitrégeno de la

bencilamina en los compuestos 4a 'y 4b.
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Figura 12. Acoplamiento molecular del compuesto 4c: derecha, interacciones 3D; izquierda,

interacciones 2D.
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Compuesto 4d

El compuesto 4d (Figura 13) tiene como sustituyente un atomo flior en el anillo
bencilico, el cual forma un puente de hidrégeno tanto con el residuo LYS 116, como
con ASP 181, que también interacciona con el benceno con una interaccion tipo
anion-pi; el residuo PHE 182 forma interacciones con cuatro puntos de la molécula:
uno pi-sulfur con el azufre del anillo de tiazol, uno pi-pi con el anillo de tiazol, y dos
interacciones tipo alquil con un metilo del ciclohexano asi con el mismo hexano; En
la interaccidn con los residuos ARG 254 y GLY 259, se forman un puente de
hidrégeno con el carboxilo del carboxilato, a diferencia de los compuestos 4a, 4b y
4c en los cuales estos se forman con el oxigeno libre, en el caso del compuesto 4d,
la carga negativa del oxigeno forma una interaccion desfavorable con el residuo ASP
48.
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- Unfavorable Negative-Megative Pi-Alleyl
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Figura 13. Acoplamiento molecular del compuesto 4d: interacciones 2D.
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7.2 Dinamica molecular
Compuesto 4a:

El compuesto 4a presenta una union estable y sostenida con la proteina, en el sitio de
unioén seleccionado, como se demuestra en la grafica de RMSD (Figura 14), en la cual
el ligando no presenta cambios significativamente mayores que la proteina, también se
puede observar que no se esta generando un cambio conformacional de importancia
en la proteina, en el RMSF (La fluctuacién cuadratica media) se observa que son pocos
los cambios que sufre la proteina, en cuanto al ligando el RMSF demuestra una alta
variacion en la conformacion del ligando especialmente alta en la bencilamina; a pesar
de la formacion de multiples interacciones con PTP1B, pocos de ellos son estables en
el tiempo bajo las condiciones establecidas, siendo las interacciones que duran por mas
del 30% de la simulacion, las que se forman entre el carbonilo y el residuo ARG 254,
mientras que el residuo ARG 24, es capaz de formar un puente de hidrégeno con los
dos oxigenos del carboxilato; el residuo PHE 182, forma una interaccién de tipo
hidrofébica con la bencilamina, la cual se mantiene estable durante un 32% de la

simulacién (figura 15).
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35



C-zIphas IFit on Protein

2.7 A

2.4 1

214

1.5 4

1.2 4

RMSF (A)

0.9 4

0.6 1

0.3

Interactions Fraction

O L o o o o o o e e L o o o 2 o

50 100 150 200 250 NSO M- 00N D M LIO M 00 0T NN LD MCOT OIS LIUOM 00O
. A NN N NN s <
Residue Index Atom Index

1.2 4

1.0

0.8

0.6 4

0.4 4

0.2 4

0.0 -

' Charged (positive) Water
Hydrophobic e—e Pi-Pi stacking

Figura 15. 1) RMSF de PTP1B. 2) RMSF del ligando 4a. 3). Residuos de mayor interaccion 4)

Interacciones y porcentaje de duracion.

36



Compuesto 4b

El compuesto 4b, mostré una union estable en la que el farmaco presentando una baja
variabilidad conformacional (figura 16), al igual que el compuesto 4a, existe la formacion
de multiples interacciones con residuos de la proteina PTP1B, sin embargo, la mayoria
de estos no son estables durante la simulacion en las condiciones estudiadas, las
interacciones que son suficientemente estables para durar mas del 30% de la
simulacion son: con al menos 99% de duracién se forma un puente de hidrégeno entre
el residuo ARG 254 y los dos oxigenos del carboxilato, junto a este residuo también
interaccionan en el carbonilo los residuos GLN 262, con el cual la unién es por el 83%
de la simulacién, el residuo ARG 24 por un 41% y finalmente el residuo TRY 20 forma
una interaccion que permanece el 39% de la simulacion; En el carbonilo del C14, se

forma un puente con el agua que dura un 31% de la simulacion (Figura 17).
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Compuesto 4 c

En el compuesto 4c, se puede observar que la union es con el farmaco es estable
(Figura 18); existen pocas fluctuaciones en la conformacién de la proteina ya que no
sufre un cambio conformacional, en cuanto al ligando los atomos que presentan una
mayor actividad son los atomos de la bencilamina y del carboxilato de C2; sin embargo
son los Unicos que se mantiene por mas del 30% del tiempo que dura la simulacién,
las interaccionas formadas con el carboxilato, similar al compuesto 4b el residuo ARG
254 forma un puente de hidrégeno con ambos oxigenos del carboxilato, con una
duracion de mas del 98% del tiempo, con el oxigeno también se forma un puente de
hidrégeno que permanece durante el 95% del tiempo con el residuo GLN 262, y se
forma un puente con agua con el residuo TYR 20, el cual se mantiene durante el 47%
de la simulacion, otro puente de agua se forma pero con el carbonilo, de este mismo
carboxilato con el residuo GLY 259, este se mantiene estable durante el 47% del tiempo
(Figura 19).
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Compuesto 4d
El compuesto 4d, forma interacciones estables con PTP1B (Figura 20), los cuales no

causan un cambio conformacional, ni en la proteina ni en el ligando del cual la parte con
mayor fluctuacion asi como en los compuestos anteriores es en la bencilamina, en el
caso de 4d, ademas se puede observar que los atomos el carboxilato de C2 se mantiene
estables, con poca fluctuacion, esto es debido a que este es el compuesto que forma
una mayor cantidad de interacciones suficientemente estables para perdurar por una
proporcion alta del tiempo de la simulacion, esto se aprecia especialmente en el
carboxilato, el residuo ARG 254 que forma puentes de hidrégeno con ambos oxigenos
por mas del 99% del tiempo, el residuo GLY 259, forma puentes de agua igualmente
con ambos oxigenos pero por un tiempo de hasta el 80%, en el carbonilo a demas se
forman otros dos puentes de agua con los residuos ARG 24 y TRY20, por 80% Yy 84%
del tiempo respectivamente, el carbonilo en C14, también forma un puente de hidrégeno
de gran estabilidad con el residuo GNL 262, que permanece unido por 95% del tiempo,
mientras que en este compuesto existe una interaccion hidrofobica con el anillo de tiazol

que es capaz de establecerse durante el 52% del tiempo (Figura 21).
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8. CONCLUSION

Se realizaron estudios de acoplamiento molecular con tres softwares distintos:
Autodock4, Autodock VINA y GOLD, asi como la simulacion por dinamica molecular,
técnicas bioinformaticas con las que se demostré in silico, que los cuatro compuestos
modelados son tienen una afinidad estable con la enzima PTP1B. De este estudio se
observo que el compuesto 4c es el que tiene el mejor perfil de afinidad en los estudios
de acoplamiento molecular, sin embargo, la mayoria estas interacciones, si bien son
importantes y con una fuerza de interés no demuestran y de estabilidad interaccion a
lo largo del tiempo evaluado en la dinAmica molecular. Siendo el compuesto 4d el
gue presenta las interacciones con mayor estabilidad en el tiempo, en condiciones

similares a las fisiologicas.
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