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Resumen de la tesis que presenta Cindy Manriquez Rodriguez como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biomedicina y
Bionanotecnologia.

Analisis Protedmico de las vias de sefializacion moduladas por farmacos 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 farmacos antidiabéticos (ADD) en la clinica que regulan la glucosa en sangre
sujetos con DMT2, estos individuos aun bajo tratamiento siguen presentando un mayor riesgo de CVD y
mortalidad que sujetos sin la enfermedad. A pesar de esto existen algunos farmacos como la
empagliflozina que se ha demostrado en la clinica parecer reducir el riesgo de las CVD y mortalidad en
DMT2, por otro lado, hay farmacos como rosiglitazona que incrementan la incidencia de algunas
complicaciones cardiacas. Los mecanismos moleculares efectores de dafio/proteccion CDV aun no estan
esclarecidos. En el presente trabajo de tesis, se planted investigar los efectos moleculares de cuatro ADD
de distintas clases y diferentes mecanismos de accién 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 metodologia de protedmica cuantitativa STWATH. Se realizé el analisis bioinformatico a
través de dos enfoques distintos; 1) Creamos una red o templado de las vias de sefalizacidn asociadas a
dafio celular, que generamos con una lista de proteinas moduladas por la citocina proinflamatoria TNF-a
(10 ng/mL), realizando un andlisis de enriquecimiento funcional con las bases de datos de REACTOME y
KEGG usando el software ClueGo de Cytoscape. También expandimos nuestra red de dafo celular
utilizando datos de células endoteliales tratadas con la citocina IL-1B. 2) Utilizamos una red de interaccion
de proteinas (PPI) con la base de datos STRING en la plataforma en linea OmicsNet. Para obtener los datos
se trataron las HCAEC con los ADD en concentraciones fisioldgicas (reportadas en la clinica) de metformina
(100 uM), rosiglitazona (1 uM), saxagliptina (1 uM), empagliflozina (1 uM) y vehiculo (DMSO) por 4 hrs. Se
encontré de manera general que los 4 ADD modularon de manera antagodnica las vias pertenecientes a las
citocinas principalmente en vias pertenecientes al sistema inmune como degranulacidn de neutréfilos y
sefializacion por interleucinas; ademas de modular vias de sefializacion relacionadas al metabolismo de
proteinas. En conclusidn, gracias a los dos enfoques bioinformaticos observamos efectos antiinflamatorios
modulados en los ADD que pudieran explicar los efectos CVD observados en la clinica.

Palabras clave: farmacos antidiabéticos, endotelio coronario, diabetes, espectrometria de masas



Abstract of the thesis presented by Cindy Manriquez Rodriguez 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 uM), rosiglitazone (1 uM), empagliflozin (1 uM), saxagliptin (1 uM) 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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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Diabetes

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica metabdlica caracterizada por niveles
anormalmente elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia). Debido a su cronicidad y severidad, la DM
conlleva a una atencidon médica continua por sus afectaciones a la salud humana, requiriendo de medidas
gue se enfocan en la reduccion de riesgos multifactoriales y no solo en la reduccién 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 (DMT?2),
gestacional (DMG), entre otras (p. ej. inducida por farmacos y de origen genético). La DMT1, se caracteriza
por manifestar una destruccién autoinmune de las células B pancreaticas que deriva en una deficiencia
absoluta o parcial de la produccién 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 sindrome de diabetes monogénica, enfermedades del pancreas
exocrino y la diabetes inducida por medicamentos o sustancias quimicas. Estas ultimas, sin embargo, son

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

La DMT2 es el tipo de diabetes mas comun; representando aproximadamente el 90 % de todos los
casos diagnosticados. Esta patologia se caracteriza por la presencia de resistencia periférica a la insulina e
insuficiencia de las células B pancredticas (Defronzo et al., 2015; Kahn, 1994). En México, los datos
epidemioldgicos mas recientes muestran una prevalencia de la enfermedad del 9.4% (1C95% 8.3%-10.8%)
(Rojas-Martinez 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). Segun las proyecciones de la
Asociacidn Americana de Diabetes (ADA por sus siglas en inglés), se estima que para el afo 2030

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

En México, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté que en el afio 2018 la
segunda causa de muerte entre la poblacidn estaba relacionada con la diabetes, segun la tasa obtenida de
8.1 muertes por cada 10,000 habitantes. En ese afio, la DMT2 contribuyd al 70.81% de todas las muertes

relacionadas con algun tipo de DM (Figura 1) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, 2019)(INEGI,



2
2019). En las ultimas décadas, la tasa de mortalidad por causas relacionadas con la DMT2 ha
aumentado(Medina-Gémez y Medina-Reyes, 2018). De 1990 a 2015, la tasa de mortalidad de la DMT2
incrementd 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).
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Figura 1. Mortalidad por Diabetes Mellitus (DM) en México (Obtenido de INEGI, 2019). A. Se observa el grafico para
la tasa de defunciones registradas por DM por cada 10 000 habitantes del afio 2009 al afio 2018. *En el afio 2018
cambiaron los criterios estadisticos, anadiéndose medidas de exclusidn para algunas situaciones. Siguiendo el criterio
anterior la tasa resultante para el 2018 seria de 8.6. B. Grafico de la distribucion de defunciones entre los distintos
tipos de DM.
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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 Fisiopatologia y complicaciones de la DMT2

La fisiopatologia de la DMT2 se compone de varios procesos moleculares, celulares y fisiolégicos
en distintos drganos y sistemas tales como el pancreas, higado, tejido adiposo, cerebro, rifidn, sistema
vascular, sistema digestivo y musculo esquelético. Algunos autores describen un conjunto de 8
mecanismos en varios drganos 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 reabsorcion de glucosa, 4) disminucion
de la captacion de la glucosa, 5) disfuncidn de neurotransmisores, 6) resistencia a la insulina vascular, 7)
aumento en la produccién hepatica de la glucosa y, 8) disminucion en la secrecién de la insulina con
aumento en la secrecién de glucagdn(Defronzo, 2009). De los varios mecanismos descritos, la resistencia
a la insulina periférica y la disfuncidn progresiva de las células beta pancreaticas han sido los mecanismos

de mayor estudio y son descritos como caracteristicos de la DMT2(Lépez 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 funcién de distintos drganos,
principalmente en los rifiones, nervios, ojos, cerebro y corazén(International Diabetes Federation (IDF),
2017). Estas afectaciones se dividen en complicaciones microvasculares (lesiones de vasos sanguineos de
menor grosor) y macrovasculares (lesiones de los vasos sanguineos 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 reduccién de la hiperglucemia se asocia con un menor riesgo de
complicaciones microvasculares, sin embargo, el mismo fendmeno no ocurre con las complicaciones

macrovasculares (Rawshani et al., 2018; Tancredi et al., 2015).



Tabla 1. Principales complicaciones vasculares en sujetos con Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2).

Complicaciones cardiovasculares

Microvasculares Macrovasculares

Enfermedad arterial _ o
Enfermedad arterial periférica

coronaria
Nefropatia
Neuropatia _ »  Evento cerebrovascular
= Angina de pecho
Retinopatia (ECVA)

* Infarto agudo al o
= Encefalopatia diabética
miocardio (IAM) e
= Pie diabético

Las personas con DMT2 son mas propensas a desarrollar problemas cardiacos y morir
prematuramente comparado con sujetos sin diabetes. Precisamente, estudios epidemioldgicos 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 estan bajo
tratamiento farmacoldgico(Rawshani et al., 2018; Tancredi et al., 2015; The Emerging Risk Factors
Collaboration, 2011). De esta manera al ser el corazén uno de los érganos intrinsecamente 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, aun faltan mas estudios en células que modulan directamente
la funcién del corazén; 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 corazén esta modulado por la funcidn del endotelio coronario
(Gimbrone y Garcia-Cardefia, 2016). El endotelio es un drgano constituido por una monocapa de células
endoteliales, que cumple con varias funciones dentro del organismo entre las que destacan la creacién de
una superficie anti trombogénica, el mantenimiento del tono vascular, la angiogénesis y migracion y el

reclutamiento de células inmunoldgicas (Figura 4)(Gimbrone y Garcia-Cardefia, 2016).



Mantenimiento del tono
vascular

Creacién de una superficie
anti trombogénica

Migracién y
reclutamiento de
células inmunoldgjcas

Figura 4. Funciones del endotelio. Disefio propio con imagenes de Servier Medical.

La alteracidn de alguna de las funciones del endotelio da origen a un fendmeno conocido como
disfuncion endotelial, la cual se cree propicia el desarrollo y progresién de las complicaciones
cardiovasculares (CVD) (p. ej. IAM) (Sena et al., 2013; Widmer y Lerman, 2014). Se ha descrito en la clinica
-estudio en 308 sujetos con seguimiento por 46 meses- que la disfuncién endotelial coronaria epicardica
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 funcién del endotelio

coronario en la salud cardiovascular.

Perturbaciones a nivel molecular en el endotelio coronario pueden contribuir a la disfuncion
endotelial. La hiperglucemia es uno de las condiciones que altera la funcidon endotelial mediante
mecanismos moleculares como la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), disminucion
en la produccion y biodisponibilidad del éxido nitrico (NO), formacion de productos avanzados de la

glicosilacién (PAGEs), activacion de la proteina cinasa C (PKC), inflamacion mediada por el factor nuclear
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kappa B (NF-kB), entre otros (Figura 5) (Cruz Hernandez et al., 2012; Kinaan et al., 2015; Paneni et al., 2013;
M. Wang et al., 2015).

Aungque existe una relacién directa entre la reduccion de la hiperglucemia y el mejoramiento de
las complicaciones microvasculares, el mismo fendmeno no ocurre con las complicaciones
macrovasculares (Casanova etal.,, 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 fendmeno.
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Figura 5. Esquema general de los mecanismos de dafo vascular inducidos por la hiperglucemia. (Modificado de
Paneni et al., 2013). Abreviaturas: PKC, proteina cinasa C; eNOS, éxido nitrico sintasa endotelial; ET1, endotelina 1;
ROS, especies reactivas de oxigeno, NO, dxido nitrico; MCP-1, proteina quimioatrayente de monocitos 1; VCAM-1,
molécula de adhesion de células vasculares-1; ICAM-1, molécula de adhesién celular intracelular-1; AGE, producto
final de glicacién avanzada.

1.1.4 Terapia farmacoldgica de la DMT2

Existen diversas estrategias terapéuticas para la reduccién de la hiperglucemia y la hemoglobina
glucosilada (HbA1lc, parametro que refleja el valor promedio de glucosa en sangre en los ultimos 3 meses)

en sujetos con DMT2, las cuales se dividen principalmente en farmacolégicas y no farmacoldgicas. La
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estrategia no farmacoldgica esta dirigida a cambios en el estilo de vida, de dieta y actividad fisica del

paciente.

Tabla 2. Terapia farmacolégica 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)

Maxima dosis diaria

Agonistas de la dopamina-2

Bromocriptina

aprobada
2,000 mg
Biguanidas Metformina 2550 mg
1500 mg
8mg
Glimepirida 40 mg
Sulfonilureas (2da generacién) Glipizida 20 mg
Glibenclamida 12 mg
20 mg
Tiazolidinedionas Ploglllt.azona 4> mg
Rosiglitazona 8mg
- . Acarbosa 300 mg
Inhibidores de la a-glucosidasa Miglitol 300 mg
I . . Nateglidina 360 mg
Meglitinidas(glinidas) Repaglinida 16 mg
Alogliptina 25 mg
- . . . Saxagliptina 5mg
Inhibidores de la dipeptil peptidasa 4 (DPP-4) Linagliptina 5 mg
Sitagliptina 100 mg
Ertugliflozina 15mg
Inhibidores del cotransportador de sodio Dapagliflozina 10mg
glucosa 2 (SGLT2) Empagliflozina 25 mg
Canagliflozina 300 mg
Exenatida (Liberacion 2mg
prolongada)
. _— . Exenatida 20 ug
:It:;i’;téol:is(gf:zl;tas del péptido similar al Dulaglutida 1.5 mg
Semaglutida 1mg, 14 mg
Liraglutida 1.8 mg
Lixisenatida 20 ug
3.75mg
Secuestradores de acidos biliares Colesevelam
4.8 mg

Amilina mimética

Pramlintida

120 pg/inyeccion

La terapia farmacoldgica esta enfocada en el uso de farmacos (denominados antidiabéticos) con

mecanismos de accion 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 ho muestra una clara
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relacion entre la disminucién de la hiperglucemia ejercida por los farmacos y la reduccion de las

complicaciones macrovasculares (Defronzo et al., 2015).

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

cardiovasculares(CVD)

Ciertos estudios clinicos —descritos en la Tabla 3— han evaluado el efecto de las distintas clases
de ADD en la reduccién de las complicaciones macrovasculares en sujetos con DMT2. Se ha notado que
algunos farmacos inclusive incrementan el riesgo cardiovascular (p. ej. sulfonilureas) mientras que otros
parecen ejercer una reduccién (p.ej. SGLT2) en pacientes con DMT2 al evaluar parametros 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 sefialar que el efecto de los farmacos sobre la
reduccidn de la hiperglucemia y la HbAlc es semejante en magnitud entre las distintas clases (~1%-
2%)(Sherifali et al., 2010). No obstante, su efecto en el sistema cardiovascular (proteccion o dafio) es
distinto, como se muestra en la Tabla 3. Esto nos sugiere mecanismos celulares diferencialmente
modulados por los farmacos a nivel del sistema cardiovascular, que no son dependientes de su capacidad

antihiperglucemiante.

La evidencia mas sodlida, con respecto a la reduccion de complicaciones y mortalidad
cardiovascular por un farmaco 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 demostré una reduccion 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 farmaco de primera linea, metformina, la evidencia clinica
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 Lischer, 2017). Por otra parte, resultado del metandlisis de 4 ensayos
con rosiglitazona (n=14291, incluyendo 6421 que recibieron rosiglitazona y 7870 que recibieron una
terapia control, con una duracién de 1-4 afios), se calularon los riesgos relativos de IAM, ICC y mortalidad
CDV, demostrando que el fdrmaco aumenté el riesgo de ICC, IAM vy falla cardiaca, pero no se observé un

incremento significativo en el riesgo de mortalidad por CVD (Singh et al., 2007). De la misma manera,
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estudios clinicos como el SAVOR-TIMI 53 (16 492 pacientes con DMT2, seguimiento de 2.1 afios) 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 afios), 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 cardioproteccion, el estudio TECOS no sugiere una reduccidn 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 farmacos antidiabéticos utilizados para el tratamiento de la

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2) (Tabla modificada de (Paneniy Lischer, 2017)).

Clase de _ Uso clinico en pacientes Reducci_c’m de
FArMacos Efectos cardiovasculares con e_nfermedades Hemoglobina A1C
cardiovasculares (%)

e Pocos estudios aleatorizados, e Primera eleccién en e Reduccion en ~1%
pero varios estudios pacientes con DMT2 con y comparado con
observacionales disponibles sin enfermedad vascular placebo en dosis

e Reduccién del riesgo (39%) de aterosclerotica superiores a 1500
IAM (UKPDS) e Se deben de tomar mg por dia(ADA,

e Reduccion del riesgo (42%) de precauciones en 2020)
mortalidad por causas pacientes con SCA, IC, e Reduccién general

Biguanidas relacionadas con la diabetes ECR (Estadios IV y V) del grupo 1%-
(UKPDS) e Contraindicacion en 2%(Chaudhury

e Reduccion de variables (32%) sujetos con presencia de etal., 2017)
relacionadas con la diabetes acidosis o deshidratacion
(UKPDS)

e Reduccion del riesgo (36%) de
mortalidad (UKPDS)

e Varios estudios e Terapia combinada en e Reduccién en A1C
observacionales disponibles pacientes con DMT2 cony del ~1.25 % en

e Reduccioén de las sin enfermedad dosis mayores o

] complicaciones cardiovascular (si la iguales a 8 mg por
Sulfonilureas
microvasculares (UKPDS) HbAlc deseada no se dia de

e Incrementa la mortalidad logra después de 3 meses glimepirida(ADA,
cardiovascular (UGDP) de monoterapia con 2020)

metformina)
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Deterioro del
precondicionamiento

isquémico (?)

Se deben tomar
precauciones en
pacientes con multiples
comorbilidades, SCA, ICy
CDK avanzado (estadios
VyV).

Reduccion 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 hospitalizacion 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
delIC

Reduccion en ~
1.25% por
Rosiglitazona a 8
mg por dia
redujo(ADA, 2020)
Reduccion en ~1%
por Pioglitazona a
30 mg por dia(ADA,
2020)

Reduccion general
0.5%-—
1.4%(Chaudhury
et al., 2017)

*Agonistas del
receptor péptido 1
de glucagén
(GLP-1)

Reduccion significativa de
variables de valoracion
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 hospitalizacion 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 eliminacion 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
hepaticos, pero se debe
utilizar con precaucién ya
que no existen datos
suficientes de estudios en
pacientes con
insuficiencia renal o

hepatica

Reduccion general
0.5%-—
1.5%(Chaudhury
et al., 2017)
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Datos limitados en
pacientes con CDK

avanzado (etapas IVy V).

Inhibidores de la
dipeptidil
peptidasa-4
(DDP-4)

Sin reduccion de las variables
de valoracion 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)

Reduccion en
~0.75% en dosis
superiores a 100mg
al dia(ADA, 2020)
Reduccion 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%), hospitalizacién por IC
(35%) y mortalidad total (32%)
Empagliflozina no presenta
efectos directos sobre las
tasas del IAM y evento
cerebrovascular

Reduccion de la PA sistolica y

diastélica

Terapia combinada en
pacientes con DMT2 con y
sin ECV (escasez de
datos sobre SGLT2 en
prevencién primaria).
Beneficio en pacientes
conlC

No hay evidencia de
beneficio en SCA

Reduccion general
del 0.65% - 0.74%
(Hsia et al., 2017)

(Tabla modificada de Paneni y Luscher, 2017). SCA= Sindrome coronario agudo; PA = Presion arterial; ECR = Enfermedad crdnica renal; ECV=
Enfermedad cardiovascular; TFGe =Tasa de filtracion 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 estandar de cuidado; IC= insuficiencia cardiaca; AIT Intervencion de Resistencia a la insulina después de
un accidente cerebrovascular isquémico; LEADER = Efecto de la liragitide en diabetes: evaluacion de la seguridad cardiovascular; MACE= eventos
cardiovasculares adversos mayores; IAM= Infarto agudo al miocardio; PROActive= Ensayo prospectivo clinico de pioglitazona en eventos
macrovasculares; SAVOR-TIMI 53= Evaluacion de los resultados registrados en la evaluacion 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 evaluacién 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 participacidn del endotelio coronario en el funcionamiento y

desarrollo de patologias del corazén, pocos estudios han evaluado los efectos de los ADD sobre dicho
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drgano que podrian explicar sus efectos clinicos sobre las complicaciones macrovasculares. Algunos
autores han descrito los efectos de la metformina, empagliflozina, saxagliptina y rosiglitazona sobre células

endoteliales, pero, de drganos distintos al corazoén.

La metformina perteneciente a la familia de las biguanidas es el farmaco de primera linea
recomendado para iniciar el tratamiento en sujetos con DMT2 (ADA,2020). A pesar de que su mecanismo
de accién anti hiperglucemiante no esta esclarecido con exactitud —existe una larga controversia derivado
de las dosis y concentraciones suprafisioldgicas utilizadas en los estudios(Arunachalam et al., 2014,
Detaille et al., 2005; Tian et al., 2019)—, se han sefialado varias vias de sefializacién mediadoras de sus
efectos, incluyendo la activacion de la cinasa AMP (AMPK) y la subsecuente inhibicion de la
gluconeogénesis hepatica, oxidacién de acidos grasos, asi como la sensibilizacién a la accién de la insulina
en el musculo estriado y tejido adiposo. Con respecto a sus efectos en la vasculatura, datos reportados en
la clinica —que emplean dosis terapéuticas— muestran un efecto benéfico y protector del farmaco sobre
las complicaciones vasculares (independiente de su efecto antihiperglucemiante), relacionado con su
capacidad de mejorar la funcion endotelial (ADA, 2020; Triggle y Ding, 2017). Se presume que la
estimulacién en la sintesis y disponibilidad del NO pudieran mediar los efectos vasculares de metformina
(Triggle y Ding, 2017). Sin embargo, la mayoria de los estudios mecanisticos 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 fisiolégicas (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 apoptdticos (por inhibicidon de caspasa-3, fragmentacion del
DNA y modulacién de la eNOS) de metformina (en concentraciones 0.1-2 mM) en células cultivadas en

ambientes de alta glucosa y acido palmitico (Eriksson et al., 2012; Eriksson y Nystrom, 2014).

Empagliflozina es un farmaco cuyo efecto antihiperglucémico se atribuye a la inhibicién del
cotransportador de sodio glucosa 2 (SGLT2). Estudios en células endoteliales microvasculares (CMEC)(Juni
et al.,, 2019), células endoteliales derivadas de corazén de rata embrionaria (Andreadou et al., 2019),
células endoteliales derivadas de aorta (HAEC)(Cooper etal., 2019; El-Daly etal., 2018) y células
endoteliales de vena umbilical (HUVEC)(lannantuoni et al., 2020; Uthman et al.,, 2019), han descrito
efectos protectores de empaglifozina (concentraciones 1-50 uM) sobre la funcién endotelial. Algunos
mecanismos moleculares descritos incluyen la modulacién de factores de transcripcion (p. ej. Factor de
transcripcién independiente de la via RISK(STAT-3), un aumento en la disponibilidad del NO y la activacién
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 (1uM) restaura la biodisponibilidad del NO, anteriormente reducida
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por la exposicion de las células al TNFa (10ng/ml), efecto mediado por una disminucion en la produccién

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 clinica, tales como incremento en la
dilataciéon mediada por flujo (Kajikawa et al., 2019). Derivado de estudios in vitro (HUVEC), se ha sugerido
que la saxagliptina (rango 1-10uM) incrementa la funcién endotelial mediante la reduccién de la
produccién de ROS, citocinas y moléculas de adhesidon celular, pardmetros de inflamacién y activacion de

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

Uno de los farmacos con mayor controversia sobre sus efectos en el endotelio, es la rosiglitazona
—activador del receptor activado por proliferadores peroxisémicos gamma (PPARy) —, ya que algunos
estudios sugieren tanto efectos protectores como dafiinos en el sistema cardiovascular(Baselet et al.,
2020; Ji et al., 2018). Algunos autores describen que la rosiglitazona (1 -10 uM) altera negativamente la
funcién endotelial de HUVEC incluyendo la migracién celular y permeabilidad vascular (mediante la via
AKT o proteina cinasa B) (Ku et al., 2017). Por otro lado, algunos autores sugieren un efecto protector de
rosiglitazona ( 5 -50 uM) en HUVEC dafiadas con indoxil sulfato ( toxina urémica asociada a efectos
deletéreos cardiovasculares), al atenuar lesiones endoteliales causadas por el incremento de NOX4 y NFkB
previniendo la activacion de las vias de sefializacién de la proteina activada por la seial cinasa (MAPK)p38
y cinasas 1 y 2 reguladas extracelularmente( ERK %)(Chou et al., 2015). A su vez existe evidencia que
sugiere que rosiglitazona atenua (in vivo e in vitro) la expresion del receptor de lipoproteinas de baja
densidad oxidadas 1 de tipo lectina (LOX-1) (receptor descrito como clave en la disfuncién endotelial y
desarrollo de la aterosclerosis) mediante la regulacidn positiva del miR-590-5p (microRNA). El mecanismo
molecular descrito sugiere la activacion y translocacion al nucleo del PPARy por rosiglitazona (L. Xu et al.,
2019). También se han descrito efectos moduladores de la apoptosis por el farmaco, 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 reduccion 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 expresidn de proteinas proinflamatorias (IL-6 y VCAM-1) en células

dafiadas con la proteina amiloide A (Lakota et al., 2018).
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1.1.5 Protedmica

El proteoma es el conjunto de proteinas presentes en un organismo, tejido, érgano y células en un
momento determinado bajo ciertas condiciones ambientales. La protedmica es la disciplina que se encarga
del analisis sistematico del proteoma. El uso de la protedmica para el estudio de los mecanismos
moleculares celulares se ha acelerado en los ultimos afios al ofrecer una aproximacién mds completa sobre
la dindmica celular en el contexto del desarrollo de patologias (Khurana et al., 2006), efecto de farmacos
y compuestos (Sutton, 2012), y la homeostasis celular (Finka y Goloubinoff, 2013). Con respecto a las
aproximaciones tradicionales (p.ej., biologia molecular, celular, etc.,), la protedmica permite entender la
compleja red molecular de la célula al poder analizar en un solo estudio miles de proteinas (Tyers y Mann,
2003). No obstante, existen diversas técnicas analiticas y metodoldgicas para el estudio del proteoma y

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

1.1.5.1 Métodos para el estudio del proteoma

Una de las herramientas analiticas mas relevantes para el estudio del proteoma es la basada en la
tecnologia de espectrometria de masas (MS) en Tandem (MS?) de alta resolucién (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 proteinas intactas— y el abajo hacia arriba o “bottom up” — que analiza péptidos
derivados de la digestion de proteinas con enzimas—. Estas dos aproximaciones se apoyan en el uso de la
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (LC), siendo esta la encargada de separar (p.ej.,
hidrofobicidad, tamafio) los péptidos antes de ser detectados por la MS. De estas dos aproximaciones, la
MS de tipo bottom up facilita la cobertura de deteccién y cuantificacién de proteinas(Sajic et al., 2015). A
su vez, los experimentos de tipo bottom up se pueden clasificar en: con marcaje isotépico (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 especifico de proteinas, o tipo “shotgun” para el

descubrimiento del proteoma de alguna muestra bioldgica(Valikangas et al., 2017).

La adquisicién de datos por LC-MS también presenta variantes; a) adquisicion dependiente de
datos (por sus siglas en inglés, DDA) y b) adquisicidn independiente de datos (por sus siglas en ingles, DIA)
(Anjo et al., 2017). La DDA consiste en un escaneo de los iones precursores (MS?) eluidos en cierto punto

por una separacién cromatografica, seguido de una seleccién de un grupo limitado de los mismos para su
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posterior fragmentaciéon (MS? o MS?). Cada MS? es caracteristico para un péptido dado y puede ser
utilizado para identificarlo. Por otro lado, la DIA es un método donde los MS? se adquieren dentro de un
rango de masa de péptidos en el tiempo en una serie de ciclos sin una previa seleccién de los iones
precursores, esto lleva a un registro de los MS? 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).

Sistema de

Fuente de Analizador de Celda de Analizador de

il R G lonizacion Masas (MS1) Colision Masas (MS2)

muestra

Detector

Intensidad

Tfempo

Figura 6. Espectrometria de masas (MS) en Tdndem (MS?) de alta resolucién. A. Esquema general de un sistema MS?2.
B. Flujo de trabajo para los escaneos y seleccién de picos en el MS?. El instrumento escanea periédicamente el radio
masa-carga(m/z) de todos los péptidos eluidos (picos negros), selecciona los iones mas abundantes en un
determinado tiempo de fragmentacidn y mide el m/z de los iones de fragmentacion resultantes (picos azules). Los
programas computacionales utilizan el espectro del ion de fragmentacion para determinar la secuencia de
aminoacidos del péptido. (Figura B extraida de Mcintosh y Fitzgibbon, 2009).

Una variante de los métodos de tipo DIA es la adquisicidon secuencial de ventanas de todos los
espectros de masas tedricos (SWATH-MS). Esta consiste en un andlisis paralelo de las muestras
combinando la adquisicidon de péptidos con DDA y una cuantificacién de la informacién con un método
DIA (Figura 8). La cuantificacion de proteinas por SWATH-MS es una de las herramientas de mayor
precisidon y exactitud que existen y, presenta la gran ventaja de crear un archivo digital de cada muestra,
gue permite su analisis posterior (Anjo et al., 2017; Sajic et al., 2015).
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Figura 7. Representacidn grafica de los enfoques para el estudio del proteoma basado en espectrometria de masas
en Tandem (MS?). A.Top down proteomics analiza las proteinas intactas por LC-MS? para la identificacion y
cuantificaciéon de proteoformas Unicas seguida de la separacion de proteinas por tamafio y picos de
deteccidn/isolation. B.Botton up proteomics analiza proteinas proteoliticas digeridas (péptidos) por LC-MS? para una
identificacidn no tan sesgada y una cuantificacién de proteinas dentro de una muestra. C.Targeted proteomics mide
un predefinido grupo de péptidos por LC-MS? para la identificacidn, caracterizacién y cuantificacion de un grupo
especifico de proteinas y biomarcadores (Imagen extraida de Ball et al., 2019).

1.1.5.2 Aplicacion de la protedmica para el estudio de mecanismos moleculares y fairmacos en

patologias.

La protedmica se ha utilizado para el estudio de enfermedades infecciosas (VIH, dengue, malaria, etc.),
cancer, 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 drganos del cuerpo humano. Esto es de suma relevancia, ya que las proteinas
son las que dictan directamente la funciéon celular (Sundsten y Ortsater, 2009). Algunos estudios, de los
pocos que existen, han utilizado la protedmica para dilucidar mecanismos moleculares relacionados con
la fisiopatologia de la DMT2 en células endoteliales (De la Herran et al., 2019). Vias ligadas con la disfuncion
mitocondrial, estructura de la unién célula-célula y regulacién de la sintesis de proteinas han emergido

como posibles blancos terapéuticos(Skeie et al., 2018).



18

DDA a1 a2 - NS
i . " — nalizador
lonizacién Filtro de Masas Camara de colisiéon de Masas
o o BE 7
.......................................... MoriificaiBade
g proteina
- TOF
Q1 q2 : (BIBLIOTECA)
. o . Analizador MS/MS
Filtro de Masas Camara de colision de Masas
—r] - »
- fo= > | / /
o -~
| m/1
SWATH-MS (Modo DIA)
oo Q1 a2 AR MS/MS
onizacién Fj = 4 isio
Filtro de Masas=25Da Camara de colisién de Masas Intensidad MS2

Extraccion

dirigida
—l

Figura 8. Descripcidn general del método de adquisicidn de datos SWATH-MS. El método SWATH-MS generalmente
combina un analisis paralelo de las muestras con un método optimizado de DDA para la identificacion de los péptidos
seguido de una adquisicion tipo DIA utilizada para la extraccion de los datos cuantitativos de la previa identificacion
de péptidos (Obtenido de Anjo et al., 2017). Abreviaciones: DDA, Adquisicion dependiente de datos; DIA, Adquisicion
independiente de datos.

Intensity

No obstante, existen pocos estudios que hayan evaluado el efecto de los ADD en el endotelio
empleando la protedmica. Millioni y colaboradores en el 2010, para evaluar molecularmente los posibles
efectos dafiinos que se tienen reportados en la clinica para rosiglitazona, cultivaron células endoteliales
en condiciones de glucosa normal (5.5 mM) y alta glucosa (20 mM) y las trataron con rosiglitazona (20
pUM). Utilizando un espectrometro MALDI TOF-TOF 4800, se detectaron 100 proteinas de membranay 150
citosodlicas, observandose que dos tercios de las proteinas moduladas por la condicidn de alta glucosa
fueron moduladas por rosiglitazona de forma antagdnica al control, y que estas proteinas estaban
relacionadas a procesos apoptoticos (Millioni et al., 2010). En el mismo estudio, observaron una reduccion
del 30-50% de los parametros de apoptosis, que a su vez derivo en la identificaciéon de potenciales sitios

de accidn del farmaco en células endoteliales (Millioni et al., 2010).

De esta manera la protedmica tiene como gran ventaja, propiciar un panorama un poco mas

completo de la dinamica celular a gran escala, generando asi, un mayor entendimiento de los procesos
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moleculares en distintas patologias con respecto a las técnicas mas tradicionales (p. ej. electroforesis

bidimensional).

1.2 Justificacion

La DMT2 es uno de los principales problemas epidemiolégicos en México. El IAM y ECVA son las
manifestaciones macrovasculares clinicas mas 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 epidemioldgicos y
clinicos sugieren que algunos farmacos inclusive incrementan el riesgo de mortalidad cardiovascular,
mientras que otros reducen el riesgo con mayor eficacia. La capacidad anti hiperglucemiante de los
farmacos 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
farmacos en érganos y tejidos que ejercen un papel importante en el desarrollo de complicaciones
cardiovasculares. El endotelio coronario es un drgano que modula directamente la funcién del corazény
participa en el desarrollo y empeoramiento de patologias cardiacas. Por lo tanto, es ldgico pensar que los
ADD pudieran modular —independientemente de sus efectos antihiperglucemiantes— la funcién del

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

1.3 Hipotesis

1.3.1 Los ADD que disminuyen el riesgo cardiovascular en la clinica modulan vias de sefalizacidn

intracelulares que mejoran la funcién endotelial.

1.3.2 Los ADD que incrementan el riesgo cardiovascular en la clinica modulan vias de sefializacién

intracelulares que empeoran la funcion endotelial.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Identificacion de las vias de sefializacion intracelulares moduladas por los ADD mediante un andlisis

protedmico.

1.4.2. Objetivos especificos

1.4.2.1 Tratamiento de las HCAEC con los farmacos y extraccion de proteinas.

1.4.2.2 Generacidn de péptidos tripticos e identificacidon del proteoma de HCAEC.

1.4.2.3 Cuantificacion diferencial de la abundancia proteinica entre los grupos de farmacos.

1.4.2.4 Elucidacién y comparacién de las vias de sefializacion moduladas por los farmacos.



21

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Tratamiento de las HCAEC con los ADD

El modelo in vitro consisti6 en HCAEC adquiridas de Cell Applications, Inc (San Diego, CA)
procedentes de un hombre diabético de 53 afios caucasico y sin antecedentes de VIH. Las células se
cultivaron con un medio (MesoEndo Growth Medium), rico en nutrientes, manteniéndose en incubacién
a 37°Cy 5% de CO2. El medio se renovd cada 48 horas hasta que se alcanzé una confluencia éptima del
80%. Las células fueron cultivadas utilizando 3 platos de 10 cm de didmetro y fueron propagadas en 5

platos de 6 pozos.

Una vez alcanzada la confluencia adecuada, las HCAEC fueron sometidas al tratamiento con los
farmacos antidiabéticos como se muestra en la Figura 9. Los farmacos Rosiglitazona (1 uM), Empagliflozina
(1 uM), Saxagliptina (1 uM) y Metformina (100 uM), fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO), el cual
fue utilizado como vehiculo de administracién y como Control Negativo (CN; tratamiento sin fdrmaco). Las
concentraciones de los farmacos utilizadas para el tratamiento se determinaron con el promedio de las
concentraciones plasmaticas maximas (Cmax) reportadas en la clinica (Tabla 9, en anexos). Como Control
Positivo de dafio (CP, inflamacidn) se traté un grupo de HCAEC con la citocina pro-inflamatoria, TNF-a (10
ng/mL). Los tratamientos se realizaron por un periodo de 48 h. Los experimentos se realizaron por
cuatriplicado (4 réplicas bioldgicas por tratamiento). Cada réplica biolégica consiste en un pool de 2

pocillos (placa de 6).

N=4/grupo
Vehiculo(C==m== e m e e e =)

10 g/ TNF-t () | —————

100 M MET FE=====================44

1UMROS| f=m==mm=em—m———========9
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T Y e — .4
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(horas)

Figura 9. Esquema de tratamiento seguido en este estudio. Células endoteliales de arteria coronaria humana (HCAEC)
fueron tratadas con los farmacos antidiabéticos (ADD) y vehiculo (DMSO). Abreviaciones:CN, control negativo; CP,
control positivo; MET, metformina; ROSI, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina.
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Una vez transcurrido dicho periodo, se retiré 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 pL/triplicado de buffer de lisis (1% de desoxicolato de sodio (DOC) en
bicarbonato de amonio [NH4HCOs]) y se lisaron las células mecdnicamente mediante un raspador de

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

2.2 Extraccion y procesamiento de proteinas para la generacion de péptidos

tripticos

Las proteinas procedentes de las HCAEC con los diferentes tratamientos fueron extraidas,
reducidas, alquiladas (metiladas) y digeridas (tratamiento enzimatico con tripsina) utilizando el kit Pierce
™ 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 recuperd (extracto
proteinico). En todos los pasos las muestras se manejaron en hielo y los tubos eppendorf utilizados fueron
de baja adhesién (Low-protein binding). Se procedié a la cuantificacidn de proteinas con el kit Micro BCA™
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific). Se prepard la curva de calibracion con un volumen final de 500 pl
ajustando todos los demas volumenes de la curva a sus equivalentes. Se tomo el volumen necesario para
procesar 30 ug de proteina, y se completd a 100 ul con buffer de lisis con y sin DOC 1%. La reduccion de
las proteinas se realizé con 1.26 pl de ditiotreitol (DTT) incubandolas por 45 min a 50 °C y la alquilacién
con 3.45 L de iodoacetamida (IAA) —incubandolas protegidas de la luz— a temperatura ambiente por 20
min. Posteriormente, las proteinas se precipitaron con 460 pl de acetona al 100% (pre-enfriada durante
toda la noche a -80 °C). Se agrego 50 ul de acetona al 90% pre-enfriada (-80 °C), centrifugd a 20817 rfca 4
°C por 5 miny se descarto el sobrenadante. El precipitado se dejo secar atemperatura ambiente y después
se le agregd 50 pl de buffer de digestidon. Posteriormente, se agregaron 0.3 ug de la enzima Lys-C e
incubaron las muestras durante dos horas. Finalmente, se adicionaron 0.6 ug de tripsina e incubaron las

muestras por 3 horas.

El detergente DOC (incompatibilidad con el LC-MS) presente en las muestras se removié mediante
la adicion de 200 plL de acetato de etilo (pureza HPLC) y 2 pl de acido férmico (pureza LC-MS) (Masuda,
Tomita e Ishihama, 2008).
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Los péptidos tripticos fueron secados mediante alto vacio utilizando un sistema SpeedVac (Savant,
Thermo Fisher Scientific) por 3 horas a temperatura ambiente. Después, los péptidos se reconstituyeron
con 15 plL de una solucidn agua:acetonitrilo (95:5 ) con 0.1% de acido férmico. La concentracién de
péptidos (usando 1 uL de muestra) se determiné mediante el kit Pierce™ Quantitative Colorimetric Peptide
Assay kit (Cat. No. 23275) (segun las instrucciones del fabricante) y utilizando un Espectrofotémetro UV-

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

2.3 Obtencion de datos por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria

de masas (LC-MS)

2.3.1 Analisis por LC

La separacion de los péptidos se realizo utilizando un sistema de LC modelo Eksigent nanoLC® 400
system (AB Sciex, Foster City CA, USA) con una columna de separacidn analitica fase C18 (HALO Nucleo
sélido 0.3 x 150 mm, 2.7 um, tamafio de poro de 90 A, Eksigent AB Sciex, Foster City, CA, USA). Las fases

moviles utilizadas fueron A= 0.1% de acido férmico en agua y B= 0.1% de acido férmico en acetonitrilo.

La elucién 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 ultimo—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 5uL/min y la cantidad de muestra inyectada fue de 4 pL.

2.3.2 Analisis por DDA-Preparacion de la biblioteca espectral

Para crear la biblioteca espectral de SWATH-MS los péptidos tripticos de todas las muestras —1
Lg por muestra— se mezclaron en un solo tubo (pool de muestras) y se sometieron al analisis por LC (como
se menciono anteriormente). El eluato del LC pasé a la fuente TurboV de un MS TripleTOF 5600+ (AB Sciex,
Foster City, CA, EE. UU.) usando ionizacion por electrospray (ESI) con las siguientes condiciones : lonSpray

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 operacién DDA en un espectrémetro
de masas Triple TOF5600+ cambiando el modo de adquisicidn automdticamente entre el escaneo
completo MSy el MS? . El tiempo de acumulacién para el andlisis MS fue de 0.25 s en el intervalo m/z de

350-1200 Da y para el andlisis MS? 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, exclusion de isotopos
de 6 Da, tolerancia de masa de 50 Da y un nimero maximo de iones candidatos de 20. Se selecciond
“excluir iones objetivo-anteriores” 20 s después de dos eventos y también se seleccioné “restar fondo
dindmico” (Dynamic Background Substraction). Esto significa que los 20 iones mas 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 dindmicamente durante 20 s para evitar la seleccién
repetitiva del mismo péptido. El instrumento se calibré automaticamente utilizando soluciones de
calibracién TOF MS y MS? positivas antes y después de las inyecciones (<3.5 horas) para garantizar una

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

2.3.3 Analisis por DIA

Para el andlisis 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 acumulacién para el andlisis MS TOF fue de 150 ms en el intervalo 350-1200 Da y los datos MS? se
obtuvieron de 350-1200 Da con un tiempo de acumulacién de 35 ms (tiempo de ciclo 3.7 s). Los demas

parametros fueron los mismos para que para el analisis DDA (Tabla 12 en anexos).

2.4 Analisis de datos y cuantificacion diferencial de la abundancia proteinica entre

los grupos de farmacos utilizando softwares bioinformaticos

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™ versidn 4.5.0.0 ya incluido en el software. Los

datos MS? fueron emparejados con una base de datos del proteoma humano (UniProt) en formato FASTA
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(20375 entradas revisadas). Los pardametros para la bulsqueda fueron los siguientes: tipo de
muestra:identificacién; alquilacion de Cys: yodoacetamida;digestidn: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 proteinas 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 realizacidn de la cuantificacion diferencial de proteinas se realizé la extraccidon de datos
dirigida (DIA) de los archivos SWATH, utilizando la aplicaciéon de cuantificacion 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 alineacion de las proteinas fue realizada por una curva de calibracién del
tiempo de retencién de los péptidos mas intensos (mayor a 10000) que fueron seleccionadas
manualmente. La configuracidn usada para la cuantificacion SWATH-MS fue un nimero maximo de 100
péptidos por proteina que se incluirdn de la biblioteca de iones importados, 6 espectros de fragmentacion
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 retencion XIC de 75 ppm, 10 min y se
activaron los péptidos modificados. Las areas debajo de las curvas de los picos de las proteinas 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 normalizacién se realizd6 mediante el software NormalyzerDE® version 1.3.4, una herramienta
online que evalla la idoneidad de diferentes métodos de normalizacién para un conjunto de datos
(Chawade et al., 2014). Se evaluaron los métodos y se decidié realizar el andlisis diferencial de las proteinas
mediante el método de normalizacidn por cuantiles, con el mismo software se realizaron graficas de volcan
para cada uno de los farmacos. Las proteinas con un cambio (Fold Change) 21.2 0 < 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 Elucidacion y comparacion de las vias de seializacion moduladas por los

farmacos empleando softwares informaticos

2.5.1 Propagacion de los datos mediante Cluego en Cytoscape.

Para evaluar la cobertura del proteoma cuantificado, se analizaron las proteinas por ontologia de
genes (GO) empleando el término componente celular. El analisis de GO es un método que estructura un
conjunto de proteinas en término de los procesos bioldgicos, componentes celulares o funciones
moleculares que representan. Para esto se utilizé 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 vias de
sefializacion inflamatorias (vias de dafio endotelial) en HCAEC, se empled un andlisis por enriquecimiento
funcional _-método que determina representacidén estadistica de vias de sefializacion— utilizando las
proteinas moduladas (incrementadas y disminuidas) por TNF-a. Ademas, se incluyd la lista de proteinas
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 implementdé un método de
enriquecimiento/agotamiento (prueba hipergeométrica de dos lados) con correccidon de reduccién de

Bonferroni para determinar la significancia.

Como segunda aproximacioén, las proteinas aumentadas por las citocinas y las proteinas
disminuidas por los ADD se analizaron en conjunto, por enriquecimiento funcional, para determinar vias
de sefializaciéon que los farmacos antagdénicamente (efecto opuesto) modulaban con respecto a las
citocinas (Figura 10). Para la visualizacién de las vias se utilizd la opcién de disefio de la red funcional de
agrupacion de términos, en una vision general de términos. Los graficos obtenidos se guardaron como

PNG.
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Figura 10. Propagacion de los datos mediante ClueGo. A. Se observa la representacién de las listas de proteinas, que
son agregadas al programa ClueGo en Cytoscape en forma de IDs. En color naranja se observan las proteinas
procedentes de las citocinas proinflamatorias y en color azul las proteinas provenientes de los experimentos con los
farmacos antidiabéticos B. El analisis se realiza mediante la base de datos de Reactoma en ClueGo. En el andlisis solo
con las proteinas de los farmacos que se ve comprometida la cobertura de las vias de sefializacion identificando una
sola via. C. Al realizar el andlisis con ambas listas se generan una mayor cantidad de redes moleculares
correspondientes a las vias de las citocinas asociadas a las de los ADD. D. Como resultado del analisis en Cytoscape
resultan diagramas de pastel correspondientes a las vias de sefializacion, donde se ilustra la contribucion de las
proteinas de entrada en la identificacion de las diferentes vias de sefializacion.

2.5.2 Propagacion de los datos mediante OmicsNet

Para expandir nuestro entendimiento sobre las vias de sefializacién moduladas por los farmacos,
creamos una red de interaccion proteina-proteina (PPl) con cada una de las listas de las proteinas
aumentadas y disminuidas (por separado) por los farmacos. Este tipo de analisis permite introducir en el
analisis las proteinas que interaccionan directamente con las proteinas “input” o moduladas por los ADD,
lo cual resulta en una red PPl con mas informacidn bioldgica. El analisis se realizo en linea 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 realizd el andlisis de enriquecimiento de las vias utilizando las bases de


https://www.omicsnet.ca/
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Reactome y KEGG. Para realizar el cbmputo de los valores de p se empled la prueba hipergeométrica. La
visualizacidn de los mddulos (unidades funcionales) se determiné mediante el uso del algoritmo Walk
Trap. Se exportaron las vias de sefializacién resultantes en formato Excel y las imagenes de las vias de

sefializacion se descargaron en alta calidad.

INPUT o o ©
+ — ® o ®
C N (
® o
Base de datos de
e O

STRING

Vias de sefalizacion
STRING

Interaccién primaria

Figura 11. Propagacion de datos mediante OmicsNet.

@ Proteinas de INPUT
@ Proteinas de STRING

2.6 Andlisis de las vias de sefalizacion resultantes mas significativas

Para observar vias de sefializacién uUnicas y compartidas entre cada uno de los ADD se
construyeron diagramas de Venn con la plataforma en linea jVenn (Bardou et al.,, 2014) de las vias
obtenidas con OmicsNet y ClueGo para cada uno de los farmacos. Los resultados se compararon de manera
manual con los datos reportados en estudios publicados, empleando como términos de busqueda, en

www.google.com, las vias Unicas encontradas en este estudio. Con las vias Unicas para los fdrmacos con

respaldo en la literatura, se realizé otra busqueda para encontrar referencias que nos dieran algin indicio

de daio o proteccidn cardiaca.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Creacion de la biblioteca espectral y cuantificacion diferencial de la
abundancia proteinica entre los grupos de farmacos utilizando softwares

bioinformaticos

Utilizando nuestro método SWATH LC-MS?, pudimos identificar 2200 proteinas 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 analisis de enriquecimiento de GO por componente celular se observé
gue las proteinas identificadas provienen de distintos organelos celulares, incluyendo la mitocondria,

nucleo, citoesqueleto, vesiculas, entre otros Figura 12.
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Figura 12. Representacion del andlisis de enriquecimiento de ontologia 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 normalizacién de la abundancia de proteinas, con el objetivo de
reducir la variacidn técnica entre las muestras, se puede contribuir en la pérdida de informacién acerca de
los verdaderos cambios en las abundancias de las proteinas. Para intentar solucionar este problema, se
aplicaron 8 diferentes métodos de normalizacidn para seleccionar el mas adecuado basado en pardmetros
cuantitativos y cualitativos del proceso de normalizacidn en nuestros datos. Todos los métodos mejoraron

los parametros comparado con el método comun de normalizacién tipo log2. No obstante, se selecciond
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el método de normalizacidn por cuantiles debido a que presentd un mejor perfil cuantitativo y cualitativo

(Figura 13).
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Figura 13. Andlisis en NormalyzerDE® versidn 1.3.4 para encontrar el método de normalizacidn adecuado para
nuestros sets de datos. A. Graficos para los farmacos antidiabéticos. B. Graficos para TNF-a. Abreviaciones: PCV,
Coeficiente de variacidon agrupado intragrupal; PMAD, Desviacion media absoluta agrupada intragrupal; PEV,

Estimacion de la varianza agrupada intragrupal.

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

razon de cambio (FC, de las siglas en inglés Fold Change) para cada proteina entre los diferentes grupos de
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ADD con relacién al grupo control (Abundancia proteina Xi rsrmaco/abundancia proteina Xi control). Las
proteinas con una razén de cambio de +1.2 y un valor de p<0.05 fueron consideradas diferencialmente
moduladas. Con el analisis estadistico t de Student de varianzas desiguales (Welch) se identificaron un
total de 24,29,17,15, 25 proteinas con abundancia incrementada para metformina, rosiglitazona,
empagliflozina, saxagliptina y TNF-a respectivamente. Y 32,34,33,48 y 42 proteinas con abundancia
disminuida para metformina, rosiglitazona, empagliflozina, saxagliptina y TNF-a respectivamente (Figura
14 y Tabla 4). Los graficos de volcan donde se muestra la distribucién de las abundancias de las proteinas

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

Tabla 4. Lista con los identificadores Uniprot para las proteinas procedentes de los experimentos con los ADD que
resultaron con cambios significativos en sus abundancias (FC £1.2; p<0.05). Abreviaciones: FC, Razon de cambio; MET,
metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina; TNF-a, Factor de necrosis tumoral alfa.
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Figura 14. Cuantificacién del nimero de proteinas moduladas (incrementadas y disminuidas) en HCAEC por los
farmacos antidiabeticos (ADD) y factor de necrosis tumoral a(TNF-a). Las proteinas con una razén de cambio
(Abundancia proteina Xi rarmaco/abundancia proteina Xi conto, FC) +1.2 y valor p<0.05 se consideraron
diferencialmente abundantes. MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina; TNF-
a, Factor de necrosis tumoral alfa.
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Figura 15. Graficos de volcdn de la expresion diferencial de las proteinas moduladas por los farmacos antifdiabéticos
(ADD) y TNF-a con relacién al control. Se identificaron 299 proteinas diferencialmente abundantes (con una razén de
cambio + 1.2 y valor de p menor a 0.05) entre los farmacos su respectivo control negativo. Abreviaciones: CTRL,
control; MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina; TNF-a, Factor de necrosis

tumoral alfa.
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3.2 Identificacion de vias de seializacion representadas por las proteinas

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

3.2.1 Propagacion de los datos mediante ClueGo en Cytoscape

En la Figura 16 se muestra la red de vias de sefializacidn significativamente representadas por las
proteinas incrementadas por las citocinas proinflamatorias empleando la base de datos KEGG vy
REACTOME. Cada nodo o circulo contiene al menos 3 proteinas que representan una via de sefalizacion.
La via mds significativa se indica con letras negras adyacentes al nodo. El drea coloreada (rojo, IL-1B y azul,
TNF-a) indica la proporcionalidad de proteinas asociadas a la via de sefalizacion por cada citocina. Por otra
parte, en la Figura 17 se muestra la red de vias de sefializacién combinada que incluye las proteinas
incrementadas y disminuidas por las citocinas y farmacos ADD, respectivamente. Los colores y drea se

corresponden con los parametros arriba mencionados.

Las vias de inflamacién identificadas con las proteinas disminuidas por las citocinas (TNF-a e IL-1B)
y con las proteinas aumentadas por los ADD se muestran en la Tabla 15 (anexo). Con el farmaco
metformina se identificaron un mayor nimero de vias de sefalizacion de inflamacidn con 216 vias, seguido
de saxaglitina con 210 vias. Para rosiglitazona y empagliflozina se identificaron 82 y 83 vias de sefializacion
respectivamente. De manera general las vias mas significativas corresponden con procesos del sistema
inmune, como la degradulacién de neutrofilos y la sefializacidn por interleucinas (Figura 17), ademas de

modular vias correspondientes a procesamiento de proteinas (Tabla 5).

1@ LB
1T ‘ TNF-a

Figura 16. Vias de sefializacion representadas significativamente empleando las proteinas incrementadas por las
citocinas proinflamatorias IL-1B y TNF-a. Andlisis bioinformatico por ClueGo en Cytoscape con la base de datos de
Reactome y KEGG.



34

Tabla 5. Vias de sefializacién mas significativas asociadas a inflamacién moduladas por las citocinas.

Citocinas (IL1-B y TNF-a)
Via 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
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Figura 17. Vias de sefializacion representadas significativamente empleando las proteinas incrementadas por las
citocinas proinflamatorias IL-1B y TNF-a, disminuidas por los farmacos antidiabéticos (ADD) utilizando las bases de
datos de Reactome y KEGG. A. Vias de sefializacién aumentadas con las citocinas y disminuidas con todos los ADD.
B. Diagrama de Venn de las vias de sefializacién de los farmacos con las citocinas. C. Vias de sefializacidn significativas
compartidas entre los ADD. Abreviaciones: MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA,
saxagliptina.
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Tabla 6. Vias de seializacion mas significativas empleando las proteinas incrementadas por las citocinas
proinflamatorias IL-1B y TNF-a, disminuidas por los farmacos antidiabéticos (ADD).

METFORMINA ROSIGLITAZONA EMPAGLIFLOZINA SAXAGLIPTINA
Via p-value Via p-value Via p-value Via p-value

Procesamiento de

Glucélisis/ 0.01 Glucélisis/ 0.01 proteinas en el 0.03 Glucélisis/ 0.01

Gluconeogénesis Gluconeogénesis reticulo ’ Gluconeogénesis
endoplasmatico

Procesamiento de Procesamiento de Procesamiento

pro’temas en el 0.03 pro’temas enel 0.03 Influenza A 0.01 de pr9te|nas en 0.03

reticulo reticulo el reticulo

endoplasmatico endoplasmatico endoplasmatico

Presentacion y L .
Endocit diad

procesamiento de 0.009 Influenza A 0.01 ndoci O.SIS mediada 0.03 Influenza A 0.01

, por clatrina

antigenos

Endqutoss Sistema inmune 6.1E- Sistema inmune 6.1E- Endqatosns 0.03

mediada por 0.03 . . mediada por

. innato 09 innato 09 .
clatrina clatrina
. . ., 9.4E- ., 9.4E- . .
Sistema inmune 6.1E- Desgranulacién Desgranulacién de Sistema inmune 6.15E-
innato 09 de neutrdfilos 1 neutrofilos 11 innato 09

3.2.2 Propagacion de los datos mediante OmicsNet

Derivado del analisis funcional con la red PPI con las proteinas incrementadas y disminuidas por
los ADD en OmicsNet, se obtuvieron listas de proteinas de mds de doscientos elementos (Tabla 16 de
anexos se muestran 50 vias). Las 5 vias mas significativas que se obtuvieron con las bases de datos de
Reactome y KEGG para cada farmaco se muestran en la Tabla 7. En general metformina aumento vias de
sefializacion que corresponden al doblamiento de proteinas, procesamiento de RNA, presentacién de
antigenos, apoptosis y vias de sefializacion de sistemas hormonales; pero disminuyo vias de sefalizacion
para la degradacién de proteinas. Rosiglitazona por otro lado, aumenté vias de sefializacion de
metabolismo celular y protedlisis, pero disminuyo vias de senescencia, apoptosis y muerte celular. Para el
caso de Saxagliptina se aumentaron vias de sefializacién de metabolismo celular, ciclo celular, y
procesamiento de proteinas; pero disminuyd vias de expresidon genética (transcripcion y replicacién) y
diferenciacién celular. Por ultimo, Empagliflozina moduld vias de sefializacién para el sistema inmune
como seiializacién por interleucina y sefializacidn por neutréfilos ademas del metabolismo celular, y

disminuyd vias de sefalizacion de apoptosis y degradacion de proteinas.

En la Figura 19 se muestra la comparacién del numero de vias distintas y compartidas entre los farmacos

mediante la visualizacidon por diagrama de Venn, ademas se muestran las vias de sefializacién mas
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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 proteinas semillas
moduladas por las citocinas y en color gris las proteinas que de interaccién inmediata con la base

de datos de STRING.

Tabla 7. Vias de sefializacion significativas identificadas en OmicsNet para los distintos farmacos antidiabéticos (ADD).

Metformina Rosiglitazona Saxagliptina Empagliflozina
AUMENTADAS
KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA
Via Via Via Via Via Via Via Via
Complejo de
Transferencia de Via de clasificacion
Sistema de sustrato a Via de sefializacion de Via de Cortey Via de endosomal
renina- CCT/TriC sefializacion gastrina-CREB a | sefializacion Empalme de sefializacion necesario
angiotensina | mediada por cAMP través de PKCy | Hedgehog RNAmM AMPK para el
prefoldina MAPK transporte
(ESCRT)
R , Cooperacion de Cort
eparacion orte
P L, Prefoldina 'y Eventos de Diabetes de Y Via de L
por escision : . . L Empalme de o Trafico de
TriC/ CCT en el Gap junction sefializacion G madurez en , sefializacion
de ] =, RNAm: via membranas
. plegamiento de alfa(q) los jovenes oo Wnt
nucledtidos N . principal
actina y tubulina
Procesamiento
L de pre-RNAm ; Sefializacion
» Cortey Protedlisis o L . Via de
Secresion de i Contraccién Adiccién ala | que contienen o por
. empalme de mediada por } . sefalizacion . .
renina L muscular cocaina intrones con interleucina-
RNAmM ubiquitina MAPK
casquete/caper 1
uza
El dominio
Via de Cortey L o Infeccién por | Cadena de intracelular
o Biogénesis de Sefializacion . .
sefalizacion empalme de . el virus del transporte de Autofagia- NOTCH1
) ribosomas en por EGFR en . R
de RNAm:via ] ) papiloma electrones: animal regula la
i L eucariotas cancer o, N
estrégenos principal humano respiracion transcripcié
n
. Sefializacion
Procesamiento o
) constitutiva
. de pre-RNAm Reabsorcion de L
Apoptosis- X oo Adiccidn a . por
L que contienen agua regulada Sefializacion L Proteoglican
multiples X las Transicién G2/M i mutantes de
i intrones con por por EGFR . 0s en cancer .
especies . anfetaminas dominio
casquete/caper vasopresina
NOTCH1
uza
HD+PEST
Hidroxilacio
., n de prolina
Presentacion , .
Via de dependiente
y ) . Cortey - a .
. Procesamiento Carcinoma Secrecion de | Fases mitéticas sefializacion de oxigeno
procesamien empalme de .
de RNAmM hepatocelular renina G2-G2/M de del factor
to de RNAmM .
B neutropinas alfa
antigenos ) .
inducible
por hipoxia
DISMINUIDAS
KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA KEEG REACTOMA
Via Via Via Via Via Via Via Via
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Reparacion Iniciacion de
de . Sefializacidn Reparacion i Via de la
. Metabolismo . Metabolismo o L,
desajustes Ferroptosis por Rho de sefializacion traduccion
X del RNAmM . del RNAmM
(mismatch GTPasas desajustes p53 cap-
repair) dependiente
Reparacion Infeccién
L . Eventos de L, .
por escision Expresion o Replicacién » por virus del .,
L. Empalmosoma sefializacién G Traduccion . Traduccion
de genética de DNA papiloma
. alpha (12/13)
nucleétidos humano
Hidrolisis de
. N 3 L . GTP y unién
Apoptosis — NRAGE sefiala Via de Iniciacion a la Apoptosis-
Empalmoso L o ., L dela
Enfermedad multiples la muerte a sefializacion traduccion multiples .
ma . ) . i subunidad
especies través de JNK mTOR eucariotica especies . L.
ribosémica
60S
» L, Biogénesis L,
3 Degradacion de 3 Sefializacion 3 L Regulacién
Via de X Via de . Via de Iniciaciéon de la de .
o beta-cadenina L mediada por el L, o i translacional
sefializacion . sefializacion del sefializacion traduccion cap- ribosomas .
por el complejo ) receptor p75 . mediada por
AMPK ., glucagon AMPK dependiente en ,
de destruccion NTR i 3'-UTR
eucariotas
Silenciamien
Sefializaciéon de L todela
Hidrolisis de .
. Lo, . muerte celular . ., traduccion
Autofagia - Sefializacién por | Autofagia- ) Autofagia - GTP u unién de
a travéz de . . Melanoma dela
otros Wnt Otros animal la subunidad .,
NRAGE, NRIF i L. expresion
ribosémica 60S i
and NADE mediada por
L13a
Nonsense
Nonsense . ., o, Mediated
, i Red immune Interaccion Regulacién
Via de Mediated Decay | . X L . X Decay
o intestinal para Sefializacion ligando- translacional i
sefalizacion Enhanced by the o, . . Ferroptosis Enhanced by
. la produccion por NGF receptor mediada por 3' -
p53 Exon Junction 3 the Exon
de IgA neuro activo UTR .
Complex Junction
Complex
Silenciamiento
Resolucién de de la traduccién .
o, i ., . X . Leucemia Nonsense-
Replicaicén Nonsense- Cancer de la cohesion de Carcinogéne | de la expression o i
i . . . L . mieloide Mediated
del DNA Mediated Decay | tiroides cromatides sis quimica de ceruplasmina L.
. cronica Decay
hermanas mediado por

L13a
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Figura 18. Red molecular creada en OmicsNet por la red molecular de interaccidn proteina-proteina (PPI) de los
farmacos antidiabéticos (ADD) y la base de datos STRING. A. Red de PPI para TNF-a. B. Red de PPI para IL1B. B. Vias
enriquecidas con el interactoma de las proteinas disminuidas por los farmacos. Los circulos punteados azules sefialan
el nodo mas significativo.
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* Disease Anaphase . Signaling b‘/ ERBB4

* Degradation of beta-catenin *+ M Phase «  Membrane Traffickin
by the destruction complex * Mitotic M-M/G1 phases g

*  Signaling by Wnt «  Cell Cycle, Mitotic * Signaling by the B Cell Receptor
¢ Separation of Sister *  Cell Cycle (BCR)

Chromatids +  Adaptive Immune System
*  Mitotic Anaphase * Immune System

*  Mitotic Metaphase and

Figura 19. Diagramas de Venn de las vias de sefializacion aumentadas y disminuidas con los farmacos antidiabéticos
(ADD). A. Vias de sefializacidn aumentadas por los ADD. Se muestra en el recuadro las vias compartidas entre los
farmacos. B. Vias de sefializacidon disminuidas. Se muestra en el recuadro las vias compartidas entre los farmacos.
Abreviaciones: MET, metformina; ROS, rosiglitazona; EMPA, empagliflozina; SAXA, saxagliptina.

Realizamos el analisis por separado de las vias de sefializacién de las citocinas proinflamatorias las mas
significativas se encuentran en la Tabla 8. Para el caso de IL-1B de acuerdo con su red PPI (Figura 20) IL-1B
moduld vias de sefalizacidn relacionadas al sistema inmune, metabolismo de RNA, y diferentes procesos
de factores de transcripcidon. Por otro ladoTNF-a moduld vias de sefializacién correspondientes a la
degradacion de proteinas u presentacidn cruzada de antigenos, transporte de proteinas y reparacién de

errores en el RNA. Las principales redes moleculares obtenidas con OmicsNet se muestran en la Figura 20.
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Tabla 8. Vias de sefializacién mas significativas deducidas con la interaccion entre proteinas (PPI) de las citocinas con

la base de datos de STRING.

IL-1B TNF-a
KEGG p-value Reactome p-value KEGG p-value Reactome p-value
Regulacién de PAK-
Reparacion de 2p34 activada por

Factores de desajustes/ degradacion

transcripcion apareamientos mediada por

basales 5.17E-56 | Sistema Inmune 3.07E-52 | incorrectos 7.62E-48 | proteasomas 1.42E-43
Presentacion
cruzada de

MicroRNAs en Metabolismo Carcinogénesis antigenos exégenos

cancer 1.58E-37 | de RNA 1.17E-39 | quimica 3.86E-11 | solubles(endosomas) 1.42E-43
Degradacion de

Infeccién por el ciclina D1

virus del herpes Metabolismo La potenciacién a dependiente de

simple 1 3.37E-36 | de RNA 1.26E-38 | largo plazo 9.55E-06 | ubiquitina 2.89E-43

Degradacion de

Reparacion de beta-catedina

desajustes/ por el complejo Infeccién por Fosforilacién

apareamientos de destruccion citomegalovirus mediada por CDK y

incorrectos 4.23E-30 | D 3.10E-36 | humano 0.000465 | eliminacion de Cdc6 2.89E-43
Degradacién de

Via de ciclina D

sefalizacién de Sefializacion Contraccién del dependiente de

esfingolipidos 1.73E-29 | por Wnt 3.10E-36 | musculo cardiaco 0.000802 | ubiquitina 2.89E-43




41

NAR4L4

SH2AFV

ITGAM

NAP1L1

t

0 4 1GAM1 _
SLC3AZS
PSMB11

s0D3
& SPTLC1
L

FE100A11
. PSME1  pSuDID

% PSMD14 roxosl

R e
AN
PSNCS
NCL
TAGLN2

MERT5”
ACATY
ISG15EPRS

. UQGRE2
% 3 CGMAREC  ATP5)2
15 HSPAd, KPNB1

$ =2 OPRICK - NOMFS1

: 1

HRNPD 2 «

CXCL8

Figura 20. Red molecular creada en OmicsNet por la red de interaccién proteina-proteina (PPI) de las citocinas
proinflamatorias TNF-a e IL 1B y la base de datos STRING. A. Red de PPl para TNF-a. B. Red de PPI para IL-1B.
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Capitulo 4. Discusion

La DMT2 confiere un elevado riesgo de mortalidad por CVD. A pesar de existir un gran repertorio
de ADD en la clinica que regulan la glucosa en sangre en sujetos con DMT2, estos individuos bajo
tratamiento farmacoldgico siguen presentando un mayor riesgo de CVD y mortalidad que sujetos sin la
enfermedad. A este fendmeno se le conoce como riesgo residual (Gimeno Orna et al., 2020). No obstante,
pocos farmacos como la empagliflozina han demostrado —con suficiente evidencia clinica— reducir el
riesgo de complicaciones cardiacas y mortalidad en sujetos con DMT2, mientras que otros —
particularmente rosiglitazona— incrementan ciertas complicaciones cardiacas (p.ej., ICC). El mecanismo
molecular de los ADD que explica estos efectos clinicos se desconoce. Es por esto, que, en este trabajo de
tesis, se planted investigar los efectos moleculares de cuatro ADD de distintas clases y con distintos
mecanismos de accién anti hiperglucemiante en un modelo in vitro de HCAEC relevante en el contexto de
CVD. Mediante un analisis protedmico por LC-MS? y bioinformdtico evaluamos las vias de sefializacion
moduladas por los ADD. Esta informacién puede contribuir a identificar los mecanismos moleculares —
independientes de sus efectos antihiperglucemiantes— de los ADD que expliquen sus efectos clinicos

sobre la salud cardiovascular en sujetos con DMT2.

La DMT2 es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por causar hiperglucemia y resistencia
a la insulina periférica(Defronzo et al., 2015; Kahn, 1994). Uno de los problemas mds graves de esta
enfermedad es que incrementa el riesgo de mortalidad y CVD. Y, a pesar de la terapia farmacolégica (ADD)
que existe y que mejora el metabolismo de glucosa, los sujetos con esta patologia siguen manifestando
una mayor prevalencia de IAM y mortalidad que sujetos sin la enfermedad (Tancredi et al., 2015). Uno
esperaria que la terapia farmacoldgica disminuyera el riesgo de mortalidad prematura a niveles de
individuos sin la enfermedad. Por esto, mecanismos distintos al control de la glucosa parecen desempefiar
un papel relevante en el riesgo cardiovascular en sujetos con DMT2. No obstante, se ha descrito que
ciertos ADD si 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 mas representativas,
ejercen en el endotelio coronario. Para esto, utilizamos como modelo in vitro, HCAEC las cuales proveen
de mayor relevancia fisioldgica en el contexto de CVD y DMT2. Estudios clinicos han demostrado la
importancia de la funcién del endotelio coronario en el desarrollo de CVD (Halcox et al., 2002). Cabe
destacar que la mayoria de la investigacion sobre la DMT2 y funcién endotelial se centra en el uso de
células endoteliales provenientes de tejidos distintos al corazén, existiendo una notoria preferencia sobre

el uso de HUVEC como modelo para determinar el efecto de farmacos y mecanismos de dafio 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 Nystrém, 2014; lannantuoni 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 clinica acerca de su papel en la reduccién de las complicaciones cardiovasculares en
sujetos con DMT2 (Tabla 3). Empagliflozina por ejemplo es el farmaco con la evidencia mas sélida respecto
a una aparente reduccién de la mortalidad y complicaciones cardiovasculares (Fitchett et al., 2016). Al
farmaco de primera linea, metformina, también se le han atribuido efectos positivos sobre la reduccién
del riesgo de mortalidad por complicaciones cardiacas e IAM, pero, esta evidencia no es tan clara como la
existente para empagliflozina (Paneniy Liischer, 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 prohibicion de rosiglitazona en Europa debido a sus
potenciales efectos deletéreos sobre la funcién cardiaca (Cheung, 2010). De la misma manera se sugiere
gue ciertos farmacos como la saxagliptina incrementan el riesgo de ICC y previos eventos cardiovasculares
adversos (1AM, angina de pecho o ICC), sin embargo, no parecen ejercer una reduccién o aumento en la
mortalidad cardiovascular(Green et al., 2015; Scirica et al., 2013; White et al., 2014). Derivado de esta
evidencia clinica, 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
clinicamente relevantes de metformina, rosiglitazona, empagliflozina, y saxagliptina o vehiculo por 48 hrs
(Figura 9). El pardmetro o endpoint (por su definicion en inglés) de “efecto” de los ADD fue la medicién
cuantitativa de la abundancia de las proteinas entre células tratadas y no tratadas (vehiculo). Para esto, se
utilizé un método de protedmica basado en la metodologia SWATH para determinar la abundancia
proteinica entre los diferentes grupos estudiados. Esta variante del método DIA presenta una mayor
precisidon y exactitud para la cuantificacion de las proteinas con respecto a otras técnicas por LC-MS,
ademas de ofrecer la gran ventaja de crear un archivo digital de cada muestra para analisis posteriores
(Anjo et al., 2017; Sajic et al., 2015). Anteriormente se habian podido identificar 250 proteinas en HCAEC
en condiciones alta glucosa y glucosa normal tratados con rosiglitazona, utilizando un espectrometro
MALDI-TOF 4800 (Millioni etal., 2010). En nuestro estudio pudimos realizar la identificacién y
cuantificacion de 1927 proteinas provenientes del proteoma de las HCAEC (Tabla 14), lo que demuestra la
cobertura de deteccién de nuestro método. De este nimero, identificamos globalmente 232 proteinas
con cambios significativos por el tratamiento con los 4 ADD (Figura 4). El mecanismo de accién responsable
de los efectos antihiperglucemiantes para los ADD aqui evaluados esta bien estudiado e involucra acciones

a nivel de 6rganos y tejidos como el higado y pancreas (Defronzo et al., 2015). A pesar de que el endotelio
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no es un érgano principal regulador del metabolismo de la glucosa, encontramos que la saxagliptina - cuyo
mecanismo de accién es inhibir a la DPP-4 (ADA, 2020)-modulé la abundancia proteinica de la isoforma

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

Para la interpretacién de las vias de sefializacion moduladas por los ADD -provenientes de las
proteinas que cambiaron en abundancia- realizamos un analisis de enriquecimiento funcional (Bases de
datos KEGG y REACTOME) usando dos enfoques distintos; 1) enfoque dirigido sobre inflamacidn mediante
la creacién de una red proteinica (del inglés protein network) entre las proteinas moduladas por los ADD
y citocinas proinflamatorias IL1By TNF-q, y 2) enfoque no dirigido sobre las vias de sefializacion moduladas
por los ADD mediante la creacion de redes proteinicas (PPI). Con el enfoque 1, encontramos que todos los
ADD modulaban antagdnicamente vias de sefializacién inflamatorias activadas por las citocinas, pero a
distinto nivel. Especificamente, metformina moduld significativamente un mayor nimero de vias (216
vias) seguido de saxagliptina (210 vias), rosiglitazona (82) y empagliflozina(83). Las vias de sefializacion
inflamatorias moduladas por ADD se corresponden con procesos del sistema inmune, sefalizacion de
interleucinas e interferén y degranulacidon de neutrdfilos. Estos resultados estdn en concordancia con
ciertos estudios clinicos (Hattori, 2018; Njerve etal., 2017), in vitro e in vivo que sugieren efectos
modulatorios por los farmacos en el sistema inmune, sobre todo en mecanismos antiinflamatorios (ligheh

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 vias de sefalizacion moduladas (activadas
y disminuidas) por los ADD. El mayor nimero de vias activadas se observé con empagliflozina, seguido de
rosiglitazona, saxagliptina y metformina. Especificamente, metformina aumenté vias de sefializacion que
corresponden al doblamiento de proteinas, procesamiento de RNA, presentacion de antigenos, apoptosis
y vias de sefializacién de sistemas hormonales; ademas disminuyé vias de sefializacion para la degradacién
de proteinas. A pesar de que se han reportado efectos anti apoptéticos en HCAEC bajo el tratamiento con
metformina (Eriksson y Nystrom, 2014), también existe evidencia donde el uso de metformina en sinergia
con FTY720 (farmaco inmunomodulador para el tratamiento de la esclerosis multiple) induce apoptosis en
varias células mieloides en céancer (Zhao et al., 2018). Ademas se sugiere que metformina modula vias
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 atenuacion de retinopatia diabética (Yi et al., 2016). En
efecto, en este estudio se encontré un aumento en la sefializacién del corte y empalme de RNAm en células
tratadas con metformina. Cabe sefialar que en nuestro estudio la via AMPK se vio disminuida en células
tratadas con metformina, la cual se cree es uno de los principales mediadores de accidn del farmaco con

respecto a sus efectos antihiperglucemiantes, estimuladores de la funcion celular, reductores de dafio
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celular y anticancerigenos (Triggle y Ding, 2017). Dichos estudios reportan un incremento en la activacion
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
fisioldgicas (1 mM-5 mM), mientras nuestro estudio emplea concentraciones fisioldgicas. Es por esto, que
existe una gran controversia sobre los mecanismos mediadores de los efectos de metformina, lo cual
pudiera ser explicado por la concentracidn empleada del farmaco (Duca et al., 2015; Tian et al., 2019; F.

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

El fdrmaco rosiglitazona aumentd, en general, vias de sefalizacion del metabolismo celular y
protedlisis, pero disminuyd vias de senescencia, apoptosis y muerte celular. Estudios describen efectos
moduladores de la apoptosis por el farmaco, sin embargo, existe controversia en este aspecto, ya que
mientras algunos autores sugieren un incremento en la apoptosis (Ji etal., 2018), otros sugieren una
reduccion de este proceso en células endoteliales (Baselet etal.,, 2020; Millioni etal.,, 2010).
Adicionalmente, rosiglitazona incrementd la via de la reabsorcidn de agua regulada por vasopresina (CRK,
GNA11), lo cual se ha reportado en modelos animales (Song et al., 2004). En algunos estudios clinicos se
ha observado que el farmaco incrementa la retencion de liquidos (edema) que eventualmente empeora
la funcién del corazén e incrementa el riesgo de ICC (Home et al., 2009; Tatti et al., 2008). Se sugiere que
la activacion de la sefalizacion de vasopresina en el rifidn por rosiglitazona deriva en la formacion 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 captacion
de liquido 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 disminuyd la via de sefializacién de p53
en HCAEC, sin embargo en varios tipos de lineas celulares de cdncer esta descrito que rosiglitazona activa
esta via que deriva en la estimulacidn de angiogénesis y metastasis (Chiu et al., 2010; Doonan et al., 2009;
Sun et al., 2009; Z. Wang et al., 2020). Esto sugiere efectos diferenciales del farmaco entre células malignas

y no malignas.

Con el farmaco empagliflozina, observamos una activacion de las vias de sefializacién de AMPK y
MAPK en HCAEC. En efecto, algunos reportes han evidenciado la activacién de AMPK por el farmaco
(Koyani et al., 2020; Lu et al., 2020; Zhou et al., 2018), e inclusive se ha sefalado que la activacidn de esta
via es la responsable de la reduccién del gasto energético y los efectos antiinflamatorios de empagliflozina,

lo que resulta en el mejoramiento de la funcién cardiaca (Koyani et al., 2020).



46

De manera notable, se observé que empagliflozina atenud vias relacionadas con disfuncion
endotelial, especificamente la via de sefializacidn de p53, la cual se asocia con el desarrollo de disfuncidon
endotelial (incremento de procesos de coagulacién) (Knight et al.,, 2018; Kumar et al., 2011). Se ha
reportado que el fadrmaco también estd involucrado en la atenuacidn de la apoptosis, in vitro, en células
de rifidn(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 observé una reduccidon de procesos apoptéticos por empagliflozina.
Esto sugiere que el farmaco mejora la funcidn endotelial al modular distintas vias de sefializacién

protectoras.

La via de sefializacién Hedgegog desempefia un papel importante en el desarrollo embrionario y
postnatal vascular ademads del mantenimiento de la homeostasis en la vasculatura y el corazén (Salybekov
et al., 2018). La proteina Sonic Hedgehog —parte de la via —regula el crecimiento de las células endoteliales
ademas de promover la migracion y estimular la formacion de vasos sanguineos (Fuchs et al., 2012). En
este estudio observamos que la saxagliptina aumentd dicha via de sefalizacién, lo cual sugiere que el
farmaco promueve la angiogénesis. Por otro lado encontramos que saxagliptina disminuyd la via de
sefializacion para mTOR (por sus siglas en inglés mammalian Target of rapamycin, o diana de la rapamicina
en mamiferos), una proteina con actividad cinasa sobre serina-treonina que funciona como punto de
convergencia para diversas sefiales que median el crecimiento celular, metabolismo energético, la
disponibilidad de nutrientes y el estrés celular (Jia et al., 2014). Se ha descrito que la activacién de esta via
podria deberse a una respuesta adaptativa metabdlica que promueve la resistencia a la insulina, y
eventualmente al desarrollo de DMT2 (Suhara etal., 2017), ademds también se ha asociado con el
desarrollo de la hipertrofia cardiaca y disfunciéon endotelial (Whaley-Connell et al., 2012). Por otro lado,
también se ha descrito que la activacidn de esta via podria ser una respuesta compensatoria de las células
a sefiales estimulantes continuas, como el exceso de nutrientes (Aroor et al.,, 2013). Esta via podria
indicarnos un mecanismo por el cual la saxagliptina ejerce una respuesta compensatoria ante el dafio

endotelial.

Saxagliptina disminuyd también la via de sefializacion de AMPK, pero aun no es clara la relacién
que tiene el farmaco con la modulacion de esta via (Vyas et al., 2013). En modelos in vivo se ha reportado
un incremento en la expresion de AMPK con saxagliptina, pero solo bajo condiciones de ejercicio(Keller
et al., 2015). De manera semejante, se ha observado un incremento de la proteina AMPK en cepas de

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

Los resultados presentados en este estudio sugieren un posible efecto antagdnico de los ADD
sobre vias de sefalizacién activadas por las citocinas proinflamatorias IL 1B y TNF-a. El empleo de la
bioinformatica y redes de PPI, nos sugiere que metformina modula principalmente vias de transcripcion
de RNA; rosiglitazona, apoptosis y divisién celular; empagliflozina, apoptosis y procesamiento de DNA; y
saxagliptina inflamacidn, asi como vias del metabolismo mitocondrial. Ademas, nuestros datos sugieren
gue rosiglitazona estimula vias de sefializacién que incrementan la permeabilidad vascular en HCAEC, lo
cual puede explicar sus efectos sobre la acumulacion de liquido intravascular (edema) y falla cardiaca en
sujetos tratados con el fdrmaco. En conclusién, nuestro estudio provee de informacidn mecanicista sobre
los efectos que los ADD, de las principales clases quimicas, ejercen en el endotelio coronario humano y
delinea efectos protectores y negativos que pueden explicar los efectos clinicos observados en sujetos

tratados con los farmacos.

Perspectivas futuras: Con el conocimiento de los mecanismos moleculares de los ADD
involucrados en los efectos (observables en la clinica) sobre el sistema cardiovascular, podrian
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 mas estudios confirmatorios
(p. ej. western blot) que evaluen los resultados observables en este estudio, ademas de la integracion de

mas datos (como el metaboldma de las HCAEC) para una generacién de vias de sefializacion mds completa.
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Anexos
Tabla 9. Metabolismo y farmacocinética de los farmacos antidiabéticos (ADD).
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Tabla 10. Gradiente de elucién cromatografica.

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




Tabla 11. Parametros para la adquisiciéon dependiente de datos (DDA).
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Parametro 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 Inclusién: Falso
Utilizar lista de Exclusion: Falso
Ignorar picos dentro del valor: 6 Da
Tiempo real: Ninguno
Archivo de espectro: aaa
Sustraccién dindmica de fondo: Verdadero
Energia de colisidn dinamica: Verdadero
Multiplicador de intensidad de fragmentos: 2
Acumulaciéon maxima: 2 seg
Permitir filtros estandar para Smart DIA: Verdadero
Nunca excluir los iones objetivo-pasados: Verdadero
Excluir después de evento: 2

Tabla 12. Pardmetros para la adquisicion Independiente de datos (DIA) tipo SWATH-MS.

Adquisicion MS*

Adquisicion MS?

Tipo de experimento:

TOF MS (CE=5)

Tipo de experimento:

TOF MS? (CE=16.186)

Numero de ciclos: 2356 | Numero de ciclos: 2356
Polaridad: Positive Polaridad: Positive
Periodo de tiempos del
ciclo: 3701 ms Producto: 349.50 to 355.60

Periodo de tiempos del
Frecuencia del pulsador: 13.569 kHz ciclo: 3701 ms
Tiempo de acumulacion: 150.0 ms Frecuencia del pulsador: 13.569 kHz

Tiempo de acumulacién: 35.0 ms

Parametros experimentales Parametros experimentales

Parametro Valor Parametro 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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Parametros de Rango de Masa

Parametros de Rango de Masa

Parametro Valor Parametro 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 24917
XAl 149.94 | IRWx 10000
IWIx 0
IWUx 5
XAl 126.119
Masa Inicial: 300 | Masa Inicial: 100
Masa Final: 1200 | Masa Final: 1200
Transmision RF Transmision RF

Masa Tiempo (%) Masa Tiempo (%)
280 100 80 50.1
200 49.9

Tabla 13. Ventanas de adquisicidn para la cuantificacion 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 4444 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 Q96199 Q12765 014548 Q15436 P67870 075051
Q92504 P62910 P07437 Q15006 Q9P2R7 Q9Y6Y8 P14406 Q8wuyY1 075718 Q15149
095218 P62899 P68366 P33947 P53597 Q8WVM8 P14854 Q9C0OD5 P23786 Q15102
095159 P62888 P23381 095208 Q14683 P16615 P10606 Q9Y220 P50416 P68402
075312 P39023 P67936 P07099 Q13586 P82979 P20674 043819 P43155 P43034
Q7Z22W4 P47914 QINYL9 Q9UBC2 Q9NRL3 P31153 P13073 P06703 P16152 P16284
Q72739 P46779 Q9Y310 P42566 Q13033 043865 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 014773 075521 QouJZ1 Q9Y265 014949 Q9BY42 P13861 P20020
P12955 P83731 P60174 P42126 Q15738 Q96T51 P07919 Q13123 P10644 P53801
Q9GZV5 P62750 P22102 P84090 P16949 P22087 P22695 Q96PU8 P17612 000625
Q969T9 P62829 P55084 060869 Q7KZF4 P35637 P31930 Q96M27 P27797 Q6NYC8
Q9Y2W2 Q6P5R6 P40939 Q9NQ30 Q9NY15 Q01844 043169 P29590 Q15417 Q9Y617
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Q2TAY7 P35268 P53007 Q19708 Q14247 Q9Y5S9 Q6UXH1 Q9Y570 Q99439 015067
Q9BV38 P46778 Q92973 Q96AP7 Q9GZT3 P98179 P52943 P41236 P17655 Q15126
075083 P84098 Q9POT7 P14625 Q15020 Q96PK6 Q9NzZV1 015355 P07384 015305
QsIwB7 Q02543 Q9BTV4 Q969X5 Q8WW59 | Q9NTZ6 P21291 P49593 P04632 P36969
Q641Q2 Q07020 P57088 Q9BS26 P23246 P29558 P01034 P35813 PODP25 Q8Ivo8
075348 P18621 Q6UWe68 | P30040 Q01081 P38159 P04080 Q15435 Q9HB71 Q9Y263
P36543 P61313 Q9HC07 Q92791 Q9Y3B4 Q9Y224 Q86VP6 014974 Q9Y376 P18669
Q9Y5K8 P50914 Q9HO061 P11021 Q9BWI5 Q9NWB1 Q13620 P49757 Q6NUK1 P00558
P61421 P40429 Q9BVC6 Q9NZ08 Q15427 Q9P2E9 Q13618 Q8IWE2 P63098 Q96G03
P21283 P26373 Q9NUM4 | Q9Y371 Q15393 Q9Y3A5 Q9UBGO Q9ULPO Q99653 095394
P21281 P30050 Q9BVK6 Q99961 Q13435 P51812 Q86T13 Q92597 P33151 P48739
P38606 P62913 Q15363 P17813 075533 P11908 Q9P2B4 Q9Y316 P55290 Q00169
P04275 P62906 P49755 P50402 Q12874 P13489 P17812 Q96A72 P27708 P30086
P54289 P27635 Q9HDA45 Q15369 Q15459 P84095 Q13363 Q86UE4 075844 Q13371
QoY277 P05387 P51571 Q9BW60 P21453 P08134 Q7Z7K0 Q9NUPY P11586 Q9NSD9
P45880 P05386 P43307 P49411 P63208 P62745 Q9P1F3 Q9UNFO 043670 Q9Y285
P21796 P05388 Q99442 P43897 P52788 075116 QouLv4 Q86VS8 Q96CX2 Q7RTVO
P04004 P10155 P13693 P13639 Q01082 Q92974 Q9BR76 Q13045 Q5VW32 Q8WW12
Q9BQB6 P10809 Q9NR50 P24534 P09486 Q8N392 075367 Q5210 015382 095571
P18206 P21589 Qoulio P68104 Q9Y5X1 Q68EM7 000244 Q9NUQ9 P80723 P51659
Q00341 P49189 Q14232 Q8IUD2 Q9UNH7 Q07960 075131 Q9H0QO Q10589 075381
Q12907 P08195 P29401 P38117 060493 P52566 Q99829 Q92520 Q9H3K6 096011
075396 Q9BRK5 P55072 P13804 060749 P52565 Q99627 Q96A26 P53004 Q9NUIL
P46459 P08865 043493 Q15717 Qoumy4 Q67517 Q7L5N1 Q96C01 P21810 P30041
095292 P46781 P37802 Q92616 Q13596 Q8TC12 Q92905 P49257 P07814 P30044
Q9POLO P62241 Q01995 Q9H223 Q9Y512 Q9HB40 Q9BT78 Q8N8S7 095340 Q13162
095183 P62081 P61586 QINZN4 P30626 P00352 P61201 Q9C005 P07686 P32119
Q9NZ01 P62753 075410 Q9H4M9 Q00796 QoNQC3 Q13098 Q9617 P06865 Q06830
Q53GQo P46782 Q13595 Q12805 094875 095197 P78357 P07237 P49407 Q13610
P49748 P22090 P02786 Q96C19 Q8N357 Q96D15 P29279 Q14554 P25098 060664
P50552 P62701 Q9Y4pP3 Q9HC35 P11166 Q15293 Q07021 P13667 Q13425 Q9Y3E5
P35968 P61247 Q96QR8 Q15075 Q9UP95 P27694 Q96CG8 P30101 P61769 Q9Y3Co6
P26640 P62861 Q00577 094874 P55011 Q8IUW5 P08572 P35659 P02749 Q13526
Q8N1B4 P23396 Q13263 Q96EPO P54709 Q92900 P39060 000622 Q9BXK5 Q13451
075351 P62273 P52657 Q9UNE7 P05023 P18754 P02462 Q9UKY7 Q9NYF8 Q02790
Q9UN37 P62857 Q04206 Q14258 P19634 Q9BRX8 Q14011 Q9Y2B0O P51572 Q00688
Q9H9H4 Q71UM5 | P20290 P49792 Q13126 P63244 075534 Q8WUW1 | Q9UHQ4 P62942
Q96QK1 P42677 Q00059 Q14118 Q8NHG7 Q00765 Q9Y6H1 014744 095999 QONYL4
Q96AX1 P62854 014776 P63172 P55854 P62070 Q16204 Q99873 Q7L1Q6 Q96AY3
QouBQoO P62851 Q7Kz85 P63167 P14678 P10301 QsIvMo Qo6l1U4 P98160 Q08752
QouUK41 P62266 P23193 060313 P62318 P61225 Q96A33 P28062 P50895 P23284
QA4GOF5 P63220 Q9NPA8 P50570 P62316 P11233 Q96CT7 Q99436 075531 P62937
075436 P60866 P37837 000429 P62314 Q92930 Q9Y281 P28072 043491 014908
P54727 P15880 Q92844 000399 P62306 P61006 P23528 P28074 095816 Q9NR12
P46939 P39019 Q12888 QouUJWO0 P62304 P51149 Q9Y678 P28070 000571 Q96HC4
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Q16851 P62269 Q5JTV8 075935 043765 P20340 014579 P49721 000148 P50479
P06132 P08708 Q9HOE2 Q13561 P84101 P51148 P48444 P20618 Q9NUU7 Q53GG5
P11172 P62249 Q6P9B6 Q14203 000193 P61020 P35606 014818 Q92499 000151
Q96IX5 P62244 P48307 P51452 075044 P20337 P53618 P60900 Q08211 P49023
Q9NWV4 P62841 QouDY2 P36507 Q04837 Q15286 P53621 P28066 P46063 P20962
Q9HBO7 P62263 Q07157 Q02750 075886 Q13637 P12259 P25789 076031 P50897
Qov4ll P62277 Q15654 QouJU6 P42229 P61019 Q14019 P25788 Q01813 Q9NP74
094832 P25398 QoY2wW1 Q16643 P40763 QouLC3 096005 P25787 P17858 Q8WX93
000159 P62280 P62328 P55265 P42224 QouL26 Q12996 P25786 P53396 P22059
Q6ZSR9 P46783 P63313 095793 Q9UHB9 Q9uL25 P33240 Q5VYK3 Q8NE71 P36551
Q9POP8 P25325 P23919 P46977 Q9Y5M8 Q9HOU4 Q16630 QouL46 P61221 Q86WC4
P30085 P42765 P07996 P61803 P08240 P62820 043809 Q16186 Qauli2 Q92882
Q9NYU2 Q6NVY1 P26639 P04844 P49458 Q9NP72 P09497 Q14914 Q9NVI7 P04181
060701 P31937 Q86Vva1l P04843 P61011 P61106 P09496 Q15185 043681 Q96CV9
QONT62 Q99714 Q16762 P39656 P37108 Q15907 Q14677 Q9H727 P18859 Q9NRPO
Q9BZL1 Q7Z7F7 Q9H3N1 Q99615 Q9BWM7 | P61026 Q00610 P07602 P48047 Q9Y3B8
AOAVT1 Q6P161 043396 Q9H3z4 Q9H9B4 Q9HBY0 QI9NX76 P48147 P36542 Q56VL3
Q9GZ779 Q9H2W6 | P30048 QouDY4 Q9NR45 P15153 075390 015460 075964 QI9NX40
P22314 Q9BRJ2 QI9NNW7 | Q9UBS4 P45954 P63000 QOVF96 P13674 P56134 QINTKS
Q9Y3C8 Q9Y6G3 P10599 P25685 075368 Q5U651 P45973 Q9uQso P56381 Q8wviJ2
P61960 Q8IXM3 Q8NBS9 060884 Q9H299 P46940 Q13185 P12004 P56385 Q96RS6
Q9H832 QINYKS Q9BRA2 P31689 P10768 Q9UN86 P83916 Q9HCU5 P30049 Q99733
Q15819 Q9POM9 095881 P19388 P02768 Q13283 Q9Y3Y2 Q99623 075947 P15531
Q13404 Q9BYD1 P52888 P30876 P50454 P52306 P49585 P35232 P06576 P12270
Q712K3 P52815 P37173 P78527 P50453 P43487 Q8WWI5 075340 P25705 P06748
P61088 095861 Q99614 P27695 P50452 Q9H6Z4 Q9Y696 Q53EL6 P24539 Q01085
P61086 Q02218 043657 000273 P35237 P46060 000299 Q9BUL8 Q6DD88 P31483
P62837 043598 060637 Q16531 P49591 Q9y2Q5 Q96FZ7 Q8wWuUM4 | Q8WWM7 | P19338
P49459 Q9Y2Q9 QoUGI8 Q13443 Q9Y3F4 Q6IAA8 Q9H444 P07737 Q15121 Q9Y2X3
Q14157 Q9Y676 Q9BQ61 014672 P36873 P35241 QoBY43 000469 P14868 000567
P62987 Q13442 P40227 P98082 P62140 Q9H2M9 Q9Y3E7 Q02809 P00505 Q8WTT2
P62979 P62195 P50990 Q9NY33 P62136 Q9H5N1 043633 Q8NBJ5 P17174 P80303
Q96FW1 P35998 P49368 Q16555 Q96HS1 Q15276 Q9HD42 Q9NPF4 043776 Q02818
Q92890 P43686 Q99832 P09417 Q9BRF8 Q9Y3P9 043264 Q8TED1 P54136 P67809
P15374 P17980 P48643 P36957 P53041 P50395 P62633 076071 Q15057 Q9v2C4
P09936 P62191 P50991 P10515 Q6IN85 P31150 P43121 P26196 P52594 Q9H1E3
P45974 P62333 P78371 P09622 Q8TFO5 Q53FA7 Q99459 P17844 Q9Y2X7 P61970
P54578 000233 P17987 Q9NR28 P62714 P14618 P60953 Q92841 Q9uLz3 Q9HCD5
Q9UMX0 P51665 QINVGS8 Q773D6 P30153 Q8NCN5 QI9NVI6 Q96120 Q07812 Q8TAT6
095777 Q15008 Q92804 P60981 P63151 P11177 Q8N163 Q5JRX3 Q9BQES5 P37198
P62312 Q16401 060784 Q9Y315 Q13177 P08559 014735 Q9UHG3 P02649 Q8N1F7
Q9Y333 P55036 Q13148 000115 Q8TD19 Q96C36 Q15642 043143 P02656 Q99567
Qo6DI7 043242 Q9Y490 043583 Q9Y5S2 P32322 P14209 Q8NAV1 Q92572 Q92621
075643 Q13200 000186 P54886 Q5VT25 094903 P21926 Q6P2Q9 Q9Y2T12 Q12769
043290 QSUNM6 | QSUNKO P30038 Q13242 ABMWX3 P08962 094906 014617 075694
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043172 000232 015400 Q13011 Q16629 Q8NHP8 P13987 QouMs4 000203 Q9Y266
043818 000231 Q12846 Q9BTZ2 Q13247 Q2VIR3 P16070 P02545 Q96CW1 Q12972
P09661 075832 Q86Y82 P51397 P84103 P55786 Q5ZPR3 015212 P63010 P49321
P09234 Q99460 000161 Q96HY6 Q01130 P00491 Q13740 Q99471 094973 P23497
P09012 Q6L8Q7 Q16563 P30046 Q05519 P61457 P48509 P61758 095782 Q9UNZ2
P08621 Q16698 015498 Q5TAQ9 Q07955 P06454 Q96F85 Q9UHV9 Q9BXS5 P61916
Q9y2z4 P09543 Q99536 Q96GGY QouQ35s P00734 Q03135 060925 043747 P22307
P54577 P19174 Q9UH65 Q96EP5 Q92743 Q04941 Q969G5 Q96AQ6 P01008 Q15233
P78324 Q9NUQ2 | 015260 Q8TEA8 015269 P22061 095810 060831 P20073 P05204
Q05209 Q9cCocC2 P04179 043175 P83111 P21980 Q6NZI2 Q8TCS8 P08133 P05114
Q06124 P63104 P00441 Q69YQ0 Q13501 P25116 P11717 P26599 P08758 Q5JPE7
P18031 P27348 Q9UH99 Q96KP4 Q9UHD8 Q99497 P20645 Q10471 P12429 P29474
P07947 P61981 P63279 P28838 Q92599 075695 Q9UBR2 P11940 P50995 P43490
Q61BSO Q04917 Q9UBT2 Q07065 Q16181 QO08AM6 P07339 Q9UHX1 P04083 P40261
Q12792 P62258 Q9UBEO P51813 Q15019 Q9H3U1 P07858 Q15366 Q9POK7 Q92542
Q99816 P31946 043704 Q71576 Q9NVA2 Q93096 060716 Q15365 Q02763 Q969V3
Q5GJ75 Q9NRX4 PODMNO | 043237 P35270 Q9COH2 P35222 QI9NX46 Q13685 Q96TA1
Q14166 Q15029 Q9BYNO Q9Y6G9 P49903 P60468 P35221 Q9UKK3 Q6FI81 P55769
075347 P61604 Q9Y6N5 Q13409 Q969E2 P61619 P21964 P09874 P05067 Q9UMSO
Q99426 Q04446 000391 Q14204 014828 094979 P04040 P15151 P15144 Q6PIU2
Q9BUF5 Q9BV57 Q8NBK3 P53701 015127 094855 P49662 000592 Q9H4A4 Q15758
Q13509 Q9oP0OJ1 P55809 P08574 015126 P53992 P42574 Q9Y4D7 Q13155 Q14697
Q12904 Q9Y639 000170 Q9Y305 P32969 P22234 Q9UKD2 P43243 P07195 Q07866
P21397 060462 043488 P49753 P62917 P33527 015427 Q9NZD8 Q93052 Q86UP2
P40222 014786 Q9Y4wWe P07108 P62424 Q9H7C9 P53985 P49006 Q9BU23 Q07666
P37840 Q9BYT8 Q9UKK9 Q9BR61 P18124 P11137 P26038 caJLwsg Q9UHB6 Q9HA64
P54920 Q92686 QO9NVJ2 Q9H845 Q02878 Q66K74 Q96T76 Q13724 Q14847 P08729
Q9NVD7 Q09666 Q15041 P13798 P46777 P46821 043684 Qo61J6 P09960 P35908
P17050 Q9HB63 Q8N6T3 Q12979 P36578 014880 P28482 Q14165 Qoulae P04264
P06733 P48681 P84085 P53999 P63173 P10620 075439 P40926 Q9P2J5 P35527
043768 P61081 P18085 P61158 P83881 Q16891 Q10713 Q14764 Q96AG4 P08727
P61163 Q13564 P61204 Q9BPX5 Q9Y3U8 Q6UXV4 095202 Q9HOU3 Q8N1G4 P05783
P49419 Q8TBC4 Q10588 015511 P18077 QI9NX63 Q15070 Q8NDA8 Q32Mz4 P13645
043707 Q9Y2A7 Q9BW91 P59998 P42766 Q9BV20 094826 P40121 P42704 Q9H910
P12814 E9PAV3 P12236 015145 P15586 P54105 096008 P11279 Q86Vv48 Q9UK76
P30533 043847 P05141 015144 Q15599 Q02252 QINS69 Q14108 Q8NC56 Q9Y624
P02765 Q9Gz71 Q15847 015143 014745 P56192 Q15388 P42785 Q9BS40 P14923
Q6NUM9 Q9BXIJ9 Q9HDC9 Q92747 095865 P50579 Q9Y5J7 P10619 Q14767 P26440
Qosalo P41227 Q9HBWY | P61160 094760 P53582 060220 000754 043813 QINSE4
P15121 P22570 Q01518 096019 P29966 075431 043615 P10253 P11047 P41252
P42330 P48163 P30566 P68032 QY217 P02795 Q96DA6 Q96N66 P07942 P04899-4
P05091 Q9UHQS | PO0568 Q99798 P58546 P04732 QoY5L4 Q7L5N7 Q16363 Q14195-2
P30837 P17568 P54819 Q92688 043823 Q8NFW8 P07311 095336 P49588 Q13423
Q8I1z83 043676 P23526 P39687 P11766 P23368 P07741 Q8I1ZP0 P47895 Q9NX14
P15559 095372 P63241-2 | P55884-2 P36959 P20700 P61978-3 P55795 P62495 Q13838-2
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P42892-2 Q2781 060763 P26641-2 QouBQ7 P42167 Q99729-3 P31943 P38919 P34897-2
075923-9 P03956 P78347 P29692-2 P30419 Q9Y2S2 P51858-3 P52597 Q14240 Q14257-2
Q13444-8 Q9NZM3 | P06396 Q72677-2 P46976 P15529-7 Q9H8Y8-3 Q14103 P60842 Q08174-2
Q9H2D6-7 P40189 Q13630 Q8IXB1-2 P06737 P35080-2 P15170-3 P51991 P30042 015027-2
Q12906-7 Q12905 Q9H488 Q9NZJ9-2 P11216 Q9NZB2-6 Q5T4S7-3 P09651 P27105 Q01105-2
Q9UM54-6 075569 095479 P56545-2 P41250 P48735 Q9Y2HO-3 Q13151 Q96HE7 Q96HJ9-2
AOMZ66-6 Q01629 P17900 Q13951-2 P43304 075874 P49589-3 Q5SSJ5 094905 Q9H098-2
P23219-6 P13598 076070 P22694-2 P04406 043837 P57737-3 Q9Y3E1 075477 Q93008-1
QINZM1-6 P05362 Q16666 P27824-2 P48637 P04062 Q8N684-3 Q774V5 043402 Q14318-2
095819-6 Q14624 075223 P31939-2 P09211 P14314 P30622-2 014964 Q92696 Q14980-2
P27816-6 P19823 P09104 P55957-2 P78417 P06744 043852-3 P68871 Q02952 Q9P0JO-2
P20810-6 Q13418 P17931 P35613-2 P21266 P35579 Q92843-2 P69905 095671 Q9UJ70-2
Q06481-6 P05106 P09382 Q9Y2J2-2 P00390 P55145 095831-3 Q9Y574 Q53H12 Q8N4Q1-2
043399-5 P05556 Q96GK7 Q9BZ775-2 P07203 P62072 P16989-2 Q9NRV9 P52209 Q3zCQ8-2
P09493-5 P06756 P16930 P07355-2 076003 Q8NF37 Q04323-2 P30519 Q13201 Q8TCT9-2
Q15637-5 P08648 P07954 Q9Y2D5-5 P47897 Q03252 P67936-2 P09601 P08493 Q99735-2
Q9BXP5-5 P26006 P04075 P02751-13 Q06210 P13473-2 P06753-2 P14317 Q15691 P84157-2
P98175-5 P17301 Q16595 Q12797-10 | 094925 Q9UKMS-2 | Q16881-2 Qo6QVvil P36776 Q9Y5P6-2
Q14155-5 Q16270 P51114 Q15165-1 P48507 P00367 P61764-2 P08238 Q9HOB6 Q86W92-2
Q15084-5 000425 Q14192 075608 P08253 QouBM7 Q8N3V7-2 P04792 Q92692-2 Q5QNWe6-2
Q9UPN3-4 Q9Y6M1 Q5TON5 P55263 P24752 P14550 Q9H2G2-2 | Q12931 Q9H1K1 P52926-2
P53990-5 P29218 Q14254 P62879 Q72434 Q6Y7W6 P60660 Q92598 Q9H8L6 P07900-2
Q13642-5 Q14573 075955 P62873 Q14696 P28799 015173 P11142 P50281 P01112-2
000154-5 P12268 P30043 Q9UBI6 P24666 Q92538 000264 P34932 Q9BRT3 Q775G4-3
Q8N983-6 P20839 Q8WUP2 | P61952 Q04760 Q08378 Q8N4vV1 PODMV9 095573 Q9HC38-2
Q9NQW?7-4 | Q9BY32 Q96AC1 Q9NR31 Q08431 Q08379 Q9Y3D6 QOVDF9 P33176 Q9Y2Q3-2
Q9Y5K5-4 Q15181 Q01469 P62826 P46108-2 | Q9H4G4 Q9Y6C9 Q53759 Q00325-2 P46926-2
Q15424-4 Q9H2U2 P49327 Q9NUV9 P02545-2 | Q9H3P7 Q9NZJ7 Q9NPE3 Q9UKU7 P51570-2
Q9BWF3-4 Q70UQ0 Q16658 Q8WWP7 P50213 Q92896 Q15046 P51798 P60983 Q14315-2
P23467-4 Q96P70 Q96CSs3 Qoul7 Q96CN7 P49915 P19256 P32455 Q969H8 075369-2
P55735-4 095373 P14324 Q9HAV7 P11413 QoP2T1 P05455 Q16774 095297 P21333-2
P48634-4 000410 Q96124 Q99988 Q96EK6 Q32MZ4-4 Qov4alLl Q9HAVO Q9UNF1 Q86UX7-2
Q9UPN3-5 Q14974 Q92945 P62993 P35580 Q14766-4 P00492 P29992 P11310 P51648-2
Q16891-4 Q8WZA9 | Q96AE4 Q12849 P19105 Q70UQ0-4 Q6YN16 P08754 043772 P47756-2
P09493-3 P16401 P47755 P19367-4 Q16775 P15311 Q06323-3 P26583 Q13347 P78344
Q8TAQ2-3 000422 P52907 Q12959-4 QINX55 AOFGR8 Q32P28-3 P09429 015372 Q04637
Q13813-3 P12081 Q08945 060271-4 075146 Q9BsSJ8 Q13310-3 P07910 075821 075822
P67812-3 P49773 060841 A5YKK6-4 Q16543 043592 095302-3 P22626 P60228 P35611-4
P61224-3 P37235 Q15056 043852-4 P50502 P55060 P22392-2 Q1KMD3 015371 015231-3
P11234-3 P17096 P06730 Q05682-4 P30462 014980 P00387-3 QoBUJ2 Q99613 P49750-3
Q8IVF2-3 015347 P23588 Q10567-4 P10316 Qoy2L1 Q9ULC4-3 Q00839 Q14152 P68036-3
P62805 P16104 060645 P00338-3 Q09028 Q9NPD3 P40925-3 043390 P20042 P07951-3
Q71DI3 Q71U19 P56537 P48059-3 Q9UPT5 Qslyie Q8N2G4-3 | 060506 P05198 043324
P14866 P31942 P41567 P33121-3 P52272 P47813




Tabla 15. Vias de sefializacion empleando las proteinas incrementadas por las citocinas proinflamatorias IL-1B y
TNF-a, disminuidas por los farmacos antidiabéticos (ADD) con las bases de datos de Reactome y KEGG.

METFORMINA ROSIGLITAZONA EMPAGLIFLOZINA SAXAGLIPTINA
Glycolysis / Protein processing in
Glycolysis / Gluconeogenesis Gluconeogenesis endoplasmic reticulum Glycolysis / Gluconeogenesis
Protein processing in endoplasmic Protein processing in Protein processing in endoplasmic
reticulum endoplasmic reticulum Influenza A reticulum
Clathrin-mediated
Antigen processing and presentation Influenza A 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
Cytokine Signaling in
Interferon Signaling Legionellosis Immune system Interferon Signaling
Cytokine Signaling in
IL-17 signaling pathway Immune system Membrane Trafficking TNF signaling pathway
Antiviral mechanism by IFN- Interferon alpha/beta RHO GTPases activate Antiviral mechanism by IFN-
stimulated genes signaling IQGAPs 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

COPI-dependent Golgi-to-

COPI-mediated anterograde

transport ER retrograde traffic Cilium Assembly transport

COPI-dependent Golgi-to-ER COPI-independent Golgi- RHO GTPases activate COPI-dependent Golgi-to-ER
retrograde traffic to-ER retrograde traffic IQGAPs retrograde traffic

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

Degradation of beta-

Translocation of SLC2A4 (GLUT4) to MHC class Il antigen catenin by the destruction Translocation of SLC2A4 (GLUT4) to
the plasma membrane presentation complex the plasma membrane
Gap junction trafficking and Separation of Sister Interleukin-1 family Gap junction trafficking and
regulation Chromatids signaling regulation

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

Regulation of PLK1 Activity | Mitotic G1 phase and G1/S
ER to Golgi Anterograde Transport at G2/M Transition transition ER to Golgi Anterograde Transport

MHC class Il antigen presentation

HSP90 chaperone cycle for
steroid hormone receptors
(SHR)

MAPK1/MAPK3 signaling

MHC class Il 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




HSP90 chaperone cycle for steroid
hormone receptors (SHR)

COPI-dependent Golgi-to-
ER retrograde traffic

Apoptosis

Recycling pathway of L1
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COPI-independent Golgi-

L13a-mediated
translational silencing of

L1CAM interactions to-ER retrograde traffic Ceruloplasmin expression Mitotic G2-G2/M phases
Intra-Golgi and retrograde Eukaryotic Translation
Recycling pathway of L1 Golgi-to-ER traffic 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 to the Golgi and

Influenza Viral RNA
Transcription and

transport subsequent modification Replication Mitotic Anaphase
SRP-dependent

COPI-dependent Golgi-to-ER Cytokine Signaling in cotranslational protein

retrograde traffic Immune system 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

Downstream signaling events of B

progression after G2 checkpoint MAPK1/MAPK3 signaling Cellular responses to stress Cell Receptor (BCR)
Selenoamino acid

Golgi-to-ER retrograde transport G1/S Transition metabolism Activation of NF-kappaB in B cells
Transport to the Golgi and Cellular response to
subsequent modification hypoxia Selenocysteine synthesis Cytokine Signaling in Immune system

Oxygen-dependent proline
Downstream signaling events of B hydroxylation of Hypoxia- Separation of Sister SCF-beta-TrCP mediated degradation
Cell Receptor (BCR) inducible Factor Alpha Chromatids of Emil

Activation of NF-kappaB in B cells

ER-Phagosome pathway

Mitotic Metaphase and
Anaphase

APC/C-mediated degradation of cell
cycle proteins

Antigen processing-Cross

Regulation of PLK1 Activity

Regulation of APC/C activators

Cytokine Signaling in Immune system | presentation at G2/M Transition between G1/S and early anaphase
SCF-beta-TrCP mediated degradation Signaling by ROBO SCF(Skp2)-mediated degradation of
of Emil HIV Infection receptors p27/p21

APC/C-mediated degradation of cell Host Interactions of HIV ABC-family proteins Degradation of beta-catenin by the

cycle proteins

factors

mediated transport

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

Separation of Sister

FCERI mediated NF-kB activation Chromatids Mitotic G2-G2/M phases Regulation of mitotic cell cycle
Mitotic Metaphase and Mitotic G1 phase and G1/S

Interleukin-1 family signaling Anaphase transition Mitotic G1 phase and G1/S transition
Regulation of PLK1 Activity Dectin-1 mediated noncanonical NF-

Signaling by Interleukins at G2/M Transition Programmed Cell Death kB signaling
HSP90 chaperone cycle for
steroid hormone receptors

Regulation of mitotic cell cycle (SHR) Cilium Assembly CLEC7A (Dectin-1) signaling
Signaling by ROBO RHO GTPases activate Degradation of GLI1 by the

Mitotic G1 phase and G1/S transition receptors 1QGAPs proteasome

Dectin-1 mediated noncanonical NF- ABC-family proteins Degradation of GLI2 by the

kB signaling mediated transport Infectious disease proteasome




CLEC7A (Dectin-1) signaling

Axon guidance

MAPK1/MAPK3 signaling
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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

Regulation of mRNA
stability by proteins that

proteasome bind AU-rich elements Mitotic Anaphase TNFR2 non-canonical NF-kB pathway

GLI3 js processed to GLI3R by the

proteasome Mitotic G2-G2/M phases M Phase NIK-->noncanonical NF-kB signaling
Mitotic G1 phase and G1/S

C-type lectin receptors (CLRs) 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

Metabolism of amino acids

Cyclin E associated events during

MAPK1/MAPK3 signaling Infectious disease and derivatives G1/S transition
Defective CFTR causes

Orc1 removal from chromatin cystic fibrosis rRNA processing G1/S Transition
Switching of origins to a post- Eukaryotic Translation Cyclin A:Cdk2-associated events at S
replicative state MAPK1/MAPK3 signaling Initiation phase entry
Cyclin E associated events during Formation of a pool of free FBXL7 down-regulates AURKA during
G1/S transition Mitotic Anaphase 40S subunits mitotic entry and in early mitosis

GTP hydrolysis and joining

of the 60S ribosomal
G1/S Transition M Phase subunit Transcriptional regulation by RUNX2
Cyclin A:Cdk2-associated events at S Cap-dependent Translation Regulation of RUNX2 expression and
phase entry G1/S Transition Initiation activity
FBXL7 down-regulates AURKA during Eukaryotic Translation
mitotic entry and in early mitosis G2/M Transition 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

Eukaryotic Translation

Cellular responses to

Signaling by NOTCH4 Termination external stimuli Signaling by the B Cell Receptor (BCR)
Regulation of expression of
Interleukin-1 signaling Translation SLITs and ROBOs Ribosome
Negative regulation of NOTCH4 Cellular responses to
signaling external stimuli Interleukin-1 signaling Proteasome
Regulation of expression of | Nonsense-Mediated Decay
Signaling by the B Cell Receptor (BCR) | SLITs and ROBOs (NMD) Epstein-Barr virus infection

Nonsense-Mediated Decay

Response of EIF2AK4
(GCN2) to amino acid

Ribosome (NMD) deficiency Apoptosis

Nonsense Mediated Decay | Nonsense Mediated Decay

(NMD) enhanced by the (NMD) independent of the

Exon Junction Complex Exon Junction Complex Downstream signaling events of B
Proteasome (EJC) (EJC) 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




Antigen processing-Cross
presentation

73

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

Influenza Viral RNA Transcription and
Replication

SCF-beta-TrCP mediated degradation
of Emil

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 Emil

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




Selenocysteine synthesis

FCERI mediated NF-kB activation
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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 DO) 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 DO) binds and Asymmetric localization of PCP
destabilizes mRNA 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

Hh mutants abrogate ligand

Degradation of DVL secretion
Dectin-1 mediated noncanonical NF-
Programmed Cell Death 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




ABC transporter disorders

NIK-->noncanonical NF-kB signaling
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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
CDC6:0RC: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
CDC6:0RC: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




GTP hydrolysis and joining of the 60S
ribosomal subunit
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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 Regulation of RUNX2 expression and
Cyclin D 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 Negative regulation of NOTCH4
activity signaling

Cellular responses to external stimuli

Response of EIF2AK4 (GCN2) to
amino acid deficiency

Regulation of expression of SLITs and

Nonsense Mediated Decay (NMD)
independent of the Exon Junction

ROBOs Complex (EJC)
Nonsense Mediated Decay (NMD)
enhanced by the Exon Junction
Signaling by NOTCH4 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. Vias de sefializacién moduladas por los farmacos antidiabéticos obtenidas con OmicsNet.

Saxagliptina Metformina Rosiglitzona Empagliflozina
AUMENTADAS
KEGG REACTOME KEGG REACTOME KEGG REACTOME KEGG REACTOME
Via P- Via P- Via P- Via P- Via P- Via P- Via P- Via P-
Val Va Val Va Va Va Val Val
ue lue ue lue lue lue ue ue
Hedgeh 3.09 mMRNA 6.6 Renin- 1.94 Prefoldin 12 cAMP 15 Gastrin- 1.8 AMPK 1.6 Endosomal 2.74
og E- Splicing 3E angioten E- mediated 6E signalin 9E CREB 9E signalin 4E- Sorting E-
signaling 27 -17 sin 18 transfer of -33 o] -25 signallin -37 g 22 Complex 32
pathway system substrate pathway o] pathway Required For
to pathway Transport
CCT/TrC via PKC (ESCRT)
and
MAPK
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Maturity 9.00 mRNA 6.6 Nucleoti 9.20 Cooperati 5.2 Gap 53 G alpha 1.8 Wnt 8.6 Membrane 1.76
onset E- Splicing - 3E de E- on of 9E junction 1E Q) 3E signalin 6E- Trafficking E-
diabetes 22 Major -17 excision 18 Prefoldin -33 -23 signallin 28 | g 13 19
of the Pathway repair and g events pathway
young TriC/CCT
in actin
and
tubulin
folding
Cocaine 5.76 Processin 14 Human 2.06 mRNA 19 Ubiquitin | 3.1 Muscle 35 MAPK 3.0 Interleukin-1 1.73
addictio E- g of 3E papillom E- Splicing 8E mediate 9E contracti 4E signalin TE- signaling E-
n 19 Capped -16 | avirus 17 32 | d -22 | on -26 | g 08 05
Intron- infection proteoly pathway
Containin sis
g Pre-
mRNA
Human 6.75 Respirato 2.3 Yersinia 1.17 mRNA 19 Riboso 1.3 Signalin 29 Autopha 11 NOTCH1 2.65
papillom E- ry 4E infection E- Splicing - 8E me 4E g by 5E ay - 1E- Intracellular E-
avirus 19 electron -16 16 Major -32 biogene -21 EGFRin -25 | animal 06 Domain 05
infection transport Pathway sis in Cancer Regulates
eukaryot Transcription
es
Amphet 1.18 G2/M 11 Melano 1.95 Processin 7.9 | Vasopre 25 Signalin 1.7 Proteog! 0.0 Constitutive 3.10
amine E- Transition 7E ma E- g of 7E ssin- 6E g by OE ycans in 016 Signaling by E-
addictio 18 -15 11 Capped -32 regulate -19 EGFR -24 | cancer 8 NOTCH1 05
n Intron- d water HD+PEST
Containin reabsor Domain
g Pre- ption Mutants
mRNA
Renin 8.27 Mitotic 2.1 Renin 297 mRNA 5.1 Hepatoc 1.7 mRNA 2.2 Neurotro 0.0 Oxygen- 4.47
secretio E- G2-G2/M 3E secretio E- Processin 2E ellular 6E Splicing 1E phin 072 dependent E-
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