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Resumen de la tesis que presenta Cindy Manríquez Rodríguez como requisito parcial para la obtención 
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biomedicina y 
Bionanotecnología. 
 
 

Análisis Proteómico de las vías de señalización moduladas por fármacos antidiabéticos en células 
endoteliales de arteria coronaria 

 
 
Resumen aprobado por: 
 

_________________________ 
  Dr. Aldo Moreno Ulloa 

Director de tesis  

 
 
La DMT2 confiere un elevado riesgo de mortalidad por complicaciones cardiovasculares (CVD), a pesar de 
existir un gran repertorio de fármacos antidiabéticos (ADD) en la clínica que regulan la glucosa en sangre 
sujetos con DMT2, estos individuos aún bajo tratamiento siguen presentando un mayor riesgo de CVD y 
mortalidad que sujetos sin la enfermedad. A pesar de esto existen algunos fármacos como la 
empagliflozina que se ha demostrado en la clínica parecer reducir el riesgo de las CVD y mortalidad en 
DMT2, por otro lado, hay fármacos como rosiglitazona que incrementan la incidencia de algunas 
complicaciones cardiacas. Los mecanismos moleculares efectores de daño/protección CDV aún no están 
esclarecidos. En el presente trabajo de tesis, se planteó investigar los efectos moleculares de cuatro ADD 
de distintas clases y diferentes mecanismos de acción antihiperglucemiante, en un modelo in vitro de 
Células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC)   ̶con papel relevante en el contexto de las CDV 
  ̶utilizando una metodología de proteómica cuantitativa STWATH. Se realizó el análisis bioinformático a 
través de dos enfoques distintos; 1) Creamos una red o templado de las vías de señalización asociadas a 
daño celular, que generamos con una lista de proteínas moduladas por la citocina proinflamatoria TNF-α 
(10 ng/mL), realizando un análisis de enriquecimiento funcional con las bases de datos de REACTOME y 
KEGG usando el software ClueGo de Cytoscape. También expandimos nuestra red de daño celular 
utilizando datos de células endoteliales tratadas con la citocina IL-1B. 2) Utilizamos una red de interacción 
de proteínas (PPI) con la base de datos STRING en la plataforma en línea OmicsNet. Para obtener los datos 
se trataron las HCAEC con los ADD en concentraciones fisiológicas (reportadas en la clínica) de metformina 
(100 μM), rosiglitazona (1 μM), saxagliptina (1 μM), empagliflozina (1 μM) y vehículo (DMSO) por 4 hrs. Se 
encontró de manera general que los 4 ADD modularon de manera antagónica las vías pertenecientes a las 
citocinas principalmente en vías pertenecientes al sistema inmune como degranulación de neutrófilos y 
señalización por interleucinas; además de modular vías de señalización relacionadas al metabolismo de 
proteínas. En conclusión, gracias a los dos enfoques bioinformáticos observamos efectos antiinflamatorios 
modulados en los ADD que pudieran explicar los efectos CVD observados en la clínica.  
 
 

 
 
 
 
 
 
Palabras clave: fármacos antidiabéticos, endotelio coronario, diabetes, espectrometría de masas 
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Abstract of the thesis presented by Cindy Manríquez Rodríguez as a partial requirement to obtain the 
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology. 
 
 

Proteomic analysis of the signaling pathways modulated by Antidiabetic Drugs on Coronary Artery 
Endothelial Cells 

 
 
Abstract approved by: 

___________________________________ 
Dr. Aldo Moreno Ulloa 

Thesis Director 

 
 
Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) confers an elevated risk of mortality due to cardiovascular disease (CVD). 
Despite the great repertoire of antidiabetic drugs (ADD) that regulate blood glucose in subjects with T2DM, 
only a few (e.g., empagliflozin) have demonstrated clear benefits on CVD endpoints, while others are 
associated with adverse cardiovascular effects (e.g., rosiglitazone). Yet, the direct effects of ADD on 
coronary endothelium —involved in CVD development— are not known. In this study, we explored the 
effects of four ADD (including empagliflozin and rosiglitazone) on Human Coronary Artery Endothelial Cells 
(HCAEC) using quantitative proteomics and bioinformatics. HCAEC were treated with clinically relevant 
concentrations of metformin (100 µM), rosiglitazone (1 µM), empagliflozin (1 µM), saxagliptin (1 µM) or 
vehicle (DMSO) for 48 hrs. SWATH-based proteomics was used to determine protein abundance 
differences among groups (ADD vs. vehicle). Two different bioinformatics (OmicsNet and ClueGO) 
approaches were utilized to explore the signaling pathways (REACTOME and KEGG Databases) modulated 
by the ADD. We further created an integrated protein network between the ADD and well-known 
inflammatory cytokines (TNFa and IL-1B) to explore the anti-inflammatory effects of the ADD. 
Bioinformatic approaches revealed a down-modulation of signaling pathways linked to inflammation by 
all ADD, but at different levels. TNFa-triggered activation of p53 and NF-kappaB signaling, while all ADD, 
excepting saxagliptin, down-modulated proteins involved in p53 signaling (within the top 10 significant 
pathways). We observed that the 4 ADDs antagonistically modulated the pathways belonging to cytokines, 
mainly in pathways belonging to the immune system such as neutrophil degranulation and interleukin 
signaling. We can conclude that ADD modulate signaling pathways associated with inflammation and 
mitochondrial activity, which may account for their beneficial glucose-lowering independent effects on 
HCAEC.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: antidiabetic drugs, coronary endothelium, diabetes, mass spectrometry  
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Capítulo 1. Introducción  

1.1 Antecedentes 

1.1.1 Diabetes  

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crónica metabólica caracterizada por niveles 

anormalmente elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia). Debido a su cronicidad y severidad, la DM 

conlleva a una atención médica continua por sus afectaciones a la salud humana, requiriendo de medidas 

que se enfocan en la reducción de riesgos multifactoriales y no solo en la reducción de la hiperglucemia 

(American Diabetes Association(ADA), 2020). 

La DM se puede clasificar en varios tipos incluyendo, la DM tipo uno (DMT1), DM tipo dos (DMT2), 

gestacional (DMG), entre otras (p. ej. inducida por fármacos y de origen genético). La DMT1, se caracteriza 

por manifestar una destrucción autoinmune de las células β pancreáticas que deriva en una deficiencia 

absoluta o parcial de la producción de la insulina. La DMG es diagnosticada cuando se presenta 

hiperglucemia durante el segundo o tercer trimestre del embarazo, sin existir otro tipo de diabetes. Otros 

tipos de diabetes existentes son el síndrome de diabetes monogénica, enfermedades del páncreas 

exocrino y la diabetes inducida por medicamentos o sustancias químicas. Estas últimas, sin embargo, son 

menos frecuentes que la DMT1 y DMT2 (ADA, 2020).  

La DMT2 es el tipo de diabetes más común; representando aproximadamente el 90 % de todos los 

casos diagnosticados. Esta patología se caracteriza por la presencia de resistencia periférica a la insulina e 

insuficiencia de las células β pancreáticas (Defronzo et al., 2015; Kahn, 1994). En México, los datos 

epidemiológicos más recientes muestran una prevalencia de la enfermedad del 9.4% (IC95% 8.3%-10.8%) 

(Rojas-Martínez et al., 2018), y, se proyecta que siguiendo el comportamiento actual, los porcentajes de 

prevalencia ronden entre el 13.7% al 22.5% para 2050 (Meza et al., 2015). Según las proyecciones de la 

Asociación Americana de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés), se estima que para el año 2030 

aproximadamente 500 millones de personas tendrán DMT2 a nivel mundial (ADA, 2020).  

En México, el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) reportó que en el año 2018 la 

segunda causa de muerte entre la población estaba relacionada con la diabetes, según la tasa obtenida de 

8.1 muertes por cada 10,000 habitantes. En ese año, la DMT2 contribuyó al 70.81% de todas las muertes 

relacionadas con algún tipo de DM (Figura 1) (Instituto Nacional de Estadística y Geografía, 2019)(INEGI, 
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2019). En las últimas décadas, la tasa de mortalidad por causas relacionadas con la DMT2 ha 

aumentado(Medina-Gómez y Medina-Reyes, 2018). De 1990 a 2015, la tasa de mortalidad de la DMT2 

incrementó del 29.6 (6.1% del total de defunciones por cualquier causa) al 84.4 (15% del total de 

defunciones por cualquier causa) por cada 100,000 personas (Figura 2) (Soto-Estrada et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mortalidad por Diabetes Mellitus (DM) en México (Obtenido de INEGI, 2019). A. Se observa el gráfico para 
la tasa de defunciones registradas por DM por cada 10 000 habitantes del año 2009 al año 2018. *En el año 2018 
cambiaron los criterios estadísticos, añadiéndose medidas de exclusión para algunas situaciones. Siguiendo el criterio 
anterior la tasa resultante para el 2018 sería de 8.6. B. Gráfico de la distribución de defunciones entre los distintos 
tipos de DM. 

A. 

B. 
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Figura 2. Tabla de mortalidad por Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) de 1990 a 2015 en México (Obtenido de Soto-
Estrada et al., 2018). 

 

1.1.2 Fisiopatología y complicaciones de la DMT2 

La fisiopatología de la DMT2 se compone de varios procesos moleculares, celulares y fisiológicos 

en distintos órganos y sistemas tales como el páncreas, hígado, tejido adiposo, cerebro, riñón, sistema 

vascular, sistema digestivo y músculo esquelético. Algunos autores describen un conjunto de 8 

mecanismos en varios órganos como los de mayor relevancia en contribuir a la hiperglucemia, al cual 

denominan “el octeto ominoso” (Figura 3) (Defronzo et al., 2015). Estos mecanismos son: 1) reducido 

efecto de la incretina, 2) aumento en la lipolisis, 3) aumento en la reabsorción de glucosa, 4) disminución 

de la captación de la glucosa, 5) disfunción de neurotransmisores, 6) resistencia a la insulina vascular, 7) 

aumento en la producción hepática de la glucosa y, 8) disminución en la secreción de la insulina con 

aumento en la secreción de glucagón(Defronzo, 2009). De los varios mecanismos descritos, la resistencia 

a la insulina periférica y la disfunción progresiva de las células beta pancreáticas han sido los mecanismos 

de mayor estudio y son descritos como característicos de la DMT2(López Stewart, 2009). 
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Figura 3. Octeto ominoso de la hiperglucemia en la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) (Modificado de Defronzo et al., 
2015).  

 

Por su cronicidad, la DMT2 provoca afectaciones en la función de distintos órganos, 

principalmente en los riñones, nervios, ojos, cerebro y corazón(International Diabetes Federation (IDF), 

2017). Estas afectaciones se dividen en complicaciones microvasculares (lesiones de vasos sanguíneos de 

menor grosor) y macrovasculares (lesiones de los vasos sanguíneos de mayor grosor) como se muestra en 

la Tabla 1 (Defronzo et al., 2015; Tancredi et al., 2015). De esta manera notable, las complicaciones 

macrovasculares <<infarto agudo al miocardio [IAM] y evento cerebrovascular [ECVA]>> contribuyen a la 

principal causa de muerte en sujetos con DMT2(Corrales-santander et al., 2018).  

Afortunadamente, la reducción de la hiperglucemia se asocia con un menor riesgo de 

complicaciones microvasculares, sin embargo, el mismo fenómeno no ocurre con las complicaciones 

macrovasculares (Rawshani et al., 2018; Tancredi et al., 2015).  
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Tabla 1. Principales complicaciones vasculares en sujetos con Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2). 

Complicaciones cardiovasculares 

Microvasculares Macrovasculares 

Nefropatía 

Neuropatía 

Retinopatía 

Enfermedad arterial 

coronaria 
Enfermedad arterial periférica 

▪ Angina de pecho 

▪ Infarto agudo al 

miocardio (IAM) 

▪ Evento cerebrovascular 

(ECVA) 

▪ Encefalopatía diabética 

▪ Pie diabético 

 

Las personas con DMT2 son más propensas a desarrollar problemas cardíacos y morir 

prematuramente comparado con sujetos sin diabetes. Precisamente, estudios epidemiológicos sugieren 

un incremento en la tasa de mortalidad por causas cardiovasculares del 29%-70% en distintos grupos de 

sujetos con DMT2 (con respecto a individuos sin la enfermedad), inclusive cuando estos están bajo 

tratamiento farmacológico(Rawshani et al., 2018; Tancredi et al., 2015; The Emerging Risk Factors 

Collaboration, 2011). De esta manera al ser el corazón uno de los órganos intrínsecamente involucrados 

en la mortalidad de sujetos con DMT2 (M. S. Shah y Brownlee, 2016) se han realizado estudios in vivo e in 

vitro que tratan de dilucidar las afectaciones que la hiperglucemia causa en el tejido cardiaco y circundante 

(Erickson et al., 2013; Luo et al., 2013; Molgat et al., 2014; Ramasamy y Goldberg, 2010; Thornalley et al., 

2003; Yao y Brownlee, 2010). Sin embargo, aún faltan más estudios en células que modulan directamente 

la función del corazón; que permitan con mayor relevancia determinar los mecanismos que participan en 

el desarrollo de las complicaciones cardiovasculares. 

 

1.1.3 Endotelio coronario y complicaciones macrovasculares 

El adecuado funcionamiento del corazón está modulado por la función del endotelio coronario 

(Gimbrone y García-Cardeña, 2016). El endotelio es un órgano constituido por una monocapa de células 

endoteliales, que cumple con varias funciones dentro del organismo entre las que destacan la creación de 

una superficie anti trombogénica, el mantenimiento del tono vascular, la angiogénesis y migración y el 

reclutamiento de células inmunológicas (Figura 4)(Gimbrone y García-Cardeña, 2016). 
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Figura 4. Funciones del endotelio. Diseño propio con imágenes de Servier Medical. 

 

La alteración de alguna de las funciones del endotelio da origen a un fenómeno conocido como 

disfunción endotelial, la cual se cree propicia el desarrollo y progresión de las complicaciones 

cardiovasculares (CVD) (p. ej. IAM) (Sena et al., 2013; Widmer y Lerman, 2014). Se ha descrito en la clínica 

-estudio en 308 sujetos con seguimiento por 46 meses- que la disfunción endotelial coronaria epicárdica 

y microvascular predice de manera independiente eventos macrovasculares agudos en pacientes con y sin 

aterosclerosis coronaria (Halcox et al., 2002). Esto indica la importancia de la función del endotelio 

coronario en la salud cardiovascular. 

Perturbaciones a nivel molecular en el endotelio coronario pueden contribuir a la disfunción 

endotelial. La hiperglucemia es uno de las condiciones que altera la función endotelial mediante 

mecanismos moleculares como la sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS), disminución 

en la producción y biodisponibilidad del óxido nítrico (NO), formación de productos avanzados de la 

glicosilación (PAGEs), activación de la proteína cinasa C (PKC), inflamación mediada por el factor nuclear 
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kappa β (NF-kβ), entre otros (Figura 5) (Cruz Hernández et al., 2012; Kinaan et al., 2015; Paneni et al., 2013; 

M. Wang et al., 2015). 

Aunque existe una relación directa entre la reducción de la hiperglucemia y el mejoramiento de 

las complicaciones microvasculares, el mismo fenómeno no ocurre con las complicaciones 

macrovasculares (Casanova et al., 2017). Esto pudiese sugerir mecanismos independientes de la 

hiperglucemia en el desarrollo de dichas complicaciones; no obstante, hasta el momento no existen datos 

suficientes que traten de explicar este fenómeno. 

 

Figura 5. Esquema general de los mecanismos de daño vascular inducidos por la hiperglucemia. (Modificado de 
Paneni et al., 2013). Abreviaturas: PKC, proteína cinasa C; eNOS, óxido nítrico sintasa endotelial; ET1, endotelina 1; 
ROS, especies reactivas de oxígeno, NO, óxido nítrico; MCP-1, proteína quimioatrayente de monocitos 1; VCAM-1, 
molécula de adhesión de células vasculares-1; ICAM-1, molécula de adhesión celular intracelular-1; AGE, producto 
final de glicación avanzada. 
 
 
 

1.1.4 Terapia farmacológica de la DMT2  

Existen diversas estrategias terapéuticas para la reducción de la hiperglucemia y la hemoglobina 

glucosilada (HbA1c, parámetro que refleja el valor promedio de glucosa en sangre en los últimos 3 meses) 

en sujetos con DMT2, las cuales se dividen principalmente en farmacológicas y no farmacológicas. La 
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estrategia no farmacológica está dirigida a cambios en el estilo de vida, de dieta y actividad física del 

paciente.  

Tabla 2. Terapia farmacológica para el tratamiento de la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) en los Estados Unidos. 
Modificada del manual Standars Care of Diabetes 2020. 

Clase Compuesto(s) 
Máxima dosis diaria 

aprobada 

Biguanidas • Metformina 

2,000 mg 
2550 mg 
1500 mg 

Sulfonilureas (2da generación) 

• Glimepirida 

• Glipizida 

• Glibenclamida 

8 mg 
40 mg 
20 mg 
12 mg 
20 mg 

Tiazolidinedionas 
• Pioglitazona 

• Rosiglitazona 

45 mg 
8 mg 

Inhibidores de la α-glucosidasa 
• Acarbosa 

• Miglitol 

300 mg 
300 mg 

Meglitinidas(glinidas) 
• Nateglidina 

• Repaglinida 

360 mg 
16 mg 

Inhibidores de la dipeptil peptidasa 4 (DPP-4) 

• Alogliptina 

• Saxagliptina 

• Linagliptina 

• Sitagliptina 

25 mg 
5 mg 
5 mg 
100 mg 

Inhibidores del cotransportador de sodio 
glucosa 2 (SGLT2) 

• Ertugliflozina 

• Dapagliflozina 

• Empagliflozina 

• Canagliflozina 

15mg 
10 mg 
25 mg 
300 mg 

Receptores agonistas del péptido similar al 
glucagón 1(GLP-1) 

• Exenatida (Liberación 
prolongada) 

• Exenatida 

• Dulaglutida 

• Semaglutida 

• Liraglutida 

• Lixisenatida 

2 mg 
 
20 μg 
1.5 mg 
1mg, 14 mg 
1.8 mg 
20 μg 

Secuestradores de ácidos biliares • Colesevelam 
3.75 mg 

Agonistas de la dopamina-2 • Bromocriptina 
4.8 mg 

Amilina mimética • Pramlintida 120 μg/inyección 

 

La terapia farmacológica está enfocada en el uso de fármacos (denominados antidiabéticos) con 

mecanismos de acción sobre blancos moleculares que modulan el metabolismo de glucosa (Tabla 2) (ADA, 

2020), sin embargo, el efecto de los ADD sobre las CVD es distinto y la evidencia no muestra una clara 
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relación entre la disminución de la hiperglucemia ejercida por los fármacos y la reducción de las 

complicaciones macrovasculares (Defronzo et al., 2015). 

 

1.1.4.1 Efectos de los fármacos antidiabéticos (ADD) sobre las complicaciones 

cardiovasculares(CVD) 

Ciertos estudios clínicos —descritos en la Tabla 3— han evaluado el efecto de las distintas clases 

de ADD en la reducción de las complicaciones macrovasculares en sujetos con DMT2. Se ha notado que 

algunos fármacos inclusive incrementan el riesgo cardiovascular (p. ej. sulfonilureas) mientras que otros 

parecen ejercer una reducción (p.ej. SGLT2) en pacientes con DMT2 al evaluar parámetros de resultados 

como mortalidad, insuficiencia cardiaca, infarto agudo al miocardio entre otras CVD (Rawshani et al., 2017; 

A. D. Shah et al., 2015; Tancredi et al., 2015). Es preciso señalar que el efecto de los fármacos sobre la 

reducción de la hiperglucemia y la HbA1c es semejante en magnitud entre las distintas clases (~1%-

2%)(Sherifali et al., 2010). No obstante, su efecto en el sistema cardiovascular (protección o daño) es 

distinto, como se muestra en la Tabla 3. Esto nos sugiere mecanismos celulares diferencialmente 

modulados por los fármacos a nivel del sistema cardiovascular, que no son dependientes de su capacidad 

antihiperglucemiante. 

La evidencia más sólida, con respecto a la reducción de complicaciones y mortalidad 

cardiovascular por un fármaco antidiabético existe para la empagliflozina. Esta evidencia surge del gran 

estudio EMPA-REG OUTCOME (del ingles, Empagliflozin Cardiovascular Outcome Event Trial in Type 2 

Diabetes Mellitus Patients) realizado en 7020 pacientes con DMT2 tratados con 10 y 25 mg de 

empagliflozina (Fitchett et al., 2016). El estudio demostró una reducción del 39% y 35% en el riesgo de 

mortalidad por causas cardiovasculares y de ingreso hospitalario por insuficiencia cardiaca, 

respectivamente (Fitchett et al., 2016). Para el fármaco de primera línea, metformina, la evidencia clínica 

sugiere que su uso parece reducir —existen estudios contradictorios (Boussageon et al., 2012; Turner, 

1998; Tzoulaki et al., 2009; Wheeler et al., 2013)— el riesgo de mortalidad por complicaciones cardiacas e 

IAM en sujetos con DMT2 (Paneni y Lüscher, 2017). Por otra parte, resultado del metanálisis de 4 ensayos 

con rosiglitazona (n=14291, incluyendo 6421 que recibieron rosiglitazona y 7870 que recibieron una 

terapia control, con una duración de 1-4 años), se calularon los riesgos relativos de IAM, ICC y mortalidad 

CDV, demostrando que el fármaco aumentó el riesgo de ICC, IAM y falla cardiaca, pero no se observó un 

incremento significativo en el riesgo de mortalidad por CVD (Singh et al., 2007). De la misma manera, 
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estudios clínicos como el SAVOR-TIMI 53 (16 492 pacientes con DMT2, seguimiento de 2.1 años) y 

EXAMINE (5380 pacientes con DMT2, seguimiento de 40 meses) indican que el uso de ciertos inhibidores 

de la DPP-4 (saxagliptina y la alogliptina) parecen incrementar el riesgo de IC en personas con DMT2 y con 

previos eventos cardiovasculares adversos (IAM, angina de pecho o ICC). Sin embargo, otros ensayos como 

el TECOS (14671 pacientes con DMT2, seguimiento de 3 años), sugiere que el uso de sitagliptina (otro 

inhibidor de la DPP-4) no parece incrementar el riesgo de CVD (Green et al., 2015; Scirica et al., 2013; 

White et al., 2014). Por el lado de cardioprotección, el estudio TECOS no sugiere una reducción del riesgo 

de mortalidad cardiovascular o desarrollo de CVD en sujetos tratados con inhibidores de la DPP-4(Green 

et al., 2015). Por lo tanto, algunos ADD parecen reducir y otros incrementar el riesgo de complicaciones 

macrovasculares, independientemente de sus efectos antihiperglucémicos.  

Tabla 3. Propiedades y efectos cardiovasculares de los fármacos antidiabéticos utilizados para el tratamiento de la 

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) (Tabla modificada de (Paneni y Lüscher, 2017)). 

Clase de 
fármacos 

Efectos cardiovasculares 
Uso clínico en pacientes 

con enfermedades 
cardiovasculares 

Reducción de 
Hemoglobina A1C 

(%) 

Biguanidas 

● Pocos estudios aleatorizados, 

pero varios estudios 

observacionales disponibles 

● Reducción del riesgo (39%) de 

IAM (UKPDS) 

● Reducción del riesgo (42%) de 

mortalidad por causas 

relacionadas con la diabetes 

(UKPDS) 

● Reducción de variables (32%) 

relacionadas con la diabetes 

(UKPDS) 

● Reducción del riesgo (36%) de 

mortalidad (UKPDS) 

● Primera elección en 

pacientes con DMT2 con y 

sin enfermedad vascular 

aterosclerótica 

● Se deben de tomar 

precauciones en 

pacientes con SCA, IC, 

ECR (Estadios IV y V) 

● Contraindicación en 

sujetos con presencia de 

acidosis o deshidratación 

● Reducción en ~1% 

comparado con 

placebo en dosis 

superiores a 1500 

mg por día(ADA, 

2020) 

● Reducción general 

del grupo 1%-

2%(Chaudhury 

et al., 2017) 

Sulfonilureas 

● Varios estudios 

observacionales disponibles 

● Reducción de las 

complicaciones 

microvasculares (UKPDS) 

● Incrementa la mortalidad 

cardiovascular (UGDP) 

● Terapia combinada en 

pacientes con DMT2 con y 

sin enfermedad 

cardiovascular (si la 

HbA1c deseada no se 

logra después de 3 meses 

de monoterapia con 

metformina) 

● Reducción en A1C 

del ~1.25 % en 

dosis mayores o 

iguales a 8 mg por 

día de 

glimepirida(ADA, 

2020) 
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● Deterioro del 

precondicionamiento 

isquémico (?) 

● Se deben tomar 

precauciones en 

pacientes con múltiples 

comorbilidades, SCA, IC y 

CDK avanzado (estadios 

IV y V). 

● Reducción general 

del grupo 1%-

2%(Chaudhury 

et al., 2017) 

Tiazolidinedionas 

● Reduce el riesgo de IAM y 

accidente cerebrovascular 

(estudios PROActive e IRIS 

con pioglitazona) 

● Mejora la dislipidemia 

diabética 

● Aumenta la hospitalización por 

IC 

●  Terapia combinada en 

pacientes con DMT2 con y 

sin ECV y/o ERC (hasta 

etapa V, TFGe< 15 

mL/min/1,73 m2). 

● Se deben tomar 

precauciones en 

pacientes con SCA. 

● Contraindicado en 

pacientes con o en riesgo 

de IC 

 

● Reducción en ~ 

1.25% por 

Rosiglitazona a 8 

mg por día 

redujo(ADA, 2020) 

●  Reducción en ~1% 

por Pioglitazona a 

30 mg por día(ADA, 

2020) 

● Reducción general 

0.5%–

1.4%(Chaudhury 

et al., 2017) 

 

**Agonistas del 

receptor péptido 1 

de glucagón 

(GLP-1) 

● Reducción significativa de 

variables de valoración 

compuestas de ECV en los 

estudios LEADER y SUSTAIN-

6 

● Liraglutida y semaglutida no 

presentan efectos 

significativos sobre la 

mortalidad por ECV, IAM no 

fatal y hospitalización por IC. 

● Semaglutida reduce el riesgo 

del evento cerebrovascular no 

fatal 

● Terapia combinada en 

pacientes con DMT2 con y 

sin ECV (incluyendo IC y 

SCA) 

● La eliminación de 

Exenatida es dada por 

mecanismos renales, por 

lo cual no debe 

administrarse en 

pacientes con ERT grave. 

●  Liraglutida no se elimina 

por mecanismos renales o 

hepáticos, pero se debe 

utilizar con precaución ya 

que no existen datos 

suficientes de estudios en 

pacientes con 

insuficiencia renal o 

hepática 

● Reducción general 

0.5%–

1.5%(Chaudhury 

et al., 2017) 
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● Datos limitados en 

pacientes con CDK 

avanzado (etapas IV y V). 

Inhibidores de la 

dipeptidil 

peptidasa-4 

(DDP-4) 

● Sin reducción de las variables 

de valoración de ECV 

(SAVOR-TIMI 53, EXAMINE, 

TECOS) 

● Saxagliptina y alogliptina 

incrementan el riesgo de IC 

● Discutible el uso de 

alogliptina y saxagliptina 

en pacientes con IC 

preexistente. 

● Indicado en pacientes con 

ECR (en cualquier etapa) 

● Reducción en 

~0.75% en dosis 

superiores a 100mg 

al día(ADA, 2020) 

● Reducción general 

0.5%–

0.8%(Chaudhury 

et al., 2017) 

Inhibidores del 

cotransportador 

de sodio glucosa 

2 (SGLT2) 

Acorde al estudio EMPA-REG 

OUTCOME: 

 

● Empagliflozina reduce reduce 

el riesgo de muerte por ECV 

(38%), hospitalización por IC 

(35%) y mortalidad total (32%) 

● Empagliflozina no presenta 

efectos directos sobre las 

tasas del IAM y evento 

cerebrovascular 

● Reducción de la PA sistólica y 

diastólica 

● Terapia combinada en 

pacientes con DMT2 con y 

sin ECV (escasez de 

datos sobre SGLT2 en 

prevención primaria). 

● Beneficio en pacientes 

con IC 

●  No hay evidencia de 

beneficio en SCA 

 

● Reducción general 

del 0.65% - 0.74% 

(Hsia et al., 2017) 

 

 (Tabla modificada de Paneni y Luscher, 2017). SCA= Síndrome coronario agudo; PA = Presión arterial; ECR = Enfermedad crónica renal; ECV= 
Enfermedad cardiovascular; TFGe =Tasa de filtración glomerular estimada; EMPA-REG OUTCOME= Empagliflozin Cardiovascular Outcome Event 
Trial in Type 2 Diabetes Mellitus Patientse Removing Excess Glucose; ERT=Enfermedad renal terminal; EXAMINE= Examen de los resultados 
cardiovasculares con Alogliptina versus el estándar de cuidado; IC= insuficiencia cardiaca; AIT Intervención de Resistencia a la insulina después de 
un accidente cerebrovascular isquémico; LEADER = Efecto de la liragitide en diabetes: evaluación de la seguridad cardiovascular; MACE= eventos 
cardiovasculares adversos mayores; IAM= Infarto agudo al miocardio; PROActive= Ensayo prospectivo clínico de pioglitazona en eventos 
macrovasculares; SAVOR-TIMI 53= Evaluación de los resultados registrados en la evaluación de saxagliptina en pacientes con diabetes mellitus-
trombosis en infarto agudo al miocardio; SGLT2= cotransportador de sodio-glucosa tipo 2 ; SUSTAIN-6= Ensayo para evaluar eventos 
cardiovasculares y otros resultados a largo plazo con semaglutide en personas con diabetes tipo 2; DMT2= Diabetes mellitus tipo 2; TECOS= Ensayo 
de evaluación de resultados cardiovasculares con sitagliptina; UGDP=Grupo Universitario para el programa de diabetes por sus siglas en inglés*; 
UKPDS = Estudio prospectivo de diabetes del reino unido. 

 

1.1.4.2  Efectos de los ADD sobre el endotelio  

A pesar de la relevancia de la participación del endotelio coronario en el funcionamiento y 

desarrollo de patologías del corazón, pocos estudios han evaluado los efectos de los ADD sobre dicho 
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órgano que podrían explicar sus efectos clínicos sobre las complicaciones macrovasculares. Algunos 

autores han descrito los efectos de la metformina, empagliflozina, saxagliptina y rosiglitazona sobre células 

endoteliales, pero, de órganos distintos al corazón.  

La metformina perteneciente a la familia de las biguanidas es el fármaco de primera línea 

recomendado para iniciar el tratamiento en sujetos con DMT2 (ADA,2020). A pesar de que su mecanismo 

de acción anti hiperglucemiante no está esclarecido con exactitud —existe una larga controversia derivado 

de las dosis y concentraciones suprafisiológicas utilizadas en los estudios(Arunachalam et al., 2014; 

Detaille et al., 2005; Tian et al., 2019)—, se han señalado varias vías de señalización mediadoras de sus 

efectos, incluyendo la activación de la cinasa AMP (AMPK) y la subsecuente inhibición de la 

gluconeogénesis hepática, oxidación de ácidos grasos, así como la sensibilización a la acción de la insulina 

en el músculo estriado y tejido adiposo. Con respecto a sus efectos en la vasculatura, datos reportados en 

la clínica —que emplean dosis terapéuticas— muestran un efecto benéfico y protector del fármaco sobre 

las complicaciones vasculares (independiente de su efecto antihiperglucemiante), relacionado con su 

capacidad de mejorar la función endotelial (ADA, 2020; Triggle y Ding, 2017). Se presume que la 

estimulación en la síntesis y disponibilidad del NO pudieran mediar los efectos vasculares de metformina 

(Triggle y Ding, 2017). Sin embargo, la mayoría de los estudios mecanísticos que tratan de explicar el efecto 

de la metformina en la vasculatura han sido realizados en células endoteliales de la microvasculatura o 

emplean concentraciones supra fisiológicas (Arunachalam et al., 2014; Detaille et al., 2005; Tian et al., 

2019). No obstante, el grupo de Eriksson y colaboradores, empleando células de arteria coronaria de 

humano (HCAEC), han reportado efectos anti apoptóticos (por inhibición de caspasa-3, fragmentación del 

DNA y modulación de la eNOS) de metformina (en concentraciones 0.1-2 mM) en células cultivadas en 

ambientes de alta glucosa y ácido palmítico (Eriksson et al., 2012; Eriksson y Nyström, 2014).  

Empagliflozina es un fármaco cuyo efecto antihiperglucémico se atribuye a la inhibición del 

cotransportador de sodio glucosa 2 (SGLT2). Estudios en células endoteliales microvasculares (CMEC)(Juni 

et al., 2019), células endoteliales derivadas de corazón de rata embrionaria (Andreadou et al., 2019), 

células endoteliales derivadas de aorta (HAEC)(Cooper et al., 2019; El-Daly et al., 2018) y células 

endoteliales de vena umbilical (HUVEC)(Iannantuoni et al., 2020; Uthman et al., 2019), han descrito 

efectos protectores de empaglifozina (concentraciones 1-50 μM) sobre la función endotelial. Algunos 

mecanismos moleculares descritos incluyen la modulación de factores de transcripción (p. ej. Factor de 

transcripción independiente de la vía RISK(STAT-3), un aumento en la disponibilidad del NO y la activación 

de la AMPK(Andreadou et al., 2017; El-Daly et al., 2018; Uthman et al., 2019; Zhou et al., 2018). En HCAEC 

se ha reportado que Empagliflozina (1μM) restaura la biodisponibilidad del NO, anteriormente reducida 
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por la exposición de las células al TNFα (10ng/ml), efecto mediado por una disminución en la producción 

de ROS(Uthman et al., 2019). 

Por otra parte, la saxagliptina —inhibidor selectivo de la isoforma 4 de la dipeptidil peptidasa 

(DPP4) — ha mostrado efectos benéficos sobre el endotelio en la clínica, tales como incremento en la 

dilatación mediada por flujo (Kajikawa et al., 2019). Derivado de estudios in vitro (HUVEC), se ha sugerido 

que la saxagliptina (rango 1-10μM) incrementa la función endotelial mediante la reducción de la 

producción de ROS, citocinas y moléculas de adhesión celular, parámetros de inflamación y activación de 

células del sistema inmune(Birnbaum et al., 2016; Brown et al., 2017; Ma et al., 2019). 

Uno de los fármacos con mayor controversia sobre sus efectos en el endotelio, es la rosiglitazona 

—activador del receptor activado por proliferadores peroxisómicos gamma (PPAR𝜸) —, ya que algunos 

estudios sugieren tanto efectos protectores como dañinos en el sistema cardiovascular(Baselet et al., 

2020; Ji et al., 2018). Algunos autores describen que la rosiglitazona (1 -10 uM) altera negativamente la 

función endotelial de HUVEC incluyendo la migración celular y permeabilidad vascular (mediante la vía 

AKT o proteína cinasa B) (Ku et al., 2017). Por otro lado, algunos autores sugieren un efecto protector de 

rosiglitazona ( 5 -50 μM) en HUVEC dañadas con indoxil sulfato ( toxina urémica asociada a efectos 

deletéreos cardiovasculares), al atenuar lesiones endoteliales causadas por el incremento de NOX4 y NFkB 

previniendo la activación de las vías de señalización de la proteína activada por la señal cinasa (MAPK)p38 

y cinasas 1 y 2 reguladas extracelularmente( ERK ½)(Chou et al., 2015). A su vez existe evidencia que 

sugiere que rosiglitazona atenúa (in vivo e in vitro) la expresión del receptor de lipoproteínas de baja 

densidad oxidadas 1 de tipo lectina (LOX-1) (receptor descrito como clave en la disfunción endotelial y 

desarrollo de la aterosclerosis) mediante la regulación positiva del miR-590-5p (microRNA). El mecanismo 

molecular descrito sugiere la activación y translocación al núcleo del PPARy por rosiglitazona (L. Xu et al., 

2019). También se han descrito efectos moduladores de la apoptosis por el fármaco, sin embargo, existe 

controversia en este aspecto, ya que mientras algunos autores sugieren un incremento en la apoptosis (Ji 

et al., 2018), otros sugieren una reducción en este proceso (Baselet et al., 2020; Millioni et al., 2010) en 

células endoteliales. De igual manera, efectos antiinflamatorios han sido reportados para rosiglitazona en 

estudios in vitro (HCAEC), al modular la expresión de proteínas proinflamatorias (IL-6 y VCAM-1) en células 

dañadas con la proteína amiloide A (Lakota et al., 2018). 
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1.1.5 Proteómica  

El proteoma es el conjunto de proteínas presentes en un organismo, tejido, órgano y células en un 

momento determinado bajo ciertas condiciones ambientales. La proteómica es la disciplina que se encarga 

del análisis sistemático del proteoma. El uso de la proteómica para el estudio de los mecanismos 

moleculares celulares se ha acelerado en los últimos años al ofrecer una aproximación más completa sobre 

la dinámica celular en el contexto del desarrollo de patologías (Khurana et al., 2006), efecto de fármacos 

y compuestos (Sutton, 2012), y la homeostasis celular (Finka y Goloubinoff, 2013). Con respecto a las 

aproximaciones tradicionales (p.ej., biología molecular, celular, etc.,), la proteómica permite entender la 

compleja red molecular de la célula al poder analizar en un solo estudio miles de proteínas (Tyers y Mann, 

2003). No obstante, existen diversas técnicas analíticas y metodológicas para el estudio del proteoma y 

cada una presenta características que favorecen su uso con respecto a las demás (Aslam et al., 2017). 

 

1.1.5.1  Métodos para el estudio del proteoma  

Una de las herramientas analíticas más relevantes para el estudio del proteoma es la basada en la 

tecnología de espectrometría de masas (MS) en Tándem (MS2) de alta resolución (Clarke, 2017) (Figura 6). 

Para la MS existen dos enfoques sobre el estudio del proteoma (Figura 7): de arriba hacia abajo o “top 

down” —que analiza proteínas intactas— y el abajo hacia arriba o “bottom up” — que analiza péptidos 

derivados de la digestión de proteínas con enzimas—. Estas dos aproximaciones se apoyan en el uso de la 

cromatografía de líquidos de alta resolución (LC), siendo esta la encargada de separar (p.ej., 

hidrofobicidad, tamaño) los péptidos antes de ser detectados por la MS. De estas dos aproximaciones, la 

MS de tipo bottom up facilita la cobertura de detección y cuantificación de proteínas(Sajic et al., 2015). A 

su vez, los experimentos de tipo bottom up se pueden clasificar en: con marcaje isotópico (del inglés, 

isotopic o labelling), y sin marcaje (del inglés, label free). Los experimentos sin marcaje se pueden realizar 

de manera dirigida (“targeted”), para un grupo específico de proteínas, o tipo “shotgun” para el 

descubrimiento del proteoma de alguna muestra biológica(Välikangas et al., 2017). 

La adquisición de datos por LC-MS también presenta variantes; a) adquisición dependiente de 

datos (por sus siglas en inglés, DDA) y b) adquisición independiente de datos (por sus siglas en ingles, DIA) 

(Anjo et al., 2017). La DDA consiste en un escaneo de los iones precursores (MS1) eluidos en cierto punto 

por una separación cromatográfica, seguido de una selección de un grupo limitado de los mismos para su 
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posterior fragmentación (MS2 o MS2). Cada MS2 es característico para un péptido dado y puede ser 

utilizado para identificarlo. Por otro lado, la DIA es un método donde los MS2 se adquieren dentro de un 

rango de masa de péptidos en el tiempo en una serie de ciclos sin una previa selección de los iones 

precursores, esto lleva a un registro de los MS2 sin el sesgo de todos los péptidos precursores de alguna 

muestra (Anjo et al., 2017; Sajic et al., 2015; Vowinckel et al., 2018; Yin et al., 2014). 

A. 

B. 

  

Figura 6. Espectrometría de masas (MS) en Tándem (MS2) de alta resolución. A. Esquema general de un sistema MS2. 
B. Flujo de trabajo para los escaneos y selección de picos en el MS2. El instrumento escanea periódicamente el radio 
masa-carga(m/z) de todos los péptidos eluidos (picos negros), selecciona los iones más abundantes en un 
determinado tiempo de fragmentación y mide el m/z de los iones de fragmentación resultantes (picos azules). Los 
programas computacionales utilizan el espectro del ion de fragmentación para determinar la secuencia de 
aminoácidos del péptido. (Figura B extraída de Mcintosh y Fitzgibbon, 2009). 

 

 

 Una variante de los métodos de tipo DIA es la adquisición secuencial de ventanas de todos los 

espectros de masas teóricos (SWATH-MS). Esta consiste en un análisis paralelo de las muestras 

combinando la adquisición de péptidos con DDA y una cuantificación de la información con un método 

DIA (Figura 8). La cuantificación de proteínas por SWATH-MS es una de las herramientas de mayor 

precisión y exactitud que existen y, presenta la gran ventaja de crear un archivo digital de cada muestra, 

que permite su análisis posterior (Anjo et al., 2017; Sajic et al., 2015).  
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Figura 7. Representación gráfica de los enfoques para el estudio del proteoma basado en espectrometría de masas 
en Tandem (MS2). A.Top down proteomics analiza las proteínas intactas por LC-MS2 para la identificación y 
cuantificación de proteoformas únicas seguida de la separación de proteínas por tamaño y picos de 
detección/isolation. B.Botton up proteomics analiza proteínas proteolíticas digeridas (péptidos) por LC-MS2 para una 
identificación no tan sesgada y una cuantificación de proteínas dentro de una muestra. C.Targeted proteomics mide 
un predefinido grupo de péptidos por LC-MS2 para la identificación, caracterización y cuantificación de un grupo 
específico de proteínas y biomarcadores (Imagen extraída de Ball et al., 2019). 
 
 

1.1.5.2 Aplicación de la proteómica para el estudio de mecanismos moleculares y fármacos en 

patologías. 

La proteómica se ha utilizado para el estudio de enfermedades infecciosas (VIH, dengue, malaria, etc.), 

cáncer, Alzheimer, enfermedades cardiovasculares, insuficiencia renal y DMT2, entre otras (Kim et al., 

2007). Particularmente, la DMT2 tiene como una de sus diversas consecuencias, alteraciones en el 

proteoma de los tejidos y órganos del cuerpo humano. Esto es de suma relevancia, ya que las proteínas 

son las que dictan directamente la función celular (Sundsten y Ortsäter, 2009). Algunos estudios, de los 

pocos que existen, han utilizado la proteómica para dilucidar mecanismos moleculares relacionados con 

la fisiopatología de la DMT2 en células endoteliales (De la Herrán et al., 2019). Vías ligadas con la disfunción 

mitocondrial, estructura de la unión célula-célula y regulación de la síntesis de proteínas han emergido 

como posibles blancos terapéuticos(Skeie et al., 2018). 
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Figura 8. Descripción general del método de adquisición de datos SWATH-MS. El método SWATH-MS generalmente 
combina un análisis paralelo de las muestras con un método optimizado de DDA para la identificación de los péptidos 
seguido de una adquisición tipo DIA utilizada para la extracción de los datos cuantitativos de la previa identificación 
de péptidos (Obtenido de Anjo et al., 2017). Abreviaciones: DDA, Adquisición dependiente de datos; DIA, Adquisición 
independiente de datos. 

 

No obstante, existen pocos estudios que hayan evaluado el efecto de los ADD en el endotelio 

empleando la proteómica. Millioni y colaboradores en el 2010, para evaluar molecularmente los posibles 

efectos dañinos que se tienen reportados en la clínica para rosiglitazona, cultivaron células endoteliales 

en condiciones de glucosa normal (5.5 mM) y alta glucosa (20 mM) y las trataron con rosiglitazona (20 

μM). Utilizando un espectrómetro MALDI TOF-TOF 4800, se detectaron 100 proteínas de membrana y 150 

citosólicas, observándose que dos tercios de las proteínas moduladas por la condición de alta glucosa 

fueron moduladas por rosiglitazona de forma antagónica al control, y que estas proteínas estaban 

relacionadas a procesos apoptóticos (Millioni et al., 2010). En el mismo estudio, observaron una reducción 

del 30-50% de los parámetros de apoptosis, que a su vez derivo en la identificación de potenciales sitios 

de acción del fármaco en células endoteliales (Millioni et al., 2010).  

De esta manera la proteómica tiene como gran ventaja, propiciar un panorama un poco más 

completo de la dinámica celular a gran escala, generando así, un mayor entendimiento de los procesos 
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moleculares en distintas patologías con respecto a las técnicas más tradicionales (p. ej. electroforesis 

bidimensional). 

 

1.2 Justificación 

 La DMT2 es uno de los principales problemas epidemiológicos en México. El IAM y ECVA son las 

manifestaciones macrovasculares clínicas más letales de la DMT2. A pesar de que existen ADD que 

permiten controlar los niveles de glucosa en sangre en sujetos con DMT2, estos siguen manifestando un 

mayor riesgo de mortalidad cardiovascular que sujetos sin DMT2. Por otra parte, datos epidemiológicos y 

clínicos sugieren que algunos fármacos inclusive incrementan el riesgo de mortalidad cardiovascular, 

mientras que otros reducen el riesgo con mayor eficacia. La capacidad anti hiperglucemiante de los 

fármacos no se relaciona con sus efectos en la salud cardiovascular, por lo cual otros mecanismos parecen 

estar involucrados. No obstante, pocos estudios han evaluado los efectos moleculares de los distintos 

fármacos en órganos y tejidos que ejercen un papel importante en el desarrollo de complicaciones 

cardiovasculares. El endotelio coronario es un órgano que modula directamente la función del corazón y 

participa en el desarrollo y empeoramiento de patologías cardiacas. Por lo tanto, es lógico pensar que los 

ADD pudieran modular —independientemente de sus efectos antihiperglucemiantes— la función del 

endotelio coronario y, de esta manera, reducir o aumentar el riesgo cardiovascular.  

 

1.3 Hipótesis 

1.3.1 Los ADD que disminuyen el riesgo cardiovascular en la clínica modulan vías de señalización 

intracelulares que mejoran la función endotelial. 

1.3.2 Los ADD que incrementan el riesgo cardiovascular en la clínica modulan vías de señalización 

intracelulares que empeoran la función endotelial. 
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1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

Identificación de las vías de señalización intracelulares moduladas por los ADD mediante un análisis 

proteómico. 

 

1.4.2. Objetivos específicos  

1.4.2.1 Tratamiento de las HCAEC con los fármacos y extracción de proteínas. 

1.4.2.2 Generación de péptidos trípticos e identificación del proteoma de HCAEC. 

1.4.2.3 Cuantificación diferencial de la abundancia proteínica entre los grupos de fármacos. 

1.4.2.4 Elucidación y comparación de las vías de señalización moduladas por los fármacos.  
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Capítulo 2. Metodología  

2.1 Tratamiento de las HCAEC con los ADD  

El modelo in vitro consistió en HCAEC adquiridas de Cell Applications, Inc (San Diego, CA) 

procedentes de un hombre diabético de 53 años caucásico y sin antecedentes de VIH. Las células se 

cultivaron con un medio (MesoEndo Growth Medium), rico en nutrientes, manteniéndose en incubación 

a 37°C y 5% de CO2. El medio se renovó cada 48 horas hasta que se alcanzó una confluencia óptima del 

80%. Las células fueron cultivadas utilizando 3 platos de 10 cm de diámetro y fueron propagadas en 5 

platos de 6 pozos. 

Una vez alcanzada la confluencia adecuada, las HCAEC fueron sometidas al tratamiento con los 

fármacos antidiabéticos como se muestra en la Figura 9. Los fármacos Rosiglitazona (1 µM), Empagliflozina 

(1 µM), Saxagliptina (1 µM) y Metformina (100 µM), fueron disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO), el cual 

fue utilizado como vehículo de administración y como Control Negativo (CN; tratamiento sin fármaco). Las 

concentraciones de los fármacos utilizadas para el tratamiento se determinaron con el promedio de las 

concentraciones plasmáticas máximas (Cmax) reportadas en la clínica (Tabla 9, en anexos). Como Control 

Positivo de daño (CP, inflamación) se trató un grupo de HCAEC con la citocina pro-inflamatoria, TNF-α (10 

ng/mL). Los tratamientos se realizaron por un periodo de 48 h. Los experimentos se realizaron por 

cuatriplicado (4 réplicas biológicas por tratamiento). Cada réplica biológica consiste en un pool de 2 

pocillos (placa de 6).  

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de tratamiento seguido en este estudio. Células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC) 
fueron tratadas con los fármacos antidiabéticos (ADD) y vehiculo (DMSO). Abreviaciones:CN, control negativo; CP, 
control positivo; MET, metformina; ROSI, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina. 

100 µM MET 

10 ng/mL TNF-α (CP) 

1 µM ROSI 

1 µM EMPA 

1 µM SAXA 

0    24    48 

(horas) 

Vehículo(CN) 
N= 4/grupo 
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Una vez transcurrido dicho periodo, se retiró el medio y se realizaron dos lavados con 2 mL 

de Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) para remover células muertas y residuos celulares. 

Posteriormente, se agregaron 50 μL/triplicado de buffer de lisis (1% de desoxicolato de sodio (DOC) en 

bicarbonato de amonio [NH4HCO3]) y se lisaron las células mecánicamente mediante un raspador de 

células. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis. 

 

2.2 Extracción y procesamiento de proteínas para la generación de péptidos 

trípticos 

Las proteínas procedentes de las HCAEC con los diferentes tratamientos fueron extraídas, 

reducidas, alquiladas (metiladas) y digeridas (tratamiento enzimático con tripsina) utilizando el kit Pierce 

TM Mass Spec Sample Prep Kit for Cultured Cells de la marca Thermo Fisher Scientific (Cat. No. 84840) 

siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras se sonicaron por 30 min en hielo, centrifugaron 2X 

a 20817 rfc (Eppendorf modelo 5417R) por 10 min a 4°C y el sobrenadante se recuperó (extracto 

proteínico). En todos los pasos las muestras se manejaron en hielo y los tubos eppendorf utilizados fueron 

de baja adhesión (Low-protein binding). Se procedió a la cuantificación de proteínas con el kit Micro BCATM 

Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). Se preparó la curva de calibración con un volumen final de 500 μl 

ajustando todos los demás volúmenes de la curva a sus equivalentes. Se tomó el volumen necesario para 

procesar 30 μg de proteína, y se completó a 100 μl con buffer de lisis con y sin DOC 1%. La reducción de 

las proteínas se realizó con 1.26 μl de ditiotreitol (DTT) incubándolas por 45 min a 50 ᵒC y la alquilación 

con 3.45 μL de iodoacetamida (IAA) —incubándolas protegidas de la luz— a temperatura ambiente por 20 

min. Posteriormente, las proteínas se precipitaron con 460 μl de acetona al 100% (pre-enfriada durante 

toda la noche a -80 oC). Se agregó 50 μl de acetona al 90% pre-enfriada (-80 oC), centrifugó a 20817 rfc a 4 

ᵒC por 5 min y se descartó el sobrenadante. El precipitado se dejó secar a temperatura ambiente y después 

se le agregó 50 μl de buffer de digestión. Posteriormente, se agregaron 0.3 μg de la enzima Lys-C e 

incubaron las muestras durante dos horas. Finalmente, se adicionaron 0.6 μg de tripsina e incubaron las 

muestras por 3 horas. 

 El detergente DOC (incompatibilidad con el LC-MS) presente en las muestras se removió mediante 

la adición de 200 μL de acetato de etilo (pureza HPLC) y 2 μl de ácido fórmico (pureza LC-MS) (Masuda, 

Tomita e Ishihama, 2008).  
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Los péptidos trípticos fueron secados mediante alto vacío utilizando un sistema SpeedVac (Savant, 

Thermo Fisher Scientific) por 3 horas a temperatura ambiente. Después, los péptidos se reconstituyeron 

con 15 μL de una solución agua:acetonitrilo (95:5 ) con 0.1% de ácido fórmico. La concentración de 

péptidos (usando 1 μL de muestra) se determinó mediante el kit Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide 

Assay kit (Cat. No. 23275) (según las instrucciones del fabricante) y utilizando un Espectrofotómetro UV-

VIS-multiplaca 96 EPOCH (Biotek, Winooski, EE. UU) (absorbancia a 480 nm).  

 

2.3 Obtención de datos por cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría 

de masas (LC-MS) 

2.3.1 Análisis por LC 

La separación de los péptidos se realizó utilizando un sistema de LC modelo Eksigent nanoLC® 400 

system (AB Sciex, Foster City CA, USA) con una columna de separación analítica fase C18 (HALO Núcleo 

sólido 0.3 x 150 mm, 2.7 µm, tamaño de poro de 90 Å, Eksigent AB Sciex, Foster City, CA, USA). Las fases 

móviles utilizadas fueron A= 0.1% de ácido fórmico en agua y B= 0.1% de ácido fórmico en acetonitrilo. 

La elución de los péptidos fue archivada utilizando un gradiente multilinear empezando con 5% 

del solvente B por 5 minutos, incrementando a 40% del solvente B por 115 minutos, seguido por un 

incremento al 50 % del solvente B durante 10 min, e incrementando—por último—a un 100% de B por 10 

min manteniéndolo constante por 15 min (Tabla 10 en anexo). El tiempo total de corrida fue de 150 min. 

La velocidad de flujo fue de 5μL/min y la cantidad de muestra inyectada fue de 4 μL. 

 

 2.3.2 Análisis por DDA-Preparación de la biblioteca espectral  

Para crear la biblioteca espectral de SWATH-MS los péptidos trípticos de todas las muestras —1 

μg por muestra— se mezclaron en un solo tubo (pool de muestras) y se sometieron al análisis por LC (como 

se mencionó anteriormente). El eluato del LC pasó a la fuente TurboV de un MS TripleTOF 5600+ (AB Sciex, 

Foster City, CA, EE. UU.) usando ionización por electrospray (ESI) con las siguientes condiciones : IonSpray 

Voltage Floating (ISFV), -5500 V; temperatura de la fuente, 450°C ; cortina de gas (CUR), 30; Fuente de 
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iones Gas 1 (GS1), 25; Fuente de iones Gas 2 (GS2), 35. En modo de operación DDA en un espectrómetro 

de masas Triple TOF5600+ cambiando el modo de adquisición automáticamente entre el escaneo 

completo MS y el MS2 . El tiempo de acumulación para el análisis MS fue de 0.25 s en el intervalo m/z de 

350-1200 Da y para el análisis MS2 fue de 0.051 s en el intervalo m/z 500-1200 Da (tiempo de ciclo 1.3 s). 

Las configuraciones para la DIA fueron: estado de carga +2 a +4, intensidad 150cps, exclusión de isotopos 

de 6 Da, tolerancia de masa de 50 Da y un número máximo de iones candidatos de 20. Se seleccionó 

“excluir iones objetivo-anteriores” 20 s después de dos eventos y también se seleccionó “restar fondo 

dinámico” (Dynamic Background Substraction). Esto significa que los 20 iones más intensos (intensidad 

>150) con estados de carga de +2 a +4 se aislaron y fragmentaron secuencialmente dentro de la trampa 

de iones lineal usando CID y finalmente se excluyeron dinámicamente durante 20 s para evitar la selección 

repetitiva del mismo péptido. El instrumento se calibró automáticamente utilizando soluciones de 

calibración TOF MS y MS2 positivas antes y después de las inyecciones (<3.5 horas) para garantizar una 

precisión de masa de <5ppm para los datos MS y MS2 (Tabla 11 en anexo). 

 

2.3.3 Análisis por DIA 

Para el análisis DIA se generaron 100 ventanas variables de aislamiento de precursores utilizando la 

calculadora de ventana variable SWATH (AB Sciex, Foster City, CA, USA). Basado en las frecuencias 

precursoras m/z en las muestras DDA, con un ancho de ventana de 5 m/z (Tabla 13 en anexos). El tiempo 

de acumulación para el análisis MS TOF fue de 150 ms en el intervalo 350-1200 Da y los datos MS2 se 

obtuvieron de 350-1200 Da con un tiempo de acumulación de 35 ms (tiempo de ciclo 3.7 s). Los demás 

parámetros fueron los mismos para que para el análisis DDA (Tabla 12 en anexos).  

 

2.4 Análisis de datos y cuantificación diferencial de la abundancia proteínica entre 

los grupos de fármacos utilizando softwares bioinformáticos 

Los datos adquiridos por ADD de las muestras se procesaron con el software Protein Pilot version 

4.5 (AB Sciex, Foster City, CA, USA) con el algoritm Paragon™ versión 4.5.0.0 ya incluido en el software. Los 

datos MS2 fueron emparejados con una base de datos del proteoma humano (UniProt) en formato FASTA 



25 

(20375 entradas revisadas). Los parámetros para la búsqueda fueron los siguientes: tipo de 

muestra:identificación; alquilación de Cys: yodoacetamida;digestión:tripsina; instrumento:TripleTOF 

5600; factores especiales, ninguno; especie, Homo sapiens; sin descubrimiento falso (FDR) de software 

con cut off >0.05 (10% de confianza). La biblioteca de proteínas fue generada y exportada en formato 

group. Adicionalmente, la biblioteca fue cargada en el programa Peak View version 2.2.0.11391 (AB Sciex, 

Foster City, CA, USA) y exportada en formato CVS. 

 Para la realización de la cuantificación diferencial de proteínas se realizó la extracción de datos 

dirigida (DIA) de los archivos SWATH, utilizando la aplicación de cuantificación SWATH® Acquisition 

MicroApp 2.0 en PeakView version 2.2.0.11391 (AB Sciex, Foster City, CA, USA) junto con la biblioteca 

espectral generada por ADD. La alineación de las proteínas fue realizada por una curva de calibración del 

tiempo de retención de los péptidos más intensos (mayor a 10000) que fueron seleccionadas 

manualmente. La configuración usada para la cuantificación SWATH-MS fue un número máximo de 100 

péptidos por proteína que se incluirán de la biblioteca de iones importados, 6 espectros de fragmentación 

o iones producto por péptido, un umbral de confianza de péptidos de 99%, una tasa de falsos 

descubrimientos (FDR) menor al 1%, una ventana de tiempo de retención XIC de 75 ppm, 10 min y se 

activaron los péptidos modificados. Las áreas debajo de las curvas de los picos de las proteínas se 

exportaron al software Markerview version 1.2.1.1 (AB Sciex, Foster City, CA, EE. UU.). Los contaminantes 

encontrados invertidos y comunes se eliminaron antes de continuar con el procesamiento. 

La normalización se realizó mediante el software NormalyzerDE® version 1.3.4, una herramienta 

online que evalúa la idoneidad de diferentes métodos de normalización para un conjunto de datos 

(Chawade et al., 2014). Se evaluaron los métodos y se decidió realizar el análisis diferencial de las proteínas 

mediante el método de normalización por cuantiles, con el mismo software se realizaron gráficas de volcán 

para cada uno de los fármacos. Las proteínas con un cambio (Fold Change) ≥1.2 o ≤ 1/1.2 y un valor de p 

< 0.05 (Welch’s t-test) fueron consideradas diferencialmente abundantes entre las muestras de las 

diferentes condiciones. 
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2.5 Elucidación y comparación de las vías de señalización moduladas por los 

fármacos empleando softwares informáticos 

2.5.1 Propagación de los datos mediante Cluego en Cytoscape.  

 Para evaluar la cobertura del proteoma cuantificado, se analizaron las proteínas por ontología de 

genes (GO) empleando el término componente celular. El análisis de GO es un método que estructura un 

conjunto de proteínas en término de los procesos biológicos, componentes celulares o funciones 

moleculares que representan. Para esto se utilizó el software ClueGo (V.2.5.5) app para Cytoscape 

(V.3.7.1).  

Por otra parte, como primer punto de partida y con el objetivo de determinar ciertas vías de 

señalización inflamatorias (vías de daño endotelial) en HCAEC, se empleó un análisis por enriquecimiento 

funcional ⎯método que determina representación estadística de vías de señalización⎯ utilizando las 

proteínas moduladas (incrementadas y disminuidas) por TNF-a. Además, se incluyó la lista de proteínas 

derivadas del trabajo de Mohre y colaboradores; donde HUVEC fueron tratadas con 10 ng/mL de IL-1B por 

24 horas. Las bases de datos REACTOME (08/05/2020) y KEGG fueron empleadas mediante el uso de 

ClueGo (V.2.5.5) app para Cytoscape (V.3.7.1). Se implementó un método de 

enriquecimiento/agotamiento (prueba hipergeométrica de dos lados) con corrección de reducción de 

Bonferroni para determinar la significancia. 

 Como segunda aproximación, las proteínas aumentadas por las citocinas y las proteínas 

disminuidas por los ADD se analizaron en conjunto, por enriquecimiento funcional, para determinar vias 

de señalización que los fármacos antagónicamente (efecto opuesto) modulaban con respecto a las 

citocinas (Figura 10). Para la visualización de las vías se utilizó la opción de diseño de la red funcional de 

agrupación de términos, en una visión general de términos. Los gráficos obtenidos se guardaron como 

PNG.  
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Figura 10. Propagación de los datos mediante ClueGo. A. Se observa la representación de las listas de proteínas, que 
son agregadas al programa ClueGo en Cytoscape en forma de IDs. En color naranja se observan las proteínas 
procedentes de las citocinas proinflamatorias y en color azul las proteínas provenientes de los experimentos con los 
fármacos antidiabéticos B. El análisis se realiza mediante la base de datos de Reactoma en ClueGo. En el análisis solo 
con las proteínas de los fármacos que se ve comprometida la cobertura de las vías de señalización identificando una 
sola vía. C. Al realizar el análisis con ambas listas se generan una mayor cantidad de redes moleculares 
correspondientes a las vías de las citocinas asociadas a las de los ADD. D. Como resultado del análisis en Cytoscape 
resultan diagramas de pastel correspondientes a las vías de señalización, donde se ilustra la contribución de las 
proteínas de entrada en la identificación de las diferentes vías de señalización. 

 

2.5.2 Propagación de los datos mediante OmicsNet 

Para expandir nuestro entendimiento sobre las vías de señalización moduladas por los fármacos, 

creamos una red de interacción proteína-proteína (PPI) con cada una de las listas de las proteínas 

aumentadas y disminuidas (por separado) por los fármacos. Este tipo de analisis permite introducir en el 

analisis las proteínas que interaccionan directamente con las proteínas “input” o moduladas por los ADD, 

lo cual resulta en una red PPI con más información biológica. El analisis se realizó en línea con la plataforma 

OmicsNet (https://www.omicsnet.ca) utilizando la base de datos STRING PPI (Figura 11). Una vez cargados 

los datos a la plataforma se realizó el análisis de enriquecimiento de las vías utilizando las bases de 

https://www.omicsnet.ca/
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Reactome y KEGG. Para realizar el cómputo de los valores de p se empleó la prueba hipergeométrica. La 

visualización de los módulos (unidades funcionales) se determinó mediante el uso del algoritmo Walk 

Trap. Se exportaron las vías de señalización resultantes en formato Excel y las imágenes de las vías de 

señalización se descargaron en alta calidad. 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Propagación de datos mediante OmicsNet. 

 

2.6 Análisis de las vías de señalización resultantes más significativas  

 Para observar vías de señalización únicas y compartidas entre cada uno de los ADD se 

construyeron diagramas de Venn con la plataforma en línea jVenn (Bardou et al., 2014) de las vías 

obtenidas con OmicsNet y ClueGo para cada uno de los fármacos. Los resultados se compararon de manera 

manual con los datos reportados en estudios publicados, empleando como términos de búsqueda, en 

www.google.com, las vías únicas encontradas en este estudio. Con las vías únicas para los fármacos con 

respaldo en la literatura, se realizó otra búsqueda para encontrar referencias que nos dieran algún indicio 

de daño o protección cardiaca.   

Base de datos de 

STRING 

Vías de señalización 

STRING 
Interacción primaria 

  

 

 

 
 

  
 

 

 

 

Proteínas de INPUT  
Proteínas de STRING  

http://www.google.com/
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Capítulo 3. Resultados  

3.1 Creación de la biblioteca espectral y cuantificación diferencial de la 

abundancia proteínica entre los grupos de fármacos utilizando softwares 

bioinformáticos 

Utilizando nuestro método SWATH LC-MS2, pudimos identificar 2200 proteínas con un FDR <0.01, de las 

cuales se cuantificaron 1927 (Tabla 14 en anexos) empleando péptidos con un valor de confianza superior 

al 99% y un FDR < 0.01. Mediante el análisis de enriquecimiento de GO por componente celular se observó 

que las proteínas identificadas provienen de distintos organelos celulares, incluyendo la mitocondria, 

núcleo, citoesqueleto, vesículas, entre otros Figura 12. 

 

Figura 12. Representación del análisis de enriquecimiento de ontología de genes (GO), empleando el término 
componente celular, del proteoma de las células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC). 

 

A pesar de ser necesario el proceso de normalización de la abundancia de proteínas, con el objetivo de 

reducir la variación técnica entre las muestras, se puede contribuir en la pérdida de información acerca de 

los verdaderos cambios en las abundancias de las proteínas. Para intentar solucionar este problema, se 

aplicaron 8 diferentes métodos de normalización para seleccionar el más adecuado basado en parámetros 

cuantitativos y cualitativos del proceso de normalización en nuestros datos. Todos los métodos mejoraron 

los parámetros comparado con el método común de normalización tipo log2. No obstante, se seleccionó 
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el método de normalización por cuantiles debido a que presentó un mejor perfil cuantitativo y cualitativo 

(Figura 13). 

A. 

 

B. 

 

Figura 13. Análisis en NormalyzerDE® versión 1.3.4 para encontrar el método de normalización adecuado para 
nuestros sets de datos. A. Gráficos para los fármacos antidiabéticos. B. Gráficos para TNF-α. Abreviaciones: PCV, 
Coeficiente de variación agrupado intragrupal; PMAD, Desviación media absoluta agrupada intragrupal; PEV, 
Estimación de la varianza agrupada intragrupal. 

 

Con las abundancias de las proteínas normalizadas se calcularon las proporciones de cambio o 

razón de cambio (FC, de las siglas en inglés Fold Change) para cada proteína entre los diferentes grupos de 
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ADD con relación al grupo control (Abundancia proteína X1 Fármaco/abundancia proteína X1 Control). Las 

proteínas con una razón de cambio de ±1.2 y un valor de p<0.05 fueron consideradas diferencialmente 

moduladas. Con el análisis estadístico t de Student de varianzas desiguales (Welch) se identificaron un 

total de 24,29,17,15, 25 proteínas con abundancia incrementada para metformina, rosiglitazona, 

empagliflozina, saxagliptina y TNF-α respectivamente. Y 32,34,33,48 y 42 proteínas con abundancia 

disminuida para metformina, rosiglitazona, empagliflozina, saxagliptina y TNF-α respectivamente (Figura 

14 y Tabla 4). Los gráficos de volcán donde se muestra la distribución de las abundancias de las proteínas 

con cada uno de los tratamientos se encuentran en la Figura 15. 

Tabla 4. Lista con los identificadores Uniprot para las proteínas procedentes de los experimentos con los ADD que 
resultaron con cambios significativos en sus abundancias (FC ±1.2; p<0.05). Abreviaciones: FC, Razón de cambio; MET, 
metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina; TNF-α, Factor de necrosis tumoral alfa. 
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Figura 14. Cuantificación del número de proteinas moduladas (incrementadas y disminuidas) en HCAEC por los 
fármacos antidiabeticos (ADD) y factor de necrosis tumoral α(TNF-α). Las proteínas con una razón de cambio 
(Abundancia proteína X1 Fármaco/abundancia proteína X1 Control, FC) ±1.2 y valor p<0.05 se consideraron 
diferencialmente abundantes. MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina; TNF-
α, Factor de necrosis tumoral alfa. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Gráficos de volcán de la expresión diferencial de las proteínas moduladas por los fármacos antifdiabéticos 
(ADD) y TNF-α con relación al control. Se identificaron 299 proteínas diferencialmente abundantes (con una razón de 
cambio ± 1.2 y valor de p menor a 0.05) entre los fármacos su respectivo control negativo. Abreviaciones: CTRL, 
control; MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina; TNF-α, Factor de necrosis 
tumoral alfa. 

n=25 n=42 

n=17 n=33 n= 32 n= 24 

n= 34 n= 29 n= 48 n= 15 
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3.2 Identificación de vías de señalización representadas por las proteínas 

moduladas por los fármacos antidiabéticos (ADD) y las citocinas proinflamatorias 

3.2.1 Propagación de los datos mediante ClueGo en Cytoscape  

  En la Figura 16 se muestra la red de vías de señalización significativamente representadas por las 

proteínas incrementadas por las citocinas proinflamatorias empleando la base de datos KEGG y 

REACTOME. Cada nodo o círculo contiene al menos 3 proteínas que representan una vía de señalización. 

La vía más significativa se indica con letras negras adyacentes al nodo. El área coloreada (rojo, IL-1B y azul, 

TNF-a) indica la proporcionalidad de proteínas asociadas a la vía de señalización por cada citocina. Por otra 

parte, en la Figura 17 se muestra la red de vías de señalización combinada que incluye las proteínas 

incrementadas y disminuidas por las citocinas y fármacos ADD, respectivamente. Los colores y área se 

corresponden con los parámetros arriba mencionados.  

Las vías de inflamación identificadas con las proteínas disminuídas por las citocinas (TNF-α e IL-1B) 

y con las proteínas aumentadas por los ADD se muestran en la Tabla 15 (anexo). Con el fármaco 

metformina se identificaron un mayor número de vías de señalización de inflamación con 216 vías, seguido 

de saxaglitina con 210 vías. Para rosiglitazona y empagliflozina se identificaron 82 y 83 vías de señalización 

respectivamente. De manera general las vías más significativas corresponden con procesos del sistema 

inmune, como la degradulación de neutrófilos y la señalización por interleucinas (Figura 17), además de 

modular vías correspondientes a procesamiento de proteínas (Tabla 5). 

 

 

 

 

                                                           

Figura 16. Vías de señalización representadas significativamente empleando las proteínas incrementadas por las 
citocinas proinflamatorias IL-1B y TNF-α. Análisis bioinformatico por ClueGo en Cytoscape con la base de datos de 
Reactome y KEGG. 

IL-1B 

TNF-α 
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Tabla 5. Vías de señalización más significativas asociadas a inflamación moduladas por las citocinas. 

 

Citocinas (IL1-B y TNF-α) 

Vía p-value 

Influenza A 0.012248519808054 

Exocytosis of ficolin-rich granule lumen proteins 0.00340189225971699 

Epstein-Barr virus infection 0.00374148064292967 

TBC1D17 binds OPTN:RAB8A 0.00414285575971007 

Expression of IFNG-stimulated genes 1.4149004812225E-07 

 

A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.      C. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Vías de señalización representadas significativamente empleando las proteínas incrementadas por las 
citocinas proinflamatorias IL-1B y TNF-α, disminuídas por los fármacos antidiabéticos (ADD) utilizando las bases de 
datos de Reactome y KEGG. A. Vías de señalización aumentadas con las citocinas y disminuidas con todos los ADD. 
B. Diagrama de Venn de las vías de señalización de los fármacos con las citocinas. C. Vías de señalización significativas 
compartidas entre los ADD. Abreviaciones: MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, 
saxagliptina. 

IL-1B 

MET 

TNF-α 

ROS 

EMPA 

SAXA 
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Tabla 6. Vías de señalización más significativas empleando las proteínas incrementadas por las citocinas 
proinflamatorias IL-1B y TNF-α, disminuídas por los fármacos antidiabéticos (ADD). 

METFORMINA ROSIGLITAZONA EMPAGLIFLOZINA SAXAGLIPTINA 

Vía p-value Vía p-value Vía p-value Vía  p-value 

Glucólisis/ 
Gluconeogénesis 

0.01 Glucólisis/ 
Gluconeogénesis 

0.01 

Procesamiento de 
proteínas en el 
retículo 
endoplasmático 

0.03 
Glucólisis/ 
Gluconeogénesis 

0.01 

Procesamiento de 
proteínas en el 
retículo 
endoplasmático 

0.03 

Procesamiento de 
proteínas en el 
retículo 
endoplasmático 

0.03 Influenza A 0.01 

Procesamiento 
de proteínas en 
el retículo 
endoplasmático 

0.03 

Presentación y 
procesamiento de 
antígenos 

0.009 Influenza A 0.01 
Endocitosis mediada 
por clatrina 

0.03 Influenza A 0.01 

Endocitosis 
mediada por 
clatrina 

0.03 
Sistema inmune 
innato 

6.1E-
09 

Sistema inmune 
innato 

6.1E-
09 

Endocitosis 
mediada por 
clatrina 

0.03 

Sistema inmune 
innato 

6.1E-
09 

Desgranulación 
de neutrófilos 

9.4E-

11 
Desgranulación de 
neutrófilos 

9.4E-

11 
Sistema inmune 
innato 

6.15E-
09 

 

3.2.2 Propagación de los datos mediante OmicsNet 

  Derivado del análisis funcional con la red PPI con las proteínas incrementadas y disminuidas por 

los ADD en OmicsNet, se obtuvieron listas de proteínas de más de doscientos elementos (Tabla 16 de 

anexos se muestran 50 vías). Las 5 vías más significativas que se obtuvieron con las bases de datos de 

Reactome y KEGG para cada fármaco se muestran en la Tabla 7. En general metformina aumento vías de 

señalización que corresponden al doblamiento de proteínas, procesamiento de RNA, presentación de 

antígenos, apoptosis y vías de señalización de sistemas hormonales; pero disminuyo vías de señalización 

para la degradación de proteínas. Rosiglitazona por otro lado, aumentó vías de señalización de 

metabolismo celular y proteólisis, pero disminuyo vías de senescencia, apoptosis y muerte celular. Para el 

caso de Saxagliptina se aumentaron vías de señalización de metabolismo celular, ciclo celular, y 

procesamiento de proteínas; pero disminuyó vías de expresión genética (transcripción y replicación) y 

diferenciación celular. Por último, Empagliflozina moduló vías de señalización para el sistema inmune 

como señalización por interleucina y señalización por neutrófilos además del metabolismo celular, y 

disminuyó vías de señalización de apoptosis y degradación de proteínas. 

En la Figura 19 se muestra la comparación del número de vías distintas y compartidas entre los fármacos 

mediante la visualización por diagrama de Venn, además se muestran las vías de señalización más 
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significativas que modularon los ADD. En la Figura 18 se muestran las principales redes moleculares 

obtenidas con OmicsNet se muestran, donde en color rosa se muestran las proteínas semillas 

moduladas por las citocinas y en color gris las proteínas que de interacción inmediata con la base 

de datos de STRING. 

Tabla 7. Vías de señalización significativas identificadas en OmicsNet para los distintos fármacos antidiabéticos (ADD). 

 
Metformina Rosiglitazona Saxagliptina Empagliflozina 

AUMENTADAS 

KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA 

Vía  Vía  Vía Vía Vía  Vía  Vía  Vía  

Sistema de 

renina-

angiotensina 

Transferencia de 

sustrato a 

CCT/TriC 

mediada por 

prefoldina  

Vía de 

señalización 

cAMP 

Vía de 

señalización de 

gastrina-CREB a 

través de PKC y 

MAPK  

Vía de 

señalización 

Hedgehog  

Corte y 

Empalme de 

RNAm  

 Vía de 

señalización 

AMPK  

Complejo de 

clasificación 

endosomal 

necesario 

para el 

transporte 

(ESCRT) 

Reparación 

por escisión 

de 

nucleótidos  

Cooperación de 

Prefoldina y 

TriC/ CCT en el 

plegamiento de 

actina y tubulina  

Gap junction 

Eventos de 

señalización G 

alfa(q) 

Diabetes de 

madurez en 

los jóvenes  

Corte y 

Empalme de 

RNAm: vía 

principal  

Vía de 

señalización 

Wnt  

Tráfico de 

membranas  

Secresión de 

renina  

Corte y 

empalme de 

RNAm  

Proteólisis 

mediada por 

ubiquitina  

Contracción 

muscular  

Adicción a la 

cocaína  

Procesamiento 

de pre-RNAm 

que contienen 

intrones con 

casquete/caper

uza 

Vía de 

señalización 

MAPK  

Señalización 

por 

interleucina-

1  

Vía de 

señalización 

de 

estrógenos  

Corte y 

empalme de 

RNAm:vía 

principal  

Biogénesis de 

ribosomas en 

eucariotas  

Señalización 

por EGFR en 

cáncer  

Infección por 

el virus del 

papiloma 

humano  

Cadena de 

transporte de 

electrones: 

respiración  

Autofagia- 

animal 

 El dominio 

intracelular 

NOTCH1 

regula la 

transcripció

n  

Apoptosis-

múltiples 

especies  

Procesamiento 

de pre-RNAm 

que contienen 

intrones con 

casquete/caper

uza 

Reabsorción de 

agua regulada 

por 

vasopresina  

Señalización 

por EGFR 

Adicción a 

las 

anfetaminas  

Transición G2/M  
Proteoglican

os en cáncer 

Señalización 

constitutiva 

por 

mutantes de 

dominio 

NOTCH1 

HD+PEST  

Presentación 

y 

procesamien

to de 

antígenos  

Procesamiento 

de RNAm 

Carcinoma 

hepatocelular  

Corte y 

empalme de 

RNAm  

Secreción de 

renina  

Fases mitóticas 

G2-G2/M  

Vía de 

señalización 

de 

neutropinas  

Hidroxilació

n de prolina 

dependiente 

de oxígeno 

del factor 

alfa 

inducible 

por hipoxia  

DISMINUIDAS 

KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA 

Vía  Vía Vía Vía Vía  Vía  Vía  Vía  
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Reparación 

de 

desajustes 

(mismatch 

repair) 

Metabolismo 

del RNAm 
Ferroptosis 

Señalización 

por Rho 

GTPasas 

Reparación 

de 

desajustes  

Metabolismo 

del RNAm 

Vía de 

señalización 

p53  

Iniciación de 

la 

traducción 

cap-

dependiente 

Reparación 

por escisión 

de 

nucleótidos  

Expresión 

genética  
Empalmosoma  

Eventos de 

señalización G 

alpha (12/13)  

Replicación 

de DNA  
Traducción  

Infección 

por virus del 

papiloma 

humano  

Traducción  

Empalmoso

ma  
Enfermedad  

Apoptosis – 

múltiples 

especies  

NRAGE señala 

la muerte a 

través de JNK 

Vía de 

señalización 

mTOR  

Iniciación a la 

traducción 

eucariotica 

Apoptosis- 

múltiples 

especies  

Hidrolisis de 

GTP y unión 

de la 

subunidad 

ribosómica 

60S 

Vía de 

señalización 

AMPK  

Degradación de 

beta-cadenina 

por el complejo 

de destrucción  

Vía de 

señalización del 

glucagón  

Señalización 

mediada por el 

receptor p75 

NTR  

Vía de 

señalización 

AMPK  

Iniciación de la 

traducción cap- 

dependiente  

Biogénesis 

de 

ribosomas 

en 

eucariotas 

Regulación 

translacional 

mediada por 

3'- UTR  

Autofagia - 

otros 

Señalización por 

Wnt 

Autofagia- 

Otros 

Señalización de 

muerte celular 

a travéz de 

NRAGE, NRIF 

and NADE 

Autofagia - 

animal 

Hidrólisis de 

GTP u unión de 

la subunidad 

ribosómica 60S 

Melanoma 

Silenciamien

to de la 

traducción 

de la 

expresión 

mediada por 

L13a 

Vía de 

señalización 

p53  

Nonsense 

Mediated Decay 

Enhanced by the 

Exon Junction 

Complex 

Red immune 

intestinal para 

la producción 

de IgA  

Señalización 

por NGF 

Interacción 

ligando-

receptor 

neuro activo 

Regulación 

translacional 

mediada por 3' -

UTR 

Ferroptosis 

Nonsense 

Mediated 

Decay 

Enhanced by 

the Exon 

Junction 

Complex 

Replicaicón 

del DNA  

Nonsense-

Mediated Decay 

Cáncer de 

tiroides  

Resolución de 

la cohesión de 

cromátides 

hermanas  

Carcinogéne

sis química 

Silenciamiento 

de la traducción 

de la expression 

de ceruplasmina 

mediado por 

L13a 

Leucemia 

mieloide 

crónica 

Nonsense-

Mediated 

Decay 
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A.

 

B.

 

Figura 18. Red molecular creada en OmicsNet por la red molecular de interacción proteína-proteína (PPI) de los 
fármacos antidiabéticos (ADD) y la base de datos STRING. A. Red de PPI para TNF-α. B. Red de PPI para IL1B. B. Vías 
enriquecidas con el interactoma de las proteínas disminuidas por los fármacos. Los círculos punteados azules señalan 
el nodo más significativo. 
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A.       B.  

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Diagramas de Venn de las vías de señalización aumentadas y disminuídas con los fármacos antidiabéticos 
(ADD). A. Vías de señalización aumentadas por los ADD. Se muestra en el recuadro las vías compartidas entre los 
fármacos. B. Vías de señalización disminuídas. Se muestra en el recuadro las vías compartidas entre los fármacos. 
Abreviaciones: MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina. 

 

Realizamos el análisis por separado de las vías de señalización de las citocinas proinflamatorias las más 

significativas se encuentran en la Tabla 8. Para el caso de IL-1B de acuerdo con su red PPI (Figura 20) IL-1B 

moduló vías de señalización relacionadas al sistema inmune, metabolismo de RNA, y diferentes procesos 

de factores de transcripción. Por otro ladoTNF-α moduló vías de señalización correspondientes a la 

degradación de proteínas u presentación cruzada de antígenos, transporte de proteínas y reparación de 

errores en el RNA. Las principales redes moleculares obtenidas con OmicsNet se muestran en la Figura 20. 
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Tabla 8. Vías de señalización más significativas deducidas con la interacción entre proteínas (PPI) de las citocinas con 
la base de datos de STRING.  

IL-1B TNF-α 

KEGG p-value Reactome p-value KEGG p-value Reactome p-value 

Factores de 
transcripción 
basales  5.17E-56 Sistema Inmune  3.07E-52 

Reparación de 
desajustes/ 
apareamientos 
incorrectos 7.62E-48 

Regulación de PAK-
2p34 activada por 
degradación 
mediada por 
proteasomas 1.42E-43 

MicroRNAs en 
cáncer 1.58E-37 

Metabolismo 
de RNA 1.17E-39 

Carcinogénesis 
química  3.86E-11 

Presentación 
cruzada de 
antígenos exógenos 
solubles(endosomas) 1.42E-43 

Infección por el 
virus del herpes 
simple 1  3.37E-36 

Metabolismo 
de RNA 1.26E-38 

La potenciación a 
largo plazo  9.55E-06 

Degradación de 
ciclina D1 
dependiente de 
ubiquitina 2.89E-43 

Reparación de 
desajustes/ 
apareamientos 
incorrectos 4.23E-30 

Degradación de 
beta-catedina 
por el complejo 
de destrucción 
D  3.10E-36 

Infección por 
citomegalovirus 
humano  0.000465 

Fosforilación 
mediada por CDK y 
eliminación de Cdc6 2.89E-43 

Vía de 
señalización de 
esfingolípidos  1.73E-29 

Señalización 
por Wnt 3.10E-36 

Contracción del 
músculo cardiaco  0.000802 

Degradación de 
ciclina D 
dependiente de 
ubiquitina  2.89E-43 
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Figura 20. Red molecular creada en OmicsNet por la red de interacción proteína-proteína (PPI) de las citocinas 
proinflamatorias TNF-α e IL 1B y la base de datos STRING. A. Red de PPI para TNF-α. B. Red de PPI para IL-1B.  

  

IL-1B 

TNF-α 

A. 

B. 
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Capítulo 4. Discusión  

La DMT2 confiere un elevado riesgo de mortalidad por CVD. A pesar de existir un gran repertorio 

de ADD en la clínica que regulan la glucosa en sangre en sujetos con DMT2, estos individuos bajo 

tratamiento farmacológico siguen presentando un mayor riesgo de CVD y mortalidad que sujetos sin la 

enfermedad. A este fenómeno se le conoce como riesgo residual (Gimeno Orna et al., 2020). No obstante, 

pocos fármacos como la empagliflozina han demostrado —con suficiente evidencia clínica— reducir el 

riesgo de complicaciones cardiacas y mortalidad en sujetos con DMT2, mientras que otros —

particularmente rosiglitazona— incrementan ciertas complicaciones cardíacas (p.ej., ICC). El mecanismo 

molecular de los ADD que explica estos efectos clínicos se desconoce. Es por esto, que, en este trabajo de 

tesis, se planteó investigar los efectos moleculares de cuatro ADD de distintas clases y con distintos 

mecanismos de acción anti hiperglucemiante en un modelo in vitro de HCAEC relevante en el contexto de 

CVD. Mediante un análisis proteómico por LC-MS2 y bioinformático evaluamos las vías de señalización 

moduladas por los ADD. Esta información puede contribuir a identificar los mecanismos moleculares —

independientes de sus efectos antihiperglucemiantes— de los ADD que expliquen sus efectos clínicos 

sobre la salud cardiovascular en sujetos con DMT2. 

 La DMT2 es una enfermedad metabólica que se caracteriza por causar hiperglucemia y resistencia 

a la insulina periférica(Defronzo et al., 2015; Kahn, 1994). Uno de los problemas más graves de esta 

enfermedad es que incrementa el riesgo de mortalidad y CVD. Y, a pesar de la terapia farmacológica (ADD) 

que existe y que mejora el metabolismo de glucosa, los sujetos con esta patología siguen manifestando 

una mayor prevalencia de IAM y mortalidad que sujetos sin la enfermedad (Tancredi et al., 2015). Uno 

esperaría que la terapia farmacológica disminuyera el riesgo de mortalidad prematura a niveles de 

individuos sin la enfermedad. Por esto, mecanismos distintos al control de la glucosa parecen desempeñar 

un papel relevante en el riesgo cardiovascular en sujetos con DMT2. No obstante, se ha descrito que 

ciertos ADD sí parecen reducir el riesgo cardiovascular mediante mecanismos independientes de su 

propiedad antihiperglucemiante, mientras otros incrementan el riesgo cardiaco (p.ej., ICC). En el presente 

trabajo investigamos los mecanismos moleculares que ciertos ADD, de las clases más representativas, 

ejercen en el endotelio coronario. Para esto, utilizamos como modelo in vitro, HCAEC las cuales proveen 

de mayor relevancia fisiológica en el contexto de CVD y DMT2. Estudios clínicos han demostrado la 

importancia de la función del endotelio coronario en el desarrollo de CVD (Halcox et al., 2002). Cabe 

destacar que la mayoría de la investigación sobre la DMT2 y función endotelial se centra en el uso de 

células endoteliales provenientes de tejidos distintos al corazón, existiendo una notoria preferencia sobre 

el uso de HUVEC como modelo para determinar el efecto de fármacos y mecanismos de daño endotelial 
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(Andreadou et al., 2017; Arunachalam et al., 2014; Baselet et al., 2020; Birnbaum et al., 2016; Brown et al., 

2017; Detaille et al., 2005; Eriksson et al., 2012; Eriksson y Nyström, 2014; Iannantuoni et al., 2020; Ma 

et al., 2019; Millioni et al., 2010; Tian et al., 2019; Uthman et al., 2019; Zhou et al., 2018). Ciertos ADD 

presentan evidencia clínica acerca de su papel en la reducción de las complicaciones cardiovasculares en 

sujetos con DMT2 (Tabla 3). Empagliflozina por ejemplo es el fármaco con la evidencia más sólida respecto 

a una aparente reducción de la mortalidad y complicaciones cardiovasculares (Fitchett et al., 2016). Al 

fármaco de primera línea, metformina, también se le han atribuido efectos positivos sobre la reducción 

del riesgo de mortalidad por complicaciones cardiacas e IAM, pero, esta evidencia no es tan clara como la 

existente para empagliflozina (Paneni y Lüscher, 2017). Por otra parte, existe una amplia evidencia de que 

la rosiglitazona aumenta el riesgo de ciertas complicaciones en sujetos con DMT2, incluyendo la ICC (Singh 

et al., 2007). Esto ha desencadenado inclusive en la prohibición de rosiglitazona en Europa debido a sus 

potenciales efectos deletéreos sobre la función cardiaca (Cheung, 2010). De la misma manera se sugiere 

que ciertos fármacos como la saxagliptina incrementan el riesgo de ICC y previos eventos cardiovasculares 

adversos (IAM, angina de pecho o ICC), sin embargo, no parecen ejercer una reducción o aumento en la 

mortalidad cardiovascular(Green et al., 2015; Scirica et al., 2013; White et al., 2014). Derivado de esta 

evidencia clínica, en este estudio empleamos los ADD anteriormente mencionados; metformina, 

empagliflozina, saxagliptin y rosiglitazona.  

Para evaluar los efectos moleculares de los ADD, tratamos a las HCAEC con concentraciones 

clínicamente relevantes de metformina, rosiglitazona, empagliflozina, y saxagliptina o vehículo por 48 hrs 

(Figura 9). El parámetro o endpoint (por su definición en inglés) de “efecto” de los ADD fue la medición 

cuantitativa de la abundancia de las proteínas entre células tratadas y no tratadas (vehículo). Para esto, se 

utilizó un método de proteómica basado en la metodología SWATH para determinar la abundancia 

proteínica entre los diferentes grupos estudiados. Esta variante del método DIA presenta una mayor 

precisión y exactitud para la cuantificación de las proteínas con respecto a otras técnicas por LC-MS, 

además de ofrecer la gran ventaja de crear un archivo digital de cada muestra para análisis posteriores 

(Anjo et al., 2017; Sajic et al., 2015). Anteriormente se habían podido identificar 250 proteínas en HCAEC 

en condiciones alta glucosa y glucosa normal tratados con rosiglitazona, utilizando un espectrómetro 

MALDI-TOF 4800 (Millioni et al., 2010). En nuestro estudio pudimos realizar la identificación y 

cuantificación de 1927 proteínas provenientes del proteoma de las HCAEC (Tabla 14), lo que demuestra la 

cobertura de detección de nuestro método. De este número, identificamos globalmente 232 proteínas 

con cambios significativos por el tratamiento con los 4 ADD (Figura 4). El mecanismo de acción responsable 

de los efectos antihiperglucemiantes para los ADD aquí evaluados está bien estudiado e involucra acciones 

a nivel de órganos y tejidos como el hígado y páncreas (Defronzo et al., 2015). A pesar de que el endotelio 
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no es un órgano principal regulador del metabolismo de la glucosa, encontramos que la saxagliptina - cuyo 

mecanismo de acción es inhibir a la DPP-4 (ADA, 2020)-moduló la abundancia proteínica de la isoforma 

DPP-3. La relevancia de este efecto se desconoce, ya que no existe evidencia al respecto.  

Para la interpretación de las vías de señalización moduladas por los ADD -provenientes de las 

proteínas que cambiaron en abundancia- realizamos un análisis de enriquecimiento funcional (Bases de 

datos KEGG y REACTOME) usando dos enfoques distintos; 1) enfoque dirigido sobre inflamación mediante 

la creación de una red proteínica (del inglés protein network) entre las proteínas moduladas por los ADD 

y citocinas proinflamatorias IL1B y TNF-α, y 2) enfoque no dirigido sobre las vías de señalización moduladas 

por los ADD mediante la creación de redes proteínicas (PPI). Con el enfoque 1, encontramos que todos los 

ADD modulaban antagónicamente vías de señalización inflamatorias activadas por las citocinas, pero a 

distinto nivel. Específicamente, metformina moduló significativamente un mayor número de vías (216 

vías) seguido de saxagliptina (210 vías), rosiglitazona (82) y empagliflozina(83). Las vías de señalización 

inflamatorias moduladas por ADD se corresponden con procesos del sistema inmune, señalización de 

interleucinas e interferón y degranulación de neutrófilos. Estos resultados están en concordancia con 

ciertos estudios clínicos (Hattori, 2018; Njerve et al., 2017), in vitro e in vivo que sugieren efectos 

modulatorios por los fármacos en el sistema inmune, sobre todo en mecanismos antiinflamatorios (Jigheh 

et al., 2019; Pankevich et al., 2017; Schuiveling et al., 2017; Y. Yang et al., 2018). 

Por otro lado, con el enfoque 2 encontramos distintas vías de señalización moduladas (activadas 

y disminuidas) por los ADD. El mayor número de vías activadas se observó con empagliflozina, seguido de 

rosiglitazona, saxagliptina y metformina. Específicamente, metformina aumentó vías de señalización que 

corresponden al doblamiento de proteínas, procesamiento de RNA, presentación de antígenos, apoptosis 

y vías de señalización de sistemas hormonales; además disminuyó vías de señalización para la degradación 

de proteínas. A pesar de que se han reportado efectos anti apoptóticos en HCAEC bajo el tratamiento con 

metformina (Eriksson y Nyström, 2014), también existe evidencia donde el uso de metformina en sinergia 

con FTY720 (fármaco inmunomodulador para el tratamiento de la esclerosis múltiple) induce apoptosis en 

varias células mieloides en cáncer (Zhao et al., 2018). Además se sugiere que metformina modula vías 

alternativas de corte y empalme de RNAm(Laustriat et al., 2015; Matsumoto et al., 2020; Yi et al., 2016) 

que pudieran tener diferentes efectos como la atenuación de retinopatía diabética (Yi et al., 2016). En 

efecto, en este estudio se encontró un aumento en la señalización del corte y empalme de RNAm en células 

tratadas con metformina. Cabe señalar que en nuestro estudio la vía AMPK se vio disminuida en células 

tratadas con metformina, la cual se cree es uno de los principales mediadores de acción del fármaco con 

respecto a sus efectos antihiperglucemiantes, estimuladores de la función celular, reductores de daño 
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celular y anticancerígenos (Triggle y Ding, 2017). Dichos estudios reportan un incremento en la activación 

de AMPK por metformina, contrario a nuestro estudio. Esta discrepancia puede ser atribuida en parte 

(entre otras que incluyen el tipo de modelo in vitro) a que dichos estudios emplean concentraciones supra 

fisiológicas (1 mM-5 mM), mientras nuestro estudio emplea concentraciones fisiológicas. Es por esto, que 

existe una gran controversia sobre los mecanismos mediadores de los efectos de metformina, lo cual 

pudiera ser explicado por la concentración empleada del fármaco (Duca et al., 2015; Tian et al., 2019; F. 

Yang et al., 2019; J. Ye et al., 2018).  

El fármaco rosiglitazona aumentó, en general, vías de señalización del metabolismo celular y 

proteólisis, pero disminuyó vías de senescencia, apoptosis y muerte celular. Estudios describen efectos 

moduladores de la apoptosis por el fármaco, sin embargo, existe controversia en este aspecto, ya que 

mientras algunos autores sugieren un incremento en la apoptosis (Ji et al., 2018), otros sugieren una 

reducción de este proceso en células endoteliales (Baselet et al., 2020; Millioni et al., 2010). 

Adicionalmente, rosiglitazona incrementó la vía de la reabsorción de agua regulada por vasopresina (CRK, 

GNA11), lo cual se ha reportado en modelos animales (Song et al., 2004). En algunos estudios clínicos se 

ha observado que el fármaco incrementa la retención de líquidos (edema) que eventualmente empeora 

la función del corazón e incrementa el riesgo de ICC (Home et al., 2009; Tatti et al., 2008). Se sugiere que 

la activación de la señalización de vasopresina en el riñón por rosiglitazona deriva en la formación de 

edema, mecanismo independiente de sus efectos antihiperglucemiantes (J. Xu et al., 2017). No obstante, 

un incremento en la permeabilidad vascular (a nivel del endotelio) puede también propiciar la captación 

de líquido intravascular y en consecuencia desarrollar edema. Nuestro estudio sugiere que la rosiglitazona 

activa este proceso en HCAEC. 

Por otro lado, nuestro datos sugieren que Rosiglitazona disminuyó la vía de señalización de p53 

en HCAEC, sin embargo en varios tipos de líneas celulares de cáncer está descrito que rosiglitazona activa 

esta vía que deriva en la estimulación de angiogénesis y metástasis (Chiu et al., 2010; Doonan et al., 2009; 

Sun et al., 2009; Z. Wang et al., 2020). Esto sugiere efectos diferenciales del fármaco entre células malignas 

y no malignas. 

Con el fármaco empagliflozina, observamos una activación de las vías de señalización de AMPK y 

MAPK en HCAEC. En efecto, algunos reportes han evidenciado la activación de AMPK por el fármaco 

(Koyani et al., 2020; Lu et al., 2020; Zhou et al., 2018), e inclusive se ha señalado que la activación de esta 

vía es la responsable de la reducción del gasto energético y los efectos antiinflamatorios de empagliflozina, 

lo que resulta en el mejoramiento de la función cardiaca (Koyani et al., 2020).  
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De manera notable, se observó que empagliflozina atenuó vías relacionadas con disfunción 

endotelial, específicamente la vía de señalización de p53, la cual se asocia con el desarrollo de disfunción 

endotelial (incremento de procesos de coagulación) (Knight et al., 2018; Kumar et al., 2011). Se ha 

reportado que el fármaco también está involucrado en la atenuación de la apoptosis, in vitro, en células 

de riñón(Lee et al., 2019) y en diversos estudios In vivo (Abdel-latif et al., 2020; Amin et al., 2020; Kabel 

et al., 2020). En nuestro estudio se observó una reducción de procesos apoptóticos por empagliflozina. 

Esto sugiere que el fármaco mejora la función endotelial al modular distintas vías de señalización 

protectoras.  

La vía de señalización Hedgegog desempeña un papel importante en el desarrollo embrionario y 

postnatal vascular además del mantenimiento de la homeostasis en la vasculatura y el corazón (Salybekov 

et al., 2018). La proteína Sonic Hedgehog   ̶parte de la vía   ̶regula el crecimiento de las células endoteliales 

además de promover la migración y estimular la formación de vasos sanguíneos (Fuchs et al., 2012). En 

este estudio observamos que la saxagliptina aumentó dicha vía de señalización, lo cual sugiere que el 

fármaco promueve la angiogénesis. Por otro lado encontramos que saxagliptina disminuyó la vía de 

señalización para mTOR (por sus siglas en inglés mammalian Target of rapamycin, o diana de la rapamicina 

en mamíferos), una proteína con actividad cinasa sobre serina-treonina que funciona como punto de 

convergencia para diversas señales que median el crecimiento celular, metabolismo energético, la 

disponibilidad de nutrientes y el estrés celular (Jia et al., 2014). Se ha descrito que la activación de esta vía 

podría deberse a una respuesta adaptativa metabólica que promueve la resistencia a la insulina, y 

eventualmente al desarrollo de DMT2 (Suhara et al., 2017), además también se ha asociado con el 

desarrollo de la hipertrofia cardiaca y disfunción endotelial (Whaley-Connell et al., 2012). Por otro lado, 

también se ha descrito que la activación de esta vía podría ser una respuesta compensatoria de las células 

a señales estimulantes continuas, como el exceso de nutrientes (Aroor et al., 2013). Esta vía podría 

indicarnos un mecanismo por el cual la saxagliptina ejerce una respuesta compensatoria ante el daño 

endotelial.  

Saxagliptina disminuyó también la vía de señalización de AMPK, pero aún no es clara la relación 

que tiene el fármaco con la modulación de esta vía (Vyas et al., 2013). En modelos in vivo se ha reportado 

un incremento en la expresión de AMPK con saxagliptina, pero solo bajo condiciones de ejercicio(Keller 

et al., 2015). De manera semejante, se ha observado un incremento de la proteína AMPK en cepas de 

ratones BTBR bajo tratamiento con saxagliptina en combinación con dapagliflozina(Y. Ye et al., 2017).   
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Capítulo 5. Conclusiones  

Los resultados presentados en este estudio sugieren un posible efecto antagónico de los ADD 

sobre vías de señalización activadas por las citocinas proinflamatorias IL 1B y TNF-α. El empleo de la 

bioinformática y redes de PPI, nos sugiere que metformina modula principalmente vías de transcripción 

de RNA; rosiglitazona, apoptosis y división celular; empagliflozina, apoptosis y procesamiento de DNA; y 

saxagliptina inflamación, así como vías del metabolismo mitocondrial. Además, nuestros datos sugieren 

que rosiglitazona estimula vías de señalización que incrementan la permeabilidad vascular en HCAEC, lo 

cual puede explicar sus efectos sobre la acumulación de líquido intravascular (edema) y falla cardiaca en 

sujetos tratados con el fármaco. En conclusión, nuestro estudio provee de información mecanicista sobre 

los efectos que los ADD, de las principales clases químicas, ejercen en el endotelio coronario humano y 

delinea efectos protectores y negativos que pueden explicar los efectos clínicos observados en sujetos 

tratados con los fármacos. 

Perspectivas futuras: Con el conocimiento de los mecanismos moleculares de los ADD 

involucrados en los efectos (observables en la clínica) sobre el sistema cardiovascular, podrían 

desarrollarse nuevas estrategias para la enfermedad, con tratamientos dirigidos no solo al control de la 

glucosa en sangre, si no en reducir la mortalidad de la DMT2. Se requiere de más estudios confirmatorios 

(p. ej. western blot) que evalúen los resultados observables en este estudio, además de la integración de 

más datos (como el metabolóma de las HCAEC) para una generación de vías de señalización más completa. 
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Anexos 

Tabla 9. Metabolismo y farmacocinética de los fármacos antidiabéticos (ADD). 

Fárma

co 

Cmax 

Clínica 

(mM) 

Dosis 

(mg) 

Vida 

media 
Metabolismo 

Excreción 

renal/metabo

lismo 

hepático 

Tipo de 

metabolito 

Referen

cias 

Em
p

ag
lif

lo
zi

n
a

 

•226 

•722* 

•1070* 

•37 

•2980 

•309 

•2630 

 •2390 

•10 

•25* 

•25* 

•1 

•100 

•10 

•100 

•100(des

pués de 4 

semanas 

de 

tratamien

to) 

10.3hrs – 

18.8 hrs 

después de 

su 

administració

n. 

Glucuronidación por la 

uridina 5'-

difosfoglucuronosiltra

nsferasas UGT2B7, 

UGT1A3, UGT1A8, y 

UGT1A9 

•Aclaramiento 

renal en sujetos 

sanos a las 72h 

11.0% a 18.7%  

•En sujetos con 

DMT2 18% del 

fármaco 

administrado se 

excretó sin 

cambios en la 

orina 

Sin metabolito 

activo  

(Scheen, 

2014) 

Sa
xa

gl
ip

ti
n

a
 

•161.95  

•161.95 

•77.077*  

•71.978* 

Saxagliptina 

(a las 0.5hrs) 

•836.755 

hidroxisaxagli

ptina (a las 

1.5hrs)  

•1817.4 

•2 

tabletas 

de 10mg 

•10 

•5* 

 

•5* 

 

 

•50 

•Saxagliptina 

2.2-3.8 hrs 

•5-

hidroxisaxagli

ptina 3-7.4 

hrs 

Metabolismo mediado 

principalmente por las 

isoenzimas CYP3A4/5 

del citocromo P450. 

•50% de la dosis 

absorbida de 

saxagliptina es 

eliminada por los 

riñones como 

medicamento 

inalterado en la 

orina.  

•12-29% es 

eliminada por los 

riñones como 

•21-52% es 

eliminado como 

5- hidroxigliptina 

saxagliptina 

5-hidroxi 

saxagliptina (dos 

veces menos 

potente vs 

saxagliptina 

(Deacon y 

Holst, 

2009; 

Golightly 

et al., 

2012) 



61 

R
o

si
gi

ta
zo

n
a

 

•1880.098 

•1810.1 

•212.6302 

•1673.0642 

•212.6302 

 •436.45 

•8  

•8 

•8 

•1 

•2 

•8 

3-4 hrs 

Se metaboliza 

mediante la isoforma 

CYP2C8 del citocromo 

P450. Sufre reacciones 

de N-desmetilación o 

hidroxilación, seguidas 

de conjugación con 

sulfato o 

gluconidación. 

•Excreción 

principalmente 

en la orina (-64%) 

y por heces (23%) 

• Ningún 

medicamento 

inalterado se 

excreta a través 

de los riñones 

•Dos conjugados 

de sulfato para-

hidroxi-sulfato 

representaron 

aproximadament

e el 35% de la 

dosis excretada. 

Metabolito 

mayoritario p-

hidroxi-sulfato 

(AUC 22 veces 

mayor vs. 

rosiglitazona).Rosigl

itazona parece ser 

el compuesto 

activo principal. 

(Malinows

ki y 

Bolesta, 

2000; Su 

et al., 

2012; 

Wagstaff y 

Goa, 

2002) 

M
e

tf
o

rm
in

a •19355.2383 

•13780.929 

• 10227.3 

•1000 

•2000 

(XR) 

 •1000(IR) 

20hrs  
Excreción renal 

100% 

No metabolitos 

reportados  

(Sambol 

et al., 

1996) 

 

 

Tabla 10. Gradiente de elución cromatográfica. 

Tiempo (min): % A % B 

0:00 95 5 

5:00 95 5 

15:00 60 40 

130:00:00 50 50 

140:00:00 0 100 

150:00:00 0 100 
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Tabla 11. Parámetros para la adquisición dependiente de datos (DDA). 

Parámetro Valor  

Desde el estado de carga: 2 

Para cargar el estado: 5 

Con intensidad superior a: 120 

Cambiar después: 20 espectros 

Usar configuraciones avanzadas: Verdadero 

Excluir siempre:  Verdadero 

Excluir por: 20 seg 

Unidades de tolerancia de Masa: mDa 

Tolerancia de Masa 50 

Utilizar lista de Inclusión: Falso 

Utilizar lista de Exclusión: Falso 

Ignorar picos dentro del valor:  6 Da 

Tiempo real: Ninguno 

Archivo de espectro: aaa 

Sustracción dinámica de fondo: Verdadero 

Energía de colisión dinámica: Verdadero 

Multiplicador de intensidad de fragmentos: 2 

Acumulación máxima: 2 seg 

Permitir filtros estándar para Smart DIA:  Verdadero 

Nunca excluir los iones objetivo-pasados: Verdadero 

Excluir después de evento: 2 

 

Tabla 12. Parámetros para la adquisición Independiente de datos (DIA) tipo SWATH-MS. 

Adquisición MS1 Adquisición MS2 

Tipo de experimento: TOF MS (CE=5) Tipo de experimento: TOF MS2 (CE=16.186) 

Número de ciclos: 2356 Número de ciclos: 2356 

Polaridad: Positive Polaridad: Positive 

Periodo de tiempos del 
ciclo: 3701 ms Producto: 349.50 to 355.60 

Frecuencia del pulsador: 13.569 kHz 
Periodo de tiempos del 
ciclo: 3701 ms 

Tiempo de acumulación: 150.0 ms Frecuencia del pulsador: 13.569 kHz 

    Tiempo de acumulación: 35.0 ms 

        

Parámetros experimentales  Parámetros experimentales  

Parámetro  Valor Parámetro  Valor  

CUR 35 CUR 35 

GS1 35 GS1 35 

GS2 45 GS2 45 

ISVF 5500 ISVF 5500 

Swath N/A Swath 352.55 

TEM 450 TEM 450 
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Parámetros de Rango de Masa Parámetros de Rango de Masa 

Parámetro  Valor Parámetro  Valor  

CE 5 CE 16.186 

DP 60 CES 5 

IDIx 0 DP 100 

IDUx 5 IDIx 0 

IRDx 15000 IDUx 5 

IRWx 10000 IRD 66.633 

IWIx 0 IRDx 15000 

IWUx 5 IRW 24.917 

XA1 149.94 IRWx 10000 

    IWIx 0 

    IWUx 5 

    XA1 126.119 

        

Masa Inicial: 300 Masa Inicial: 100 

Masa Final: 1200 Masa Final: 1200 

        

Transmisión RF Transmisión RF 

Masa Tiempo (%) Masa Tiempo (%) 

280 100 80 50.1 

    200 49.9 

 

 

Tabla 13. Ventanas de adquisición para la cuantificación SWATH-MS. 

SWATH Exp Index: Masa Inicial (Da) Masa de Paro (Da) CES 

SWATH Exp 1: 349.5 355.6 5 

SWATH Exp 2: 354.6 361.1 5 

SWATH Exp 3: 360.1 366.7 5 

SWATH Exp 4: 365.7 372.6 5 

SWATH Exp 5: 371.6 378.6 5 

SWATH Exp 6: 377.6 384.1 5 

SWATH Exp 7: 383.1 389.6 5 

SWATH Exp 8: 388.6 395.1 5 

SWATH Exp 9: 394.1 400.7 5 

SWATH Exp 10: 399.7 405.8 5 

SWATH Exp 11: 404.8 410.9 5 

SWATH Exp 12: 409.9 416 5 

SWATH Exp 13: 415 421.1 5 

SWATH Exp 14: 420.1 425.7 5 

SWATH Exp 15: 424.7 430.4 5 

SWATH Exp 16: 429.4 435.1 5 

SWATH Exp 17: 434.1 440.2 5 

SWATH Exp 18: 439.2 444.4 5 

SWATH Exp 19: 443.4 449.1 5 

SWATH Exp 20: 448.1 453.8 5 
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SWATH Exp 21: 452.8 458 5 

SWATH Exp 22: 457 462.7 5 

SWATH Exp 23: 461.7 467 5 

SWATH Exp 24: 466 471.2 5 

SWATH Exp 25: 470.2 475.9 5 

SWATH Exp 26: 474.9 480.1 5 

SWATH Exp 27: 479.1 484.4 5 

SWATH Exp 28: 483.4 488.6 5 

SWATH Exp 29: 487.6 492.9 5 

SWATH Exp 30: 491.9 497.6 5 

SWATH Exp 31: 496.6 501.8 5 

SWATH Exp 32: 500.8 506.1 5 

SWATH Exp 33: 505.1 510.3 5 

SWATH Exp 34: 509.3 515 5 

SWATH Exp 35: 514 519.2 5 

SWATH Exp 36: 518.2 523.2 5 

SWATH Exp 37: 522.1 527.3 5 

SWATH Exp 38: 526.3 531.6 5 

SWATH Exp 39: 530.6 535.6 5 

SWATH Exp 40: 534.4 539.6 5 

SWATH Exp 41: 538.6 543.6 5 

SWATH Exp 42: 542.5 547.7 5 

SWATH Exp 43: 546.7 552 5 

SWATH Exp 44: 551 556 5 

SWATH Exp 45: 554.8 559.8 5 

SWATH Exp 46: 558.6 563.6 5 

SWATH Exp 47: 562.4 567.7 5 

SWATH Exp 48: 566.7 571.7 5 

SWATH Exp 49: 570.5 575.5 5 

SWATH Exp 50: 574.3 579.3 5 

SWATH Exp 51: 578.1 583.4 5 

SWATH Exp 52: 582.4 587.4 5 

SWATH Exp 53: 586.2 591.2 5 

SWATH Exp 54: 590 595.3 5 

SWATH Exp 55: 594.3 599.5 5 

SWATH Exp 56: 598.5 604.2 5 

SWATH Exp 57: 603.2 608.5 5 

SWATH Exp 58: 607.5 613.1 5 

SWATH Exp 59: 612.1 617.8 5 

SWATH Exp 60: 616.8 622.5 5 

SWATH Exp 61: 621.5 627.2 5 

SWATH Exp 62: 626.2 631.8 5 

SWATH Exp 63: 630.8 636.9 5 

SWATH Exp 64: 635.9 641.6 5 

SWATH Exp 65: 640.6 646.7 5 

SWATH Exp 66: 645.7 651.8 5 

SWATH Exp 67: 650.8 657.3 5 

SWATH Exp 68: 656.3 662.4 5 

SWATH Exp 69: 661.4 668 5 

SWATH Exp 70: 667 673.5 5 

SWATH Exp 71: 672.5 679.4 5 
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SWATH Exp 72: 678.4 685.4 5 

SWATH Exp 73: 684.4 692.2 5 

SWATH Exp 74: 691.2 699 5 

SWATH Exp 75: 698 706.6 5 

SWATH Exp 76: 705.6 714.3 5 

SWATH Exp 77: 713.3 722.4 5 

SWATH Exp 78: 721.4 730.9 5 

SWATH Exp 79: 729.9 739.4 5 

SWATH Exp 80: 738.4 748.3 5 

SWATH Exp 81: 747.3 757.2 5 

SWATH Exp 82: 756.2 766.6 5 

SWATH Exp 83: 765.6 775.9 5 

SWATH Exp 84: 774.9 785.3 5 

SWATH Exp 85: 784.3 795 5 

SWATH Exp 86: 794 805.2 5 

SWATH Exp 87: 804.2 816.3 5 

SWATH Exp 88: 815.3 827.3 5 

SWATH Exp 89: 826.3 839.7 5 

SWATH Exp 90: 838.7 852.4 5 

SWATH Exp 91: 851.4 866 5 

SWATH Exp 92: 865 880.5 5 

SWATH Exp 93: 879.5 896.6 5 

SWATH Exp 94: 895.6 914.9 5 

SWATH Exp 95: 913.9 937.4 5 

SWATH Exp 96: 936.4 965 5 

SWATH Exp 97: 964 998.2 5 

SWATH Exp 98: 997.2 1042 5 

SWATH Exp 99: 1041 1097.6 5 

SWATH Exp 100: 1096.6 1200 5 

 

 

Tabla 14. Identificadores del proteoma de las Células Endoteliales de Arteria Coronaria Humana (HCAEC). 

Proteoma de las HCAEC 

Q15942 P49207 Q13885 Q9BV81 Q96I99 Q12765 O14548 Q15436 P67870 O75051 

Q92504 P62910 P07437 Q15006 Q9P2R7 Q9Y6Y8 P14406 Q8WUY1 O75718 Q15149 

O95218 P62899 P68366 P33947 P53597 Q8WVM8 P14854 Q9C0D5 P23786 Q15102 

O95159 P62888 P23381 O95208 Q14683 P16615 P10606 Q9Y2Z0 P50416 P68402 

O75312 P39023 P67936 P07099 Q13586 P82979 P20674 O43819 P43155 P43034 

Q7Z2W4 P47914 Q9NYL9 Q9UBC2 Q9NRL3 P31153 P13073 P06703 P16152 P16284 

Q7Z739 P46779 Q9Y3I0 P42566 Q13033 O43865 P00403 Q99584 Q14444 P13797 

Q9Y5A9 P46776 Q08J23 P29317 P31948 Q8NBX0 Q14061 P31949 P56211 P05121 

P12956 P61353 P29144 P30084 P38646 Q9Y230 P99999 P60903 P31323 P23634 

P13010 P61254 O14773 O75521 Q9UJZ1 Q9Y265 O14949 Q9BY42 P13861 P20020 

P12955 P83731 P60174 P42126 Q15738 Q96T51 P07919 Q13123 P10644 P53801 

Q9GZV5 P62750 P22102 P84090 P16949 P22087 P22695 Q96PU8 P17612 O00625 

Q969T9 P62829 P55084 O60869 Q7KZF4 P35637 P31930 Q96M27 P27797 Q6NYC8 

Q9Y2W2 Q6P5R6 P40939 Q9NQ30 Q9NY15 Q01844 O43169 P29590 Q15417 Q9Y617 
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Q2TAY7 P35268 P53007 Q19T08 Q14247 Q9Y5S9 Q6UXH1 Q9Y570 Q99439 O15067 

Q9BV38 P46778 Q92973 Q96AP7 Q9GZT3 P98179 P52943 P41236 P17655 Q15126 

O75083 P84098 Q9P0T7 P14625 Q15020 Q96PK6 Q9NZV1 O15355 P07384 O15305 
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Tabla 15. Vías de señalización empleando las proteínas incrementadas por las citocinas proinflamatorias IL-1B y 
TNF-α, disminuídas por los fármacos antidiabéticos (ADD) con las bases de datos de Reactome y KEGG. 

METFORMINA ROSIGLITAZONA EMPAGLIFLOZINA SAXAGLIPTINA 

Glycolysis / Gluconeogenesis 
Glycolysis / 
Gluconeogenesis 

Protein processing in 
endoplasmic reticulum Glycolysis / Gluconeogenesis 

Protein processing in endoplasmic 
reticulum 

Protein processing in 
endoplasmic reticulum Influenza A 

Protein processing in endoplasmic 
reticulum 

Antigen processing and presentation Influenza A 
Clathrin-mediated 
endocytosis Influenza A 

Clathrin-mediated endocytosis Innate Immune System Innate Immune System Clathrin-mediated endocytosis 

Innate Immune System Neutrophil degranulation Neutrophil degranulation Innate Immune System 

Neutrophil degranulation 
Cytokine Signaling in 
Immune system 

Cytokine Signaling in 
Immune system Neutrophil degranulation 

Cytokine Signaling in Immune system Signaling by Interleukins Signaling by Interleukins Cytokine Signaling in Immune system 

Signaling by Interleukins Interferon Signaling TNF signaling pathway Signaling by Interleukins 

Interferon Signaling Legionellosis 
Cytokine Signaling in 
Immune system Interferon Signaling 

IL-17 signaling pathway 
Cytokine Signaling in 
Immune system Membrane Trafficking TNF signaling pathway 

Antiviral mechanism by IFN-
stimulated genes 

Interferon alpha/beta 
signaling 

RHO GTPases activate 
IQGAPs 

Antiviral mechanism by IFN-
stimulated genes 

Cytokine Signaling in Immune system Interferon Signaling Vesicle-mediated transport Cytokine Signaling in Immune system 

Interferon Signaling 
ER to Golgi Anterograde 
Transport 

Translocation of SLC2A4 
(GLUT4) to the plasma 
membrane Interferon alpha/beta signaling 

ER to Golgi Anterograde Transport Membrane Trafficking 
Separation of Sister 
Chromatids Interferon Signaling 

Membrane Trafficking 

HSP90 chaperone cycle for 
steroid hormone receptors 
(SHR) 

Mitotic Metaphase and 
Anaphase ER to Golgi Anterograde Transport 

HSP90 chaperone cycle for steroid 
hormone receptors (SHR) 

Asparagine N-linked 
glycosylation 

Regulation of PLK1 Activity 
at G2/M Transition Membrane Trafficking 

Asparagine N-linked glycosylation Vesicle-mediated transport L1CAM interactions Asparagine N-linked glycosylation 

Vesicle-mediated transport 
COPI-mediated 
anterograde transport Mitotic G2-G2/M phases Vesicle-mediated transport 

COPI-mediated anterograde 
transport 

COPI-dependent Golgi-to-
ER retrograde traffic Cilium Assembly 

COPI-mediated anterograde 
transport 

COPI-dependent Golgi-to-ER 
retrograde traffic 

COPI-independent Golgi-
to-ER retrograde traffic 

RHO GTPases activate 
IQGAPs 

COPI-dependent Golgi-to-ER 
retrograde traffic 

Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-
ER traffic 

Intra-Golgi and retrograde 
Golgi-to-ER traffic Mitotic Anaphase 

Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-
ER traffic 

Golgi-to-ER retrograde transport 
Golgi-to-ER retrograde 
transport G2/M Transition Golgi-to-ER retrograde transport 

Transport to the Golgi and 
subsequent modification 

ER to Golgi Anterograde 
Transport 

Cytokine Signaling in 
Immune system 

Transport to the Golgi and 
subsequent modification 

Translocation of SLC2A4 (GLUT4) to 
the plasma membrane 

MHC class II antigen 
presentation 

Degradation of beta-
catenin by the destruction 
complex 

Translocation of SLC2A4 (GLUT4) to 
the plasma membrane 

Gap junction trafficking and 
regulation 

Separation of Sister 
Chromatids 

Interleukin-1 family 
signaling 

Gap junction trafficking and 
regulation 

Gap junction trafficking 
Mitotic Metaphase and 
Anaphase Signaling by Interleukins Gap junction trafficking 

ER to Golgi Anterograde Transport 
Regulation of PLK1 Activity 
at G2/M Transition 

Mitotic G1 phase and G1/S 
transition ER to Golgi Anterograde Transport 

MHC class II antigen presentation 

HSP90 chaperone cycle for 
steroid hormone receptors 
(SHR) MAPK1/MAPK3 signaling MHC class II antigen presentation 

Separation of Sister Chromatids Mitotic G2-G2/M phases G1/S Transition Separation of Sister Chromatids 

Mitotic Metaphase and Anaphase Cilium Assembly Interleukin-1 signaling Mitotic Metaphase and Anaphase 

Regulation of PLK1 Activity at G2/M 
Transition 

COPI-mediated 
anterograde transport Ribosome L1CAM interactions 
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HSP90 chaperone cycle for steroid 
hormone receptors (SHR) 

COPI-dependent Golgi-to-
ER retrograde traffic Apoptosis Recycling pathway of L1 

L1CAM interactions 
COPI-independent Golgi-
to-ER retrograde traffic 

L13a-mediated 
translational silencing of 
Ceruloplasmin expression Mitotic G2-G2/M phases 

Recycling pathway of L1 
Intra-Golgi and retrograde 
Golgi-to-ER traffic 

Eukaryotic Translation 
Elongation Hedgehog 'off' state 

Mitotic G2-G2/M phases Mitotic Anaphase Peptide chain elongation 
COPI-mediated anterograde 
transport 

Hedgehog 'off' state G2/M Transition Influenza Infection 
COPI-dependent Golgi-to-ER 
retrograde traffic 

Cilium Assembly 
Golgi-to-ER retrograde 
transport Influenza Life Cycle 

Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-
ER traffic 

COPI-mediated anterograde 
transport 

Transport to the Golgi and 
subsequent modification 

Influenza Viral RNA 
Transcription and 
Replication Mitotic Anaphase 

COPI-dependent Golgi-to-ER 
retrograde traffic 

Cytokine Signaling in 
Immune system 

SRP-dependent 
cotranslational protein 
targeting to membrane G2/M Transition 

Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-
ER traffic 

Degradation of beta-
catenin by the destruction 
complex Viral mRNA Translation 

The role of GTSE1 in G2/M 
progression after G2 checkpoint 

Mitotic Anaphase Signaling by Interleukins 

Degradation of beta-
catenin by the destruction 
complex Golgi-to-ER retrograde transport 

G2/M Transition 
Mitotic G1 phase and G1/S 
transition Signaling by WNT 

Transport to the Golgi and 
subsequent modification 

The role of GTSE1 in G2/M 
progression after G2 checkpoint MAPK1/MAPK3 signaling Cellular responses to stress 

Downstream signaling events of B 
Cell Receptor (BCR) 

Golgi-to-ER retrograde transport G1/S Transition 
Selenoamino acid 
metabolism Activation of NF-kappaB in B cells 

Transport to the Golgi and 
subsequent modification 

Cellular response to 
hypoxia Selenocysteine synthesis Cytokine Signaling in Immune system 

Downstream signaling events of B 
Cell Receptor (BCR) 

Oxygen-dependent proline 
hydroxylation of Hypoxia-
inducible Factor Alpha 

Separation of Sister 
Chromatids 

SCF-beta-TrCP mediated degradation 
of Emi1 

Activation of NF-kappaB in B cells ER-Phagosome pathway 
Mitotic Metaphase and 
Anaphase 

APC/C-mediated degradation of cell 
cycle proteins 

Cytokine Signaling in Immune system 
Antigen processing-Cross 
presentation 

Regulation of PLK1 Activity 
at G2/M Transition 

Regulation of APC/C activators 
between G1/S and early anaphase 

SCF-beta-TrCP mediated degradation 
of Emi1 HIV Infection 

Signaling by ROBO 
receptors 

SCF(Skp2)-mediated degradation of 
p27/p21 

APC/C-mediated degradation of cell 
cycle proteins 

Host Interactions of HIV 
factors 

ABC-family proteins 
mediated transport 

Degradation of beta-catenin by the 
destruction complex 

Regulation of APC/C activators 
between G1/S and early anaphase 

Vif-mediated degradation 
of APOBEC3G Axon guidance Downstream TCR signaling 

SCF(Skp2)-mediated degradation of 
p27/p21 

Degradation of beta-
catenin by the destruction 
complex 

Interleukin-1 family 
signaling FCERI mediated NF-kB activation 

Degradation of beta-catenin by the 
destruction complex Signaling by WNT Signaling by Interleukins Interleukin-1 family signaling 

Downstream TCR signaling Cellular responses to stress 

Regulation of mRNA 
stability by proteins that 
bind AU-rich elements Signaling by Interleukins 

FCERI mediated NF-kB activation 
Separation of Sister 
Chromatids Mitotic G2-G2/M phases Regulation of mitotic cell cycle 

Interleukin-1 family signaling 
Mitotic Metaphase and 
Anaphase 

Mitotic G1 phase and G1/S 
transition Mitotic G1 phase and G1/S transition 

Signaling by Interleukins 
Regulation of PLK1 Activity 
at G2/M Transition Programmed Cell Death 

Dectin-1 mediated noncanonical NF-
kB signaling 

Regulation of mitotic cell cycle 

HSP90 chaperone cycle for 
steroid hormone receptors 
(SHR) Cilium Assembly CLEC7A (Dectin-1) signaling 

Mitotic G1 phase and G1/S transition 
Signaling by ROBO 
receptors 

RHO GTPases activate 
IQGAPs 

Degradation of GLI1 by the 
proteasome 

Dectin-1 mediated noncanonical NF-
kB signaling 

ABC-family proteins 
mediated transport Infectious disease 

Degradation of GLI2 by the 
proteasome 
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CLEC7A (Dectin-1) signaling Axon guidance MAPK1/MAPK3 signaling 
GLI3 is processed to GLI3R by the 
proteasome 

Degradation of GLI1 by the 
proteasome Signaling by Interleukins 

Major pathway of rRNA 
processing in the nucleolus 
and cytosol C-type lectin receptors (CLRs) 

Degradation of GLI2 by the 
proteasome 

Regulation of mRNA 
stability by proteins that 
bind AU-rich elements Mitotic Anaphase TNFR2 non-canonical NF-kB pathway 

GLI3 is processed to GLI3R by the 
proteasome Mitotic G2-G2/M phases M Phase NIK-->noncanonical NF-kB signaling 

C-type lectin receptors (CLRs) 
Mitotic G1 phase and G1/S 
transition G1/S Transition MAPK1/MAPK3 signaling 

TNFR2 non-canonical NF-kB pathway Cilium Assembly G2/M Transition Orc1 removal from chromatin 

NIK-->noncanonical NF-kB signaling ABC transporter disorders Cell Cycle, Mitotic 
Switching of origins to a post-
replicative state 

MAPK1/MAPK3 signaling Infectious disease 
Metabolism of amino acids 
and derivatives 

Cyclin E associated events during 
G1/S transition  

Orc1 removal from chromatin 
Defective CFTR causes 
cystic fibrosis rRNA processing G1/S Transition 

Switching of origins to a post-
replicative state MAPK1/MAPK3 signaling 

Eukaryotic Translation 
Initiation 

Cyclin A:Cdk2-associated events at S 
phase entry 

Cyclin E associated events during 
G1/S transition  Mitotic Anaphase 

Formation of a pool of free 
40S subunits 

FBXL7 down-regulates AURKA during 
mitotic entry and in early mitosis 

G1/S Transition M Phase 

GTP hydrolysis and joining 
of the 60S ribosomal 
subunit Transcriptional regulation by RUNX2 

Cyclin A:Cdk2-associated events at S 
phase entry G1/S Transition 

Cap-dependent Translation 
Initiation 

Regulation of RUNX2 expression and 
activity 

FBXL7 down-regulates AURKA during 
mitotic entry and in early mitosis G2/M Transition 

Eukaryotic Translation 
Termination Signaling by NOTCH4 

Transcriptional regulation by RUNX2 Cell Cycle, Mitotic Translation Interleukin-1 signaling 

Regulation of RUNX2 expression and 
activity 

Metabolism of amino acids 
and derivatives 

rRNA processing in the 
nucleus and cytosol 

Negative regulation of NOTCH4 
signaling 

Signaling by NOTCH4 
Eukaryotic Translation 
Termination 

Cellular responses to 
external stimuli Signaling by the B Cell Receptor (BCR) 

Interleukin-1 signaling Translation 
Regulation of expression of 
SLITs and ROBOs Ribosome 

Negative regulation of NOTCH4 
signaling 

Cellular responses to 
external stimuli Interleukin-1 signaling Proteasome 

Signaling by the B Cell Receptor (BCR) 
Regulation of expression of 
SLITs and ROBOs 

Nonsense-Mediated Decay 
(NMD) Epstein-Barr virus infection 

Ribosome 
Nonsense-Mediated Decay 
(NMD) 

Response of EIF2AK4 
(GCN2) to amino acid 
deficiency Apoptosis 

Proteasome 

Nonsense Mediated Decay 
(NMD) enhanced by the 
Exon Junction Complex 
(EJC) 

Nonsense Mediated Decay 
(NMD) independent of the 
Exon Junction Complex 
(EJC) 

Downstream signaling events of B 
Cell Receptor (BCR) 

Epstein-Barr virus infection   

Nonsense Mediated Decay 
(NMD) enhanced by the 
Exon Junction Complex 
(EJC) Activation of NF-kappaB in B cells 

Apoptosis     Cellular response to hypoxia 

Downstream signaling events of B 
Cell Receptor (BCR)     

Oxygen-dependent proline 
hydroxylation of Hypoxia-inducible 
Factor Alpha 

Activation of NF-kappaB in B cells     ER-Phagosome pathway 

Cellular response to hypoxia     
Antigen processing-Cross 
presentation 

Oxygen-dependent proline 
hydroxylation of Hypoxia-inducible 
Factor Alpha     

Cross-presentation of soluble 
exogenous antigens (endosomes) 

ER-Phagosome pathway     
L13a-mediated translational silencing 
of Ceruloplasmin expression 
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Antigen processing-Cross 
presentation     Eukaryotic Translation Elongation 

Cross-presentation of soluble 
exogenous antigens (endosomes)     Peptide chain elongation 

L13a-mediated translational silencing 
of Ceruloplasmin expression     HIV Infection 

Eukaryotic Translation Elongation     Host Interactions of HIV factors 

Peptide chain elongation     Influenza Infection 

HIV Infection     Influenza Life Cycle 

Host Interactions of HIV factors     
Influenza Viral RNA Transcription and 
Replication 

Influenza Infection     Regulation of Apoptosis 

Influenza Life Cycle     
Autodegradation of Cdh1 by 
Cdh1:APC/C 

Influenza Viral RNA Transcription and 
Replication     

SCF-beta-TrCP mediated degradation 
of Emi1 

Regulation of Apoptosis     
APC/C-mediated degradation of cell 
cycle proteins 

Autodegradation of Cdh1 by 
Cdh1:APC/C     

APC/C:Cdc20 mediated degradation 
of Securin 

SCF-beta-TrCP mediated degradation 
of Emi1     

APC/C:Cdh1 mediated degradation of 
Cdc20 and other APC/C:Cdh1 
targeted proteins in late mitosis/early 
G1 

APC/C-mediated degradation of cell 
cycle proteins     

Cdc20:Phospho-APC/C mediated 
degradation of Cyclin A 

APC/C:Cdc20 mediated degradation 
of Securin     

Regulation of APC/C activators 
between G1/S and early anaphase 

APC/C:Cdh1 mediated degradation of 
Cdc20 and other APC/C:Cdh1 
targeted proteins in late mitosis/early 
G1     

APC/C:Cdc20 mediated degradation 
of mitotic proteins 

Cdc20:Phospho-APC/C mediated 
degradation of Cyclin A     

Activation of APC/C and APC/C:Cdc20 
mediated degradation of mitotic 
proteins 

Regulation of APC/C activators 
between G1/S and early anaphase     

APC:Cdc20 mediated degradation of 
cell cycle proteins prior to satisfation 
of the cell cycle checkpoint 

APC/C:Cdc20 mediated degradation 
of mitotic proteins     

SRP-dependent cotranslational 
protein targeting to membrane 

Activation of APC/C and APC/C:Cdc20 
mediated degradation of mitotic 
proteins     Vpu mediated degradation of CD4 

APC:Cdc20 mediated degradation of 
cell cycle proteins prior to satisfation 
of the cell cycle checkpoint     

Vif-mediated degradation of 
APOBEC3G 

SRP-dependent cotranslational 
protein targeting to membrane     

SCF(Skp2)-mediated degradation of 
p27/p21 

Vpu mediated degradation of CD4     Viral mRNA Translation 

Vif-mediated degradation of 
APOBEC3G     

Degradation of beta-catenin by the 
destruction complex 

SCF(Skp2)-mediated degradation of 
p27/p21     Signaling by WNT 

Viral mRNA Translation     Downstream TCR signaling 

Degradation of beta-catenin by the 
destruction complex     

Regulation of activated PAK-2p34 by 
proteasome mediated degradation 

Signaling by WNT     Cellular responses to stress 

Downstream TCR signaling     Selenoamino acid metabolism 

Regulation of activated PAK-2p34 by 
proteasome mediated degradation     Selenocysteine synthesis 

Cellular responses to stress     Separation of Sister Chromatids 

Selenoamino acid metabolism     Mitotic Metaphase and Anaphase 
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Selenocysteine synthesis     FCERI mediated NF-kB activation 

Separation of Sister Chromatids     
Autodegradation of the E3 ubiquitin 
ligase COP1 

Mitotic Metaphase and Anaphase     
Regulation of ornithine 
decarboxylase (ODC) 

Regulation of PLK1 Activity at G2/M 
Transition     Metabolism of polyamines 

FCERI mediated NF-kB activation     Signaling by ROBO receptors 

HSP90 chaperone cycle for steroid 
hormone receptors (SHR)     

ABC-family proteins mediated 
transport 

Autodegradation of the E3 ubiquitin 
ligase COP1     

Beta-catenin independent WNT 
signaling 

Regulation of ornithine 
decarboxylase (ODC)     PCP/CE pathway 

Metabolism of polyamines     Axon guidance 

Signaling by ROBO receptors     Interleukin-1 family signaling 

ABC-family proteins mediated 
transport     Signaling by Interleukins 

Beta-catenin independent WNT 
signaling     

AUF1 (hnRNP D0) binds and 
destabilizes mRNA 

PCP/CE pathway     
Regulation of mRNA stability by 
proteins that bind AU-rich elements 

Axon guidance     Mitotic G2-G2/M phases 

Interleukin-1 family signaling     Regulation of mitotic cell cycle 

Signaling by Interleukins     Mitotic G1 phase and G1/S transition 

AUF1 (hnRNP D0) binds and 
destabilizes mRNA     

Asymmetric localization of PCP 
proteins 

Regulation of mRNA stability by 
proteins that bind AU-rich elements     Degradation of AXIN 

Mitotic G2-G2/M phases     Degradation of DVL 

Regulation of mitotic cell cycle     Programmed Cell Death 

Mitotic G1 phase and G1/S transition     Hedgehog ligand biogenesis 

Asymmetric localization of PCP 
proteins     Signaling by Hedgehog 

Degradation of AXIN     

Hh mutants that don't undergo 
autocatalytic processing are 
degraded by ERAD 

Degradation of DVL     
Hh mutants abrogate ligand 
secretion 

Programmed Cell Death     
Dectin-1 mediated noncanonical NF-
kB signaling 

Hedgehog ligand biogenesis     CLEC7A (Dectin-1) signaling 

Signaling by Hedgehog     
Degradation of GLI1 by the 
proteasome 

Hh mutants that don't undergo 
autocatalytic processing are 
degraded by ERAD     

Degradation of GLI2 by the 
proteasome 

Hh mutants abrogate ligand 
secretion     

GLI3 is processed to GLI3R by the 
proteasome 

Dectin-1 mediated noncanonical NF-
kB signaling     Hedgehog 'off' state 

CLEC7A (Dectin-1) signaling     ABC transporter disorders 

Degradation of GLI1 by the 
proteasome     C-type lectin receptors (CLRs) 

Degradation of GLI2 by the 
proteasome     Hedgehog 'on' state 

GLI3 is processed to GLI3R by the 
proteasome     Regulation of RAS by GAPs 

Hedgehog 'off' state     Infectious disease 

Cilium Assembly     TNFR2 non-canonical NF-kB pathway 
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ABC transporter disorders     NIK-->noncanonical NF-kB signaling 

C-type lectin receptors (CLRs)     Defective CFTR causes cystic fibrosis 

Hedgehog 'on' state     MAPK1/MAPK3 signaling 

Regulation of RAS by GAPs     MAPK6/MAPK4 signaling 

Infectious disease     UCH proteinases 

TNFR2 non-canonical NF-kB pathway     
Major pathway of rRNA processing in 
the nucleolus and cytosol 

NIK-->noncanonical NF-kB signaling     
CDT1 association with the 
CDC6:ORC:origin complex 

Defective CFTR causes cystic fibrosis     
Assembly of the pre-replicative 
complex 

MAPK1/MAPK3 signaling     Mitotic Anaphase 

MAPK6/MAPK4 signaling     M Phase 

UCH proteinases     Orc1 removal from chromatin 

Major pathway of rRNA processing in 
the nucleolus and cytosol     DNA Replication Pre-Initiation 

CDT1 association with the 
CDC6:ORC:origin complex     

CDK-mediated phosphorylation and 
removal of Cdc6 

Assembly of the pre-replicative 
complex     

Switching of origins to a post-
replicative state 

Mitotic Anaphase     
Cyclin E associated events during 
G1/S transition  

M Phase     G1/S Transition 

Orc1 removal from chromatin     G2/M Transition 

DNA Replication Pre-Initiation     Cell Cycle, Mitotic 

CDK-mediated phosphorylation and 
removal of Cdc6     Stabilization of p53 

Switching of origins to a post-
replicative state     

p53-Dependent G1 DNA Damage 
Response 

Cyclin E associated events during 
G1/S transition      

p53-Dependent G1/S DNA damage 
checkpoint 

G1/S Transition     
Ubiquitin Mediated Degradation of 
Phosphorylated Cdc25A 

G2/M Transition     
p53-Independent DNA Damage 
Response 

Cell Cycle, Mitotic     
p53-Independent G1/S DNA damage 
checkpoint 

Stabilization of p53     G1/S DNA Damage Checkpoints 

p53-Dependent G1 DNA Damage 
Response     

Cyclin A:Cdk2-associated events at S 
phase entry 

p53-Dependent G1/S DNA damage 
checkpoint     

Metabolism of amino acids and 
derivatives 

Ubiquitin Mediated Degradation of 
Phosphorylated Cdc25A     rRNA processing 

p53-Independent DNA Damage 
Response     Eukaryotic Translation Initiation 

p53-Independent G1/S DNA damage 
checkpoint     

Formation of a pool of free 40S 
subunits 

G1/S DNA Damage Checkpoints     
GTP hydrolysis and joining of the 60S 
ribosomal subunit 

Cyclin A:Cdk2-associated events at S 
phase entry     Cap-dependent Translation Initiation 

Metabolism of amino acids and 
derivatives     Eukaryotic Translation Termination 

rRNA processing     Translation 

Eukaryotic Translation Initiation     
Ubiquitin-dependent degradation of 
Cyclin D 

Formation of a pool of free 40S 
subunits     

The role of GTSE1 in G2/M 
progression after G2 checkpoint 
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GTP hydrolysis and joining of the 60S 
ribosomal subunit     

FBXL7 down-regulates AURKA during 
mitotic entry and in early mitosis 

Cap-dependent Translation Initiation     
rRNA processing in the nucleus and 
cytosol 

Eukaryotic Translation Termination     Transcriptional regulation by RUNX3 

Translation     Transcriptional regulation by RUNX2 

Ubiquitin-dependent degradation of 
Cyclin D     

Regulation of RUNX2 expression and 
activity 

The role of GTSE1 in G2/M 
progression after G2 checkpoint     

Regulation of RUNX3 expression and 
activity 

FBXL7 down-regulates AURKA during 
mitotic entry and in early mitosis     

Regulation of PTEN stability and 
activity 

rRNA processing in the nucleus and 
cytosol     Cellular responses to external stimuli 

Transcriptional regulation by RUNX3     
Regulation of expression of SLITs and 
ROBOs 

Transcriptional regulation by RUNX2     Signaling by NOTCH4 

Regulation of RUNX2 expression and 
activity     Interleukin-1 signaling 

Regulation of RUNX3 expression and 
activity     Nonsense-Mediated Decay (NMD) 

Regulation of PTEN stability and 
activity     

Negative regulation of NOTCH4 
signaling 

Cellular responses to external stimuli     
Response of EIF2AK4 (GCN2) to 
amino acid deficiency 

Regulation of expression of SLITs and 
ROBOs     

Nonsense Mediated Decay (NMD) 
independent of the Exon Junction 
Complex (EJC) 

Signaling by NOTCH4     

Nonsense Mediated Decay (NMD) 
enhanced by the Exon Junction 
Complex (EJC) 

Interleukin-1 signaling     Signaling by the B Cell Receptor (BCR) 

Nonsense-Mediated Decay (NMD)       

Negative regulation of NOTCH4 
signaling       

Response of EIF2AK4 (GCN2) to 
amino acid deficiency       

Nonsense Mediated Decay (NMD) 
independent of the Exon Junction 
Complex (EJC)       

Nonsense Mediated Decay (NMD) 
enhanced by the Exon Junction 
Complex (EJC)       

Signaling by the B Cell Receptor (BCR)       

 

Tabla 16. Vías de señalización moduladas por los fármacos antidiabéticos obtenidas con OmicsNet. 

Saxagliptina Metformina Rosiglitzona Empagliflozina 

AUMENTADAS 

KEGG REACTOME KEGG REACTOME KEGG REACTOME KEGG REACTOME 

Vía P- 

Val

ue 

Vía P-

Va

lue 

Vía P-

Val

ue 

Vía P-

Va

lue 

Vía P-

Va

lue 

Vía P-

Va

lue 

Vía P-

Val

ue 

Vía P-

Val

ue 

Hedgeh

og 

signaling 

pathway 

3.09

E-

27 

mRNA 

Splicing 

6.6

3E

-17 

Renin-

angioten

sin 

system 

1.94

E-

18 

Prefoldin 

mediated 

transfer of 

substrate 

to 

CCT/TriC 

1.2

6E

-33 

cAMP 

signalin

g 

pathway 

1.5

9E

-25 

Gastrin-

CREB 

signallin

g 

pathway 

via PKC 

and 

MAPK 

1.8

9E

-37 

AMPK 

signalin

g 

pathway 

1.6

4E-

22 

Endosomal 

Sorting 

Complex 

Required For 

Transport 

(ESCRT) 

2.74

E-

32 
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Maturity 

onset 

diabetes 

of the 

young 

9.00

E-

22 

mRNA 

Splicing - 

Major 

Pathway 

6.6

3E

-17 

Nucleoti

de 

excision 

repair 

9.20

E-

18 

Cooperati

on of 

Prefoldin 

and 

TriC/CCT 

in actin 

and 

tubulin 

folding 

5.2

9E

-33 

Gap 

junction 

5.3

1E

-23 

G alpha 

(q) 

signallin

g events 

1.8

3E

-28 

Wnt 

signalin

g 

pathway 

8.6

6E-

13 

Membrane 

Trafficking 

1.76

E-

19 

Cocaine 

addictio

n 

5.76

E-

19 

Processin

g of 

Capped 

Intron-

Containin

g Pre-

mRNA 

1.4

3E

-16 

Human 

papillom

avirus 

infection 

2.06

E-

17 

mRNA 

Splicing 

1.9

8E

-32 

Ubiquitin 

mediate

d 

proteoly

sis 

3.1

9E

-22 

Muscle 

contracti

on 

3.5

4E

-26 

MAPK 

signalin

g 

pathway 

3.0

7E-

08 

Interleukin-1 

signaling 

1.73

E-

05 

Human 

papillom

avirus 

infection 

6.75

E-

19 

Respirato

ry 

electron 

transport 

2.3

4E

-16 

Yersinia 

infection 

1.17

E-

16 

mRNA 

Splicing - 

Major 

Pathway 

1.9

8E

-32 

Riboso

me 

biogene

sis in 

eukaryot

es 

1.3

4E

-21 

Signalin

g by 

EGFR in 

Cancer 

2.9

5E

-25 

Autopha

gy - 

animal 

1.1

1E-

06 

NOTCH1 

Intracellular 

Domain 

Regulates 

Transcription 

2.65

E-

05 

Amphet

amine 

addictio

n 

1.18

E-

18 

G2/M 

Transition 

1.1

7E

-15 

Melano

ma 

1.95

E-

11 

Processin

g of 

Capped 

Intron-

Containin

g Pre-

mRNA 

7.9

7E

-32 

Vasopre

ssin-

regulate

d water 

reabsor

ption 

2.5

6E

-19 

Signalin

g by 

EGFR 

1.7

0E

-24 

Proteogl

ycans in 

cancer 

0.0

016

8 

Constitutive 

Signaling by 

NOTCH1 

HD+PEST 

Domain 

Mutants 

3.10

E-

05 

Renin 

secretio

n 

8.27

E-

17 

Mitotic 

G2-G2/M 

phases 

2.1

3E

-15 

Renin 

secretio

n 

2.97

E-

11 

mRNA 

Processin

g 

5.1

2E

-29 

Hepatoc

ellular 

carcino

ma 

1.7

6E

-18 

mRNA 

Splicing 

2.2

1E

-24 

Neurotro

phin 

signalin

g 

pathway 

0.0

072

5 

Oxygen-

dependent 

Proline 

Hydroxylation 

of Hypoxia-

inducible 

Factor Alpha 

4.47

E-

05 

Glutama

tergic 

synapse 

1.17

E-

15 

mRNA 

Processin

g 

5.1

9E

-15 

Estroge

n 

signalin

g 

pathway 

3.18

E-

11 

Chaperon

in-

mediated 

protein 

folding 

3.4

5E

-25 

GABAer

gic 

synapse 

2.7

7E

-18 

mRNA 

Splicing 

- Major 

Pathway 

2.2

1E

-24 

Hippo 

signalin

g 

pathway 

0.0

58 

DNA Repair 4.94

E-

05 

Oxidativ

e 

phospho

rylation 

1.21

E-

14 

Signaling 

by FGFR 

1.1

4E

-14 

Renal 

cell 

carcino

ma 

5.54

E-

11 

Protein 

folding 

5.0

5E

-24 

Apoptosi

s - 

multiple 

species 

3.9

2E

-18 

Processi

ng of 

Capped 

Intron-

Containi

ng Pre-

mRNA 

8.7

1E

-24 

SNARE 

interacti

ons in 

vesicula

r 

transpor

t 

0.0

937 

Constitutive 

Signaling by 
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