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RESUMEN

Introduccion: La Diabetes Mellitus Tipo 2 es una enfermedad muy prevalente a nivel
mundial, incluido el Peru, por lo que, es importante su diagnostico y tratamiento. Entre
los diversos esquemas terapéuticos que existen, se ha comprobado que el agonismo de la
GLP-1R es eficaz. El GLP-1R es una proteina diana importante porque regula los niveles
de glucosa en sangre, mediante la cascada metabdlica que una vez activada libera calcio
permitiendo que las células beta pancreéticas puedan producir insulina. Sin embargo, su
sustrato fisiologico, el GLP-1, es rapidamente degradado por la DPP-4 impidiendo la
activacion del receptor y, consecuentemente, la cascada de reacciones. Por lo tanto, el
presente estudio, tuvo como objetivo analizar la interaccion entre posibles agonistas,
como los fitoquimicos presentes en la Minthostachys mollis (Mentona, Carvacrol y
Timol), y el GLP-1R, demostrando su accién hipoglucemiante mediante un analisis
teodrico-computacional.

Materiales y Métodos: Se realizé un estudio experimental in silico, en el que se obtuvo
la estructura GLP-1R a partir de la base de datos Protein Data Bank, y a los compuestos
moleculares: Timol, Carvacrol y Mentona de la base de datos PubChem. Dichas
estructuras fueron optimizadas para formar el sistema proteina-ligando, con el cual se
realiz6 la simulaciéon de dindmica molecular utilizando el sofware GROMACS. Los
resultados se analizaron mediante las graficas RMSD (Root Mean Square Deviation),
RMSF (Root Mean Square Fluctuation), radio de giro y Ramachandran. Finalmente, se
calculd la energia de interaccion entre los componentes del sistema, ligando y proteina.
Resultados: La proteina GLP-1R fue estabilizada durante una simulacién de 200 ns,
mientras que los complejos conformados por los ligandos: timol, carvacrol y mentona
fueron estabilizados a lo largo de una trayectoria de 100 ns en un sistema isocoérico,
isotérmico e isobarico; logrando un equilibrio y evidenciando su afinidad de acuerdo con
el lugar de acoplamiento que se obtuvo y a la energia de interaccion calculada.
Conclusion: Tras validar los modelos estructurales, la variacion conformacional y la
energia generada por las interacciones moleculares entre los diferentes ligandos con el
GLP-1R, se determind un alto potencial antidiabético del Timol y la Mentona
contribuyendo asi al planteamiento de nuevos potenciales tratamientos para la DM2 con
el uso de recursos naturales.

Palabras claves: Diabetes Mellitus tipo 2, Receptor del Péptido Similar al Glucagén Tipo

1, Dinamica Molecular.
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ABSTRACT

Introduction: Type 2 Diabetes Mellitus is a highly prevalent disease worldwide,
including in Peru, underscoring the importance of its accurate diagnosis and effective
treatment. Among the various therapeutic strategies available, GLP-1R agonism has been
proven effective. GLP-1R is a critical protein target that regulates blood glucose levels
through the activation of its metabolic pathway. This reaction cascade triggers calcium
release into the beta pancreatic cells, enabling them to secrete insulin. However, its
substrate, GLP-1, is inactivated by DPP-4, preventing receptor activation and,
consequently, the downstream signaling. Therefore, the aim of this study was to analyze
the interaction between potential agonists, such as the phytochemicals found in
Minthostachys mollis (Menthone, Carvacrol, and Thymol), and GLP-1R, demonstrating
their probable hypoglycemic activity through a theoretical-computational analysis.
Materials and Methods: An in silico experimental study was conducted to evaluate the
interaction between GLP-1R and selected molecular compounds. The GLP-1R structure
was retrieved from the Protein Data Bank, while the molecular structures of Thymol,
Carvacrol, and Menthone were obtained from the PubChem database. These structures
were optimized before assembling the protein-ligand system. Molecular dynamics
simulations were performed using the GROMACS software package. The results were
analyzed through Root Mean Square Deviation (RMSD), Root Mean Square Fluctuation
(RMSF), radius of gyration, and Ramachandran plots. Finally, the interaction energy
between the ligand and the receptor was calculated to evaluate their binding affinity.
Results: GLP-1R protein achieved stabilization during a 200 nanosecond (ns) simulation,
while the ligand-receptor complexes (Thymol, Carvacrol, and Menthone) maintained
stability throughout a 100 ns simulation under isochoric, isothermal, and isobaric
conditions. The analysis demonstrated equilibrium and highlighted the affinity of each
ligand based on their binding sites and calculated interaction energies.

Conclusion: Validation of structural models, conformational variations, and molecular
interaction energies revealed that Thymol and Menthone exhibits significant antidiabetic
potential due to its high affinity for GLP-1R and the formation of multiple stabilizing
bonds with the receptor. These findings contribute to the development of novel
therapeutic strategies for Type 2 Diabetes Mellitus with the use of natural sources.
Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus, Glucagon-Like Peptide-1 Receptor, Molecular

Dynamics
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), es una enfermedad cronica que afecta mundialmente
a adultos, adolescentes y nifios, la cual estd caracterizada por la resistencia periférica o
por una deficiencia relativa de insulina.

A nivel mundial, la Federacion Internacional de Diabetes estim6 537 millones de adultos
con diabetes y pronosticé un aumento continuo hasta alcanzar los 783 millones para el
2045 (1). Asi mismo, en el Peru, el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de Enfermedades (CDC Peru) del Ministerio de Salud (MINSA) notificé 9,586
casos de diabetes en el primer trimestre del 2022 correspondiendo a DM2 el 98% (2).
Los mecanismos fisiopatoldgicos de la DM2 son variados y complejos, se relacionan en
muchos casos con el sobrepeso y la obesidad. Asi mismo, el diagnostico de la DM2 lleva
tiempo, ya que los sintomas clasicos pasan desapercibidos en varias ocasiones; sin
embargo, no diagnosticarlo trae consigo mayor riesgo de dafio, disfuncion y falla de
6rganos diana como el rifién, el corazén, los vasos sanguineos, etc. (3)

Existen varias formas de tratamiento para la reduccion de complicaciones, entre los
principales medicamentos se encuentran las biguanidas (metformina), secretagogo de
insulina (sulfonilurea), sensibilizadores de insulina (tiazolidinediona), inhibidores o
moduladores de sodio-glucosa cotransportador 2 (SGLT2), inhibidores de la dipeptidil
peptidasa 4 (DPP-4) y agonistas de GLP-1R (4,5). Entre todas las terapias, los agonistas
de GLP-1R son una prometedora estrategia para el tratamiento de la diabetes.

El Péptido Similar al Glucagén tipo 1 (GLP-1) es una incretina que actua estimulando al
Receptor del Péptido Similar al Glucagén tipo 1 (GLP-1R), y asi aumentando la secrecion
de insulina estimulada por glucosa en las células beta del pancreas e inhibiendo la
liberacion de glucagon de las células alfa con ello reduciendo la glucosa en sangre,
ademads de otros efectos beneficiosos (6—8). No obstante, una de las limitaciones de la
GLP-1 es su corta vida media en sangre por su rapida degradacion de parte de la dipeptidil
peptidasa 4 (DPP-4). Esta limitacion ha sido parcialmente resuelta con los analogos
sintéticos de GLP-1. Sin embargo, las propiedades de estos péptidos como su estabilidad,
su sintesis, asi como su coste sigue siendo un desafio importante y por tanto su aplicacion
y uso masivo sigue siendo escasa, sin hablar de los efectos secundarios que traen con sigo
(7,9,10).

Una de las formas de descubrir y desarrollar nuevos tratamientos es a través del enfoque
computacional o de simulacién que se puede dar a través del uso de la bioinformatica.

Estos estudios evaluan las propiedades fisicoquimicas, termodinamicas, entre otras, de la
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interaccion entre cierto firmaco, metabolito o componente quimico con un receptor, todo
este proceso es factible hacerlo in silico, es decir, por simulaciones via computadora que
predicen interacciones moleculares de manera mas rapida y eficiente que los métodos
experimentales tradicionales (11,12).

Ultimamente se ha estado investigando con este método sobre el uso de hierbas para el
tratamiento de diversas enfermedades, ya que, en ellas se encuentran diversos
componentes que pueden actuar como moduladores para mejorar ciertas patologias. En
este caso, se ha demostrado en varios estudios que mas de 200 especies de plantas
medicinales tienen propiedades antidiabéticas de las cuales tan solo el 33% han sido
cientificamente estudiadas hasta ahora, los cuales podrian considerarse como una nueva
forma terapéutica para normalizar la glucemia (13,14).

Es por ello, que en el presente trabajo de investigacion se examinaron 3 monoterpenos de
origen natural encontrados en la Minthostachys mollis (muna) como posibles andlogos
del GLP-1, analizando su interaccion con el GLP-1R mediante el uso de herramientas
computacionales que permiten analizar diversos parametros que simulan la realidad para
asi poder determinar si tienen potencial como tratamiento hipoglucemiante, aumentando
cada vez la investigacion en este campo, con el fin de mejorar el manejo de la DM2 y

propagar la medicina herbaria en el mundo.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 ENUNCIADO DEL PROBLEMA

Identificacion del potencial antidiabético de la Minthostachys mollis (mufia) in
silico mediante la estimulacion del GLP-1R por simulacion de dinamica

molecular.

1.2 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.2.1 AREA DE INTERVENCION DE CONOCIMIENTO

a. Area general: Ciencias de la salud

b. Area especifica:  Medicina Humana

c. Especialidad: Ingenieria Biomédica Computacional
d. Linea: Endocrinologia

1.2.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla A. Variables
Variables Indicador Unidad/Categoria Escala
. PreiiFia de Residuos Cuantitativa
ol (MR corgRiiesto (molécula) discreta de razon
(bibliografico)
Fitoquimicos Mentona Pcr(frsrf;ilez tc(l)e Residuos Cuantitativa
de la Muiia (MTN) bl Go) (molécula) discreta de razon
Presencia de f oL
Carvacrol e Residuos Cuantitativa
(CVO) T RE T (molécula) discreta de razon
Metodologia Indicador Unidad/Categoria Escala
Glucagon like
peptide 1 Presencia de Residuos Cuantitativa
receptor (GLP- proteina (aminoécidos) | discreta de razon
IR)
Numero de Presencia de ‘ Cuantitativa
. . Atomos . ,
) ., moléculas moléculas discreta de razon
Simulacion
de dinamica Volumen de Cuantitativa
Volumen C ., L/kg . ,
molecular distribucion continua de razén
. Grados Celsius Cuagt1tat1va
Temperatura Directo (C°) continua de
intervalo
Tiempo de . Nanosegundos Cuantitativa
NS Directo . .
optimizacion (ns) discreta de razon
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Desviacion de | RMSD (root- RMSD Cuantitativa
la raiz media mean-square (nm)/tiempo (ps) continua de
cuadratica desviation) PO P razoén
Fluctuaciéon de | RMSF (root- RMSF Cuantitativa
la raiz media mean squeare (nm)/residuos continua de
cuadratica fluctuation) (aminoacidos) razon
) ) ) ) Cuantitativa
) . Distancia del Radio de giro .
Radio de giro radio de giro (nm)/tiempo (ps) continua de
g po (p razon
b ) Presencia de Numero de sitios Cuantitativa
Sitios activos .. . ; .
S1t10s activos activos discreta
. Interacciones BTN e keal/mol -1 Cuantitativa
Andlisis de | 4o van_der- g continua de
las de contacto kJ/mol-1 ,
- ) Waals razon
interacciones .
moleculares Npmero de Presencia de Residuos Cuantitativa
residuos de la . P . )
=, y proteina (aminoacidos) discreta
region favorida
Numero de
residuos de la Presencia de Residuos Cuantitativa
region proteina (aminoacidos) discreta
permitida
N}Jmero de Presencia de Residuos Cuantitativa
residuos de la i N )
- proteina (aminoacidos) discreta
region atipica
Calidad Cuantitativa
general del . .
Directo Z-score continua de
modelo .
intervalo
estructural
1.23 INTERROGANTES BASICAS:

a) ¢Cudl es la capacidad estructural y estabilidad molecular del Glucagon
Like Peptide 1 Receptor (GLP-1R) tras la interaccion con los compuestos
de la Minthostachys mollis (Timol, Mentona y Carvacrol) mediante
simulacioén de dindmica molecular?

b) (El Timol presenta potencial antidiabético tras la interaccién con el
Glucagon Like Peptide 1 Receptor (GLP-1R) analizando su naturaleza de
interaccion mediante simulacién de dindmica molecular?

c) ¢La Mentona presenta potencial antidiabético tras la interaccioén con el
Glucagon Like Peptide 1 Receptor (GLP-1R) analizando su naturaleza de

interaccion mediante simulacion de dinamica molecular?
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d) (El Carvacrol presenta potencial antidiabético tras la interaccion con el
Glucagon Like Peptide 1 Receptor (GLP-1R) analizando su naturaleza de
interaccion mediante simulacion de dinamica molecular?

e) (Cudl es la capacidad antidiabética de los fitoquimicos de la

Minthostachys mollis (Timol, Mentona y Carvacrol)?

1.2.4 TIPO DE INVESTIGACION

Investigacion experimental

1.2.5 DISENO DE INVESTIGACION

Experimental

1.2.6 NIVEL DE INVESTIGACION

Nivel experimental in silico exploratorio

1.3 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

1.3.1  JUSTIFICACION CIENTIFICA:

El GLP-1 es un reconocido tratamiento antidiabético, que actfia en el intestino
en respuesta a la glucosa ingerida, aumentando la secrecion de insulina en las
c¢lulas beta del pancreas (6). Ademas, retrasa el vaciamiento gastrico y con
ello favorece la pérdida de peso (6,7,15). Es por todos estos beneficios, y otros
mas, por lo que buscar analogos del GLP-1R en recursos naturales como la
Minthostachys mollis (mufia) podria contribuir al tratamiento de la DM2,
evitando los efectos adversos que traen consigo los firmacos sintéticos.

Actualmente, no se reportan muchas investigaciones tedricas acerca de un
posible tratamiento antidiabético por parte de la “mufia”; pero recientes
estudios han analizado diversas plantas como una nueva estrategia para
normalizar los niveles de glucosa en sangre. En este contexto, la presente
investigacion busca demostrar, mediante dindmica molecular, la capacidad
hipoglucemiante de las sustancias bioactivas presentes en la “mufia” para el

manejo de la DM2.

1.3.2 JUSTIFICACION SOCIAL:
Dentro de todos los tipos de diabetes, la DM2 es la més frecuente, con una
prevalencia de 90 a 95%. Afecta a individuos de todo el mundo produciendo
resistencia a la insulina. En el Peru, de todos los casos de diabetes reportados

el 98% corresponde a DM2 (2,3). Ante su alta prevalencia, es fundamental
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diagnosticarla y tratarla de manera temprana y efectiva para prevenir
complicaciones graves. Por ello, encontrar un tratamiento natural que esté al
alcance de la economia de los peruanos, como lo es la Minthostachys mollis

(mufia), podria ser clave para el control de esta enfermedad a largo plazo.

1.3.3  JUSTIFICACION PERSONAL
Durante todos los afios de carrera, he podido observar de cerca como las
enfermedades cronicas afectan la calidad de vida de las personas, una de ellas
es la Diabetes Mellitus Tipo 2, que, al ser tan prevalente en el Pert, considero
que es de suma importancia encontrar tratamientos eficaces que estén al
alcance de todos sin tantos efectos adversos como los que tienen los fArmacos
sintéticos. Ademas, pretendo promover la investigacion en el campo de la
bioinformatica, estudiando compuestos naturales como la Minthostachys
mollis (mufia), una planta nativa de Sudamérica y oriunda del Peru, como
posible solucion a este problema de salud publica y para la innovacion de

nuevos agonistas del GLP-1R como tratamiento de la DM2.

1.3.4  JUSTIFICACION CONTEMPORANEA
En la actualidad, los estudios in silico permiten analizar la estructura, funcion
e interaccion de moléculas, proporcionando modelos que predicen su
comportamiento farmacocinético. Esto permite optimizar tratamientos y
disefiar posibles farmacos para enfermedades complejas, como la Diabetes
Mellitus Tipo 2, que atn sigue en investigacion. Con ello, se podria llegar a
obtener un tratamiento personalizado que se adapte a las necesidades

especificas de cada paciente que enfrente esta enfermedad (16).

1.3.5 FACTIBILIDAD
Estudiar el potencial antidiabético de los fitoquimicos de la Minthostachys
mollis (mufia) a través de su interaccion con el receptor de GLP-1 es posible

mediante técnicas computacionales avanzadas de biologia molecular.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

e Identificar el potencial antidiabético de los metabolitos de la Minthostachys
mollis (mufia) in silico mediante la estimulacion del GLP-1R por simulacion

de dinamica molecular.
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2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar la naturaleza de interaccion entre el Timol con el Glucagon Like
Peptide 1 Receptor (GLP-1R) para determinar su potencial antidiabético
mediante simulacion molecular.

e Analizar la naturaleza de interaccion entre la Mentona con el Glucagon Like
Peptide 1 Receptor (GLP-1R) para determinar su potencial antidiabético
mediante simulacion molecular.

e Analizar la naturaleza de interaccion entre el Carvacrol con el Glucagon Like
Peptide 1 Receptor (GLP-1R) para determinar su potencial antidiabético
mediante simulacion molecular.

e Determinar la capacidad antidiabética del timol, mentona y carvacrol.

3. MARCO TEORICO
3.1 DIABETES MELLITUS TIPO 2

3.1.1 DEFINICION

La Diabetes es una de las enfermedades mas antiguas conocidas por la
humanidad, remontdndonos hasta hace unos 3000 afios en el que fue descrita
por la cultura egipcia en un manuscrito; caracterizada por alterar la
metabolizacion de carbohidratos, lipidos y proteinas, lo que conlleva a la
disminucién en la secrecion de insulina, resistencia a esta o una combinacion
de ambas (17). Se clasifica convencionalmente en tipo 1, tipo 2 y diabetes
gestacional, entre otras. Catalogarlos es necesario para establecer un
tratamiento adecuado y personalizado, aunque diferenciarlos puede no ser tan
claro al momento del diagnéstico (3,18).

La DM2 es un trastorno metabolico crénico complejo relacionado
estrechamente al sobrepeso y obesidad. Sin embargo, es necesario entender que
esta enfermedad no se desarrolla hasta que las células beta pancreaticas sean
incapaces de producir cantidades suficientes de insulina o por la condicion de
resistencia a esta hormona, todo esto ocurre debido a factores genéticos y

ambientales (19).
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3.1.2 EPIDEMIOLOGIA

La Diabetes Mellitus Tipo 2, o diabetes insulino-resistente, es uno de los
principales problemas de salud publica. A nivel mundial, la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) estim6 537 millones
de adultos con diabetes en el afio 2021, en América del Sur y Central 32
millones entre las edades de 20 a 79 afios y pronostico un aumento continuo
hasta alcanzar los 49 millones para el afio 2045 de los cuales 1 de cada 3 adultos
con diabetes no estan diagnosticados (1,18).

Seglin la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) en 2019 la diabetes
fue la sexta causa de muerte y el 44% ocurrid antes de los 70 afios (20).

Asi mismo, en el Perd, el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de Enfermedades (CDC Perti) del MINSA notifico 37 919 casos de
diabetes en el afio 2023 correspondiendo a DM2 el 98%, siendo Lima el
departamento con mayor cantidad de casos, seguido de La Libertad y en tercer

lugar Lambayeque (21).
3.1.3 FACTORES DE RIESGO

a) No modificables:

e Edad: la incidencia de la DM2 es directamente proporcional al aumento
de la edad, 18.4% de las personas con 65 afos a mas, tienen diabetes (22);
lo més frecuente, es que la DM2 se presente en adultos de edad media, es
decir, a partir de los 45 afios y este riesgo disminuye de los 75 afios hacia
adelante, segun algunos estudios (18).

e Genéticos: tener un familiar en primer o segundo grado con diabetes
aumenta el riesgo de desarrollar la enfermedad por el componente genético
(18), ultimos estudios indican que el riesgo de DM2 entre los hijos de un
padre con diabetes es 3.5 veces mayor y para aquellos con dos padres
diabéticos es 6 veces mayor en comparacion con los hijos de padres sin
diabetes (22).

Aun no se ha encontrado un gen especifico, existen varias mutaciones de
genes que cumplen la funcion de controlar los niveles de glucosa y
potencian el riesgo poligénico de tener diabetes, hasta ahora hay mas de

20 genes relacionados a la DM2 dentro de los cuales tenemos:
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— TCF7L2 implicado en el desarrollo de las células beta del pancreas
(23)

— PPARG estd involucrado en la adipogénesis y la sensibilidad a la
insulina (23)

— FTO regula el apetito y el metabolismo de la grasa (23)

— KCNIJ11 regula la secrecion de insulina (23)

— HNFI1A y HNF4A influyen en el desarrollo y funcion del pancreas
(23)

— GCK codifica a la enzima glucokinasa que convierte a la glucosa
en glucosa 6 fosfato, siendo este el primer paso de la glucolisis (23)

— GLUT?2 traslada la glucosa al pancreas (23)

e Raza u origen étnico: el riesgo de desarrollar diabetes es mayor en
hispanos/latinos, asiaticos, afroamericanos e indigenas norteamericanos
que en la raza caucasica (24).

e Historia de diabetes gestacional: las mujeres que desarrollaron este tipo
de diabetes durante el embarazo tienen 7.5 veces mas riesgo de tener DM2
a lo largo de su vida, por lo que deben tener controles rutinarios cada 3
afos para prevenir la enfermedad (22). Ademas, se ha comprobado que un
bajo peso (< 2.500 kg) o un alto peso (> 4.000 kg) al nacer y los nifios
prematuros se asocian a un mayor riesgo de DM2 (18).

b) Modificables

e Sobrepeso y obesidad: son los factores mas importantes para el desarrollo
de DM2. La obesidad (IMC > 30 kg/m?) y sobrepeso (IMC 25-30 kg/m?)
estan directamente relacionados con la resistencia a la insulina. Durante
los ultimos afios, las tasas de sobrepeso y obesidad se han triplicado en
Latinoamérica segun la Organizacion de la Naciones Unidas (ONU) (25),
intentar disminuir este nimero influird directamente en una menor
frecuencia de la enfermedad. La circunferencia abdominal también es un
factor importante, ya que refleja indirectamente la cantidad de grasa
visceral (22).

e Sedentarismo: no practicar ejercicios y estar la mayor parte del tiempo en
reposo, promueven el incremento del peso corporal poniendo en riesgo la

salud de las personas. Para contrarrestar el sedentarismo se debe crear una
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rutina de ejercicio, se recomienda realizar actividad fisica de intensidad
moderada al menos 30 minutos, 3 a 5 veces a la semana para disminuir la
incidencia de DM2 (18).

o Factores dietéticos: la alimentacion es uno de los factores de riesgo
modificables mas importantes para prevenir la diabetes. El alto consumo
de alimentos procesados como frituras, carnes rojas, harinas, refrescos
azucarados, grasas saturadas, etc. y el bajo consumo de frutas, vegetales,
pescado y cereales integrales se asocia a un mayor riesgo de desarrollar
sindrome metabolico y DM2, independientemente del indice de masa
corporal (IMC). Tener una dieta mediterranea segin el estudio
PREDIMED reduce en un 40% la apariciéon de DM2 (26).

e Tabaco y alcohol: fumar aumenta el riesgo de DM2 directamente
asociado a la cantidad de cigarrillos y el consumo de alcohol, puede
inflamar al pancreas afectando su funcion de producir insulina; ademas,
puede dafiar al higado y agregar més azucar que el organismo tendra que
utilizar o almacenar en forma de grasa (18).

e Hipertension arterial: ademas de afectar al sistema cardiovascular, esta
implicada como un factor de riesgo para la diabetes, a partir de una presion
arterial elevada > 130/80 mmHg y para los que reciben tratamiento
antihipertensivo (27).

e Dislipidemia: el nivel bajo del colesterol HDL < 35 mg/dL (< 0.9
mmol/L) se relaciona a la resistencia insulinica y la hipertrigliceridemia >
250 mg/dL (2.8 mmol/L) ambos son criterios para la deteccion de diabetes
por ser factores de riesgo en adultos asintomaticos (18).

e Prediabetes: es la elevacion de la glucosa sin llegar a reunir los criterios
para ser DM2, como una glucosa alterada en ayunas (GAA) de 100-125
mmg/dL y/o una intolerancia a la prueba de glucosa (ITG) de 140-199
mg/dL a las 2 horas tras la ingesta oral de 75 gramos de glucosa, ambas

alteraciones implican un riesgo alto para el futuro desarrollo de DM2 (27).
3.1.4 FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia de la DM2 es variada y compleja, una de las causas es la
secrecion defectuosa de insulina por parte de las células beta pancreaticas

debido a la influencia genética, se ha demostrado que el gen HNF1A confiere
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un riesgo 4 veces mayor de desarrollar DM2 en poblaciones latinas, ademas el
gen TCF7L2 codifica el factor involucrado en la via de sefalizacion WNT
necesaria para el desarrollo normal del pancreas, el locus PPARG tiene un
papel critico en la diferenciacion de los adipocitos, su supervivencia y funcion;
la identificacion de estos genes en los pacientes aumenta el riesgo poligénico
de padecer DM2 (23).

Las células beta pancredticas son células endocrinas que sintetizan, almacenan
y secretan insulina para efectos hipoglucemiantes, que se encuentran
predominantemente en los islotes pancreédticos (28). Segun la fisiologia
normal, cuando aumenta la glucosa en sangre, las células beta del pancreas la
absorben a través del transportador de glucosa 2 (GLUT2), una vez dentro se
activa una cascada de reacciones, aumentando la relacion ATP/ADP
intracelular, cerrando los canales de potasio y abriendo los canales de calcio,
para asi, los granulos secretores liberen insulina (29).

Seglin estudios la falla de las células beta en la diabetes tipo 2 es relativamente
especifica a la glucosa; ya que, las respuestas a otros secretagogos de insulina
como el isoproterenol o la arginina estan preservadas (30).

Por el déficit de la insulina en inhibir a la glucosa, hay una excesiva produccion
de glucosa en el higado, que puede llevar a un aumento de acidos grasos libres
en la sangre, debido a que, la resistencia a la insulina afecta el metabolismo de
los lipidos contribuyendo a la acumulacion de grasa en el higado y a la
dislipidemia (31). Esta alteracion en el metabolismo de los acidos grasos
predispone a la obesidad, la cual se asocia a un estado de inflamacién crénica
mediada por citoquinas proinflamatorias como la leptina, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) y la resistina secretados por los adipocitos (31).
Ademas, promueven el estrés oxidativo generando ROS que inhibe la

movilizacion de calcio y activa sefiales proapoptdticas.
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Lipotoxicity,
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Figura A. Cascada de reacciones implicadas en la secrecion de insulina en las células

beta en condiciones fisiologicas (A) y condiciones patoldgicas (B) (29)

La maduracién de proinsulina a insulina esta alterada en la DM2, normalmente
la insulina es una hormona polipeptidica de 51 aminodcidos, pero se sintetiza
como una preproinsulina de 110 aminodcidos, a partir del gen ubicado en el
brazo corto del cromosoma 11, el cual estd constituido por 3 exones que
codifican al 4cido ribonucleico mensajero (ARNm), traducido, da a la
preproinsulina que por su péptido sefial (SRP por sus siglas en inglés) pasa a la
cisterna del reticulo endoplasmético donde la enzima peptidasa genera a la

proinsulina (32).

Estructura de la preproinsulina
20 10 1

Péptido lider

Peptidasa sefial Cadena B

arboxipeptidasa E
Péptido C

70

Figura B. Estructura de la preproinsulina humana (32)
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Esta proinsulina comparte varias caracteristicas con la insulina haciendo pensar
que la estructura de la insulina esta conservada dentro de la proinsulina junto
con el péptido C (32). Finalmente, la proinsulina tiene que pasar al aparato de
Golgi y entrar a vesiculas secretoras inmaduras llamados también granulos
secretorios, donde existen 2 endoproteasas (PC2 y PC1/3) que participan en la
conversion de proinsulina a insulina junto con la enzima carboxidasa E, la
insulina sintetizada se acumula en el interior de los mas de 13 mil granulos

secretorios que contienen las células beta de los islotes pancreaticos (32).

Uclsn RG I C AU
IR T 1 [ cendela

ulL{s|c |aAlu| ARNm de la insulina

L|B | ¢ [a] Preproinsulina

B| C JA] Proinsulina

Al Insulina

Figura C. Esquema de la estructura del gen de la insulina (32)

Pero la disfuncion de la célula beta produce un aumento de la secrecion de
proinsulina provocando que la insulina no se libere adecuadamente, ademas las
altas concentraciones del polipéptido amiloide (amilina) almacenado en los
granulos secretores de los islotes junto con la insulina disminuyen la captacion
de la glucosa e inhiben la secreciéon endogena de insulina relacionandose
directamente con la patogénesis de la DM2 (31). Algunos estudios en ratas han
demostrado que la administracion de un antagonista de la amilina disminuye la

glucosa en la sangre y aumenta la secrecion de insulina.
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3.1.5 CLINICA

Los sintomas y signos dependeran de las etapas de la enfermedad, es
asintomatico en la mayoria de las personas sobretodo en los primeros afos,
pero algunas personas pueden presentar las “4P”: poliuria, polidipsia, polifagia
y pérdida de peso que son los sintomas clasicos tanto en pacientes con DM tipo
1 como en los de tipo 2 (18).

Cuando el pancreas se “agota” y no puede satisfacer las demandas de insulina,

sobreviene las complicaciones de la diabetes.

a) Complicaciones agudas:

o Cetoacidosis diabética (CAD): la hiperproduccion hepatica de glucosa y
la disminuciéon de captacion de insulina por los tejidos produce
cetogénesis; ya que, sin insulina los 4cidos grasos se convierten en cuerpos
cetonicos en el higado por acciéon del glucagén, suscitando acidosis
metabodlica lo que reduce el pH y el bicarbonato de la sangre (33); por otro
lado, en el rifion esto produce glucosuria (diuresis osmoética) que termina
en deshidratacion por la poliuria que intenta compensar al inicio la
hiperglucemia pero se ve frustrada por los vomitos que acompaiian a la
cetoacidosis y la disminucion del flujo sanguineo que reduce la capacidad
de los rifiones de excretar glucosa, para finalmente aumentar las cifras de
glucosa de forma aguda (34). Aunque es mas frecuente en la DM tipo 1,
en la DM tipo 2 la cetoacidosis se puede generar tras un traumatismo
grave, infecciones u otras causas de estrés que aumentan a las hormonas
contrarreguladoras como glucagoén, cortisol, catecolaminas y hormonas de
crecimiento (33,35).

Los criterios diagnosticos de la CAD son (36):
— Glucosa en sangre > 250 mg/dL
— pH venoso < 7.3
— Bicarbonato < 15 mmol/L
— Osmolaridad < 320 mOsm/kg
— GAP>10 mEq/L

— Glucosuria, cetonuria y cetonemia
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De acuerdo con estos valores la CAD se puede clasificar en leve, moderada

O severa.
Tabla B. Clasificacion de la CAD (33)

Parametro Leve Moderado Severo
pH arterial 7,25-7,3 7,0-7,24 <7,0
Bicarbonato sérico (mEg/L o mmol/L) 15-18 10-15 <10
Anion Gap >10 >12 >12

Estado de conciencia Alerta Alerta-somnoliento | Estupor-coma
Cetonas en plasma/orina Positivo Positivo Positivo

El manejo de la cetoacidosis diabética es mediante el reemplazo de agua 'y
electrolitos (Nat+ y K+) con suero salino 0.9% o Lactato de Ringer en 2
etapas: la correccion a razén de 1000 — 1500 cc en la primera hora y la fase
de mantenimiento dependiendo de las necesidades hidricas (36); luego
administrar insulina en bolo y en infusién continua a una dosis baja de 0.1
U/kg/h por via endovenosa hasta resolver la cetoacidosis. Ademas, como
en la CAD existe un déficit de potasio se debe administrar 20 mEq/L para
alcanzar concentraciones plasmaticas entre 3.5 — 5 mEq/L junto con la
infusion de insulina (37).

e Estado hiperosmolar hiperglucémico (EHH): esta complicacion es
consecuencia de una deshidratacion grave que obstaculiza la depuracion
del exceso de glucosa, pero a diferencia de la CAD, la escasa cantidad de
insulina que presenta es suficiente para prevenir la cetogénesis y la
lipolisis (36). Hay varios factores que precipitan esta complicacion como
las enfermedades cardiovasculares, los fAirmacos tipo glucocorticoides,
tiazidas o las infecciones; por lo que, la mortalidad es 10 veces mas alta
que la CAD (34).

Los sintomas y signos son oliguria, polidipsia, mucosas secas, pérdida de
peso, hipotension, letargia, entre otros. Ademds de la clinica para
diagnosticar a la EHH se debe cumplir los siguientes criterios (36):

— Glucosa en sangre > 600 mg/dL

— pH arterial > 7.3

— Bicarbonato > 18 mmol/L

— Osmolaridad > 320 mOsm/kg
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— GAP> 12 mEq/L
El tratamiento es similar al de la CAD con hidratacion, insulina y
administraciéon de potasio; el manejo rapido y eficaz evitardn que el
paciente llegue al coma hiperosmolar.

e Hipoglucemia: el tratamiento con insulina o antidiabéticos orales pueden
producir esta complicacion, que se puede definir como glucosa en sangre
inferior a 60 mg/dL (34). A menudo, la hipoglucemia ocurre con el
egjercicio o el ayuno, por una disminucion de la secrecion de insulina en
respuesta a una glucosa baja. En compensacion a esto, aumentan las
hormonas contrarreguladoras como el glucagon que normalmente
repondrian las cifras de glucosa, pero en pacientes diabéticos estas
acciones fracasan produciendo sintomas neurogénicos, respuestas
adrenérgicas como temblor, palpitaciones, ansiedad y respuestas
colinérgicas como hambre estimulando la busqueda de carbohidratos (38).
El tratamiento de la hipoglucemia es la administracion por via oral de dos
raciones de hidratos de carbono, conociendo que una racién corresponde
a 100 ml de zumo o gaseosa o 2 cucharadas de miel (35,38).

En caso de estar inconsciente se administrarda 1 mg de glucagon
intramuscular, después de esto, puede ocurrir un efecto rebote de
hiperglucemia llamado fenémeno de Somogyi (38).

b) Complicaciones cronicas:

La diabetes mal controlada origina complicaciones a largo plazo que se

pueden dividir en enfermedades microvasculares y macrovasculares.

Dentro de las enfermedades microvasculares tenemos:

¢ Retinopatia: es la principal causa de ceguera en paises desarrollados, esta
relacionada a la duracion de la diabetes; ya que, después de 20 afios se
presenta en 60% de pacientes con DM tipo 2 (39). Esta complicacion
evoluciona en tres fases:

— Retinopatia de origen o no proliferativa: se caracteriza por los
microaneurismas y los exudados duros que a menudo se relacionan

con edema macular (40).
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— Retinopatia preproliferativa: aparecen areas con exudados
algodonosos por las anormalidades venosas, arteriales y capilares
como oclusiones, dilataciones y/o tortuosidades (40).

— Retinopatia proliferativa: destaca la neoformacion de vasos
nuevos, también puede haber hemorragia vitrea o desprendimiento
de retina (40).

o Nefropatia: La diabetes es la principal causa de enfermedad renal
terminal en todo el mundo, su prevalencia aumenta con el tiempo de
evolucion y la edad (39). Esta complicacion se establece a partir de un
valor de albuminuria entre 30 a 300 mg en 24 horas con la tasa de filtracién
glomerular < 60 mL/min/1.73 m? y dependiendo como estos valores se
modifiquen se determinara el estadio de la enfermedad renal crénica (41).
Si bien la pérdida de la funcion renal es devastadora, se puede acompafar
de enfermedad cardiovascular que empeora el cuadro clinico. La
nefropatia diabética produce una mortalidad 3 veces mayor que la
poblacion general.

e Neuropatia: La neuropatia diabética puede dividirse en tres tipos:

— Polineuropatia distal: es la forma de presentacion mas frecuente,
donde hay pérdida sensitiva de las extremidades inferiores debido
a la desmielinizacion de los nervios periféricos, produciendo
hormigueo, parestesias y entumecimiento (42).

— Neuropatia autonomica: afecta al sistema cardiovascular
produciendo taquicardia en reposo e hipotension ortostatica; la
disfuncion eréctil y la vejiga neurogénica son signos de dano del
sistema  genitourinario  también complica al  sistema
gastrointestinal alterando la funcion del musculo liso (42).

— Mononeuropatia y polineuropatia: se presenta en nervios craneales
y periféricos. Con mayor frecuencia se afecta el nervio motor
ocular externo (III par craneal), con ptosis palpebral y
oftalmoplejia (42).

Dentro de las enfermedades macrovasculares tenemos la ateroesclerosis que

provoca arteriopatia coronaria, ademas puede presentarse déficit circulatorio

en el encéfalo por isquemia o hemorragia (38).
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Otras complicaciones son las ulceras de pie que son responsables del 1% de
las amputaciones, los diabéticos tienen mdas probabilidad de presentar

infecciones graves de heridas principalmente por Candida (43).

Grado 0: pie de riesgo, piel intacta.

Grado 1: ulcera superficial o que afecta tejido celular subcuténeo.

Grado 2: llcera profunda que afecta tend6n y/o capsula (sin osteomielitis).
Grado 3: llcera profunda que afecta hueso (con osteomielitis).

Grado 4: gangrena que afecta Unicamente dedos (@mputacién menor).
Grado 5: gangrena que afecta mediopié/antepié (@amputacién mayor).

Figura D. Clasificacion de Wagner (43)
3.1.6 DIAGNOSTICO

La DM2, representa uno de los principales problemas de salud publica en el
Perti y el mundo, ya que es causante de alrededor de 1,6 millones de muertes
al afio (20). Es muy importante diagnosticarla y tratarla lo mas antes posible;
por ello, se recomienda medir la glucosa en ayunas de forma rutinaria a partir
de los 40 afios, y en personas con historia familiar de diabetes o sindrome de
ovario poliquistico u otros factores de riesgo antes de los 40 afios; si el
resultado esta dentro del rango normal, repetir el estudio cada 3 afios a fin de
evitar las complicaciones anteriormente mencionadas (24).
La Asociacion Estadounidense de Diabetes (ADA en sus siglas en inglés) y el
MINSA proponen los siguientes criterios diagndsticos:
— Hemoglobina glicosilada A1C (HbA1C) > 6.5%, es la glucosa unida a la
hemoglobina durante la vida util del eritrocito (3,18).
— Glucosa plasmatica en ayunas > 126 mg/dL. El ayuno es definido como la
no ingesta de alimentos de por lo menos 8 horas (3,18).
— Glucosa plasmatica a las 2 horas > 200 mg/dL, después de la prueba de
tolerancia oral a la glucosa utilizando 75 g de glucosa anhidra disuelta en

agua (3,18).
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— Glucemia plasmatica aleatoria > 200 mg/dL a cualquier hora del dia en
individuos con sintomas o crisis hiperglucémicas (3,18). Es la tnica
prueba en la que so6lo se requiere un resultado anormal para hacer el
diagnostico; ya que, en los demas criterios es importante tener 2 resultados

anormales separados en maximo 72 horas.
3.1.7 TRATAMIENTO

Una vez realizado el diagnostico adecuado de la DM2, es fundamental la
atencion integral del paciente implementando un programa educativo sobre
nutricion, ejercicio, manejo de la diabetes durante una crisis y medicamentos
que reducen la glucosa, para poder obtener una mayor tasa de éxito (44).

El manejo de la glucemia es el principal objetivo del tratamiento y ademas la
principal forma de prevencion de riesgos macro y microvasculares. Con un
control adecuado de hemoglobina glicosilada menor o igual a 7%, se reduce
exponencialmente las complicaciones a largo plazo (45). Asi mismo, el
paciente diagnosticado con DM2 debe modificar los factores de riesgo para las
enfermedades relacionadas con ella como las cardiovasculares, que incluye: el
control de presion arterial < 140/90 mmHg y dislipidemias (46).

e Medidas preventivas:

a. Educacién: Los pacientes deben recibir una educacion
personalizada, con el fin de obtener un buen autocontrol de su
enfermedad; los familiares y su dmbito social cercano también
deben colaborar continuamente en el tratamiento y durante el
transcurso de la enfermedad (18).

b. Nutricién: un profesional capacitado (nutricionista, endocrin6logo,
internista, etc.) debe brindar una dieta balanceada e hipocalorica
baja en carbohidratos para los fines terapéuticos del paciente.

Se debe cumplir los siguientes requisitos:
e Dieta fraccionada distribuida en 5 comidas, con el objetivo
de reducir los picos glucémicos (47).
e La reduccion del peso del 5 al 10%, otorga beneficios
significativos en el control de la glucemia, los lipidos y la

presion arterial (48).
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e Adecuada proporcion de ingesta de acuerdo con el grupo
alimentario, siendo: Grasas (20 al 35%), proteinas (15 al
20%), carbohidratos (45 al 55%) y fibra (25 a 50gr) (47).
e No se ha reportado beneficios de la suplementacion
vitaminica (47).
Actividad fisica: Se debe realizar al menos 150 minutos semanales
de ejercicio aerdbico de intensidad moderada, advirtiendo a las
personas con tratamiento insulinico sobre el riesgo de
hipoglucemia (26).
Tabaco: fumar es un factor de riesgo para la patologia
cardiovascular, por lo que, se recomienda evitarlo (48).
Evaluacion por personal de salud: la evaluacion médica continua,
ya sea por el médico especialista, o médico de salud ocupacional es
necesaria para cuantificar los progresos del paciente y el

reforzamiento de la terapia propuesta (18).

e Medidas terapéuticas:

Para iniciar con la terapia farmacologica en los pacientes con DM2,

primero hemos debido instaurar todas las medidas preventivas antes

mencionadas. En caso, no se alcancen los objetivos glucémicos

individualizados, se iniciarda con farmacos hipoglucemiantes orales,

insulina u otros medicamentos que mejoren el control de la glucemia, para

asi cumplir los objetivos terapéuticos que son (45,49):

Control de sintomas
HbA1C < 7.0%
Glucosa plasmatica capilar en ayunas de 80 a 130 mg/dL
Glucosa plasmatica capilar postprandial (1 o 2 horas después de
iniciar una comida) < 180 mg/dL
Presion arterial < 140/90 mmHg
Lipoproteinas de baja densidad < 100 mg/dL
Lipoproteinas de alta densidad > 40 mg/dL (varones)
> 50 mg/dL (mujeres)
Triglicéridos < 150 mg/dL
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Como la DM2 es una enfermedad cronica con multiples comorbilidades
existen varias formas de tratamiento para la reduccion de complicaciones
(48). Entre los principales medicamentos se encuentran las biguanidas
(metformina), secretagogo de insulina (sulfonilurea), sensibilizadores de
insulina (tiazolidinediona), inhibidores o moduladores de sodio-glucosa
cotransportador 2 (SGLT2), inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-
4) y agonistas de GLP-1R (4,5).
— Agonistas del receptor GLP-1
Estos farmacos simulan a la GLP-1 que actta estimulando al GLP-
IR, cuyo mecanismo de accion es aumentar la secrecion de insulina
estimulada por glucosa en las células beta del pancreas, suprimir al
glucagon y enlentecer el vaciamiento géstrico (6—8). Su beneficio
a diferencia de los otros tratamientos es no producir hipoglucemia,
ademads ayuda con la pérdida de peso moderado y la disminucion
del apetito (50).
La vida corta de los GLP-1 nativos hizo que se crearan versiones
sintéticas peptidicas como exenatida, liraglutida, dulaglutida, entre
otros, que actian de forma prolongada sobre los receptores de
GLP-1, pero su uso se ve limitado por sus efectos adversos como
nauseas, vomitos y diarrea. Asimismo, estd contraindicado en
personas con carcinoma medular de la tiroides o neoplasia
endocrina multiple (10).
Por las limitaciones que presentan los métodos tradicionales con
farmacos sintéticos, se estd ampliando las investigaciones para usar
métodos alternativos como plantas medicinales o sus fitoquimicos,
versiones no peptidicas, con efectos hipoglucemiantes como

tratamiento futuro.

3.2  PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON 1 (GLP-1)
Esta hormona es conocida como incretina, asi se les llama a las moléculas
intestinales que regulan la glucosa en sangre. El GLP-1 es producido por las
células enteroendocrinas L ubicadas en el ileon distal y colon principalmente para
la produccion de un 50% a un 70% de la insulina total postprandial (6). Se origina

a partir del gen proglucagon y reduce los niveles de glucosa estimulando la
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secrecion de insulina en el pancreas en 2 fases, la primera es por estimulacion del
sistema nervioso autonomo, mientras que la segunda se da en respuesta directa a
la ingesta de alimentos, ya que, los niveles de GLP-1 se triplican (10).

La forma activa del GLP-1 es corta por la degradacion e inactivacion de la enzima
dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4) ubicada en multiples tejidos como rifion, pulmon,
higado y células endoteliales de los vasos sanguineos, donde impiden que mas del
50% del GLP-1 ingrese activo a la circulacion sistémica (6).

La via de eliminacion del GLP-1 es por medio del rifidn, por lo que, en pacientes
con insuficiencia renal los metabolitos del GLP-1 aumentan, pero el GLP-1 activo

es igual que un individuo sano (50).

3.3 RECEPTOR DEL PEPTIDO SIMILAR AL GLUCAGON (GLP-1R)
El receptor de la GLP-1, como su mismo nombre lo dice, es la proteina encargada
de recibir al péptido y con este desencadenar una cascada de reacciones para la
secrecion de insulina en las células beta pancreaticas. Otros productos
secundarios, también importantes, de esta via metabdlica son el cAMP y el calcio
intracelular como se puede observar en la Figura E.

En el caso de los tratamientos para la DM2, en los que se usan compuestos basados
en la estructura de la GLP-1, el principal objetivo de estos es la GLP-1R, por lo

que es un target de importancia.

INSULIN SECRETION

04911 8821
(¢) Kanchisa Laboratorics

Figura E. Via metabolica de la secrecion de insulina (51)
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3.4 MINTHOSTACHYS (MUNA)
El Pert es un pais megadiverso, con una gran heterogeneidad vegetal fuente
natural de moléculas bioactivas, un ejemplo es la Minthostachys, una planta que
crece entre los 2500-3500 m.s.n.m de nuestra serrania, principalmente en los
departamentos de Ayacucho, Huancavelica y Puno (52).
Pertenece a la familia Lamiaceae (Labiatae) y cuenta con hasta 17 subespecies de
la cuales 6 son las que més se encuentran: M. glabrescens, M. salicifolia, M.
cetosa, M. spicata, M. tomentosay, M. mollis (HKB) griseb, dentro de las cuales
la Minthostachys mollis fue la que mas predominé y de la que mas investigaciones
se han hecho. Debido a su alta variabilidad morfologica es muy complicado
entender su diversidad, es por esto, por lo que popularmente se le puede llamar
“muna” a multiples especies del mismo género (53).
A la infusién o cocimiento de las flores u hojas de la mufa se le atribuyen
propiedades digestivas que sirven para tratamiento de dolores de estomago,
acidez, meteorismo, colicos, asi como mareos, cefaleas y resfrios desde tiempos
ancestrales; ademas el aceite esencial tiene actividad antitusigena, antiasmatica,
antiespasmodica, antibacteriana, analgésica, antiinflamatoria, etc. (54)
La composicién completa de la mufia se presenta en la Tabla C (55), obtenida a
través del andlisis de la composicion quimica, actividad citotdxica y antioxidante

in vitro del aceite esencial de la Minthostachys mollis Griseb.

Tabla C. Composicion de la muia.

Numero Fitoquimico CID
1 a-Thujene 637518
2 a-Pinene 6654
3 Camphene 6616
4 Sabinene 18818
5 1-Octen-3-ol 18827
6 B-Pinene 440967
7 Myrcene 31253
8 a-Terpinene 7462
9 p-Cymene 7463
10 1,8-Cineole 2758
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11 B-Phellandrene 11142
12 Limonene 22311
13 cis-B-Ocimene 5320250
14 trans-B-Ocimene 5281553
15 y-Terpinene 7461
16 trans-Sabinene hydrate | 12315151
17 Linalool 6549
18 Menthone 26447
19 Citronellal 7794
20 Isomenthone 6432469
21 cis-Isopulegone 519954
22 Terpinen-4-ol 11230
23 cis-Dihydrocarvone 443181
24 a-Terpineol 442501
25 trans-Dihydrocarvone 167338
26 Dihydrocarveol 12072
27 Pulegone 442495
28 Carvone 7439
29 Piperitone 6987
30 cis-Piperitone epoxide | 250138671
7 Bornyl acetate 93009
32 Thymol 6989
33 Carvacrol 10364
34 Dihydrocarveol acetate 30248
35 Piperitenone 381152
36 Thymol acetate 68252
37 Piperitenone oxide 442497
38 a-Terpenyl acetate 111037
39 Carvacrol acetate 204763
40 Geranyl acetate 1549026
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41 B-Bourbonene 62566

42 B-Caryophyllene 5281515

43 Aromadendrene 91354

44 a-Humulene 5281520

45 Germacrene-D 91723653

46 Bicyclogermacrene 13894537

47 Spathulenol 92231

48 -Caryophyllene oxide 1742210

Los aceites esenciales son productos volatiles del metabolismo secundario de las
plantas, en el caso de la muna (Minthostachys mollis) su aceite esencial esta
formado por diversos alcaloides, terpenoides, flavonoides, etc. que en conjunto le
confieren a la planta su amplia gama de propiedades terapéuticas antes
mencionadas (55).

Los terpenos son hidrocarburos de origen orgéanico formados por cadenas de
carbono, generalmente estos compuestos biologicos son derivados del isopreno.
Esta clase de moléculas puede ser subdividida en hemiterpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, sesteterpenos, triterpenos, tretaterpenos y
politerpenos. Por otro lado, tenemos a los terpenoides, que igualmente son
compuestos derivados del isopreno, teniendo la caracteristica distintiva de poseer
grupos funcionales conteniendo oxigeno; y se subdividen al igual que los terpenos
(56). En resumen, siendo los terpenoides la forma oxidada de los terpenos. En
algunas investigaciones, se encontraron que los principales compuestos del aceite
escencial de Minthostachys mollis son el carvacrol, la menthone (mentona) y el

thymol (timol) (57).
3.4.1 MENTHONE (MENTONA) - MTN

Monoterpenoide que proviene de una ciclohexanona en la que se sustituyeron
los carbonos en las posiciones 5 y 2 por los grupos funcionales metil e
isopropil, respectivamente (58). Puede encontrarse en diferentes organismos
del reino Plantae como por ejemplo las de género Clinopodium, Mentha,

Minthostachys, y otros organismos mas (59).
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3.4.2 CARVACROL-CVC

Este monoterpenoide es un fenol con los grupos funcionales metil y un
isopropil en las posiciones 2 y 5, respectivamente, también se define como un
derivado del cimeno (60). Puede encontrarse en una variedad de plantas como

por ejemplo del género Satureja, Thymus, Origanum y Minthostachys (59).
3.4.3 THYMOL (TIMOL) - TML

Es un monoterpenoide derivado del cimeno, este es un fenol en el que se
sustituyen los carbonos 5 y 2 con los grupos funcionales metil y isopropil,
respectivamente; y presenta la caracteristica de ser un aceite volatil (61). El
aceite puede ser extraidos de diferentes plantas del género Teucrium, Thymus,

Minthostachys, Origanum, etc (59).

3.5 BIOINFORMATICA
3.5.1 DEFINICION

La bioinformadtica es un campo interdisciplinario que combina la biologia y la
informatica para analizar y comprender datos biologicos, utiliza técnicas
computacionales y algoritmos para almacenar, recuperar y analizar
informacion biologica, como secuencias de ADN, proteinas, estructuras
celulares y datos genomicos (62).

La bioinformatica se utiliza en las investigaciones cientificas y médicas,
especificamente en un proceso llamado in silico que se define como un método
para hacer experimentos por computadora, transformando la medicina
moderna al minimizar el complejo proceso que antes se utilizaba para descubrir
farmacos y que ahora gracias a la tecnologia in silico se puede lograr con menos
costo y tiempo, prediciendo la farmacocinética y farmacodinamia de un
potencial firmaco con su receptor en el cuerpo humano (16). Este campo busca
generar datos a través de la representacion virtual de un sistema bioldgico para
mejorar o innovar la practica clinica y los tratamientos de las ciencias

biomédicas.
3.5.2 HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES

Las herramientas que utiliza la bioinformatica en el desarrollo del proceso in

silico de una investigacion comienzan por el hardware de la computadora que
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son la memoria interna, RAM, tarjeta grafica y procesador (CPU) los cuales
analizaran todos los datos que ingresemos en ellos (12,63).

Los softwares son los programas que nos ayudaran a visualizar, calcular,
simular y descargar toda la informacién necesaria para obtener resultados que
en este trabajo fue Linux, un sistema operativo que permite realizar multiples
tareas usando comandos, el cual usa diferentes lenguajes de programacion,
mayormente Python, pero también se utilizan en sus distribuciones lenguajes
como Bash, Perl, Java o C (63).

Las bases de datos, por ejemplo, PudMed que es una biblioteca de
publicaciones cientificas, GenBank del NCBI donde se encuentra secuencias
de genes y acidos nucleicos, Protein Data Bank (PDB) como su nombre en
inglés lo dice en esta web se encuentra la estructura 3D de las proteinas
obtenidas por resonancia magnética nuclear o cristalografia de rayos X, otro es
KEGG (Enciclopedia de Genes y Genomas de la Universidad de Kyoto en
Japon), etc. Todas estas bases de datos nos brindan informacion sobre las
estructuras moleculares de interés dependiendo de cada investigacion (7,63).
Ademas, los servidores en linea como LigParGen, CHARMM, AutoDock,
ChEMBL y RCSB PDB nos ayudan a generar parametros y visualizar
estructuras utiles para las simulaciones moleculares (63).

Finalmente, los programas de visualizacion y andlisis de estructuras
biomoleculares tipo PyMol, Chimera, Visual Molecular Dynamics (VMD),
Jmol, BioLuminate, o los que permiten simular dindmicas moleculares como
GROMACS, AMBER, Desmond y GROMOS forman parte de diversas
estrategias de investigacion con el objetivo de representar los sistemas

bioldgicos (64).
3.5.3 DISENO, OBTENCION Y MODELAMIENTO DE PROTEINAS

Para poder analizar el comportamiento de una estructura molecular-proteica es
fundamental conocer su composicion y estructura tridimensional. Esto se logra
mediante diversas bases de datos especializadas en formular las estructuras
mediante técnicas experimentales como cristalografia de rayos X,
criomicrooscopia electronica (Cryo-EM) y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (NMR). Un ejemplo de donde obtener estas estructuras es

RCSB PDB, una base de datos que contiene informacion de 4&tomos, cadenas
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de aminoécidos, ligados y otras caracteristicas determinando la morfologia de
cada estructura proteica (65). La calidad de la muestra obtenida in vitro se mide
a través de angstroms (A), mientras menos A mejor la calidad. Finalmente, las
estructuras deben ser modeladas y optimizadas utilizando programas de
prediccion de estructuras proteicas como MODELLER y AlphaFold, que
optimizan la estructura para poderla usar en simulaciones de dindmica
molecular, ademas los softwares GROMACS o AMBER nos permiten estudiar

el comportamiento de la proteina a lo largo del tiempo (64).
3.54 MECANICA Y DINAMICA MOLECULARES

La mecénica y la dindmica molecular son dos ramas interrelacionadas de la
bioinformatica que se utilizan para estudiar el comportamiento y las
interacciones de particulas a nivel atobmico y molecular (63).

La mecénica molecular es una técnica computacional que utiliza modelos
simplificados para predecir el comportamiento y las propiedades de las
moléculas. Estos modelos se basan en principios de la fisica clasica, como las
leyes de Newton, y pueden proporcionar informacién sobre la estructura, la
energia y las fuerzas intermoleculares de los sistemas estructurales. La
mecanica molecular se utiliza ampliamente en el disefio de farmacos, en
quimica computacional, biologia estructural y otros campos relacionados (66).
La dindmica molecular es una técnica de simulacion computacional que
modela el movimiento y la evolucién temporal de un sistema molecular. A
diferencia de la mecanica molecular, la dinamica molecular tiene en cuenta la
dindmica de las moléculas y sus interacciones a lo largo del tiempo, utilizando
métodos numéricos para resolver las ecuaciones de movimiento de Newton
(12). Esto permite simular el comportamiento de sistemas moleculares
complejos en condiciones realistas, como la temperatura y la presion, y
proporciona informacion detallada sobre la dinamica, la estructura y las
propiedades termodinamicas de las moléculas.

La dindmica molecular se utiliza en una amplia gama de aplicaciones,
incluyendo la simulacion de proteinas, el estudio de interacciones
biomoleculares, el disefio de materiales y la quimica computacional, todo esto

se incluye en una investigacion y proceso in silico (62).
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Ademas, para calcular y analizar la trayectoria de la dindmica molecular de la

proteina a estudiar se realizan estos métodos:

e Desviacion de la raiz media cuadratica (RMSD)
Es una herramienta que sirve para analizar el equilibrio de un sistema y
comparar dos estructuras proteicas a lo largo de una trayectoria de tiempo,
cuya unidad es el nanosegundo (ns), un valor bajo de RMSD indica que
las estructuras comparadas son muy similares (64,67).

¢  Fluctuacion de la raiz media cuadratica (RMSF)
Mide el desplazamiento de cada residuo respecto a su posicion promedio
durante toda la simulacion de la dindmica molecular, valores altos
predicen la region donde el 4&tomo es mas flexible (64,67).

e Radio de giro (Rg)
Determina que tan compacta es la estructura de una molécula, es decir,
calcula la distancia de cada atomo al centro de masa de la molécula, un

valor bajo sugiere que sus 4&tomos estan mas cercanos al centro (64,67).
3.5.5 ACOPLAMIENTO PROTEINA-LIGANDO (DOCKING)

El "docking" es una técnica computacional para predecir de manera estocastica
como interactuan y se unen dos moléculas, generalmente una proteina (o
receptor) y un ligando (o molécula pequeiia). El objetivo principal del docking
es predecir la orientacion y la conformacion preferida del ligando cuando se
une al sitio activo de la proteina, asi como estimar la energia de union entre el
ligando y la proteina (68).

El docking se utiliza ampliamente en la investigacion de interacciones
biomoleculares, ya que permite identificar posibles candidatos a firmacos y
comprender los mecanismos de reconocimiento molecular. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que las predicciones de docking son aproximaciones
teoricas y deben ser validadas experimentalmente con la simulaciéon de

dindmica molecular.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




&= . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i * * fi"CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

4. ANTECEDENTES
41 ANTECEDENTES GENERALES

Debido a lo expuesto anteriormente, observamos que es una preocupacion
comprender e investigar las alteraciones fisiopatologicas de la DM2, por lo que
es necesario encontrar formas alternativas de tratamiento, ademds de los que
existen hasta la actualidad. En este sentido, el uso de productos naturales ha
contribuido en la gestion de diversas enfermedades a lo largo de los afios.
Encontrar metabolitos que tengan afinidad con el GLP-1R es una forma de
disminuir los niveles de glucosa en sangre, ya que fisiologicamente el GLP-1
cuando interacciona con su receptor (GLP-1R) incrementa la insulina y reduce el
glucagén, ademds este receptor se expresa en varios 6rganos diana como el
Sistema Nervioso Central (SNC) produciendo el efecto de saciedad y
contribuyendo a la disminucidn del peso; en el corazon tiene efecto vasodilatador
reduciendo moderadamente la presion arterial y el estrés oxidativo, entre otros
efectos positivos que presenta (69).

Por ello, es beneficioso encontrar compuestos naturales que tengan interaccion
con el GLP-1R, ya que, en distintas referencias se menciona que los andlogos
sintéticos que tienen como farmacdforo a la GLP-1 producen diversos efectos
secundarios como nduseas, vomitos y diarrea (50), incluso no es recomendado a
personas con antecedente de cancer de tiroides o alguna neoplasia endocrina, sin
mencionar que con el tiempo generan resistencia sobre el sitio catalitico.

Dentro de los principales compuestos de la Minthostachys se encuentra al timol,
carvacrol y mentona, los mismos que estdn en el Diccionario de Productos
Naturales (DNP) como metabolitos secundarios con propiedades antidiabéticas
(8).

Hasta el momento no hay investigaciones de los fitoquimicos de la mufia como
potenciales antidiabéticos, pero si hay estudios sobre los monoterpenos que son
la clase a la que pertenecen algunos de los principales compuestos de los aceites
esenciales extraidos de la mufa antes mencionados (70). Por ello, se ve el
potencial y la necesidad de realizar estudios computacionales de interaccién con
plantas medicinales como es la Minthostachys para observar su efecto

antidiabético en relacion con la GLP-1R.
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42 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
e  Phytochemicals of Minthostachys diffusa Epling and Their Health-Promoting

Bioactivities

1. Autores: Immacolata Faraone, Daniela Russo, Lucia Chiummiento, Eloy
Fernandez, Alka Choudhary, Magnus Monné, Luigi Milella and Dilip K. Rai.

2. Revista y afio: MDPI, 2020

3. Resumen: El género Minthostachys pertenece a la familia Lamiaceae y es un
importante género sudamericano que se utiliza cominmente en la medicina
popular como aroma en la cocina. Las muestras ricas en fitoquimicos de las
partes aéreas de Minthostachys diffusa Epling. Se analizaron bioactividades
farmacoldgicas y que promueven la salud mediante ensayos quimicos y
enzimaticos in vitro. Una gama de actividades eliminadoras de radicales de
las muestras contra radicales bioldgicos como el 6xido nitrico y el anién
superoxido y contra el acido 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo y 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sintéticos. Los radicales, el poder
antioxidante reductor férrico y la inhibicion de la peroxidacion lipidica se
determinaron y clasificaron utilizando el 'indice de capacidad antioxidante
relativa' (RACI). La fraccion de acetato de etilo mostrd el RACI mas alto de
+1,12. El analisis de la capacidad inhibidora de las distintas fracciones contra
las enzimas implicadas en la diabetes (a-amilasa y a-glucosidasa) y contra las
enzimas asociadas con las enfermedades de Parkinson o Alzheimer
(acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa) también sugirié que la fraccion de
acetato de etilo era la mas activa. El analisis de cromatografia liquida y
espectrometria de masas en tandem de la fraccion de acetato de etilo mostro
mas de 30 compuestos polifenolicos, incluidos triterpenos. Los efectos
inhibidores de la colinesterasa de los triterpenos identificados en M. diffusa
se analizaron més detalladamente mediante el acoplamiento in silico de estos
compuestos en estructuras tridimensionales de acetilcolinesterasa y
butirilcolinesterasa. Este es el primer estudio sobre las actividades
farmacoldgicas y el perfil fitoquimico de las partes aéreas de M. diffusa, y
muestra que esta planta, normalmente utilizada como alimento en América

del Sur, también es rica en fitoquimicos que promueven la salud (71).
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e In-silico and In-vitro Hybrid Approach to Identify Glucagon-Like Peptidel

Receptor Agonists From Anti-Diabetic Natural Products

1. Autores: Debanjan Chatterjee, Nazmina Vhora, Ashutosh Goswami,
Aishwarya Hiray, Alok Jain and Abhijeet S. Kate

2. Revista y Afio: Taylor & Francis, 2022

3. Resumen: Los productos naturales han contribuido enormemente al
tratamiento de diversas enfermedades, incluida la diabetes. Aqui se analizd y
preseleccion6 una base de datos de pequenas moléculas naturales con
propiedades antidiabéticas en funcién de su diversidad estructural.
Posteriormente, esas estructuras fueron analizadas mediante estudios de
acoplamiento in silico para comprender su afinidad hacia el receptor del
péptido 1 similar al glucagén (GLP-1R). Las moléculas seleccionadas se
aislaron e investigaron mds a fondo mediante enfoques integrados in vitro e
in silico. Se descubrié que la alfa-mangostina era adecuada debido a su
excelente puntuacion de acoplamiento y rendimiento de aislamiento. Se
utilizé una linea de células beta pancredticas para probar la actividad de la
alfa-mangostina y se observé un aumento de 3 veces en la secrecion de
insulina en comparacion con el control de glucosa 15 mM. Ademas, los
estudios de simulaciones de dindmica molecular in-silico han validado su
objetivo al mostrar cambios conformacionales en la parte funcionalmente
activa del receptor GLP-1. Esta estrategia de deteccion se puede aplicar para
identificar rdpidamente productos naturales pertinentes para diversos
objetivos terapéuticos (8).

e Novel insights into the dynamics behavior of Glucagon-Like Peptide-1

Receptor with its small molecule Agonists

1. Autores: Khyati Girdhar, Budheswar Dehury, Mahender Kumar Singh,
Vineeth P Daniel, Abhinav Choubey, Surbhi Dogra, Sunil Kumar & Prosenjit
Mondal

2. Revista y Aifio: Taylor & Francis, 2018
Resumen: El receptor del péptido 1 similar al glucagén (GLP-1R) es un
objetivo bien conocido de las industrias terapéuticas para el tratamiento de
diversas enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2 y la obesidad. Las

relaciones estructurales y funcionales de los agonistas de moléculas pequeiias

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM

y el GLP-1R aun no se comprenden. Por lo tanto, se hizo un intento con
agonistas de GLP-1R estructuralmente conocidos (Compuesto 1, Compuesto
2, Compuesto A, Compuesto B y (S)-8) para estudiar su interaccion con el
dominio extracelular de GLP-1R. En este estudio, exploramos la dindmica, la
estabilidad intrinseca y los mecanismos de union de estas moléculas mediante
modelado computacional, acoplamiento, simulaciones de dindmica molecular
(MD) y estimacion de la energia libre de union de MM/PBSA. El estudio de
acoplamiento molecular demostré que la interaccion hidrofébica
(apilamiento de pipis) desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la
estabilidad del complejo, lo que también fue respaldado por el andlisis
intermolecular del estudio de simulacion MD. El anélisis de componentes
principales sugiri6 que los extremos terminales junto con las vueltas/bucles
que conectan hélices y hebras adyacentes exhiben un movimiento
comparativamente mayor de los dtomos de la cadena principal en la mayoria
de los complejos. El estudio de energia libre de union de MM/PBSA revel6
que la energia de solvatacion no polar (van der Waals y electrostética)
subsidia significativamente la energia de unién total y la energia de
solvatacion polar se opone a los agonistas de unién a GLP-1R. En general,
proporcionamos informacion sobre las caracteristicas estructurales de los
complejos GLP-1R que serian propicias para el descubrimiento de nuevos
agonistas de GLP-1R en el futuro para el tratamiento de diversas
enfermedades metabdlicas (7).

e Chemical composition, in vitro cytotoxic and antioxidant activities of the

essential oil of Peruvian Minthostachys mollis Griseb

1. Autores: Julio Benites, Angélica Guerrero-Castilla, Felipe Salas, José¢ L.
Martinez, Rafael Jara-Aguilar, Edmundo A. Venegas-Casanova, Luz Suarez-
Rebaza, Juana Guerrero-Hurtado & Pedro Buc Calderon.

2. Revista y Afio: Boletin latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales
y Aromaticas, 2018.

3. Resumen: La composicion del aceite esencial obtenida por hidrodestilacion
a partir de partes aéreas de Minthostachys mollis Griseb (Lamiaceae) se
procesa mediante GC y GC/MS. Mentona (13,2%), pulegona (12,4%), junto
con cis-dihidrocarvona (9,8%) y acetato de carvacrol (8,8%) fueron los

principales componentes del aceite esencial. La actividad citotdxica del aceite
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esencial se midid in vitro utilizando el ensayo colorimétrico MTT tanto en
células sanas no tumorales (HEK-293) como en tres lineas celulares de cancer
humano (T24, DU-145 y MCF-7). Los valores de IC50 calculados fueron
alrededor de 0,2 mg/mL. Ademas, se considera la actividad antioxidante por
su interaccion con el radical libre 2,2"-difenil-1-picrilhidrazilo. El aceite
esencial tiene baja actividad antioxidante, lo que indica que su accién
antiproliferativa depende de otro mecanismo desconocido (52).
e Antidiabetic Potential of Monoterpenes: A Case of Small Molecules

Punching above Their Weight

1. Autores: Solomon Habtemariam

2. Revista y Afio: MDPI, 2018

3. Resumen: Los monoterpenos pertenecen a la clase de terpenoides de
productos naturales y se biosintetizan a través de la via del dcido mevalonico.
Su pequefio peso molecular, junto con su alta naturaleza no polar, los
convierte en los componentes mas abundantes de los aceites esenciales, que
a menudo se considera que tienen algunos efectos antioxidantes y
antimicrobianos generales en concentraciones bastante altas. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha informado que estos compuestos tienen efectos
antidiabéticos. Gracias a la ingeniosa maquinaria biosintética de la naturaleza,
también muestran un buen grado de complejidad/diversidad estructural para
su mayor consideracion en estudios de estructura-actividad. En la presente
comunicacion, se examina el mérito de los monoterpenos como agentes
antidiabéticos mediante la evaluacion de estudios recientes in vitro e in vivo
publicados en la literatura cientifica. Tanto las agliconas como los glucésidos
de estos compuestos de tamafio estructural bastante pequefo parecen mostrar
efectos antidiabéticos junto con efectos antiobesidad e hipolipemiantes. Se
discute la diversidad de estos efectos vis-a-vis sus estructuras y mecanismos
de accion. Algunos objetivos farmacologicos clave incluyen las vias de
sefalizacion de la insulina y/o la PI3K-AKT (proteina quinasa B) asociada,
el receptor y activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy), el
transportador de glucosa 4 (GLUT4) y la proteina quinasa activada por
monofosfato de adenosina (AMPK). caminos; citoquinas proinflamatorias y
la via NF-kB; glucogenolisis y gluconeogénesis en el higado; receptor tipo

glucagon-1 (GLP-1R); entre otros (72).
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5. HIPOTESIS

Mediante el uso de herramientas avanzadas de quimica tedérica y biologia
computacional, es factible determinar con precision las propiedades fisicoquimicas y
termodindmicas de la interaccion entre el receptor GLP-1 con diversos metabolitos
presentes en la Minthostachys mollis (mufa), lo que permitird identificar a los
metabolitos que activan al receptor GLP-1 como posibles agentes terapéuticos para la
diabetes.

Alterna (H1): Al menos uno de los metabolitos secundarios estudiados de la
Minthostachys mollis interactuia de manera significativa con el GLP-1R, generando
una alta energia de afinidad con el receptor representando un potencial efecto
antidiabético.

Nula (HO0): No hay interaccion significativa entre los metabolitos secundarios de la
Minthostachys mollis y el GLP-1R, lo que implica que estos metabolitos no generan

una alta energia de afinidad con el receptor ni tienen efecto antidiabético.
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CAPITULO II MATERIALES Y METODOS
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1 TECNICAS: COMPONENTES DEL METODO IN SILICO

1.1.1  OBTENCION DE ESTRUCTURAS DE LAS BASES DE DATOS:
Extraer mediante el uso de paginas web de recoleccion de estructuras
moleculares los diferentes archivos que describen las coordenadas de las
estructuras necesarias tanto del receptor de la GLP -1 en la base de datos
Protein Data Bank (RCSB PDB), y de los compuestos moleculares Timol,
Carvacrol y Mentona provenientes de la Minthostachys mollis (mufa) de la
base de datos PubChem.

1.1.2 PROCESAMIENTO DE ESTRUCTURAS MOLECULARES:
Optimizar la estructura proteica cristalizada de la GLP-1R limpiando las
moléculas de agua y completando con los aminodcidos o residuos
correspondientes la secuencia faltante del receptor con el programa UCSF
CHIMERA vy la extension del programa mencionado MODELLER. Por otro
lado, en el caso de los compuestos interactuantes o ligandos, ya habiendo
obtenido el archivo de las coordenadas, también sera necesario obtener el
archivo de su topologia, con el servidor en linea LigParGen, para el
mejoramiento de las cargas atdmicas de los ligandos con ayuda del programa
Gaussian 16, especificamente usando el método AMI para hallar las
posiciones atomicas mas exactas; y, CAM-B3LYP junto con Hirshfeld para
obtener cargas mas reales de los atomos.

1.1.3 CONSTRUCCION DEL COMPLEJO GLP1R-DPPC:

e Generar una topologia para la proteina: orientar de manera adecuada a
la proteina en el eje XYZ y definir la topologia de este eligiendo el campo
de fuerza OPLSAA en GROMACS.

e Ampliar el campo de fuerza: obtener la estructura de la membrana
DPPC, limpiarla y definir su topologia, modificando el campo de fuerza
OPLSAA describiendo las moléculas que componen la membrana.

e Empaquetar los lipidos alrededor de la proteina: debido al tamaio de
la proteina debemos modificar el tamafio de la membrana multiplicandolo
por cuatro, luego definiremos una caja para poder colocar en este espacio
las estructuras de la proteina y membrana. Luego pasaremos a ejecutar un

script que nos permite expandir la membrana en el cual se borraran los
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lipidos que pueden interceptar la estructura de la GLP-1R y asi obtener un
sistema adecuado y realista, finalmente compactaremos la membrana
alrededor de la proteina con el uso de otro script.

e Solvatar y neutralizar sistema: generar nueva topologia, afiadir agua
como solvente eh iones para neutralizarlo y de esta manera obtener una
solucién con un pH neutral.

¢ Realizar minimizacion de energia: para garantizar que se tiene un
sistema equilibrado para los proximos procesos es necesario este paso.

e Equilibrar sistema: Se deberd realizar con un pequefio tiempo de
simulacion un ensamble NVT, que es el nimero constante de moléculas,
volumen y temperatura; y un ensamble NPT, que es numero constante de
moléculas, presion y temperatura para poder verificar que el sistema se
encuentra en equilibrio.

1.1.4 SIMULACION DE LA DINAMICA MOLECULAR DEL COMPLEJO

GLPI1R-DPPC:

e Generar la topologia de la GLP1R-DPPC: Con el uso de la opcion
PDB2GMX se creara la topologia, la cual contiene toda la informacion
necesaria para definir la molécula dentro de una simulacion.

e Definir la caja y el solvente: Al realizar este paso podremos ubicar al
complejo en un espacio con una forma cubica, triclinica, de octaedro y
dodecaedro para posteriormente solvatar este espacio con moléculas de
agua.

e Aiadir iones: para poder mantener una solucién neutralizada o con un
nivel de pH requerido, en este caso, el del cuerpo humano que es 7.40, se
tendra que afiadir &tomos de sodio y cloro.

e Realizar una minimizacion de energia: es necesario este proceso para
mantener estable el complejo a lo largo de la simulacién y no existan
choques estéricos ni una geometria inapropiada. En este proceso
utilizaremos una serie de archivos importantes que nos proporcionaran la
topologia del sistema armado, las coordenadas de los 4&tomos incluidos en
el sistema y las instrucciones para el desarrollo del calculo.

e Equilibrar sistema: ya habiendo construido el sistema isocdrico sera

necesario hacer que este sistema ademas sea isotérmico (NVT) e isobarico
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(NPT), de la misma manera que en la minimizacion de energia, también
seran de gran utilidad los archivos que nos dan las coordenadas, la
topologia y las instrucciones en donde definiremos la magnitud de la
presion (1 bar) y la temperatura (309.65 K = 36.5°C). Se debe realizar la
simulacion del NVT con un tiempo de 50 ns y del NPT con un tiempo de
200 ns.

e Analizar la simulacion: se graficara RMSD (Root Mean Square
Deviation), RMSF (Root Mean Square Fluctuation) y radio de giro para
poder determinar el comportamiento del sistema a lo largo del tiempo
simulado.

e Realizar grafico de Ramachandran: utilizando el servidor en linea
PDBSum podremos determinar si la estructura del complejo después de
ser procesado es factible en la realidad o naturaleza.

1.1.5 ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LOS LIGANDOS NATURALES

AL COMPLEJO FORMADO (DOCKING):

Mediante el uso del programa AutoDockVina, complemento del programa

UCSF Chimera, se realizaran mil ensayos con un método estocastico en los

cuales determinaremos la posicion de los ligandos Timol, Carvacrol y

Mentona en la superficie del receptor de la GLP-1 mediante la eleccion del

mejor ensayo teniendo en cuenta la menor energia de afinidad.

1.1.6 SIMULACION DE LA DINAMICA MOLECULAR DE LOS

COMPLEJOS GLP1R-DPPC Y LIGANDOS NATURALES:

e Preparar estructuras de los complejos formados: Después de la
seleccion del ensayo mas factible sera necesario editar el archivo que
contiene las coordenadas del complejo para poder usarlo en la simulacion
junto con la topologia de ambas estructuras que componen el complejo.

e Generar la topologia de la GLP1R-DPPC-ligando: Con el uso de la
opcion PDB2GMX se creard la topologia, la cual contiene toda la
informaciéon necesaria para definir las estructuras dentro de una
simulacion.

e Definir la caja y el solvente: Al realizar este paso podremos ubicar al
complejo en un espacio con una forma cubica, triclinica, de octaedro y

dodecaedro posteriormente solvatar el espacio con moléculas de agua.
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e Aiadir iones: para poder mantener una solucién neutralizada o con un
nivel de pH requerido, en este caso, el del cuerpo humano que es 7.40, se
tendra que afiadir &tomos de sodio y cloro.

¢ Realizar una minimizacion de energia: es necesario este proceso para
mantener estable el complejo a lo largo de la simulacién y no existan
choques estéricos ni una geometria inapropiada. En este proceso
utilizaremos una serie de archivos importantes que nos proporcionaran la
topologia del sistema armado, las coordenadas de los atomos incluidos en
el sistema y las instrucciones para el desarrollo del calculo.

e Equilibrar sistema: ya habiendo construido el sistema isocdrico sera
necesario hacer que este sistema ademads sea isotérmico (NVT) e isobéarico
(NPT), de la misma manera que en la minimizacion de energia, también
seran de gran utilidad los archivos que nos dan las coordenadas, la
topologia y las instrucciones en donde definiremos la magnitud de la
presion (1 bar) y la temperatura (309.65 K). Se debe realizar la simulacion
del NVT con un tiempo de 10 ns y NPT con un tiempo de 100 ns.

e Analizar la simulacién: graficar RMSD, RMSF y radio de giro para
poder determinar el comportamiento del sistema a lo largo del tiempo
simulado.

1.1.7  ANALISIS DE INTERACCION RECEPTOR-LIGANDO:

e Enlaces formados: Usar el servidor en linea PDBSum para poder
determinar los contactos y enlaces formados entre la GLP-1R y los
ligandos después de la simulacion de la dindmica molecular del complejo.

e Calculo de MM/PBSA (Molecular Mechanics Poison-Boltzmann
Surface Area): Con la funcion g mmpbsa del programa GROMACS se
calculard las energias implicadas en la interaccion proteina-ligando. Aqui
se podran obtener los valores de diferentes energias como Van Der Waals,
electrostatica, de solvatacion polar, de superficie y de volumen que como
suma nos darén el valor de la energia de union.

e Calculo de APBS: Con la asistencia del servidor en linea Poisson-
Boltzmann se usaran las herramientas PDB2PQR para poder convertir el
archivo .pdb final de la simulacién de la dindmica molecular al archivo

.pqr, y APBS, para determinar el potencial energético de la superficie de
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la estructura de la GLP-1R y poderlo visualizar en el programa UCSF

Chimera.

1.2 INSTRUMENTOS

1.2.1  Muestras
Estructuras moleculares como proteinas, receptor del péptido similar al
glucagébn 1 (GLP-1R) y compuestos quimicos como Timol, Carvacrol y
Mentona que tienen la funcidon de agonistas, extraidos de las bases de datos
PDB (Protein Data Bank) y PubChem.

1.2.2 Hardware
Computadora de alto rendimiento con las siguientes caracteristicas:

e Estacion de Trabajo: Procesador Ryzen 5 con una velocidad de Reloj
3.5GHz, Memoria RAM de 32GB, 02 GPUs GTX 4070, con 4 discos
duros de 6Tb, 4Tb, 1Tby 1Tb M2.

1.2.3  Softwares
Gromacs v.2023.3, UCSF Chimera v.1.16, UCSF ChimeraX v.1.8, Python
v.3.8.10, Gaussian 16, AutoDock Vina v.1.2.0 y APBS v.3.4.1.

Servidores en linea: Lig Par Gen y PDB sum.

2. CAMPO DE VERIFICACION
21 AMBITO:

La investigacion se realizard virtualmente en el Centro de Investigacion de
Ingenieria Molecular-CIIM de la Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa.
Pert.

2.2 TEMPORALIDAD
El presente trabajo de investigacion se ejecutara en el periodo comprendido entre
marzo del 2024 y diciembre del 2024.

2.3 UNIDADES DE ESTUDIO
Se utilizard estructuras moleculares presentes en la base de datos Gaussian View
y Protein Data Bank.

2.4 CRITERIOS DE SELECCION

2.4.1 Criterios de Inclusion

e Compuestos moleculares presentes en la Minthostachys mollis.
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e Compuestos que hayan demostrado en investigaciones anteriores su afinidad
con la GLP-1R.

e Estructuras completas en las bases de datos y con buena resolucion.

e Estructuras en 3D.

2.4.2  Criterios de Exclusion

e Compuestos moleculares que no se encuentren en la Minthostachys mollis.

e Compuestos de la mufia los cuales no presentan afinidad con la GLP-1R
segun investigaciones anteriores.

e Estructuras incompletas en las bases de datos y con baja resolucion.

e Estructuras en 2D.

3. ESTRATEGIAS DE RECOLECCION DE DATOS
3.1 ORGANIZACION

Para comenzar la presente investigacion se hard una exhaustiva revision
bibliografica asociada a la busqueda de base de datos en Protein Data Bank, lo
que nos permitira seleccionar las estructuras moleculares de la GLP-1R y a través
de PubChem los ligandos: carvacrol, timol y mentona.

Luego se procedera a ejecutar cada uno de los pasos presentes en la Figura F para
optimizar las estructuras y simular el complejo GLP-1R-DPPC, para después
hacer posible el acoplamiento molecular del complejo mediante el sofware
AutoDockVina.

Se emplearan posteriormente técnicas de simulacion de dindmica molecular de los
complejos usando la opcion PDB2GMX de GROMACS.

Para el célculo de las diferentes energias se utilizard la funcion g mmpbsa de
APBS que servira para determinar el potencial energético de la superficie de la
estructura de la GLP-1R y asi poder analizar los resultados, a través de los

diferentes visualizadores como MM/PBSA y LigPlot.
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Figura F. Diagrama de Flujo del Proceso de Investigacion
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3.2 RECURSOS
3.2.1 Humanos
e Investigador
e Asesores
3.2.2 Institucionales
e Facultad de Medicina Humana de la Universidad Catolica de Santa Maria.
e Centro de Investigacion en Ingenieria Molecular — CIIM
3.2.3  Materiales
e Muestras: Estructuras moleculares como proteinas, receptor del péptido
similar al glucagon 1 (GLP-1R) y compuestos quimicos como thymol,
carvacrol y carvona que tienen la funcion de agonistas, extraidos de bases de
datos como PDB (Protein Data Bank) o PubChem.
e Hardware: Computadora de alto rendimiento las siguientes caracteristicas:
o Estacion de Trabajo: Procesador Ryzen 5 con una velocidad de Reloj
3.5GHz, Memoria RAM de 32GB, 02 GPUs GTX 4070, con 4 discos duros
de 6Tb, 4Tb, 1Tb y 1Tb M2.
e Sofwares:
o Gromacs v.2023.3, Chimera UCSF v.1.16, Python v.3.8.10, Gaussian
16, AutoDock Vinav.1.2.0 y APBS v.3.4.1.
o Servidores en linea: Lig Par Gen, PDB sum.
3.2.4 Financieros

Autofinanciado

3.3 VALIDACION DE INSTRUMENTO

El presente estudio no requiere validacion de instrumento, ya que, la validacion
en estudios de docking molecular generalmente implica la comparacion de los
resultados de la prediccion con datos experimentales conocidos o con datos de
referencia, si estan disponibles. Sin embargo, es importante destacar que, aunque
la validacion es crucial para garantizar la precision y la fiabilidad de los resultados
de docking, no se refiere a la validacion de un instrumento fisico en si, sino mas
bien a la validacion de los métodos y algoritmos computacionales utilizados en el

proceso de prediccion de interacciones moleculares.
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3.4 CRITERIOS ETICOS
El presente trabajo no presenta dilemas éticos ni requiere la aprobacion de un
comité de ética, puesto que, no utiliza informacion personal ni muestras biologicas
vivas, ademas no intervienen seres vivos como tal, todo es a través del uso de
simulaciones en computadoras de alto rendimiento, por ello, no genera ningiin
potencial de riesgo ni vulnerabilidad de los principios éticos para las

investigaciones médicas.
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CAPITULO III RESULTADOS

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s#7% . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Q| CATOLICA

TESIS UCSM #  DE SANTA MARIA

IDENTIFICACION DEL POTENCIAL ANTIDIABETICO DE LA
MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) IN SILICO MEDIANTE LA
ESTIMULACION DEL GLP-1R POR SIMULACION DE DINAMICA
MOLECULAR

Figura 1. Estructura obtenida del Protein Data Bank con el codigo 7KI1,
sombreado de morado tenemos a la GLP-1R, el resto comprende la GLP-1 y el

complejo G

1. OBTENCION DE ESTRUCTURAS DE LAS BASES DE DATOS
1.1  GLP-1R

Para obtener la estructura molecular del Glucagon Protein Like 1 Receptor, la cual
esta sombreada de color morado, se requiri6 el uso de la base de datos Protein
Data Bank, de la cual se obtuvo la estructura experimental con el codigo 7KI1

(ver Figura 1) que fue extraida mediante microscopia electronica con una

resolucion de 2.5 A_(73); ademas, contiene las estructuras del complejo de la

proteina G y la GLP-1 coloreados de color gris.
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IDENTIFICACION DEL POTENCIAL ANTIDIABETICO DE LA
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Tabla 1. Secuencia de Aminoacidos de GLP-1R

Codigo | Nombre Cientifico AA | Secuencia de aminoacidos

7KI1 GLP-1R 491 MKTII... HHHHH

La ya mencionada GLP-1R cristalizada, tiene la secuencia expuesta en la Tabla |
de la cual se complet6 los aminodcidos con las herramientas Modeller del software

ChimeraX (73-76).
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Tabla 2. Compuestos de Origen Natural provenientes de la Minthostachys mollis

Compuesto Codigo Identificador Estructura
Carvacrol CID 10364 CVC
Mentona CID 26447 MTN \Q
Timol CID 6989 TML N

1.1  COMPUESTOS DE ORIGEN NATURAL PROVENIENTES DE
MINTHOSTACHYS MOLLIS

De la misma manera, se obtuvieron las estructuras de los compuestos quimicos
interactuantes utilizados en este estudio, de la base de datos PubChem, como
podemos observar en la Tabla 2 (77), luego se obtuvieron los archivos de
coordenadas en el formato .gro y la topologia del ligando utilizando el servidor en
linea LigParGen (78), estos compuestos luego de ser descargados fueron
optimizados en sus posiciones atdmicas y su carga con el programa Gaussian 16

(79) con los métodos AM1 y CAM-B3LYP (Hirshfeld), respectivamente.
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IDENTIFICACION DEL POTENCIAL ANTIDIABETICO DE LA
MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) IN SILICO MEDIANTE LA
ESTIMULACION DEL GLP-1R POR SIMULACION DE DINAMICA
MOLECULAR

Figura 2. Proceso de construccion del complejo GLP1R-DPPC (a) Membrana

dilatada; y, (b) Membrana comprimida

@ (b)

2. CONSTRUCCION DEL COMPLEJO GLP1R- DPPC

Habiendo obtenido la estructura molecular completa de la GLP-1R y un modelo de la
estructura de una membrana celular compuesta por moléculas de dipalmitoil fosfatidil
colina (DPPC) (80) se procedi6 a la construccion de un sistema que comprenda ambos
complejos moleculares para simular, de una manera mas adecuada, la realidad. Para
lograr lo anterior mencionado, se concatenaron ambos archivos que contienen las
coordenadas de las estructuras; sin embargo, para obtener el complejo tal cual la
realidad no es suficiente solo concatenar ambas estructuras; sino que se tuvo que
realizar un proceso de dilatacion y compresion de la membrana hasta obtener un area
por lipido de 62 A2 (como se puede observar en la Figura 2); proceso en el cual se
tuvieron que eliminar moléculas de DPPC, en la posicidon en la que se coloco el
receptor, en un radio especifico de 14 A para que estas no se sobrepongan en los
residuos ni en los canales o los bolsillos que puedan haberse formado dentro de la

GLP-1R.
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Figura 3. Sistema isocorico-isotérmico-isobdrico estable después de una

simulacion de dindmica molecular de la GLP1R-DPPC de 200 ns.

3. SIMULACION DE LA DINAMICA MOLECULAR DEL COMPLEJO
GLP1R-DPPC

Para poder replicar las condiciones en la que se puede desarrollar el receptor junto
con la membrana, se construyd un sistema en un espacio triclinico solvatado con
moléculas de agua a una concentracion de 0.15 M de NaCl, ademads de ser isobdrico,
isotérmico e isocorico con 1.66171 bar, 309.65 K, 2493.32 nm? y 983.008 kg/m?
constantes, respectivamente. El sistema se puso en estas condiciones a lo largo de
una trayectoria de 200 ns (Figura 3), para garatizar la estabilidad del complejo

formado dentro del sistema, con las condiciones establecidas.
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Figura 4. Grafico de la desviacion de la raiz media cuadrética de la posicion de

los atomos en nm del receptor GLP-1R, durante 200 ns.
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Como se aprecia en la Figura 4, en el grafico de la raiz media cuadratica de la
posicion de los atomos del receptor GLP-1R, se pueden apreciar diferentes picos y
valles que representan el movimiento y la trayectoria de los atomos de la proteina,
en nanometros (nm), a lo largo de un tiempo, puesto en nanosegundos (81). En la
curva se puede ver claramente una oscilacion significativa de la trayectoria en los
primeros 130 ns, que a partir de los 150 ns disminuye, observando que solo varia en
un rango menor de 0.2 nm, lo que significa que el sistema logra una estabilidad al

final de la trayectoria.
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Figura 5. Grafico de la fluctuacion de la raiz media cuadratica, en nandmetros,

de cada uno de los residuos del receptor GLP-1R.
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Por otro lado, en la Figura 5 podemos observar la fluctuacién de la raiz media
cuadratica de los residuos de la GLP-1R, de la que se puede discernir mediante los
picos prominentes que residuos exactamente se mueven a lo largo de toda la dindmica
molecular, en este caso particular vemos como los residuos del 50 al 70, 340 al 360
y 480 al 491 del receptor tienen un mayor movimiento. Esto luego serd comparado
con los sistemas construidos junto con los compuestos interactuantes de origen
natural, en donde se veran diferencias con respecto a este grafico y se podra

establecer que ligandos especificos ejercen un cambio en la GLP-1R.
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Figura 6. Grafico de la variacion del radio de giro, en nanémetros, del receptor

GLP-1R a lo largo de 200 ns de simulacion.
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En el caso de la Figura 6, podemos ver el radio de giro del receptor, o, en otras
palabras, el grado de compactacion o plegamiento de una proteina en su estructura
tridimensional, puesta en nandmetros, a lo largo de toda la trayectoria, en
nanosegundos. En dicha curva se puede ver como entre los 90 y 100 ns ocurre una
drastica compactacion en el sistema, que luego va aligerando permitiendo la
flexibilidad de la proteina hasta llegar a un radio de 3.19 nm; viendo que esta
comenzd con un radio de aproximadamente 3.23 nm, podemos concluir que la GLP-
IR sufrié una muy ligera compactacion después de la simulacion de la dindmica
molecular, en resumen, esta proteina se mantiene estable con su forma inicial

obtenida en la base de datos PDB.
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Figura 7. Grafico de Ramachandran de la GLP-1R después de haber sido
procesada. Residuos en regiones mas favorecidas (ro0jo): 78.5%. Residuos en
regiones permitidas adicionales (amarillo): 19.7%. Residuos en regiones
generosamente permitidas (crema): 0.9%. Residuos en regiones no permitidas

(blanco): 0.9%. Total de residuos: 100%.
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Como estd expuesto en la Figura 7 realizada con PDBsum (82), se puede concluir
que la conformacion de la estructura del receptor GLP-1R, después de haber pasado
por el tratamiento de una simulacion de la dindmica molecular, puede darse
naturalmente y no es una estructura imposible, debido a que los aminoéacidos

ubicados en las regiones permitidas y favorables es mas del 90%.
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Tabla 3. Energia de afinidad presente en la interaccion proteina-ligando del mejor ensayo de cada

complejo formado por los diferentes compuestos.

C:él(:g;lae;(t)(;s Numero de Ensayo kcal/mol
cvC 575 -5.510
TML 750 -5.333
MTN 141 -5.224

4. ACOPLAMIENTO MOLECULAR DE LIGANDOS NATURALES AL
COMPLEJO FORMADO (DOCKING MOLECULAR)

En este proceso de la investigacion se utilizaron las estructuras 3D de los ligandos
extraidos de la base de datos mencionada anteriormente, PubChem, ya optimizadas
en estructura y cargas, para acoplarlas al complejo estabilizado GLP1R-DPPC. En
este paso, se realizaron 1000 ensayos con un método estocastico usando el programa
AutoDockVina (83), con cada uno de los compuestos interactuantes de origen
natural, siendo un total de 3000 ensayos; de los cuales solamente se selecciond 1 de
cada mil ensayos, discriminando las variables por la energia de interaccion obtenida.

Obteniendo como resultado las energias respectivas especificadas en la Tabla 3.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M - UNIVERSIDAD
: %& CATOLICA
TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

REPQSITORIO DE

IDENTIFICACION DEL POTENCIAL ANTIDIABETICO DE LA
MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA) IN SILICO MEDIANTE LA
ESTIMULACION DEL GLP-1R POR SIMULACION DE DINAMICA
MOLECULAR

Figura 8. Representacion grafica del acoplamiento molecular de los compuestos
de origen natural (a) CVC, (b) TML y (c) MTN en la estructura del receptor
GLP-1.
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Para poder realizar un analisis superficial sobre la ubicacion de este acoplamiento en
cada caso, se uso el visualizador UCSF Chimera X (74), ya antes mencionado, del
cual se extrajo lo expuesto en la Figura 8. En el caso del sistema en el que se acoplo
el ligando Carvacrol con el receptor embebido en la membrana, se puede observar
que se ubico en la region extracelular de la GLP-1R en un bolsillo formado
internamente en la proteina; por otro lado, en el caso del complejo que incluye el
ligando Timol, la posicion de acoplamiento se ve mdas orientado a la region
transmembranal, debido a que aqui se encuentra el bolsillo principal de la proteina,
lugar donde se forma una especie de canal, ya antes mencionado en el proceso de
construccion del sistema GLP1R-DPPC. Por tltimo, tenemos al acoplamiento del
ligando Mentona que al igual que con el CVC, se ubica en la region extracelular,
pero en un bolsillo de la superficie mas externa del receptor. Estos célculos
estocasticos solo permitieron ubicar de manera correcta los metabolitos naturales en
la estructura del GLP-1R, por lo que no son resultados concluyentes solo son
aproximaciones, que durante los siguientes procesos, especificamente la simulacion
de la dindmica molecular, la posicion de estos ligandos en la proteina puede o no

modificarse por cambios conformacionales.
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Tabla 4. Construccion de los sistemas isocdricos, isotérmicos e isobaricos de los complejos

GLP1R-DPPCy los ligandos naturales

Unidades | Volumen (nm?®) Densidad (kg/m®) | Temperatura (K) | Presion (bar)
TML 2633.68 985.952 309.651 1.63318
CvC 2603.12 986.131 309.651 1.62573
MTN 2603.17 986.036 309.651 1.62236

5. SIMULACION DE LA DINAMICA MOLECULAR DE LOS
COMPLEJOS GLP1R-DPPC Y LIGANDOS NATURALES
Después de obtener las coordenadas de acoplamiento de cada compuesto
interactuante de origen natural, se pudo armar el complejo final junto con el receptor
GLP-1 y la membrana DPPC. De la misma manera que con el complejo GLP1R-
DPPC, con lo ligandos naturales se construyeron sistemas isocoricos, isotérmicos e
isobaricos; especificamente, con el compuesto TML se logrd alcanzar un volumen
constante de 2633.68 nm? una densidad constante de 985.952 kg/m? una
temperatura de 309.651 K y una presion de 1.63318 bar; en el caso del ligando CVC
se obtuvo un sistema con un volumen constante de 2603.12 nm?, una densidad de
986.131 kg/m?, una temperatura de 309.651 K y una presion de 1.62573 bar;
finalmente, para el complejo formado por el compuesto MTN se lograron establecer
las magnitudes constantes de 2603.17 nm?, 986.036 kg/m?, 309.651 Ky 1.62236 bar.
Siendo asi que todos estos sistemas fueron colocados en una simulacion de una

duracion de 100 ns.
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Figura 9. Representacion gréafica de la estructura resultante al término de la
simulacion de la dindmica molecular de los complejos (a) CVC-GLP1R-DPPC,
(b) TML-GLP1R-DPPC y (c) MTN-GLP1R-DPPC
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Al término de los 100 ns antes mencionados, se obtuvo una imagen de cada complejo,
como se puede ver en la Figura 9, para, de esta manera, observar los cambios en la
estructura que ocurrieron a lo largo de la simulacion.

En el caso del complejo compuesto por el ligando CVC vemos que no ocurrieron
cambios significativos; en la estructura que comprende al metabolito TML vemos
que el ligando se mantuvo en el sitio activo en el que se acoplo desde un inicio,
ademads, de que al parecer, debido a una fuerte afinidad o energia de unidn, este
ligando permiti6 que la region extracelular del receptor GLP-1 viajara hacia un lado
acercandose mas a la membrana; por ultimo, en el caso del complejo con el
compuesto MTN se pudo observar que el ligando penetrd mas en la superficie de la
proteina, a diferencia de la posicion en la que se encontraba en el docking, donde
estaba muy por fuera de la superficie con un probable riesgo de desacoplarse.

De esta manera se logré determinar que los compuestos interactuantes de origen

natural si presentan una afinidad con el receptor.
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Figura 10. Grafico de la desviacion media cuadrética de la posicion de los
atomos en nanometros de cada sistema formado con los respectivos ligandos a lo
largo de 100 ns. Se muestra en anaranjado la curva de trayectoria del complejo

formado por el ligando CVC; de celeste, por MTN; y de verde, por TML.
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En el caso de la desviacion de la raiz media cuadratica se realizé un grafico en el que
se puedan comparar las trayectorias de los diferentes complejos formados a lo largo
del tiempo de simulacion. Y como se puede observar en la Figura 10, se ven las
curvas formadas por los cambios de las posiciones de los d&tomos de cada complejo
a nivel de proteina-ligando, a lo largo de 100 nanosegundos; en las que vemos un
comportamiento similar entre los complejos formados por los compuestos carvacrol
y mentona llegando a un aparente equilibrio desde aproximadamente los 39
nanosegundos; habiendo una pequefa perturbacion en la curva del compuesto MTN-
GLPIR en los 90 nanosegundos. A diferencia del complejo compuesto por timol y
el receptor de la GLP-1, que tarda mas en parecer estable, por presentar fluctuaciones,

estas no son significativas, ya que los picos no son mayores al rango de 0.2 nm.
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Figura 11. Gréfico de la fluctuacion media cuadratica de la posicion de los
residuos del receptor GLP-1 en nanémetros de cada sistema formado con los
respectivos ligandos. Se muestra en anaranjado la curva de trayectoria del
complejo formado por el ligando CVC; de celeste, por MTN; de verde, por
TML; y de negro, GLP-1R sin ligando.
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Por otro lado, en ¢l caso de la fluctuacion de la raiz media cuadratica de los residuos
de la proteina proyectada en la Figura 11, podemos ver que los complejos formados
por el Timol y la Mentona mantienen un comportamiento muy similar al complejo
solo formado por la GLP-1R sin los ligandos, lo que significa que estos compuestos
naturales no generan cambios posicionales significativos en los residuos del receptor.
En cambio, con el complejo constituido por el Carvacrol y el receptor de la GLP-1,
se ve que ocurren fluctuaciones en casi todos los aminoacidos que constituyen a la
proteina, lo que significa que esta union entre ligando y receptor permite que los
residuos de la GLP-1R sean mas flexibles y tengan tendencia a moverse mas, lo que

afecta la estabilidad.
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Figura 12. Gréfico que dibuja la variacion del radio de giro del receptor GLP-1
en nanometros de cada sistema formado con los respectivos ligandos a lo largo
de 100 ns. Se muestra en anaranjado la curva de trayectoria del complejo

formado por el ligando CVC; de celeste, por MTN; y de verde, por TML.

Radio de Giro : Complejos GLP1R-Ligandos Naturales

3.30
3.25 |
3.20 ]
315 |
3.10 | ,’\W ¥ | |
W A AW:\ b A M‘M M b M il
P T LUNTTRRT R i g
3.00 M1“"\F,JK\WJ”\(!’J’#wk\“‘“’J\rw Mw MMMW"K ‘ "W [ M \N N W ‘A}JM‘N
295 |
2.90

Re-CVC Re-MTN Re-TML

Rg(nm)

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
Time (ns)
Por ultimo, debemos analizar el grado de compactacion de los complejos, por lo que
fue necesario realizar un grafico donde se pueda representar lo mencionado
anteriormente, como en la Figura 12, en la que podemos ver 3 comportamientos
diferentes, en el caso del complejo CVC, observamos que existen variaciones en la
curva a lo largo de la trayectoria, pero el radio de giro se expande ligeramente; en el
del TML, se mantiene; y en el de la MTN se comprime o compacta ligeramente; pero
en general, en el grafico no se ven cambios bruscos desde el inicio hasta el final de

cada curva; por lo tanto, podemos decir que hay una estabilidad de los complejos.
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Figura 13. Representacion de las interacciones entre ligandos naturales (a)
CVC, (b) TML y (¢c) MTN y el receptor GLP-1, especificando los enlaces y

contactos formados con ciertos residuos de la proteina.
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6. ANALISIS DE INTERACCION RECEPTOR-LIGANDO:
6.1 ENLACES FORMADOS:

Para comenzar, mediante el servidor PDBsum (81) logramos obtener los enlaces
generados en las interacciones de proteina-ligando, con ayuda del visualizador
LigPlot (84). Aqui se determino que en el caso especifico del CVC (Figura 13 (a))
solamente se generaron 12 contactos no enlazantes, 5 con la tirosina 78, 1 con la
prolina 95, 4 con la arginina 130 y 2 con la cisteina 135; en el caso del complejo
compuesto por el TML (Figura 13 (b)) se formaron 32 contactos no enlazantes, 6
con la fenilalanina 28, 10 con la glutamina 35, 2 con la glicina 36, 1 con la alanina
37, 5 con la metionina 213, 1 con la serina 215, 1 con la treonina 216, 1 con la
glutamina 219, 1 con la glutamina 230, 3 con la treonina 307 y 1 con la arginina
308; finalmente, en la interaccion entre la MTN (Figura 13 (¢)) y GLP-1R se
formaron 16 contactos no enlazantes, 2 con la prolina 34, 3 con la valina 39, 2 con
la serina 40, 2 con la leucina 41, 4 con la prolina 99 y 3 con la serina 102, ademas
de un enlace de hidrégeno con la leucina 41, lo que favorece la estabilidad de la

interaccion.
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Tabla 5. Energia libre de union de interaccion proteina-ligando de los complejos

Energia
cal/mol) x
Van der Electrostatica Solvatacién SASA SAV Union
> Waal Polar
Complej
TML -28.27£1.96 | -187.79+10.61 64.72+3.95 -2.97+0.15 -30.09+3.39 -184.40+9.32
MTN -26.05+2.33 -2.38+1.34 8.24+1.69 -2.99+0.16 -29.61+4.38 -52.79+5.76
cve -21.69+2.96 -0.64+1.27 8.2242.31 -2.97+0.16 -27.00+5.06 -44.09+7.25

6.2 CALCULO DE MM/PBSA (Molecular Mechanics Poison-Boltzmann
Surface Area):
Para determinar la afinidad entre proteina-ligando se utilizo el método MM/PBSA
con el cual se calcul6 todas las energias que intervienen en esta interaccion. Los
anillos aromaticos de los ligandos pueden ser determinantes para el valor de la
energia de Van der Waals, por ello todos los complejos tienen un valor negativo
(Tabla 5), es decir, encajan en la cavidad hidrofébica (sitio de union) del receptor,
destacandose el complejo formado por el timol, ya que presenta el valor mas
negativo, por su unioén en la region transmembranal del GLP-1R.
La energia electrostatica en el caso especifico del timol, contiene un grupo
hidroxilo, el cual posee una carga parcial negativa, presentando una buena
atraccion electrostatica con residuos de la GLP-1R. Por otro lado, en la
solvatacion polar, el timol posee una energia mas positiva que los demas,
indicandonos que la solvatacion en agua de este compuesto es menos favorable
en términos energéticos por sus regiones hidrofobicas como el grupo isopropilo y
metilo. En el caso de SASA y la energia SAV, los tres complejos formados tienen
una energia similar, ya que todos los ligandos se han unido en algin bolsillo de la
proteina GLP-1R, no interactuando con el solvente.
Por ultimo, tenemos a la energia de union que es la suma de todas las energias
mencionadas anteriormente, siendo asi que mientras mas negativa la energia,

tenemos una union mas fuerte y estable, como en el caso del timol.
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Figura 14. Representacion grafica del potencial electrostatico (APBS) en kT/e
de la GLP-1R antes de pasar por el proceso de simulacion de la dindmica

molecular del complejo ligando-GLP1R-DPPC.
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6.3 RESULTADOS DE APBS:

Para evidenciar si los compuestos interactuantes de origen natural producen mas
cambios en la superficie de la GLP-1R, se realizo el analisis del potencial
electrostatico con el uso del método APBS (85) y se visualizé con ayuda de UCSF
Chimera X (74). En todas las iméagenes realizadas con el visualizador se agrego
una escala en la que se representa el rango de potencial que se tomd en cuenta de
-8 a 8 kT/e. Para efecto de comparar, primero se realizd este analisis con la
superficie de la GLP-1R estable, antes de ser utilizada para el proceso de
simulacion del complejo ligando-GLP1R-DPPC; tal como, se observa en la Figura
14 esta mantiene una carga negativa en la region extracelular del receptor GLP-
IR, totalmente contrario a la region intracelular que muestra una carga positiva;
esto puede deberse a la carga positiva que tiende a tener la GLP-1, que es el

sustrato natural de dicho receptor.
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Figura 15. Representacion grafica del potencial electrostatico (APBS) en kT/e

del complejo TML-GLP1R después de la simulacion de la dindmica molecular.
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Asimismo, vemos que la carga positiva de la region intracelular se mantiene en
los casos de los complejos formados con los ligandos naturales; por otro lado,
vemos que en el caso del complejo que es formado por el compuesto TML (ver
Figura 15), concentra la carga negativa en el sitio activo en el que se llevo a cabo
la interaccion neutralizando el resto de 4rea extracelular del receptor,
demostrandose asi la alta afinidad que tienden a tener ambas moléculas; ademas
de que por ser el bolsillo en donde normalmente los agonistas de la GLP-1R se
unen, puede presentar un punto positivo mas para el uso de tratamientos que se

complementen.
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Figura 16. Representacion grafica del potencial electrostatico (APBS) en kT/e

del complejo MTN-GLPI1R después de la simulacion de la dindmica molecular.
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Con el complejo formado por el compuesto MTN la situacion con la region
intracelular no fue diferente, ya que se mantuvo la carga positiva; en la region
extracelular hubo cambios. Al contrario que con el ligando TML, el lugar de
interaccion se neutralizo y el resto de la region se mantuvo con la carga negativa;
lo cual también es positivo, ya que, al unirse en un sitio alostérico puede trabajar

ayudando la accién de la GLP-1 sobre la GLP-1R o junto con otro tratamiento.
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Figura 17. Representacion grafica del potencial electrostatico (APBS) en kT/e

del complejo CVC-GLPIR después de la simulacion de la dindmica molecular.
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En este ultimo caso, se puede ver que el ligando CVC no ejerce ningiin cambio
significativo sobre la carga de la superficie de la GLP-1R, lo cual podria tener los
mismos efectos positivos alostéricos que el compuesto MTN, a pesar de su baja

energia de unioén con la GLP-1R.
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DISCUSION

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad muy prevalente a nivel mundial, que ird en
aumento en los afios proximos, caracterizada por la escasa secrecion de insulina o
resistencia a esta. Dentro de todos los tipos de diabetes, el tipo 2 es el més comun y el
que se podria decir, tiene mas factores de riesgo relacionados siendo los mas importantes
la genética y la obesidad, afectando asi la vida de muchas personas (3).

Su clinica es muy caracteristica, pero lo mas frecuente es no presentar sintomas hasta el
debut relacionado a las complicaciones micro o macrovasculares.

Comprender la fisiopatologia de la diabetes ha ayudado a crear dianas terapéuticas para
el manejo de la enfermedad y la prevencion de complicaciones (38). Uno de los
tratamientos que ha estado teniendo mas auge en los ultimos tiempos son los agonistas
del receptor similar al glucagén 1 (GLP-1R) por su accion insulinotrépica dependiente de
glucosa, asi como beneficios para reducir la ingesta de alimentos y del peso corporal (9),
sumado a esto estd el renovado interés en los sistemas tradicionales de medicina donde

las plantas vuelven a ser usadas para el tratamiento de la diabetes.

Ultimamente, los estudios in silico han ayudado con las investigaciones sobre potenciales
farmacos para diversas enfermedades y los productos naturales también han contribuido
a su tratamiento como observamos en el estudio “/n silico identification of antidiabetic
target for phytochemicals of 4. marmelos and mechanistic insights by molecular
dynamics simulations” (12), donde comprueba las nuevas investigaciones que se estan
realizando en el intento de crear nuevos tratamientos en base a hierbas con potencial
medicinal, que estén al alcance de todas las personas y con menos efectos adversos.
Ademas, podemos ver que lo mencionado anteriormente no solo es una evidencia sobre
los fitoquimicos como potenciales metabolitos para tratar la diabetes, sino como se
menciona en el articulo “Potential Role of Phytochemicals as Glucagon-like Peptide 1
Receptor (GLP-1R) Agonists in the Treatment of Diabetes Mellitus” (87), existen
multiples antecedentes sobre este tema, y sobre como estos pueden ser usados como
agonistas de la GLP-1R.

Consecuentemente, se adopta una perspectiva en la que se toma como objetivo las plantas
endémicas del Peru, en esta busqueda se generd especial interés de la mufia, ya que
practicamente, esta planta es usada como medicina tradicional por pacientes con DM2,
como se explica ampliamente en la tesis “Practica de la medicina tradicional y

complementaria en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II en un Centro Especializado
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de Salud Lima — 2019, plasmando la importancia del consumo de la mufia dentro de una
poblacion que practica la medicina complementaria para tratar enfermedades como la
diabetes y la hipertension arterial (88); sin embargo, tedricamente no hay muchos datos
cientificos sobre esta planta en los que se pueda ver el uso de la mufia como un tratamiento

médico real.

Por esto, se vuelve necesario investigar la capacidad antidiabética de la mufia y si los
compuestos dentro de esta pueden representar un tratamiento, en el cual actien como
agonistas de la GLP-1R para las personas con DM2.

No obstante, después de hacer una busqueda en bases de datos significativas como
Scopus, ScienceDirect y PubMed, usando las palabras: “Minthostachys mollis”, “GLP-
IR”, “diabetes”, “agonist”, “antidiabetic’; no se hall6 evidencia especifica en la que se
exponga a la planta en cuestion como un posible hipoglucemiante.

Como no se encontré informacion determinante sobre la especie M. mollis, fue
indispensable la busqueda de datos sobre otras especies del mismo género en los que se
observe actividad antihiperglucemiante, como se demostr6 en la investigacion
“Phytochemicals of Minthostachys diffusa Epling and Their Health-Promoting
Bioactivities”, en la cual se evidencia una potencial actividad antidiabética mediante la
inhibicion de enzimas como la alfa-amilasa y la alfa-glucosidasa con aceites esenciales
provenientes de las partes aéreas de la M. diffusa (71); sin embargo, son objetivos que en
esta investigacion no se han tomado en cuenta, debido a que la inhibicion de estas enzimas
permite la disminucion de la glucosa en sangre, en cambio los agonistas de la GLP-1R

estimulan la excrecion de insulina.

Con ello, se determin6 que al menos en el género existe un alto potencial antidiabético,
por lo cual se dedujo que es necesario entender la composicion de la Minthostachys, ya
que, esta puede jugar un papel muy importante en la actividad agonista de la GLP-1R,
que como sabemos de investigaciones anteriores es predominante en monoterpenos (89).
Abhora, teniendo como foco principal a los monoterpenoides se hallé que estos han sido
escasamente estudiados, dentro de estas pocas investigaciones cientificas se puede
destacar su accion sobre las enzimas alfa-glucosidasas inhibiéndolas, su efecto en la
gluconeogénesis y la glucolisis; asi como también su efecto hipoglucémico y su actividad
protectora y proliferante sobre las células beta pancreaticas por monoterpenos como
timol, carvacrol, catalpol, Swertiamarin, -Pinene y D-limonene (70,72). Afiadiendo el

efecto sinérgico que existe junto con los flavonoides como antioxidantes e inhibidores de
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enzimas y el efecto modulador sobre las vias metabdlicas que involucran al PPARYy,
AMPK y GLUT4, que son mecanismos bien definidos de accién antidiabética y de

sefalizacion de insulina (72).

Explicando todo lo anterior, se puede demostrar el claro potencial terapéutico de los
monoterpenoides encontrados dentro de la Minthostachys mollis ante la DM2, y asi
fundamentar el uso del timol, carvacrol y mentona en esta investigacion. Asi mismo,
destacar que estos compuestos son muy similares entre si diferenciandose por la posicion
de sus grupos funcionales oxigenados o por los enlaces dobles que presentan en el anillo
ciclohexano como se puede observar en la Tabla 2.

Ademas, podemos ver que la energia de union es la resultante de la suma de las energias
de Van der Waals, electrostatica, solvatacion polar, superficie accesible al solvente y
volumen accesible al solvente, dados los resultados expuestos en la Tabla 5, donde se us6
el método MM/PBSA, para determinar las caracteristicas de cada interaccion, segun la
energia libre de union.

El potencial de union fue reafirmado al obtener resultados positivos para la investigacion,
de esta manera, se entiende que los fitoquimicos encontrados en la Minthostachys mollis
son afines al receptor GLP-1, en un sistema que considera variables determinantes en el
logro de un sistema equilibrado, lo que se puede evidenciar en las energias de union
calculadas entre cada ligando y el receptor, siendo asi el timol -184 kcal/mol, la mentona
-53 kcal/mol y el carvacrol con la mayor energia -44 kcal/mol. Hay que tener en cuenta
que mientras mas negativa sea la energia hay una mayor afinidad y estabilidad. Por otro
lado, mientras mas positivo, puede ser el reflejo de una eficacia reducida, baja afinidad,
mayor probabilidad de disociacion y tener que utilizar una dosis mayor. Es necesario
afiadir también que el comportamiento de la GLP-1R se desarroll6 con total normalidad
y al afiadir estos compuestos a su superficie se comportd de diferente manera en cada
caso. Con el timol se vio una neutralizacion de la superficie, lo cual facilitd la activacion
del receptor, estabiliz6 la estructura y favorecio la sefializacion; con la mentona se vio un
comportamiento parecido pero mas tenue, con ello, se puede inferir que tiene la funcion

de un modulador alostérico, finalmente, con el carvacrol no hubo ningun cambio.

Para analizar la estabilidad del sistema a lo largo del tiempo de simulacion, fue necesario
el dibujo de distintos graficos que puedan ejemplificar los diferentes cambios
estructurales que sufrid la GLP-1R; de tal modo usamos distintas medidas como la

desviacion de la raiz media cuadratica (RMSD) de la posicion de los atomos, la
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fluctuacion de la raiz media cuadratica (RSMF) de los residuos del receptor y el radio de
giro (RG) del receptor para graficar, o bien, la conservacion de la estructura, o bien, los
cambios de esta en el tiempo.

También, la alta similitud mencionada anteriormente junto con la energia de afinidad
determinada de cada uno de los compuestos estudiados es posible conjeturar que la
posicion de los grupos funcionales oxigenados o los enlaces dobles pueden tener un efecto
diferencial en la afinidad que pueda resultar de la interaccion proteina-ligando, por
ejemplo en el caso especifico de la mentona se puede ver que esta se caracteriza por ser
un ciclohexano con un grupo funcional cetona, ademas de tener un grupo isopropil en el
carbono 2 y un grupo metilo en el carbono 5, lo que es muy diferente en los casos del
timol y del carvacrol, ambos siendo un anillo de fenol con los grupos funcionales
isopropil y metilo en diferentes posiciones, ironicamente esta similitud en cuanto a la
estructura no se ve reflejada en los resultados que se analizaron sobre la interaccion del
receptor y los ligandos, ya que en el caso del timol se obtuvieron mas enlaces y contactos,
una mayor afinidad, una interaccion mas fuerte y estable, siendo la antitesis el carvacrol
obteniendo resultados totalmente contrarios, menos enlaces y menor afinidad. Lo que
puede ser un importante factor al momento de crear o disefiar futuras invenciones de

farmacos.

Después de todo lo revisado identificamos en la Minthostachys mollis actividad
antidiabética, debido a sus principales compuestos, tal como los terpenoides y
fundamentado en los resultados concluyentes se obtiene mas evidencia sobre lo dicho,
afiadir también que es necesario profundizar mas sobre estos compuestos interactuantes
en procesos in vitro e in vivo, en los que se pueda evaluar el efecto de secrecion de
insulina, calcio y cAMP intracelular en cultivos de células beta pancreaticas de seres
vivos, asi como ver los efectos de estos en roedores, analizando los niveles de glucosa en
sangre, el peso corporal, la secrecion de insulina, la proliferacion celular de las células
beta pancredticas, los niveles de GLP-1 secretados y el nivel de expresion de la GLP-1R

genéticamente hablando.
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CONCLUSIONES

PRIMERA Se logro identificar el potencial antidiabético de los compuestos
provenientes de la Minthostachys mollis (mufia): timol, carvacrol y mentona
por su afinidad con el receptor de la GLP-1, ya que, en el proceso de
acoplamiento estos lograron ubicarse en la superficie proteica; en la
simulacion de dindmica molecular lograron mantenerse en los bolsillos de
acoplamiento y segtin el método MM/PBSA los 3 ligandos presentaron una

energia negativa de interaccion con el receptor.

SEGUNDA En el caso particular timol desde el acoplamiento molecular vimos que se
unié al sitio activo de la GLP-1R, que se encuentra en un bolsillo de la
region transmembranal, esto nos daba una pista de que pueda tener una
mayor energia de afinidad, tal como se pudo ver con la gran cantidad de
enlaces generados entre la interacciéon proteina-ligando, que, como

consecuencia, produjo una alta energia de union de -184 kcal/mol.

TERCERA La mentona en el proceso de acoplamiento se ubicé en la region extracelular
de la GLP-1R y no logro6 penetrar la superficie de la proteina estando en una
parte mas superficial, lo que fue preocupante, ya que en estos casos hay mas
probabilidad de que el ligando pueda desprenderse de la proteina y no
generar ningun tipo de interaccidn, sin embargo, en procesos posteriores el
ligando penetré mas la superficie de la proteina y pudo generar una cantidad
considerable de contactos no enlazantes y un enlace de hidrégeno, los cuales
permitieron evidenciar multiples cambios conformacionales en el receptor
que nos indicarian que hay posibles sitios alostéricos que también pueden

activarlo.

CUARTA El carvacrol en el acoplamiento molecular también se colocé en la region
extracelular de la GLP-1R, después de realizar la simulacion de la dinamica
molecular del complejo, se observd que en este caso no se generaron
muchos contactos no enlazantes, s6lo 12 y y ni un enlace de hidrogeno lo
que se vio reflejado en su baja energia de union y su escasa estabilidad al

interactuar con el GLP-1R.
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QUINTA  Existe un alto potencial antidiabético del timol, ya que, tiene la energia mas
negativa, es decir tiene mucha afinidad con el receptor, ademas neutraliza
la carga de la superficie de la GLP-1R; y respecto a la energia negativa
generada por la mentona, esta también es suficiente para poder decir que
hay una buena unidn, sin embargo seria la segunda mejor por su interaccion
en un posible sitio alostérico, por ultimo el carvacrol es el que presenta una
union mas débil por su escasa energia de interaccion e inestabilidad del

complejo.
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RECOMENDACIONES

PRIMERA A futuros investigadores, realizar la simulacion de dindmica molecular con
diferentes metabolitos provenientes de la Minthostacys mollis, para asi

poder aumentar su valor como antidiabético natural.

SEGUNDA En el caso de los ligandos, se recomienda ampliar el estudio de la naturaleza
quimica de los compuestos interactuantes, para determinar qué
caracteristica fisicoquimica permite establecer una interaccion apropiada
con el GLP-1R y profundizar en el conocimiento de sus principios activos

y la energia que generan.

TERCERA Replicar en estudios in vitro e in vivo los resultados obtenidos in silico sobre
la interaccion de los fitoquimicos de la Minthostacys mollis (mufia) con el
receptor de la GLP-1, para posteriormente utilizarlos en estudios clinicos de
pacientes con diabetes, lo que permitiria ampliar la visiéon sobre los

tratamientos que se pueda usar.

CUARTA Para realizar simulaciones de dinamica molecular in silico es recomendable
revisar cada parametro y después de cada resultado, examinar el
comportamiento de la estructura a fin de evitar que la membrana se degrade,
los ligandos se desacoplen o la proteina tenga cambios conformacionales no
deseados por definir equivocadamente algunos comandos dentro de los

programas usados.
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