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Resumen y Abstract \%

Resumen

Introduccion: La glargina es un analogo de la insulina utilizado para el tratamiento de la
diabetes mellitus. Se ha reportado que este analogo presenta actividad mitogénica y que
podria tener relacidn con cancer en algunos pacientes. También se ha observado que este
analogo es capaz de interactuar no sélo con el receptor de insulina (IR) sino tambien con
el receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1R), y se ha sugerido que la
actividad mitogénica pudiese estar mediada por IGF1R, lo que estimula el interés por
conocer las bases estructurales de la interaccion glargina-receptor, que se desconocen por
completo. Obijetivo: realizar un estudio estructural in silico de la interaccion entre la
glargina y los receptores IR e IGF1R. Metodologia: En la base de datos PDB se buscaron
las estructuras 3D reportadas para Glargina, IR e IGF1R, y se evalu6 su calidad mediante
el programa Molprobity. Luego, utilizando cuatro programas computacionales diferentes
(ClusPro, SwarmbDock, HADDOCK y AutoDock), se estudié mediante docking molecular la
interaccion de glargina con los receptores IR e IGF1R. Resultados: Se obtuvo un total de
637 modelos para el complejo glargina-IR y 807 para glargina-IGF1R. Aplicando criterios
de seleccion basados en la estructura conocida de sistemas ligando-receptor analogos, se
seleccionaron dos modelos finales para el complejo glargina-IR y dos para el complejo
glargina-IGF1R, los que fueron descritos en términos de las interacciones implicadas.
Conclusion: Se proponen modelos computacionales de la estructura 3D para los

complejos glargina-IR y glargina-IGF1R.

Palabras claves: Glargina, Receptor insulina, Receptor IGF1R, Docking Molecular.



Y Estudio in silico de la interaccion entre la insulina glargina y los receptores IR e
IGF1R

Abstract

Introduction: Glargine is an insulin analog used for treatment of diabetes mellitus. It has
been reported that this analog has mitogenic activity that could be related to cancer in some
patients. It has also been observed that this analogue is able to interact not only with the
insulin receptor (IR) but also with the insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R), and it
has been suggested that the mitogenic activity could be mediated by IGF1R which
stimulates the interest to know the structural basis of glargine-receptor interaction that are
completely unknown. Objective: To conduct a study in silico of structural interaction
between glargine and receptors IR and IGF1R. Methodology: 3D structures PDB data
reported for Glargine, IR and IGF1R were sought, and its quality was evaluated using
Molprobity suite. Then, using four different computer programs (ClusPro, SwarmDock,
Haddock and AutoDock), glargine interaction with receptors IR and IGF1R was studied by
molecular docking. Results: A total of 637 models for the glargine-IR complex and 807 for
glargine-IGF1R was obtained. Applying selection criteria based on the known structure of
analogues ligand-receptor systems, two final models for glargine-IR complex and two-
IGF1R for glargine complex were selected and described in terms of the interactions
involved. Conclusion: 3D computer models for complex structure glargine-IR and glargine-

IGF1R are proposed.

Key words: Glargine, insulin receptor, IGF1R receptor, Molecular Docking.
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12 Introduccién

Introduccion

Este trabajo representa un primer intento de acercamiento a un problema bioquimico
relacionado con la interaccion entre el analogo de insulina glargina y dos receptores con
los que interactta diferencialmente a nivel celular, a saber, los receptores IR e IGF1R.
Desde el punto de vista clinico, el estudio de este problema pudiese tener importantes
implicaciones porque el uso del analogo glargina ha sido relacionado con el desarrollo de
cancer en individuos diabéticos sometidos a terapia farmacolégica con este tipo de
medicamentos, aungue dicha relacion parece estar en entredicho por los Ultimos estudios
en el campo. Lo que si parece estar claro es que glargina tiene efectos mitogénicos sobre
células en cultivo, efectos que serian mas dependientes del receptor IGF1R que del

receptor IR.

Lo anterior nos lleva a indagar en las bases bioquimicas de la interaccion ligando-receptor.
Asi, a través de la aplicacion de herramientas computacionales, en el presente trabajo se
proponen hipotéticos modelos estructurales 3D para los complejos binarios glargina-IR y
glargina-IGF1R, los que son analizados desde el punto de vista de las interacciones

establecidas entre el ligando y el receptor.
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Planteamiento del problema:

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente (Diabetes Mellitus tipo 1) o cuando el organismo no utiliza eficazmente
la insulina que produce (Diabetes mellitus tipo 2) (Kenneth & Polonsky, 2012). Entre las
aproximaciones farmacoterapeuticas de la diabetes se encuentra el uso de insulina
humana, una hormona peptidica secretada por las células § del pancreas, y el uso de
anélogos de la insulina, que son moléculas derivadas de insulina al reemplazarle algunos
aminoacidos, lo que provoca cambios en sus propiedades farmacocinéticas y
farmacodindmicas. Los anélogos de insulina se clasifican en dos grupos dependiendo de
sus propiedades farmacocinéticas: analogos de accién rapida y analogos de accion
prolongada. Uno de los anélogos de accidn prolongada mas utilizados es la glargina, en la
cual se centra este estudio. A nivel subcutaneo la glargina forma microprecipitados, y es
liberada al torrente sanguineo por medio de degradacion proteolitica, o que generados

metabolitos activos conocidos como metabolitos M1 y M2.

Tanto insulina como glargina acttan a través del receptor insulinico (IR), un receptor
perteneciente a la familia de receptores del tipo tirsosin-quinasas (RTKs), el cual esta
involucrado en vias de sefalizacién que llevan al consumo de glucosa y a proliferacion
celular en los tejidos sensibles a la hormona. Sin embargo, la insulina y sus analogos
también tienen la capacidad de unirse a otros receptores de la misma familia, como el
receptor del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1R), promoviendo vias metabdlicas
y mitogénicas (Drejer, 1992; Slieker et al, 1997; Kurtzhals et al, 2000; Ciaraldi et al., 2001;
Vajo et al., 2001; Rakatzi et al., 2003; Jensen and De Meyts, 2009; Siacca et al, 2012).
Recientemente se ha sugerido que el uso de glargina podria estar relacionado con cancer
pacientes bajo terapia con este analogo (Hemkens et al, 2009; Jonasson et al, 2009;
Sciacca et al, 2012), aunque otros trabajos descartan dicha posibilidad, lo cual ha generado
toda una controversia en relacion con este tema (Colhoun, 2009; Suissa et al, 2011, Ruiter
et al, 2012;). Un trabajo reciente de nuestro grupo no encontré asociacion entre el uso de

analogos de insulina y la presencia de cancer (Ardila-Mufioz, 2014).

Estudios in vitro han mostrado que altas dosis de glargina promueven mitogénesis en
lineas celulares en cultivo (Ciaraldi & Sasaoka, 2011; Liu et al, 2011). También se ha
observado que la glargina interactta tanto con el receptor IR como con IGF1R, y se ha

sugerido que el incremento de la mitogénesis inducido por glargina estaria mediado por el
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receptor IGF1R (Varewijck et al, 2010; Ciaraldi & Sasaoka, 2011). Ademas, se ha
propuesto que las modificaciones estructurales de los andlogos podrian afectar el balance
entre la activacion de rutas metabdlicas y mitogénicas mediado por esta familia de

receptores (Sciacca et al, 2012; Varewijck & Janssen, 2012).

Desde el punto de vista bioquimico, la explicacion de tales observaciones podria radicar
en las bases estructurales de la interaccién glargina-receptor, algo que se desconoce por
ahora. Se conoce la estructura 3D del complejo insulina-receptor IR y también se conoce
algo de la interaccion IGF1-receptor IGF1R, pero no existe informacién estructural de los
complejos de glargina con ninguno de los dos receptores. Este trabajo representa un
primer intento de acercamiento de nuestro grupo hacia el problema de conocer la
estructura de los complejos glargina-IR y glargina-IGF1R, y las bases estructurales de las

interacciones implicadas.

Dada la similitud estructural entre los ligandos implicados en la activaciébn de estos
receptores (glargina, insulina, y el factor de crecimiento IGF1) y dada también la similitud
estructural entre los receptores IR e IGF1R, planteamos la hip6tesis de que los complejos
de glargina con los receptores IR e IGF1R deberian compartir caracteristicas estructurales
no sélo entre ellos sino también con las de los complejos homélogos insulina-receptor IR,
cuya estructura 3D ya se conoce, e IGF1l-receptor IGF1R, cuyo conocimiento es limitado.
Tomando como base el conocimiento que se tiene de los complejos homdélogos, pensamos
gue la estructura desconocida de los complejos glargina-IR y glargina-IGF1R puede ser
predicha por métodos computacionales, lo que nos permitiria acercarnos a conocer las

bases estructurales de tales interacciones.

Con este trabajo intentamos responder la siguiente pregunta de investigacion:
¢Cuales son las hipotéticas estructuras 3D para los complejos glargina-receptor IR y

glargina-receptor IGF1R?

Estudios in silico de este tipo son empleados en la industria farmacéutica para el desarrollo
de nuevos farmacos, y podrian tener un impacto futuro en el desarrollo de nuevos anélogos
de insulina (De meyts, 2004; Varewijck et al, 2010; Varewijck & Janssen, 2012).
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Objetivos

Objetivo general

Realizar un estudio estructural in silico de la interaccion entre la glargina y los receptores
IR e IGF1R.

Objetivos especificos

1. Analizar y preparar las biomoléculas a utilizar en el estudio.

2. Analizar la interaccion in silico entre glargina y el receptor IR mediante docking
molecular.

3. Analizar la interaccién in silico entre glargina y el receptor IGF1R mediante docking
molecular.

4. Establecer las posibles diferencias o similitudes estructurales entre los modelos in
silico obtenidos.
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IGF1R

1. MARCO TEORICO

1.1 Insulina

1.1.1 Estructura

La insulina es una hormona peptidica de 51 aminoacidos formada por dos cadenas de
aminoacidos (una cadena A de 21 aminoécidos, y una cadena B de 30 aminoacidos) que
se encuentran unidas entre si de manera covalente a través de dos puentes disulfuro
(Figura 1-1 panel Izquierdo.) (Vardanyan & Hurby, 2006). La hormona es sintetizada en
el pancreas por las células 3 de los islotes de Langerhans en forma de preproinsulina, la
que por accién enzimética es convertida en proinsulina (Figura 1-1 panel Derecho.).

Las formas precursoras de la insulina tienenuna tercera cadena conocida como el péptido
C, de 33 aminoacidos, que conecta las cadenas A y B. La proinsulina es transportada al
aparato de Golgi, desde donde sale en vesiculas secretoras. La conversion de proinsulina

a insulina se lleva a cabo por accién de las convertasas 2y 3, y de la carboxi peptidasa H.
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Figura 1-1: Insulina. Panel Izquierdo. Estructura de la proinsulina. Las cadenas Ay B se
representan en color negro y el Péptido C en color gris. Panel Derecho. Biosintesis de la
insulina. Imagen tomada de Shashank et al, 2007.

" C-Pepisde -
555’“35,”504943‘”‘16 KK
[ SH SH
\ l—coo~

A Chain \
I

SH SH
Signal sequence sH sH

| |
HN— I B Chain

Preproinsulin

[ B Chain
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La estructura secundaria de la insulina consiste en tres hélices a unidas por puentes
disulfuro que van de los residuos A1-A8, A12-Al8 y B9-B19, las cuales se pliegan
tridimensionalmente formando la estructura terciaria mostrada en la Figura 1-2.

Figura 1-2: Estructura 3D de la insulina. La cadena A se representa en color amarillo, la
cadena B en color gris y los puentes disulfuro en color verde. Imagen tomada de Menting
et al, 2013.
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La estructura 3D de la insulina monomérica se demostrd por primera vez por medio de
cristalografia de rayos X en 1926 (Abel, 1926). Cuarenta afios mas tarde, se resolvio la
estructura de la insulina hexamérica que contiene zinc (Blundell et al, 1971; Blundell et al,
1972). Estudios de NMR 2D también han contribuido al conocimiento de las
conformaciones monomérica, dimérica y hexameérica de la insulina. Los mondmeros
tienden a formar dimeros cuando la concentracion de insulina aumenta, y en presencia de
zinc y pH favorable (10mM Zn**, pH~6,0) los mondémeros se ensamblan para formar
conformaciones de orden superior (hexameros) mediante las cuales la insulina se
almacena dentro de las células B del pancreas. Una vez que los hexameros se secretan
del pancreas hacia el torrente sanguineo, la repulsién electrostatica y la disminucion de la
concentracion de la insulina permite la disociacion a su forma monomeérica, que es la forma

activa.

La estructura terciaria del monémero de insulina esta altamente organizada y estabilizada
por interacciones de la cadena lateral de aminoacidos especificos. Algunos residuos de la
cadena A (lleA2, ValA3, CysA6-CysAll y LeuAl3), y otros residuos de la cadena B
(PheB1, ValB12, ValB18, LeuB15 y PheB24) comprenden el nacleo hidrofébico de la
estructura monomeérica. Por otro lado, la torsién de los residuos GlyB20-GlyB23 de la
cadena B permiten el plegamiento de los residuos PheB24-ArgB32, son conservados
evolutivamente y al parecer son de gran importancia para la determinacién de la afinidad
de la insulina por su receptor (receptor de insulina o receptor IR por sus siglas en inglés).
Algunos estudios revelaron que los aminoacidos conservados evolutivamente de la cadena
A son: GlyAl, lleA2, ValA3, GIluA4TyrAl19, CysA20, AsnA21y de la cadena B son: glyB23,
PheB24, PheB25y TyrB26 (Pullen et al, 1976). El residuo A21 y los que se encuentran en
la region comprendida entre B23 y B25 aumentan la afinidad por el receptor (De meyts,
2004). Por otro lado, varias mutaciones fueron identificadas en estas regiones que reducen
la afinidad por el receptor, incluyendo PheB25, PheB24 y ValA3. Los pacientes que

albergan estas mutaciones muestran hiperinsulinemia (Kwok et al, 1983; Nanjo et al, 1986).

1.1.2 Secrecion de insulina

La insulina es secretada por las células B del pancreas en respuesta a varios estimulos,

como glucosa, arginina, y sulfonilureas, pero el principal determinante de su secrecion es
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el aumento de la glucosa en sangre. Las células B del pancreas presentan en su
membrana celular el transportador de glucosa GLUT2, que transporta glucosa hacia el
interior celular mediante difusién facilitada. GLUT2 también se expresa en el higado y en
menor medida en células de absorcién renales e intestinales. A diferencia de otros
transportadores de glucosa como GLUT4, que se expresa principalmente en musculo y
células adiposas, la movilizacion de GLUT2 a la membrana plasmatica es independiente
de insulina. Después de que la glucosa entra en las células B, es fosforilada por la
glucoquinasa que se expresa so6lo en cuatro tipos de células en mamiferos (células
hepéticas, células B pancreaticas, enterocitos, y neuronas sensibles a la glucosa) (Suckale
& Solimena, 2008). Esta glucoquinasa posee dos propiedades que la distinguen de otras
y que le permiten funcionar como sensor de los niveles de glucosa en las células B: (i) su
baja Km (Km: 6 I/L) y (ii) no se inhibe por producto, permitiendo una actividad continuada a
pesar de una alta glucdlisis. La glucoguinasa es pues el paso limitante de la velocidad en
el metabolismo de la glucosa de las células B y se considera que es un sensor de glucosa
importante (Suckale & Solimena, 2008). El producto final de la glucdlisis es piruvato,
sustrato que luego se oxida a través del ciclo del acido tricarboxilico en las mitocondrias
de las células B para producir ATP. El aumento la relacion ATP/ADP producto del
metabolismo de la glucosa produce secuencialmente el cierre de los canales de potasio
dependientes de ATP (Katp) y por lo tanto la despolarizacion de la membrana celular. Esta
despolarizacién promueve la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje, la
afluencia de Ca?* y finalmente la activacion de la exocitosis de los granulos que contienen
insulina. Asi, la hormona es liberada al torrente sanguineo y transportada hacia los tejidos
sensibles en donde efectla su accion mediada por el receptor de la insulina (Shashank et
al, 2007) (Figura 1-3).
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Figura 1-3: Esquema de la secrecion de la insulina en las células 3 del pancreas. Imagen
tomada de Zhuo et al, 2013
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1.1.3 Acciones de la Insulina

Cuando la insulina llega a las células del tejido blanco se une al receptor IR produciendo
su activaciéon y autofosforilacién en residuos de tirosina localizados en la parte intracelular
del receptor; esto desencadena una cascada de sefializacion intracelular (Figura 1-4) que
conduce a cambios metabdlicos, expresién de genes y a crecimiento y diferenciacion
celular. (Saltiel & Pessin, 2002).
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Figura 1-4: Via de sefalizacion de la insulina. Imagen tomada de Taniguchi et al, 2006.
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En tejido adiposo y musculo, la insulina aumenta la tasa de transporte de glucosa a través
de la membrana celular, aumenta la velocidad de la glucdlisis y estimula la tasa de sintesis
de glucdgeno, esto Ultimo también en higado; paralelamente, inhibe la gluconeogénesis y

la degradacién del glicogeno.

En cuanto al metabolismo de lipidos, estimula la captacion celular y la sintesis de acidos
grasos y de triglicéridos en los tejidos, aumenta la tasa de formacion de lipoproteina de
muy baja densidad en el higado, y aumenta la absorcion de triglicéridos de la sangre en el
tejido adiposo y el musculo, disminuye la velocidad de la lipdlisis en el tejido adiposo y por
lo tanto reduce el nivel de acidos grasos en plasma, disminuye la velocidad de oxidacion

de acidos grasos en el musculo e higado (Newsholme & Dimitriadis , 2001).

La insulina también regula el metabolismo de proteinas, aumentando la velocidad de
transporte de algunos aminoacidos en los tejidos, aumentando la velocidad de la sintesis

de proteinas en el musculo, tejido adiposo, higado y otros tejidos y disminuyendo la tasa
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de degradacién de proteinas en el musculo y también disminuyendo la velocidad de
formacion de urea (Newsholme & Dimitriadis , 2001).

1.2 Analogos de insulina

Los andlogos de insulina son moléculas homélogas a la insulina que fueron desarrolladas
por medio de tecnologia de ADN recombinante realizando mutaciones puntuales en la
insulina humana. Al igual que la insulina, estas moléculas se unen al receptor IR y son
capaces de imitar la accion de la insulina. Estos analogos tienen diferencias en su perfil
farmacocinético, clasificAndose segun dicho perfil en analogos de accién rapida y analogos

de accion prolongada (Tabla 1-1).

Tabla 1-1: Farmacocinética de los analogos de la insulina. Tomada de Sansone, 2006.

Andlogo Comienzo de accion Pico Duracion de accion

Lyspro 5-15min 1-15h 3-5h
Aspart 5-15min 1-2h 3-5h
Glulisina 5-15min 1-15h 3-5h
Glargina 2-4h Minima 20-24h
Detemir 2-4h Galdh 16-20h
Reqular 30-60 min 2-3h 5-8h

0

INPH 2-4h 4-10h 10-16h

» Analogos de accién rapida (prandiales): Los analogos de accién rapida, tienen un
comienzo de accién rapido (5-15 min) y una duracion corta (3-5 h). Los cambios
estructurales conducentes a estos analogos se realizan en la porcion B26-B30 de la
insulina, y tienden a inhibir la formacién de dimeros y hexameros. El primer analogo de
accion rapida disponible fue Lispro, cuya secuencia de aminoacidos se obtiene de la
inversion de la secuencia Pro28-Lys29 de la cadena B por Lys28-Pro29 (Figura 1-5).
Esta inversion provoca una menor tendencia a la asociacion, dando lugar a una absorcion
mas rapida de la insulina monomérica. Los estudios farmacocinéticos han demostrado
que la insulina lispro tiene actividad maxima en aproximadamente 1 h y duracion de la
accion entre 3y 5 h (Tabla 1-1) (Sheldon et al, 2008).
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Figura 1-5: Analogos de accién rapida producto de la modificacion de algunos
aminodcidos de la insulina. Imagen tomada de Sheldon et al, 2008
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El segundo analogo disponible de accidn rapida fue la insulina Aspart resultante de la
sustitucion de la prolina en la posicion B28 por acido aspartico (Figura 1-5) reduciendo
la auto-asociacién de la molécula y permitiendo una formacion débil de dimeros y
hexameros (Sheldon et al, 2008). Aspart se absorbe el doble de rapido que la insulina
regular, alcanza una concentracién maxima en plasma de aproximadamente dos veces

al de la insulina humana y su perfil de actividad es muy similar a la de lispro.

El tercer analogo de accién rapida que se aprobo fue la glulisina, en quedo de la lisina y
el acido glutamico son sustituidos por asparagina y glicina en las posiciones B3 y B29,
respectivamente (Figura 1-5). Los estudios indican que glulisina tiene un perfil

farmacodinamico igual al de lispro.

Analogos de accion prolongada (Basales): Estos analogos simulan la liberacion de
insulina basal que ocurre durante la noche o entre las comidas. Estos analogos se
caracterizan por tener un inicio de accion lenta (2-4 h) y una duracion de la accién mucho

mas prolongada (16-24 h) (Tabla 1-1). A este grupo pertenecen los siguientes analogos:
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Detemir: resulta de la eliminacion de la treonina en posicion 30 de la cadena B y la
adicién de una cadena de &cido graso de 14 carbonos en el aminoacido 29 de la cadena
B. La accion prolongada de la insulina detemir se debe a que las modificaciones en la
cadena B hacen que las moléculas estén fuertemente asociadas entre si y unidas a la

albumina a través de la cadena de &cido graso.

Glargina: La glargina es el primer analogo de insulina de accion prolongada que se
obtuvo por tecnologia de ADN recombinante utilizando Escherichia coli como hospedero
de expresion (Wang, 2003). Se produce por la sustitucion de Asparagina por Glicina en
la posicion 21 de la cadena A y la adicién de dos residuos de Arginina en las posiciones
31y 32 de lacadena B (Figura 1-6). Al adicionar los dos residuos de arginina se produce
un cambio en el punto isoeléctrico de la molécula de 5.4 a 6.7, esto le confiere una menor
solubilidad al pH del tejido subcutaneo, llevando a la formacién de microprecipitados en
el lugar de inyeccion, y causando absorcién lenta del farmaco (Hilgenfeld et al, 2014). La
sustitucién de asparagina por glicina previene la desaminacion y dimerizacién en un
ambiente &cido (Hilgenfeld et al, 2014). Cuando se inyecta insulina glargina que se
encuentra en solucion a pH 4 en el espacio subcutaneo (pH 7.4), esta se precipita

produciendo una duracién prolongada de la accion.
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Figura 1-6: Insulina Glargina. Sustitucién de aminoacidos en insulina humana para
producir glargina. Imagen tomada de Keiko et al, 2011.
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La glargina es liberada del microprecipitado por degradacién proteolitica produciendo los
metabolitos M1y M2, los cuales circulan por el torrente sanguineo y son los responsables
de ejercer la accién en cada uno de los tejidos sensibles a insulina. Los estudios de
metabolismo in vivo en ratas, perros y humanos han demostrado niveles plasmaticos
significativos de los dos metabolitos principales de la insulina glargina (metabolitos
denominados M1 y M2). M1 resulta de la escisién de los dos aminoacidos arginina
terminales en el extremo C-terminal de la cadena B (B31 y B32) y M2 resulta de la
eliminacién secuencial de las dos argininas del extremo C-terminal de la cadena B y la
desaminacion adicional de la treonina en la posicion B30 (Kuerzel et al, 2003) (Figura 1-
7). Se ha demostrado que en los pacientes tratados con glargina, la presencia de los
metabolitos M1y M2 en el plasma sanguineo es del 90% mientras el nivel de glargina sin
modificar es minimo; incluso a altas dosis, estos niveles representan solo el 10% de la

concentracion total (Lucidi et al, 2015).
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Figura 1-7: Estructura de la glargina y sus metabolitos M1 y M2. Imagen tomada de
Carlsson et al, 2012.
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La actividad metabdlica de la glargina alcanza su efecto maximo 2-3 horas después de
la aplicacion, y permanece constante cerca de 24 horas. Estd indicada para la
administracion por via subcutanea una vez al dia (al acostarse) en pacientes con diabetes
tipo 1 y pacientes adultos con diabetes tipo 2. Fue aprobada por la organizacion de
Administracion de alimentos y medicamentos de EE.UU. (FDA) en abril de 2000, y por la
Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos (EMA) en junio de 2000 (Wang,
2003), y se ha visto que en pacientes diabéticos el uso de analogos mejora el control

glucémico sin aumentar los eventos de hipoglucemia con respecto a la insulina regular.
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1.3 Familia de receptores tirosin-quinasa (RTKS)

A esta familia pertenecen diversos receptores que poseen actividad tirosin-quinasa. Estos
receptores estan conformados por un ectodominio glicosilado al cual se une el ligando;
este ectodominio esta conectado mediante una a-hélice al dominio intracelular donde
radica la actividad tirosin-quinasa. Esta actividad es responsable de catalizar la
autofosforilacion del receptor en respuesta a la union del ligando, lo que ocurre mediante
transferencia del fosfato desde el ATP a los grupos hidroxilo de las tirosinas que conforman
repeticiones conservadas en las que se ensamblan proteinas encargadas de conducir la
respuesta intracelular. Los RTKs, juegan un papel importante en el control de procesos
celulares fundamentales como son el ciclo celular eucariota, migracion celular,

metabolismo, proliferacion y diferenciacion celular.

La topologia global de los RTKs (Figura 1-8), su mecanismo de activaciéon, y los
componentes que promueven el encendido de vias de sefializacion intracelulares estan
altamente conservados en la evolucion, desde el nematodo Caenorhabditis elegans hasta
los seres humanos, demostrando que son puntos claves para algunas funciones
reguladoras a nivel celular. Por otra parte, algunas enfermedades son el resultado de
cambios o anormalidades que alteran la actividad, nimero y distribucion de estos

receptores.
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Figura 1-8: Topologia global de los RTK. Imagen tomada de Hubbard & Till, 2000
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Las mutaciones en los RTKs y la activacion aberrante de sus vias de sefializacion se
relacionan con céancer, diabetes, inflamacion, trastornos éseos, arteriosclerosis y
angiogénesis, y por lo tanto estas conexiones han impulsado el desarrollo de una nueva

generacién de farmacos que blogquean o atentan su actividad.

1.3.1 Receptor de insulina (IR)

El receptor de insulina (IR) es una proteina de 1382 aminoacidos localizada en la
membrana de las células sensibles a la insulina y esta compuesto por dos subunidades a
y dos subunidades B (Seino et al, 1989) (Figura 1-9).
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Figura 1-9: Subunidades a y B del receptor de insulina y su localizacién en la membrana
celular. Imagen tomada de Berg et al, 2012.
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Estructuralmente este receptor esta compuesto de dominios con repeticiones ricas en
leucina (L1 y L2), un dominio rico en cisteina (CR), tres dominios de fibronectina tipo Il
(Fno, Fn1, Fnz), un dominio en Fni (ID), un dominio transmembranal (TM), un dominio
yuxtamembranal (JM), un dominio tirosina quinasa (TK) y el extremo carboxilo terminal
aCT (Figura 1-10).
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Figura 1-10: Receptor de Insulina. A) Muestra los 22 exones del gen que lo codifica. El
exon 11 codifica el dominio aCT. B) Organizacion en dominios del receptor de insulina. La
region mas inmunogénica se encuentra en Fn0O y se representa por una barra vertical
negra. Las puntas de flecha de color naranja indican los sitios de N-glicosilacion. Las
puntas de flecha de color verde indican los puntos mas probables (‘hot spots’) para unién
del ligando, tal como lo han mostrado experimentos de mutagénesis dirigida a aminoacidos
individuales. Imagen tomada de De Meyts & Whittaker, 2002.
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Las dos subunidades a del receptor, estan unidas por un puente disulfuro en el residuo
Cysb524 en cada domino Fno. Tres residuos de Cys (682, 683 y 685) en el inserto (ID) del
domino Fni también estan involucrados en la formacion de puentes disulfuro. Hay también
un anico puente disulfuro entre las subunidades a y B, formado entre Cys647 del dominio
Fn. y Cys872 del dominio Fn.. El gen que codifica IR esté localizado en el cromosoma 19,

y consiste en 22 exones que varian en tamafo desde 36 hasta aproximadamente 9000
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pares de bases (Vardanyan & Hruby, 2006). Existen dos isoformas (A y B) del receptor de
insulina, que derivan del proceso de ‘splicing’ alternativo del exén 11; la isoforma A carece
de los residuos codificados por el exén 11, mientras que la isoforma B incluye tales
residuos que se denominan dominio aCT (Figura 1-11). Cabe resaltar la importancia del
dominio aCT debido a que la ausencia de este aCT disminuye la afinidad del receptor por
el ligando insulina y debido a esto la isoforma con mayor afinidad a la insulina es la isoforma
B. Las células pueden expresar receptores de tipo IRA/IRA, IRB/IRB, o incluso receptores
hibridos IRA/IRB.

Figura 1-11: Ectodominio del receptor IR. A) Conformacion de los dominios de la isoforma
IR-A. B) Conformacién de los dominios isoforma IR-B. El dominio aCT, que corresponde a
los aminoacidos codificados por el exén 11, se representa como el rectangulo rojo de IR-
B. Imagen tomada de Belfiore et al, 2009.

IR-B

Una de las caracteristicas importantes en la union del receptor con la insulina es que las
subunidades a extracelulares se pliegan formando una “V” invertida (Figura 1-11). Existen
dos sitios de unién a ligando en el receptor IR, ambos localizados en el ectodominio del
receptor. El “Sitio 1”, se encuentra entre los dominios L1 y aCT, la unién de insulina a este
sitio 1 ocurre con una constante de disociacion (Kd) de 6.4nM. El “Sitio 2” se encuentra
entre los residuos de Fnl'y Fn2 'y tiene una constante de disociacion de 400nM (Williams
et al, 1995) (Figura 1-12). Una caracteristica clasica de la union del ligando a IR es su
cooperatividad negativa lo que implica la comunicacién entre los dos sitios de tal manera
gue la union del ligando en uno de los sitios genera un estado asimétrico del receptor en

gue se disminuye la afinidad por el segundo sitio de union (De Meyts & Whittaker, 2002).
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Figura 1-12: Dominio extracelular del receptor IR donde se encuentran los Sitios 1y 2 de
unién a insulina. Ambas subunidades a se encuentran coloreadas una en blanco y la otra
en naranja. Los residuos implicados en la formacion del sitio 1 de uniéon estan
representadas en esferas verdes y los residuos implicados en la formacion del sitio 2 de
unién en esferas magenta. Imagen tomada de Kavran et al, 2014.

Los residuos del sitio 1 del receptor IR importantes para la interaccién con insulina, tanto
a nivel del dominio L1 como de aCT, son: A nivel del dominio aCTHis710, que se inserta
en un bolsillo formado por el residuo ValA3 de la cadena A de la insulina y por los residuos
GlyB8, SerB9 y ValB12 de la cadena B.

Phe714, que ocupa una hendidura hidrofébica formada por los residuos GlyAl, lleA2
yTyrAl19 de la cadena A de la Insulina y por los residuos LeuB11, ValB12 y LeuB15 de la
cadena B de lainsulina; y Asn711, que se orienta hacia los residuos GlyAl, ValA3y GluA4
de la cadena A de la insulina.

Por su parte, en el dominio L1 del receptor se han descrito los siguientes residuos
importantes: Phe39, Phe64 y Arg65, posicionados hacia el residuo ValB12 de la cadena B
de la insulina. El residuo Phe39 se encuentra posicionado cerca del residuo TyrB16 de la

cadena B de la insulina (Figura 1-13):
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Figura 1-13: Residuos importantes para la interaccion de insulina con su receptor (IR). A.
Residuos del dominio aCT reportados como importantes para la interaccion. B. Residuos
del dominio L1 reportados como importantes para la interaccién. Imagenes tomadas de
Menting et al, 2013.
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1.3.2 Receptor de factor de crecimiento insulinico (IGF1R)

El receptor de factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1R) es una glicoproteina
transmembranal conformada por 1408 aminoacidos. Posee un porcentaje de identidad con
el IR del 60% y al igual que este receptor estd conformado por dos subunidades a y dos
subunidades B unidas por puentes disulfuro (L1: Cys3-Cys33 y Cys120-Cys148, L2:
Cys302-Cys323 y Cys425-Cys458) (De Meyts & Whittaker, 2002). La subunidad a esta
conformada por los dominios L1, CR, L2, FNIII-1, Fnlll-2a e IDq, y la subunidad B esta
conformada por los dominios IDB, Fnlll-23, Fnlll-3, TM, JM, TK y C-terminal. El gen que
codifica IGF1R est& localizado en el cromosoma 15 y es muy similar en tamafio y en
organizacion estructural al gen del receptor IR ya que consta de 21 exones (10 exones que
codifican la subunidad a 'y 11 exones que codifican la subunidad ). En la region N-terminal
del ectodominio, se encuentran los dominios L1 y L2 separados por una region rica en
cisteina (CR) que contiene 22 residuos de cisteina, mientras que en el extremo C-terminal
se encuentran dominios de fibronectina tipo 1l (Fn 1ll) (Ward et al, 2003). El dominio
intracelular esta compuesto por un dominio juxtamembranal, por varios sitios de

fosforilacion de residuos de tirosina y por una regién aCT (Ward et al, 2003). La subunidad
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a posee 38 residuos de cisteina, mientras que la subunidad 3 posee 3 residuos de cisteina
extracelulares y cinco intracelulares. Los mondmeros a forman el dimero a-a por medio
de varios enlaces disulfuro, el primero de los cuales involucra en los residuos Cys514 de
cada subunidad a y el segundo en los residuos de cisteina en las posiciones 669, 670 y
672 (Ward et al, 2003) (Figura 1-14).

A diferencia del receptor IR, el receptor IGF1R no presenta isoformas pero como se
menciond antes, comparte un alto porcentaje de similitud e identidad con el receptor IR, lo
gue conllevaria a la formacién de receptores hibridos de la forma IRA/IGF1R o IRB/IGF1R
(Figura 1-15). Estos receptores hibridos promueven en su mayoria sefiales mitogénicas.

Figura 1-14: Receptor IFG1R. A. Organizacion de dominios. Imagen tomada de Garrett et
al, 2002 B. Modelo de cintas de la organizacion de dominios de su estructura modular con
base en datos de cristalografia de rayos X. Imagen tomada de Hubbard & Till, 2000.
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Figura 1-15: Receptor IR y sus isoformas IRA e IRB, Receptor IGF1R y receptores
hibridos. (IR-A/IR-B, IGF-1R/IR-A, y IGF-1R/IR-B). Imagen tomada de Sciacca et al, 2012.

IR-A IR-B  IR-A/ IGF-1R IGF-1R/ IGF-1R/

2 IR-B N’Q‘-A IR-B
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El IGF1R tiene como ligandos las siguientes hormonas: insulina, factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF1) y factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF2) (Figura 1-16). EL
IGF1 es un péptido de 70 aminoacidos compuesto por una cadena Unica de aminoacidos
gue se encuentra estabilizada por tres puentes disulfuro y es sintetizado en su mayoria en
el higado. IGF1 comparte un 52% de identidad con la insulina (Brzozowski et al, 2002;
Annunziata et al, 2011).

La estructura del IGF2 es igual a la de IGF1 pero tiene un total de 67 aminoacidos que
comparte un 67% de identidad con la insulina y también es sintetizado principalmente en
el higado. Ambos IGF’s poseen los mismos enlaces disulfuro y su estructura terciaria es
bastante similar a la de la insulina. La principal diferencia estructural entre los IGF’s e
insulina es que los IGF’s conservan el péptido C que contiene la proinsulina, y hay una
pequefia extensién de la cadena A en las moléculas de IGF, extensién conocida como la

cadena D. (Annunziata et al, 2011).

Al igual que con el receptor IR, en el receptor IGF1R existen dos sitios de unién a ligando,
ambos localizados en el ectodominio del receptor. A diferencia del receptor IR en donde el
sitio 1 se encuentra entre los dominio L1y aCT, en el receptor IGF1R el sitio 1 se encuentra
entre el dominio L1 y el dominio CR, mientras que el sitio 2 de union se encuentra en el
dominio L2 y Fn1’-Fn2’. Aunque no se ha cristalizado el complejo de IGF1 o IGF2 con el
receptor IGF1R, por medio de otro tipo de andlisis como Alanine scanning se han reportado

residuos de unién del ‘sitio 1’ (Harish & Cameron, 2010) (Figura 1-16).
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Figura 1-16: Sitios de union de IGF1 al receptor IGF1R. En la parte superior se muestran
los dominios L1, CR, L2, F1, F2, y F3. En la parte inferior se listan entre paréntesis los
residuos de interaccion entre el receptor IGF1R con IGF1 estos ultimos presentados en
negrilla. Imagen tomada de Harish & Cameron, 2010.

IGF1

L1 V11 (F90, R112), D12 (R59), L14 (Y83)

Q15 (L33, F58, R59), F23 (), Y24 (Y28, H30)

F25 (F82, Y83), K27 (L54), P28 (L81, Y83, N84)
T29 (W79, R108), Y31 (-)
S35 (W79), 143 (Y83), V44 (N84)
CR G32 (5260, S261), $33 (~F241, 1255)
S34 (G265), S35 (F266, Q275)
R36 (R240, E242, Q275, E276), R37 (~E264)

Tanto el receptor de insulina (IR) como el receptor de factor de crecimiento IGF1R
pertenecen a la familia de los RTK (Vardanyan & Hruby, 2006). Estos dos receptores
comparten aproximadamente el 80% de la secuencia de aminoacidos de su dominio tirosin-
guinasa y un 60% de identidad en su ectodominio (Vardanyan & Hruby, 2006), y poseen
una caracteristica estructural que los diferencia de otros receptores tirosin-quinasa: poseen
dos tipos de subunidades (a y B) unidas por puentes disulfuro, la subunidad a en donde se
une el ligando es extracelular y la subunidad B intracelular, donde se encuentra el dominio
tirosin-quinasa. Estas subunidades provienen de un pro receptor producto de un gen para
cada receptor; el receptor nativo es ensamblado por dimerizacion de los pro-receptores de
las subunidades a y B, seguido de una escision proteolitica para producir el receptor
maduro, este paso es esencial para la funcion del receptor; un receptor que tenga mutado
el sitio de escision produce una disminucién en la afinidad del ligando y una reduccién en

la actividad tirosin-quinasa (Vardanyan & Hruby, 2006).
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1.4 Docking

El docking molecular es una herramienta computacional de simulaciéon que se usa para
predecir la conformacion de un complejo entre dos biomoléculas (Laurie & Jackson, 2005;
Bastard et al, 2011).

Existen dos tipos de docking: el docking proteina-ligando, y el docking proteina-proteina
(Figura 1-17). La aplicacion mas importante del docking proteina—ligando es el tamizaje
(‘screening’) de pequefias moléculas promisorias consignadas en una base de datos, y
gue luego sean susceptibles de usarse para el disefio de farmacos, mientras que la
principal utilidad del docking proteina—proteina es la investigacion de complejos
moleculares entre proteinas.

En la prediccion de una interaccidon entre dos 0 mas moléculas yace el ‘problema del
docking’, el cual puede describirse asi: teniendo dos moléculas de estructura conocida, y
gue se sabe gue interactlan entre si, ¢se puede determinar su estructura 3D cuando
forman un complejo? Mientras que el planteamiento del problema no representa mayor
dificultad, tanto la busqueda de la estructura 3D, como la determinacion de la interaccion
energéticamente mas favorable, son asuntos bastante mas complejos (Jackson, 2005).

Figura 1-17: Tipos de docking molecular. A. Docking proteina-ligando. B. Docking
proteina-proteina. Imagen tomada de Hernandez-Santoyo et al, 2014

El tratamiento del docking involucra aspectos relacionados con la complementariedad
molecular, con la busqueda del problema y con la flexibilidad conformacional (Jackson,
2005).



Marco teérico 38

1.4.1 Docking proteina-proteina

El docking de proteinas se refiere a cualquier procedimiento capaz de predecir la estructura
3D de un complejo proteico binario a partir de las estructuras de sus proteinas individuales
(Bastard et al, 2011). Las aplicaciones son:

¢ Reconocimiento de proteinas, de cuya interaccién depende una actividad bioldgica.

e Entendimiento de las redes celulares de interaccién proteica.

¢ Indagacion del estado termodinamico del reconocimiento entre dos moléculas.

¢ Determinacién de la interaccion entre dos proteinas cuya resolucién experimental

sea dificil y/o no se haya realizado.

El presente trabajo encaja dentro de esta Ultima aplicacion. El docking proteina-proteina
se aplica a la interaccién de dos moléculas, donde una de ellas se denomina ‘receptor’y
la otra figando’ (no confundir con el ligando del docking proteina-ligando, donde el ligando
es una molécula muy pequefia que no es proteina). Este tipo de docking consiste en una
exploracién amplia de las posiciones y orientaciones relativas de las dos moléculas, con el
propésito de generar todas las posibles geometrias de asociacion, las cuales son
puntuadas y ordenadas de manera predictiva. Para hacerlo se han desarrollado métodos
gue aplican requerimientos rigurosos en términos de velocidad y exploracion del espacio
conformacional (Zacharias, 2010).
Los métodos de docking proteina-proteina combinan tres componentes fundamentales
(Figura 1-18):
¢ Una representacion apropiada de las dos moléculas con una definicién de los
grados de libertad que se buscaran.
e Un algoritmo que explore el espacio conformacional tan completo como sea
posible.

¢ Una funcion de puntaje para clasificar las predicciones.

Los programas de docking presentan diferentes niveles de complejidad para la
representacion de la interaccion y el puntaje. Los modelos varian desde la representacion
simplificada de la superficie, a una muy detallada a nivel atomico. Cuando las moléculas

se consideran rigidas solo se tiene en cuenta hasta el 6° de libertad, aunque en la
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actualidad algunos programas permiten la introduccion de grados de libertad adicionales,
representados principalmente por los cambios en la superficie de la cadena lateral. Las
funciones de puntaje también varian desde métodos estadisticos o funciones basadas en
conocimiento, hasta evaluaciones de la energia libre de la unién (AG) por medio del ajuste

de las superficies (Bastard et al, 2011).

Figura 1-18: Organizacion esquematica de un método tipico de docking. La estrategia
requiere la eleccién de la representacion de una proteina, un método de busqueda y un
grado de resolucién para el refinamiento y puntaje final. Imagen tomada de Leis &

Zacharias, 2011
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El uso de modelos simplificados y de funciones de puntaje sencillas permite la busqueda
del espacio conformacional total dentro de un tiempo razonable. Por otro lado, el uso de
representaciones detalladas y de funciones de puntaje complejas dificulta en extremo la
consecucion de un resultado final (Bastard et al, 2011). Sin embargo, aunque las

simplificaciones permiten una resolucibn mas rapida también introducen sesgos en el
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puntaje, produciendo las llamadas soluciones de falso positivo, que son las predicciones
alejadas de la estructura verdadera (nativa) del complejo, pero con un puntaje alto. Es
importante también anotar que para ser eficiente, una funciébn de puntaje necesita
adaptarse al nivel de resolucién de la representacion proteica. Por ejemplo, es inutil usar
funciones de puntaje basadas en el célculo de los potenciales atbmicos (que son sensibles
a las desviaciones atomicas en fracciones de angstroms) en procedimientos de docking en
donde las posiciones relativas de las proteinas y de las cadenas laterales no se han
ajustado con alta precision (Leis & Zacharias, 2011).

Para disminuir la aparicién de falsos positivos muchos programas de docking incluyen dos
fases (Leis & Zacharias, 2011):

1) Fase de busqueda: en donde se trabaja a baja resolucion y el espacio
conformacional se explora extensamente.

2) Fase de refinamiento: en donde las mejores geometrias que resultan de la fase
anterior se re-evallan a alta resolucién. La busqueda se concentra en la vecindad

de la geometria candidata y el puntaje usa criterios mas estrictos.

Los algoritmos de la fase de busqueda pueden dividirse en dos categorias (Leis &
Zacharias, 2011):

a) Busqueda sistemética: en donde se generan todas las posibles
posiciones/orientaciones relativas de las dos moléculas antes de identificar y
clasificar las geometrias mas favorables.

b) Busqueda guiada: usa directamente la funcion de puntaje para guiar la busqueda

hacia las geometrias mas favorables.

En la mayoria de los programas de docking, la fase de busqueda es seguida por una fase
de refinamiento. La principal razén de esto es que las funciones de puntaje no son capaces
de ordenar correctamente las predicciones, o incluso distinguir las predicciones falso
positivas de las correctas. Generalmente, solo las mejores predicciones, seleccionadas
entre las agrupaciones (clusters) mas representativas de soluciones, pasan a la fase de

refinamiento.
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El refinamiento puede tener varias estrategias:

a) Incrementar la resolucién

b) Contabilizacion de los cambios conformacionales de la cadena lateral

c) Solvatacion explicita

1.4.2 Puntaje de las Predicciones

El puntaje es un componente esencial de cualquier método de docking. Mientras que
condicién necesaria para que el método de docking sea exitoso es que la busqueda genere
geometrias complejas cercanas a la nativa, la funcién de puntaje debe ser capaz de
identificar esas estructuras dentro de cientos de estructuras generadas.

Tedricamente, una funcién de puntaje ‘ideal’ permite distinguir geometrias de asociacién
correctas de las incorrectas, relacionando la constante de disociacion del complejo
predicho con la energia libre. Sin embargo, en la practica esta cantidad es dificil de obtener
y su calculo requiere grandes recursos informéticos. En consecuencia, las funciones de
puntaje usadas en los programas de docking son sélo aproximaciones a la energia libre,
aungue basadas en formulaciones robustas (Zacharias, 2010). Una funciéon de puntaje

‘ideal’ (E) deberia tener caracteristicas similares a:

E= wOEint + levw + szSOlv/el+ w3Ehb + w4Ehp + wSESOIU/SA+ w6Econfig (11)

Donde:
o w.Ey,.: SUMas energias electrostaticas y de van der Waals
e wE,, . energia potencial por las interacciones de Van der Waals
o w,E%W/,. energia potencial electrostatica corregida por la superficie accesible al
solvente
e w;Ey, : energia potencial debido a los puentes de hidrégeno
e w,Ey,, : energia potencial hidrofobica dependiente de la superficie hidrofébica

e w:E°Y/.,: energia de solvatacion superficial
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*  weEconsig: €Ntropia para la cadena lateral

1.4.3 Evaluacion de los Métodos de docking.

Desde sus inicios, los grupos que trabajan con docking proteina-proteina han estado
organizados en un proceso de evaluacion continua. Desde el afio 2001, CAPRI (Critical
Assessment of Predicted Interactions) es la comunidad mundial que evalla los métodos
de docking con base en pruebas ciegas de prediccion (Bastard et al, 2010).

Han existido 37 rondas de CAPRI desde el 2001 hasta el presente. En las rondas se
entregan ‘tareas’ que consisten en predecir las interacciones de varios complejos proteina-
proteina cuya estructura se ha determinado experimentalmente, pero que todavia no se
han dado a conocer al publico. El propésito es evaluar predicciones de programas y/o
servidores en linea que aceptan participar en la evaluacién (Bastard et al, 2010). En el
encuentro de evaluacion realizado en el 2015, adicionalmente a las tareas de prediccion
habituales, se introdujeron otros tipos de tareas: disefio de sistemas de ensamble de
proteinas multidominio, prediccién de complejos de proteinas con otras biomoléculas
(acidos nucleicos, oligosacaridos), prediccion de la estructura de hidratacion de la
superficie proteina-proteina, prediccion de la afinidad de complejos con mutaciones
puntuales (Bonvin, 2013; Lensink & Wodak, 2013). Algunos programas tuvieron un buen
desempefio en las tareas habituales y presentaron aproximaciones para resolver estos

nuevos desafios (Tabla 1-2).
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Tabla 1-2: Evaluacion de desempenio de los servidores en linea en el encuentro de CAPRI
2014. Tabla tomada de Lensink et al, 2014

HADDOCK 15/9**
CLUSPRO 14/8**
SWARMDOCK 11/4**
GRAMM-X 6/1**
LZERD 3
DOCK/PIERR 1

Participant ranking by INTERFACE quality and #,
Over a total of 42 Interfaces in 25 targets

1.4.4 Servidores en linea mas utilizados para la realizacién de
docking.

ClusPro

ClusPro, un servidor web totalmente automatizado para el acoplamiento computacional de
estructuras de proteinas (Comeau et al, 2004a; Comeau et al, 2004b). Los usuarios pueden
cargar los archivos de coordenadas de las dos estructuras proteicas o introducir los
cbdigos de dichas estructuras. Los algoritmos evaltan miles de millones de potenciales
complejos, conservando un ndamero preestablecido con complementariedad de superficie
favorable. Un método de filtrado se aplica a este conjunto de estructuras, seleccionando
aquellas con buenas energias electrostaticas y desolvatacion para su posterior agrupacion
(Figura 1-19). Los complejos son clasificados en funciébn de sus propiedades de
agrupacion y son enviados automaticamente al usuario a través de correo electrénico. Los
resultados de este servidor, constan fundamentalmente de la evaluacion y asignacion de
puntaje en cuatro categorias diferentes de interaccibn molecular: a) Balanceado, b)
Favorecido electrostaticamente, c) Favorecido Hidrofébicamente, d) Fuerzas

electrostaticas y de Van der Waals (Vaw-+eec)-
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Figura 1-19: Esquema general del algoritmo de ClusPro.1) Busqueda simplificada o de
cuerpo rigido, 2) Seleccion de la region de interés, 3) Refinamiento de las estructuras del
docking y 4) Discriminacion global (Seleccion de las mejores estructuras). Numero de
estructuras retenidas en cada paso en la mayoria de casos. Basado en Zacharias, 2010.
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HADDOCK

HADDOCK (High Ambiguity Driven biomolecular DOCKing) es un servidor automatizado
gue hace uso de los datos de interaccién bioquimicos y/o biofisicos tales como
desplazamiento quimico, datos de experimentos de titulacion de RMN, datos de
mutagénesis o predicciones bioinformaticas (Domiguez et al, 2003; Vries et al, 2007). Esta
informacioén se introduce como restricciones de interaccién ambiguas (AIRS) para impulsar
el proceso de acoplamiento; un AIR se define como una distancia ambigua entre todos los
residuos que se encuentran involucrados en la interaccion. HADDOCK utiliza un algoritmo
de 3 pasos: docking para la minimizacién de la energia de moléculas rigidas, simulacién
de alineamiento semiflexible y refinamiento de solvatacion (Domiguez et al, 2003; Vries et
al, 2007). Este servidor permite delimitar la busqueda de la interaccién a los residuos de
union del receptor y del ligando. El protocolo de docking requiere los archivos PDB de las
proteinas y las restricciones de interaccién ambiguas, y se compone de tres etapas: (i) la
asignacion al azar de orientaciones y minimizacion de la energia de cuerpo rigido (EM), (ii)
alineacion semirrigido de angulos de torsién en el espacio (TAD-SA), y (iii) el refinamiento

final disolvente explicito ((Domiguez et al, 2003; Vries et al, 2007).
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Durante el TAD y el refinamiento de agua a los aminoacidos en la interfaz (cadenas
laterales y el esqueleto de la proteina) se les permiten moverse para optimizar la interfaz
de embalaje. Aunque no se producen cambios estructurales significativos durante la etapa
de refinamiento de agua, es util para la mejora energética de la interfaz. Las estructuras
finales se agrupan utilizando el RMSD de los emparejamientos analizados de acuerdo con
sus energias de interaccion promedio (suma de Eeec, Evaw, Ear) Y Su &rea media de

superficie. El procedimiento de acoplamiento se realiza automaticamente.

SwarmDock

SwarmDock es un servidor web que genera un conjunto de aproximadamente 120
posiciones iniciales uniformemente espaciados alrededor de la proteina receptor
(Torchala et al, 2013a; Torchala et al, 2013b; Torchala et al, 2014). El proceso de
acoplamiento se repite cuatro veces en cada posicion de partida y la mejor estructura
encontrada durante la optimizaciébn se mantiene durante la etapa de postprocesamiento
final (Figura 1-20). El acoplamiento en si se lleva a cabo mediante la optimizacion de un
vector de busqueda. La optimizacién se lleva a cabo mediante un algoritmo hibrido que
consiste en la optimizacion del ‘enjambre’ de particulas (PSO) y una busqueda local;
después de cada iteracién del algoritmo PSO, el miembro con la menor energia se somete
a una optimizacién local. Por dltimo, estas estructuras se agrupan y se devuelven al

usuario.
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Figura 1-20: Esquema general del algoritmo de SwarmDock. Tomado de Moal & Bates,

2010.
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Autodock

AutoDock es una suite de herramientas automatizadas disponible de forma gratuita para
ser descarada en sistemas operativos Windows, Linux y Mac Os. Esta disefiado para
predecir como pequefias moléculas, tales como substratos o candidatos a farmacos,
puede unirse a una enzima o a un receptor con estructura 3D conocida (Morris et al, 2009).
El primer paso es eliminar moléculas interferentes y atomos sueltos en cada una de las
proteinas con las que se va a realizar el docking. Luego de esto se hace un enrejado en
donde se buscara la mejor conformacion de interaccién entre el receptor y el ligando; esta
mejor interaccién es la que posee menos energia libre. Autodock proporciona un método
interactivo para definir un “arbol” de angulos de torsion en un ligando y receptor dado. En
primer lugar, el programa elige un “atomo de raiz”, que actuara como el centro de rotacion
durante la transformacion de coordenadas en la simulacion de acoplamiento. Para

encontrar el atomo 6ptimo, se evalia el numero de atomos en cada “rama”, y se elige el
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atomo de raiz que reduce al minimo el tamafio de la rama mas grande. En algunos casos,

el usuario puede desear limitar la flexibilidad del ligando.

Autodock ofrece dos opciones para hacer esta tarea de forma automéatica. Una opcion
selecciona el conjunto de grados de libertad de torsién que moveran el mayor nimero de
atomos de torsiones (cerca de la raiz), el otro agrega torsiones progresivamente a partir
de las hojas, moviendo el menor nimero de atomos y dejando el nlcleo de la molécula
rigido. El puntaje que se obtiene luego de realizar el docking es un puntaje de afinidad
expresado en Kcal/mol.
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2.Materiales y métodos

2.1 Materiales:

Equipos y software:

Este estudio se llevo a cabo en dos computadores diferentes, segun el software utilizado:

para realizar el docking mediante Autodock se utilizd6 un computador core i5 de segunda

generacion de 4 nucleos, RAM 8GB y sistema operativo Linux. Mientras que para la

realizacion del docking mediante servidores online se utiliz6 un computador Asus con
sistema operativo Windows 10, procesador Intel® Celeron ® CPU 1007U @ 1.50 Ghz,
sistema operativo x64 y RAM 4 GB.

En cuanto a software se utilizaron los siguientes programas:

Autodock:

URL de descarga: http://autodock.scripps.edu/

Desarrolladores: The Scripps Research Institute - Olson Laboratory.
Descarga gratuita.

Discovery Studio® Visualizer

URL de descarga: http://accelrys.com/products/collaborative-science/biovia-
discovery-studio/visualization-download.php

Desarrolladores: Accelrys & Biovia.

Descarga gratuita.

PyMol:

URL de descarga: https://www.pymol.org/
Desarrolladores: Schrodinger

Descarga gratuita.

Se utilizaron los siguientes servidores online:
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= HADDOCK:
URL:http://haddock.science.uu.nl/servicessfHADDOCK2.2/haddockserver-
prediction.html
Desarrolladores: Utrecht University (BonvinLab)
Gratuito

=  SwarmDock:
URL: http://omm.crick.ac.uk/~SwarmDock/
Desarrolladores: The Francis Crick Institute
Gratuito

= ClusPro:
URL: https://cluspro.bu.edu/login.php
Desarrolladores: Boston University
Gratuito

=  Molprobity
URL: http://molprobity.biochem.duke.edu/
Desarrolladores: Duke University
Gratuito

= SuperPose
URL: http://wishart.biology.ualberta.ca/SuperPose/
Desarrolladores: Univerity of Alberta
Gratuito

= EMBOSS Water
URL: http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/
Desarrolladores: EMBL-EBI
Gratuito

2.2 Métodos:

2.2.1 Busqueda y recopilacion de estructuras

Las estructuras 3D de las moléculas utilizadas en el presente estudio (glargina, receptor
IR, y receptor IGF1R) se buscaron en la base de datos “Protein Data Bank” (PDB) (Berman
et al, 2000), seleccionando aquellas que presentaran la mejor resolucién y el ectodominio

con la mayor extension posible, las que finalmente fueron descargadas en formato PDB.
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2.2.2 Evaluacion de la calidad estructural de las moléculas
utilizadas
Una vez descargados los archivos con los datos estructurales, se analizé la calidad
estructural mediante MolProbity (Davis et al, 2007). MolProbity es un servidor en linea que
provee una evaluacion de los modelos 3D obtenidos por cristalografia de rayos X y
espectrometria de NMR, de proteinas y &cidos nucleicos. Molprobity se basa en el andlisis
de colocacion de atomos de hidrogeno y el analisis de contacto de todos los atomos,
complementado con versiones actualizadas de los criterios de geometria y torsion de
angulos. Algunas de las correcciones locales se pueden realizar automaticamente en
MolProbity y todos los diagnésticos se presentan en forma de graficos que ayudan a guiar
la reconstrucciéon manual. La cristalografia de rayos X proporciona una gran cantidad de
datos de estructuras tridimensionales de biomoléculas, sin embargo, a pesar de que el
campo de la cristalografia ha avanzado y se han desarrollado muchas mejoras, existen
errores en las biomoléculas que pueden afectar a la interpretacion biolégica mostrando por
ejemplo valores atipicos en el grafico de Ramachandran y desplazamientos erréneos de
cadenas laterales. Debido a esto, fue de suma importancia diagnosticar y corregir este tipo
de errores en las estructuras descargadas.
MolProbity es muy empleado por su facil uso y su eficacia en determinar la calidad de las
coordenadas geométricas de las estructuras contenidas en PDB. Aunque existen varias
formas de analisis en MolProbity, se escogié el analisis mas importante, (el analisis estérico
y de Geometria), que incluye evaluaciones de rotameros, de los enlaces y angulos de la
cadena principal y de Ramachandran.
Para realizar el analisis Molprobity primero se selecciond la opcion de andlisis de estructura
resuelta por medio de cristalografia de rayos-x, luego se insert6é el codigo PDB de cada
una de las estructuras y el servidor realiz6 la carga de la estructura mostrando la
informacion de la resoluciéon, nidmero de cadenas, numero de residuos presentes,
presencia de la cadena principal y cadenas laterales, la presencia de atomos de hidrégeno
y los resultados del refinamiento realizado por los autores que reportan la estructura a PDB
(Berman et al, 2000). En seguida el servidor ubicd y analizé la posicion de todos los &tomos
de hidrogeno. Finalmente analizé la orientacion y geometria. El servidor permitio elegir
opciones de evaluacion como: el grafico de Ramachandran, evaluacién de rotdmeros y

desviaciones del Cp.
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2.2.3 Preparacion de las estructuras

Especificamente, se realizd asignacion de atomos y enlaces faltantes por distancia,
eliminacion de las moléculas de agua y de algunos iones, asignacion de atomos de
hidrogeno y de cargas formales y se realiz6 de nuevo el andlisis mediante MolProbity para

corroborar que mejoro la calidad de la molécula.

2.2.4 Docking

Este trabajo se enfoca en el ‘sitio 1’ de unién de ligando, debido a que es el Unico
cristalizado para ambos receptores IR e IGF1R.

El docking se realiz6 mediante cuatro herramientas computacionales, tres de estas
seleccionadas por ser los servidores de docking proteina-proteina con los mejores
resultados de acuerdo a lo descrito por la comunidad de expertos CAPRI (Lensink &
Wodak, 2013) y una cuarta reportada como el software mas utilizado para realizar docking
molecular (Autodock) (Morris et al, 2009). En resumen estas herramientas fueron:

ClusPro

Para la realizacion del docking mediante clusPro se cred una cuenta para acceder al
servidor online con un usuario y contrasefia. Luego de acceder al servidor web se procedio
a subir al servidor el archivo en formato pdb tanto del receptor como del ligando. El analisis
se limitd a la regién mas proxima al bolsillo de unién del receptor para lo cual se tom6 como
base el sitio 1 de unién de insulina al receptor IR y el sitio 1 de union de IGF1 a IGF1R.
Con el programa PyMol 1.3r1 edu (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.5.0.4 Schrddinger, LLC) se removieron secuencias de residuos pertenecientes a
dominios que no pertenecen al sitio 1 de unién de cada uno de los receptores. Finalmente
se dej6 trabajando el servidor durante dos semanas, luego de las cuales se recibieron los

resultados via correo electrénico.

HADDOCK

Para la realizacion del docking mediante HADDOCK se cre6 una cuenta para acceder al

servidor online con un usuario y contrasefia. Se utilizé el servicio de prediccién de interfase
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de HADDOCK para proteinas indicando el nombre de cada estructura como ligando o
receptor. En seguida se procedié a subir los archivos en formato pdb de cada molécula.
HADDOCK permite seleccionar los residuos activos del sitio de union de cada receptor.
Para cada uno de los receptores se seleccionaron los residuos del ‘sitio 1’ de unién para
insulina e IGF1 de sus respectivos receptores, segun lo indicado en las secciones 1.3.1y
1.3.2 del marco tedrico.

Para el ligando glargina se cambid la notacién de la cadena B debido a que el servidor no
acepta que se repita la numeracion de los residuos, asi estos se encuentren en cadenas
diferentes; por lo tanto, la cadena A se mantuvo su numeraciéon habitual del residuo 1 al
21, pero en la cadena B los residuos se renumeraron del 30 al 50. Finalmente se realizé el
docking y un link para acceder a los resultados en formato pdb fue recibido via correo
electronico dos semanas después.

Swarmdock

Para la realizacién del docking mediante swarmdock no hubo necesidad de crear una
cuenta; el servidor pide un correo al cual envia el link para verificar el progreso del trabajo
y luego envia otro link cuando los resultados estan disponibles. Se subieron los archivos
en formato pdb de cada molécula y se utilizaron los parametros por defecto para el nimero
de movimientos normales. Se eligio la opcion de escoger los residuos del sitio 1 de unién
de cada receptor. Como se mencioné antes, para cada uno de los receptores se
seleccionan los residuos del sitio de union del ligando descritos en las secciones 1.3.1y
1.3.2 del marco tedrico. Finalmente, los resultados del docking fueron recibidos dos

semanas después via correo electronico.

Autodock

Para realizar el docking mediante Autodock (Morris et al, 2009) fue necesario descargar el
programa de forma gratuita para Windows junto con MGLTools (Sanner, 1999). Primero
se realizd una preparacion de cada una de las proteinas incluyendo la eliminacién de las
moléculas de agua, iones, la asignacion de atomos de hidrogeno y cargas formales y se
guardo el archivo en formato pdbqt.

A continuacion, se generé una caja de cribado o “Grid Box” con dimensiones especificas

centrada en la superficie de contacto para cada receptor y se cre6 un archivo de texto con
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estas cordenadas. Luego, por medio de la consola de comandos de “Windows cmd” se
escribieron las 6rdenes en donde se incluyeron los archivos de glargina, del receptor, y el
archivo de texto con las coordenadas de la caja de cribado. El espaciado (Grid Box) fue de
1 A, la exhaustividad de 10 y el nimero de resultados por Docking fue de 5 en todos los
casos. Los resultados que arroja Autodock Vina en formato pdbqt fueron visualizados en
Autodock v.1.5.4. Y corresponden a las mejores poses (configuracion y orientacién) con
valores de energia de unibn mas bajos en Kcal/mol, junto con los valores de la desviacion

de la media cuadratica 0 RMSD (root-mean-square deviation) entre conformaciones.

2.2.5 Criterios de seleccion de modelos finales

Debido a que cada plataforma computacional arroj6 muchos modelos, fue necesario

establecer ciertos criterios para poder seleccionar los modelos mas apropiados.

Dada la similitud estructural que se espera entre los ligandos insulina, glargina e IGF1 por
un lado y entre los receptores IR e IGF1R por otro lado, es razonable pensar que los
complejos glargina-receptor IR y glargina-receptor IGF1R tendran también similitud
estructural con el complejo insulina-receptor IR cuya estructura 3D se conoce Yy
probablemente también con el complejo IGF1-IGF1R, aunque en este caso no se tiene la
estructura 3D del complejo, pero existen datos bioquimicos de algunos residuos que
participan en la interaccion ligando-receptor. En consecuencia, los criterios de seleccién

de modelos fueron los siguientes:

1. Orientacion (posicionamiento) del ligando en el receptor. Se supone que glargina
presentard una orientacion similar a la que adquiere insulina en el receptor IR,

(seccion 1.3.1 del marco tedrico).

2. Residuos interactuantes conservados. Suponemos que algunos residuos
conservados en glargina también formarén parte de la interaccion con el receptor

en el complejo con glargina.

En relacion con este Udltimo punto, consideramos apropiado recordar nuevamente los
residuos interactuantes en el sitio 1 de union del ligando, algo que ya fue mencionado en

marco teorico:
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Para el receptor IR (Interaccion con insulina):
Residuos del dominio L1: Leu36, Leu37, Phe39, Phe64 y Arg65
Residuos del Dominio aCT: His710, Asn711, Phe714 y Val715.

Para el receptor IGF1R (interaccion con IGF1) se conocen los siguientes residuos:

Residuos interactuantes del dominio L1: Tyr28, His30, Leu33, Tyr54, Phe58,
Arg59, Leu81, Phe82, Tyr83, Asn84, Phe90, Argl112.

Residuos interactuantes del dominio CR: Phe241, lle255, Ser260, Ser261,
Glu264, Gly265, Phe266, GIn275, Glu276 (Keyhanfar et al, 2007; Harish &
Cameron, 2010 y Whittaker et al, 2001).

2.2.6 Visualizacion de estructuras

Todas las estructuras descargadas del banco de datos de proteinas, asi como todos los
modelos computacionales construidos, fueron visualizados con el programa PyMol 1.3r1
edu (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrédinger, LLC).
Adicionalmente, para escoger los modelos de acuerdo con los criterios de seleccion
descritos en la seccion anterior, se realizo la visualizacion de la interfaz de contacto de
todas la interacciones utilizando el software PyMol 1.3r1 edu (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.5.0.4 Schrodinger, LLC), y en seguida se realiz6 un andlisis
de las interacciones de los modelos escogidos mediante Discovery Studio® Visualizer

(Accelrys Software Inc, 2007) y Autodock.

2.2.7 Comparacion de los modelos obtenidos

Se realizé una comparacion de la pose u orientacion del ligando en todos los modelos
obtenidos para los complejos glargina-IR y glargina-IGF1R. También se realizé el calculo
de las constantes de disociacion relativas (Kd’) de cada complejo de acuerdo con la formula

AG=RT (InK) y se compararon.
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2.2.8 Superposicion de estructuras 3D

Se calculé el porcentaje de identidad y similitud mediante la plataforma EMBOSS Water
(McWilliam et al, 2013; Li et al, 2015) del EMBL-EBI (Rice et al, 2000). El andlisis de
superposicion de las estructuras 3D se llevé a cabo utilizando Discovery studio visualizaer
y la plataforma SuperPose (Maiti et al, 2004). Para calcular el porcentaje de identidad y
similitud se copi6 la secuencia de las cadenas A y B de la glargina en formato FASTA y
cada una fue comparada por separado con la secuencia de la proinsulina y la secuencia
del IGF1 mediante la herramienta EMBOSS Water utilizando un alineamiento local con una
matriz BLOSUM®65. Por otro lado, la estructura 3D de la glargina se compar6 con las
estructuras 3D conocidas tanto de la insulina como del IGF1 utilizando Discovery Studio®
Visualizer y la herramienta superpose, la cual fue alimentada con los archivos PDB de cada
una de las estructuras utilizando como punto de corte de similitud <2.0 A y de diferencia
>2.0 A para el célculo del RMSD, inmediatamente arrojé como resultado un modelo de
cada superposicion en formato pdb y su correspondiente calculo RMSD. Los resultados
fueron visualizados utilizando Discovery Studio® Visualizer (Accelrys Software Inc, 2007).
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3.RESULTADOS

3.1 Moléculas utilizadas en el estudio.

En primer lugar se procedié a buscar las estructuras tridimensionales de cada una de las
moléculas a utilizar en el estudio, esto se hizo en la base de datos PDB (Berman et al,
2000).

Glargina:

Para la Glargina se encontraron dos estructuras reportadas por el mismo grupo (Barba de
la Rosa et al, 2013), cuyas identidades en la base de datos fueron 4l1YF con una resolucién
de 1.80 A y 41YD con una resolucion de 1.66 A La estructura de glargina seleccionada
para el estudio fue la 4lYD (Figura 3-1) ya que a pesar de que su secuencia y estructura
es igual a 4lYF, tiene una mejor resolucion. Es importante resaltar que ambas estructuras
corresponden al metabolito M2 de la glargina que fue mostrado previamente en la seccién

1.3 de marco tedrico en la Figura 1-7.

Figura 3-1: Estructura 3D de la glargina (PDB: 41YD). Cadena A en color magenta, cadena
B en color verde. Tomado de Barba de la Rosa, 2013
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http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=4IYF
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Receptor IR:

Al momento de realizar la busqueda de la estructura del receptor IR en la base de datos
de proteinas (PDB), se encontraron 28 estructuras reportadas del ectodominio de IR, y
sélo cinco contenian el segmento aCT (codigos: 3LOH de 3.80 A, 3W12 de 4.30 A, 3w11
de 3.90 A, 3W13 de 4.3 A, 4XST de 3.00 A). Se escogi6 la estructura 3W11 reportada por
Menting et al (2013) ya que ademas de presentar el sitio 1 de union, se encuentra en
formando parte de un complejo con el insulina humana y presenta una de las mejores

resoluciones reportadas (Figura 3-2).

Figura 3-2: Estructura 3D receptor IR. PDB ID: 3W11. Tomado de Menting et al, 2013.

Receptor IGF1R:

Para el receptor IGF1R se encontraron 19 estructuras reportadas en PDB, de las cuales

se escogio la que present6 el ectodominio con la mayor extension (300 aa) y el ‘sitio 1’ de
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union, estéa estructura corresponde al cédigo PDB 1IGR y con una resolucion de 2.60 A
(Garrett et al, 1998) (Figura 3-3).

Figura 3-3: Estructura 3D receptor IGF1R PDB: 1IGR. Tomado de Garrett et al, 1998.
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3.2 Evaluacion de la Calidad de las estructuras 3D
utilizadas.

Para tener una idea de la calidad de las estructuras, a continuaciéon se decidi6 realizar un
analisis mediante el programa (o servidor) Molprobity.
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Glargina

Para Glargina el analisis mediante Molprobity revel6 que todos sus residuos cumplen con
los criterios geométricos y estructurales permitidos (Tabla 3-1). EI 100% de los residuos

se encontraron en regiones favorecidas y en regiones permitidas (Figura 3-4).

Tabla 3-1: Andlisis geométricos y de torsion de la glargina (PDB: 41YD) mediante
Molprobity.

|Poor rotamers "0 ”0.00% HGoal: <1% ‘
lRamachandran outliers “O ”0.00% HGoal: =0.05% }
|Ramachandran favored “46 ”100.00% HGoal: =08% I
|CB deviations =0.25A 0 10.00% |Goal: 0 |
|Bacl backbone bonds: “0 /198 ”0.00% ”Goal: 0% |
|Bad backbone angles: “0 /244 “0.00% “Goal: =0.1% ‘

Figura 3-4: Grafico de Ramachandran para Glargina (41YD). 100% (46/46) de los residuos
se encontraron en regiones favorecidas (>98%), 100% (46/46) de los residuos se
encontraron en regiones permitidas (>99.8%). Realizado con MolProbity.

4iyd1l trimmed.pdb. model 1

General case

Receptor de Insulina:

En cuanto al receptor de insulina, al realizar el andlisis con Molprobity se encontr6 que 13

residuos (2,5%) tienen una configuracion espacial no permitida (Tabla 3-2), aunque
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ninguno esta localizado en el sitio 1 de union. Por otro lado, el gréfico de ramachandran
(Figura 3-5) muestra que el 91.3% (503/551) de los residuos se encontraron en regiones
favorecidas y 97.8% (539/551) se encontraron en regiones permitidas. Adicionalmente, las
desviaciones cf3 5,49%, muestran que no existe un error alto en la geometria de la molécula
(Tabla 3-2).

Tabla 3-2: Andlisis geométricos y de torsion del receptor de la insulina IR (PDB: 3W11)
mediante Molprobity.

\Poor rotamers | 13 ”3.54% ‘Goal: <1% ’
Ramachandran outliers I 12 ”2.18% | Goal: <0.03% ’
Ramachandran favored “503 ||91 .29% | Goal: =98% ’
|CB deviations =0.25A 29 549%  ||Goal: 0 |
IBad backbone bonds: “0 /2260 ”0.00% ”Goal: 0% '
IBad backbone angles: “7 /2811 “0.25% ||Goal: <0.1% ’

Figura 3-5: Grafico de Ramachandran para IR (3W11), 91.3% (503/551) de los residuos
se encontraron en regiones favorecidas (98%), 97.8% (539/551) de los residuos se
encontraron en regiones permitidas (>99.8%). Realizado con MolProbity.

3wll.pdb, model 1

General case
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IGF1R:

Para IGF1R, el andlisis con Molprobity revelé que 71 residuos (17,5%) tienen una
configuracion espacial no permitida (Tabla 3-3). El grafico de ramachandran muestra que
el 84,8% (396/467) de los residuos se encontraron en regiones favorecidas y 97.6%
(456/467) se encontraron en regiones permitidas (Figura 3-6); las desviaciones cf3 1,1%,

muestran que existe un error bajo en la geometria de la molécula.

Tabla 3-3: Analisis geométricos y de torsion del IFG1R (PDB: 1IGR) mediante Molprobity.

[Poor rotamers “71 ”17.53% ”Goal: <1% |
lRmnachandran outliers “11 ”2.36% ||Goal: <0.05% |
lRamachandrzm favored “396 “84.80% ”Goal: =98% ]
|CB deviations =0.25A “) “ 1.14% “Goal: 0 ]
lBad backbone bonds: “2 / 1882 “0.11% “Goal: 0% ]
[Bad backbone angles: “57 /2349 ”2.43% ||Goal: <0.1% I

Figura 3-6: Grafico de Ramachandran para IGF1R (1IGR), 84.8% (396/467) de los
residuos se encontraron en regiones favorecidas (98%), 97.6% (456/467) de los residuos
se encontraron en regiones permitidas (>99.8%). Realizado con MolProbity.

ligr.pdb, model 1

General case
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De acuerdo a los resultados obtenidos con Molprobity, se tiene: la estructura de Glargina
presenta una geometria 6ptima. En cuanto a las estructuras de los receptores IR e IGF1R
se encontraron fallas en su geometria. Sin embargo, pero al analizar los residuos
importantes del ‘sitio 1 de union de cada receptor en la tabla de residuos del grafico de
ramachandran se observa que para IR todos los residuos se encuentran en regiones
favorecidas y permitidas (Tabla 3-2) y que para IGF1R ocurre lo mismo en casi todos
excepto conel residuo Tyr83 que se encuentra aislado de las regiones permitidas en el
grafico de ramachandran (Tabla 3-4). Debido a esto, se ejecuté un refinamiento de la
estructura mediante la adicion de atomos faltantes, reparacion por cercania de la union de
los &tomos no unidos en el receptor IGF1R y la inclusion de cargas formales por medio de
Autodock y se realiz6 de nuevo el andlisis del grafico de ramachandran. En este nuevo
analisis se observo que todos los residuos del ‘sitio 1° de unién, incluyendo el residuo
Tyr83, aparecian ahora en regiones permitidas y favorecidas, mejorando asi la geometria
de la molécula (Tabla 3-5). Por lo tanto, estas estructuras de ambos receptores fueron

utilizadas para realizar el estudio.

Tabla 3-4: Residuos del “sitio 1”7 de uniéon del IR y su resultado de acuerdo a
Ramachandran plot.

Numero residuo | Residuo | Resultado Ramachandran
36 LEU Favorecido
37 LEU Favorecido
39 PHE Favorecido
64 PHE Favorecido
65 ARG Favorecido
710 HIS Favorecido
711 ASN Permitido
714 PHE Favorecido
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Tabla 3-5: Andlisis geométrico y de torsion del IFG1R mediante Molprobity después del
refinamiento de la estructura.

Poor rotamers 0 0.00% Goal: =0.3%
Ramachandran outliers 6 2.34% Goal: =0.03%
Ramachandran favored 217 84 77% Goal: =98%

En resumen, se obtuvieron listas las estructuras necesarias para la realizacion del docking

proteina-proteina.

3.3 Interaccion Glargina-Receptor de insulina (IR)

La interaccién molecular (docking) entre la glargina y el receptor IR se estudié mediante
cuatro programas bioinformaticos, segun se indicé en la seccién de materiales y métodos.
El andlisis de docking arrojé un total de 637 modelos: 104 modelos obtenidos con ClusPro,
154 con SwarmDock, 374 con HADDOCK y 5 con AutoDock (Tabla 3-6). Luego de analizar
todos los modelos y de aplicar los criterios de seleccion indicados previamente en
Materiales y métodos, se descartaron 635 modelos, quedandonos finalmente con sélo dos

modelos seleccionados.

Tabla 3-6: Modelos computacionales de la interaccion glargina-Receptor IR.

Servidor/software Modelos Modelos
obtenidos seleccionados
ClusPro 104 1
SwarmDock 154 1
HADDOCK 374 0
AutoDock 5 0
TOTAL 637 2

La Figura 3-7 muestra la estructura 3D de los dos modelos finales seleccionados: modelo
004.09 de ClusPro (Figura 3-7A) y modelo 7d de SwarmDock (Figura 3-7B), y también
la estructura cristalogréafica conocida del complejo insulina-receptor IR para comparacion
(Figura 3-7C). Si se comparan los dos modelos teéricos (004.09 y 7d), se observa que la
pose del ligando respecto al receptor IR en el modelo 7d es mas similar a la pose que se

observa en el complejo conocido insulina-IR.
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Llama la atencion que en los modelos tedricos 004.09 y 7d se observa una cola con los
residuos del extremo C-terminal de la cadena B de la glargina, que no es vista en la
estructura del complejo insulina-IR cristalizado y esto es debido a que los autores de ese

trabajo no lograron resolver dicho segmento.

Figura 3-7: Modelos computacionales finales propuestos para el complejo Glargina-IR A.
Modelo 004.09 obtenido con ClusPro. B. Modelo 7d obtenido con SwarmDock. C.
Complejo insulina-IR (Menting et al, 2013). Glargina Cadena A en color Magenta, cadena
B en color verde, aCT en color Amarillo, L1 en color Azul y CR en color Naranja.

= Modelo 004.09:

La Figura 3-8 muestra nuevamente el modelo 004.09 de ClusPro para el complejo
glargina-IR y la estructura conocida del complejo insulina-receptor IR para comparacion.
Aunque ambas estructuras se asemejan, se observan diferencias en el posicionamiento

de uno y otro ligando al receptor.
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Figura 3-8: Modelo glargina-IR (ClusPro modelo 004.09). A. Modelo 004.09 del complejo
teorico glargina-IR. B. Estructura 3D del complejo insulina-IR de (Menting et al, 2013).
Glargina Cadena A (Magenta), cadena B (verde), aCT (Amarillo), L1 (Azul).

La tabla 3-7 resume las interacciones observadas en el modelo 004.09 de ClusPro. Se
encontraron 18 interacciones totales entre la glargina y el receptor IR. Tres de ellas han
sido observadas también en el complejo cristalografico insulina-IR homélogo (Menting et

al, 2013). Y son las que nos referimos como “compartidas” en la tabla 3-7.

Tabla 3-7: Interacciones del complejo glargina-receptor IR (modelo 004.09 de ClusPro).
En negrita se encuentran marcados los residuos del receptor IR, los residuos no marcados
corresponden a glargina.

Modelo Interacciones compartidas Interacciones exclusivas de
con Insulina-IR Glargina-IR
Phe39-valB12 Asnl15-TyrB16
Asnl15-GlyB20
Leu37-PheB24 Arg65-GlyB8
Arg65-SerB9
004.09 Arg65—GIuBlB
(ClusPro) Glu706-TyrB26
Phe714-TyrB26 Asp707-LysB29
His710-ProB28
Phe714-PheB25
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La Figura 3-9 muestra la superficie de contacto del modelo glargina-IR, centrada en los

residuos que forman parte de las interacciones compartidas.

Figura 3-9: Superficie de contacto en el modelo glargina-IR (ClusPro modelo 004.09). A.
Interacciones con L1: Phe 39-ValB12 y Leu37-PheB24. B. Interacciones con aCT: Phe714-
TyrB26. Glargina (Cadena A Magenta, cadena B verde), aCT (Amarillo), L1 (Azul).
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De las 18 interacciones, doce son mediadas por puente hidrégeno y seis por enlaces
hidrofobicos (Tabla 3-8). La energia libre (AG) para este complejo fue de -948,9 kcal/mol.

Es interesante destacar que en el modelo tedrico 004.09 se observan interacciones que
incluyen al residuo TyrB26 de la glargina (Figura 3-9). El residuo equivalente de insulina
(TyrB26) participa también en la interaccion con el receptor IR en la estructura cristalizada
(Menting et al, 2014). Este residuo ha sido descrito como importante para el

reconocimiento de la Insulina.
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Tabla 3-8: Resumen interacciones modelo 004.09.

Name Distance Category Type
IR:ARG65:HH11 - B:GLU13:0E1 2,30159 | Hydrogen Bond;Electrostatic Salt Bridge;Attractive Charge
IR:ARG65:HH12 - B:GLU13:0E1 2,26753 | Hydrogen Bond;Electrostatic Salt Bridge;Attractive Charge
B:LYS29:HZ2 - CT:ASP707:0D2 1,80017 | Hydrogen Bond;Electrostatic Salt Bridge;Attractive Charge
B:LYS29:HZ3 - CT:ASP707:0D1 1,89247 | Hydrogen Bond;Electrostatic Salt Bridge;Attractive Charge
IR:ASN15:HD21 - B:GLY20:0 2,11534 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
IR:LYS40:HZ1 - B:TYR16:0H 1,98819 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
IR:LYS40:HZ3 - B:TYR16:0H 2,0237 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
IR:ARG65:HH11 - B:SER9:0 1,89605 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
IR:ARG65:HH21 - B:GLY8:0 1,87513 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR16:HH - IR:ASN15:0 1,98019 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR26:HH - CT:GLU706:0E1 2,70555 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR26:HN - CT:PHE714 2,96748 | Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond
CT:PHE714 - B:PHE25 5,299 | Hydrophobic Pi-Pi T-shaped
B:VAL12:C,0;GLU13:N - IR:PHE39 4,1175 | Hydrophobic Amide-Pi Stacked
IR:PHE39 - B:VAL12 5,21719 | Hydrophobic Pi-Alkyl
CT:HIS710 - B:PRO28 5,30386 | Hydrophobic Pi-Alkyl
B:TYR16 - IR:LYS40 5,33826 | Hydrophobic Pi-Alkyl
B:PHE24 - IR:LEU37 5,20522 | Hydrophobic Pi-Alkyl

= Modelo 7d:

El segundo modelo final obtenido fue el modelo 7d de SwarmDock (Figura 3-10).

Figura 3-10: Modelo glargina-IR (SwarmDock modelo 7d). A. Interaccién glargina-IR
modelo 7d B. Interaccién insulina-IR (Menting et al, 2013). Glargina Cadena A (Magenta),
cadena B (verde), aCT (Amairillo), L1 (Azul).
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Este modelo seria estabilizado por 16 interacciones en total, de las cuales cuatro se

encuentran presentes también en el complejo homélogo insulina-receptor IR (Menting et

al, 2013). Las interacciones se resumen en la tabla 3-9.

Tabla 3-9: Interacciones del complejo glargina-IR (modelo 7d de SwarmDock). En negrita
se encuentran marcados los residuos del receptor IR, los residuos no marcados
corresponden a glargina.

Modelo Interacciones Interacciones exclusivas de Glargina-IR.
compartidas con
Insulina-IR
His 710-ValB12 Lys 40-GluB21
Arg 65-SerB9
Phe714-ValB12 Arg 65-HisB10
Arg 65-GluB13
7d Glu 97-SerB9
(SwarmDocKk) | Phe39-TyrB16 Glu 706-GlyB8
Glu 706-SerB9
Tyr 67-GluB13
Leu37-PheB24 Asn 707-LysB29
Asn 711-LysB29

La Figura 3-11 muestra la superficie de contacto enfocada en las cuatro interacciones

compartidas entre el modelo teérico 7d y el complejo binario homadlogo cuya estructura se

conoce (insulina-IR).



Resultados 69

Figura 3-11: Superficie de contacto del modelo glargina-IR (SwarmDock modelo 7d) A.
Interacciones con L1: Phe39-TyrB16, Leu 37-PheB24. B. Interacciones con aCT: His 710-
ValB12, Phe714-ValB12. Glargina Cadena A (Magenta), cadena B (verde), aCT (Amairillo),
L1 (Azul).
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De las 16 interacciones, diez son mediadas por puentes de hidrogeno, dos por enlaces
electrostaticos (Arg65-HisB10 y Arg65-GluB13) y cuatro por enlaces hidrofébicos (Tabla
3-10). El AG de este modelo fue de -20,89 Kcal/mol.



Resultados 70

Tabla 3-10: Resumen de interacciones del modelo 7d.

Name Distance Category Type
IR:ARG65:NH1 - B:GLU13:0E2 4,40922 | Electrostatic Attractive Charge
IR:ARG65:NH1 - B:HIS10 4,12515 | Electrostatic Pi-Cation
IR:LYS40:NZ - B:GLU21:0 2,75285 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
IR:ARG65:NH1 - B:SER9:0G 2,7514 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
IR:TYR67:0OH - B:GLU13:0E1 2,80525 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:SER9:N - CT:GLU706:0E1 3,04905 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:SER9:0G - IR:GLU97:0E2 2,73832 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:SER9:0G - CT:GLU706:0E1 2,94095 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:LYS29:N - CT:ASP707:0D1 3,23669 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:LYS29:NZ - CT:ASN711:0D1 2,72081 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:GLY8:CA - CT:GLU706:0E2 3,575 | Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
IR:ARG65:NH2 - B:GLU13:0E1 3,08439 | Hydrogen Bond;Electrostatic Salt Bridge
IR:PHE39 - B:TYR16 4,85661 | Hydrophobic Pi-Pi Stacked
CT:HIS710 - B:VAL12 5,46924 | Hydrophobic Pi-Alkyl
CT:PHE714 - B:VAL12 4,77564 | Hydrophobic Pi-Alkyl
B:PHE24 - IR:LEU37 5,46971 | Hydrophobic Pi-Alkyl

3.4 Interaccion glargina-Receptor IGF1R

El andlisis de docking para el complejo glargina-receptor IGF1R mediante los cuatro
programas bioinformaticos arrojé un total de 807 modelos: 70 modelos con ClusPro, 343
con SwarmDock, 389 con HADDOCK y 5 con AutoDock 5 (Tabla 3-11).

Tabla 3-11: Seleccién de modelos de la interaccion glargina-Receptor IGF1R.

Servidor/software | Modelos obtenidos | Modelos seleccionados

ClusPro 70 0
SwarmDock 343 2
HADDOCK 389 0
AutoDock 5 0

TOTAL 807 2
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Luego de analizar todos los modelos, se descartaron 805 segun los criterios de seleccion
descritos en metodologia, lo que nos permitié llegar a un total de dos modelos finales

seleccionados, cuyas estructuras 3D se muestran en la Figura 3-12.

Figura 3-12: Modelos computacionales seleccionados para el complejo Glargina-
Receptor IGF1R. A. Modelo teérico 38a de SwarmDock B. Modelo teérico 55b de
SwarmDock. Glargina Cadena A color Magenta, cadena B color verde, L1 color Azul y
CR color Naranja.

A continuacién un analisis mas detallado de estos dos modelos teéricos obtenidos para
el complejo glargina-receptor IGF1R.

= Modelo 38a:

El modelo 38a contiene 23 Interacciones en total. La Tabla 3-12 resume los residuos de
la superficie de contacto correspondientes este modelo. Algunos residuos del receptor
IGF1R que interactian con glargina también han sido descritos estar formando parte de
las interacciones en el complejo homologo del receptor con IGF1.
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Tabla 3-12: Interacciones en el modelo glargina-IGF1R (modelo 38a de SwarmDock). En
negrita se encuentran marcados los residuos del receptor IGF1R, los residuos no
marcados corresponden a glargina.

Modelo Interacciones compartidas con Interacciones exclusivas deglargina-
IGF1-IGF1R IGF1R
Tyr54-TyrAl4 Gly4-GlyAl
Tyr54- AsnAl18 Pro5-LysB19
GIn275-PheB24 Gly6-GlyAl
GIn275-TyrB26 Ser257- LysB29
Tyr28-GInA5 Asp262-SerB9
Tyr28-GInAl15 Ser279-GluB21
38a Lys300-TyrB16
(SwarmbDock) | Tyr28-AsnAl8 Lys80-CysA20

Tyr28-TyrA29

Glu276-GlyB23

Leu256-PorB28
Glu259-LysB29

Glu259-TyrB26

En la Figura 3-13 se muestra la superficie de contacto del dominio L1 del receptor, que

involucra a los residuos Tyr28 y Tyr54 en la interaccién con glargina.
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Figura 3-13: Superficie de contacto involucrando el dominio L1 de IGF1R en el modelo
con glargina (Swarmdock 38a). A. Interacciones: Tyr28-GInA5, Tyr28-GInAl5, Tyr28-
AsnAl18y Tyr28-TyrAl19. B. Interacciones Tyr54-TyrAl4 y Tyr54-AsnAl8: Glargina Cadena
A en color Magenta, cadena B en color verde y L1 en color Azul.

TYR2E

Por otro lado, la Figura 3-14 muestra la superficie de contacto del dominio CR del receptor,

donde se encontrarianlos residuos GIn275 y Glu276 interactuando con la glargina.

Figura 3-14: Superficie de contacto del dominio CR de IGF1R en el modelo con glargina
(Swarmdock 38a). A. Interacciones: GIn275-PheB24 y GIn275-TyrB26. B. Interaccion
Glu276-GlyB23. Glargina Cadena A en color Magenta, cadena B en color verde y CR en
color Naranja.
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De las 23 interacciones observadas en el complejo glargina-IGF1R, veinte son por puentes
hidrégeno, una por interacciones electrostaticas (Glu259-LysB29) y dos por enlaces
hidrofébicos (Tabla 3-13). La energia libre (AG) para este complejo fue de -16.85 Kcal/mol.

Tabla 3-13: Resumen interacciones modelo 38a.

Name Distance Category Type

B:LYS29:NZ - CR:GLU259:0E1 5,34611 | Electrostatic Attractive Charge
L1:TYR28:0H - A:GLN5:0E1 3,38048 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR28:0H - A:GLN15:0E1 2,77847 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR28:0H - A:TYR19:0H 2,87218 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR54:0H - A:TYR14:0H 2,75495 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR54:0H - A:/ASN18:0D1 2,75249 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:LYS80:NZ - A:ASN18:0 2,71867 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
CR:GLN275:N - B:PHE24:0 2,88435 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
CR:SER279:N - B:GLU21:0 2,7384 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
CR:SER279:0G - B:GLU21:0 2,76438 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
A:GLYL:N - L1:GLY4:0 2,79481 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
A:GLYL:N - L1:GLY6:0 3,04554 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR16:0OH - CR:LYS300:0XT 2,94626 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR26:N - CR:GLN275:0E1 2,73081 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR26:0H - CR:GLU259:0E2 2,96216 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:LYS29:NZ - CR:SER279:0G 2,65315 | Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:PRO5:CD - B:LYS29:0 3,53801 | Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
L1:LYS80:CE - A:CYS20:0 3,45821 | Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
B:SER9:CB - CR:ASP262:0D2 3,59848 | Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
B:GLY23:CA - CR:GLU276:0 3,43691 | Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
A:ASN18:ND2 - L1:TYR28 4,06245 | Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond
B:PRO28 - CR:LEU256 5,4489 | Hydrophobic Alkyl
A:TYR19 - L1:PRO5 5,45622 | Hydrophobic Pi-Alkyl

= Modelo 55b:

El modelo 55b contiene 18 Interacciones en total. La Tabla 3-14 resume los residuos que

interactdan en el modelo 55b.
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Tabla 3-14: Residuos de contacto del complejo glargina-IGF1IR (modelo 55b de
SwarmbDock). En negrita se encuentran marcados los residuos del receptor IGF1R, los
residuos no marcados corresponden a glargina.

Interacciones exclusivas de
glargina-IGF1R

Modelo Interacciones compartidas
con IGF1-IGF1R

Tyr54-TyrAl14 Pro5-LysB19

Tyr54-AsnAl8 Pro5-TyrAl19

Phe241-PheB25 Gly6-GlyAl

Tyr28-GInA5
Tyr28-GInAl15

Tyr28-AsnAl8

Gly6-TyrAl4
Arg18-GluA4

Lys80-Asnl8

His30-GInA5 Lys80- CysA20

55b His30-GInA15
(SwarmDock)

Lys80-GlyA21
Leu81-TyrAl4 Glu259-LysB29
Phe82-TyrAl4 Glu259-ProB28
Tyr83-TyrAl14 GIn275-PheB24

Glu276-GlyB23 GIn275-TyrB26.

La Figura 3-15 muestra la superficie de contacto del dominio L1 del receptor IGF1R, donde
participan los residuos Tyr28, His30, Tyr54, Leu81, Phe82 y Tyr83 del receptor formando

parte de la interaccion con glargina.
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Figura 3-15: Superficie de contacto del dominio L1 de IGF1R en complejo con glargina
(Swarmdock 55b). A. Interacciones Tyr28-GInA5, Tyr28-AsnAl8 y His30-GInA5. B.
Interacciones Tyr54-TyrAl4 y Tyr54-AsnAl8. C. Interacciones Leu81-TyrAl4, Phe82-
TyrAl4 y Tyr83-TyrAl4. Glargina Cadena A en color Magenta, cadena B en color verde y
L1 en color Azul.
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La Figura 3-16 por su parte, muestra la superficie de contacto del dominio CR del receptor
IGF1R, donde se aprecian los residuos Phe241 y Glu276 formando parte de la interaccion
con glargina.

Figura 3-16: Superficie de contacto del dominio CR de IGF1R en complejo con glargina
(Swarmdock 55b). A. Interaccion Phe241-PheB25. B. Interaccion Glu276-GlyB23. Glargina
Cadena A en color Magenta, cadena B en color verde y L1 en color Azul.
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De las 25 interacciones observadas en este modelo, 19 son por puentes de hidrégeno, tres
por enlaces electrostaticos (Argl8-GluA4, Lys80-GlyA21 y Glu259-LysB29) y tres por
enlaces hidrofébicos (Tabla 3-15). La energia libre (AG) de este complejo fue de -14.0

Kcal/mol.

Tabla 3-15: Resumen interacciones modelo 55b.

Name Distance Category Type
L1:ARG18:NH1 - A:GLU4:0E1 4,92577 Electrostatic Attractive Charge
L1:LYS80:NZ - A:GLY21:0 4,90801 Electrostatic Attractive Charge
B:LYS29:NZ - CR:GLU259:0E1 5,56797 Electrostatic Attractive Charge
L1:GLY6:N - A:TYR19:0OH 2,80248 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR28:0H - A:GLN5:0E1 3,01224 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR28:0OH - A:GLN15:0E1 2,72233 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:HIS30:ND1 - A:GLN5:0E1 3,03993 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:TYR54:0H - A:ASN18:0D1 2,81069 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:LYS80:NZ - A:ASN18:0 2,69221 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:LYS80:NZ - A:CYS20:0 2,76745 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
CR:GLN275:N - B:PHE24:0 2,91151 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
A:GLYL:N - L1:GLY6:0 2,73522 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
A:TYR14:0H - L1:LEU81:0 2,76134 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
B:TYR26:N - CR:GLN275:0E1 2,75455 Hydrogen Bond Conventional Hydrogen Bond
L1:PRO5:CD - B:LYS29:0 3,62806 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
L1:HIS30:CE1 - A:GLN15:0E1 3,24545 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
L1:PHE82:CA - A:TYR14:0H 3,16055 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
B:GLY23:CA - CR:GLU276:0 3,56733 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
B:PRO28:CD - CR:GLU259:0E2 3,48034 Hydrogen Bond Carbon Hydrogen Bond
L1:TYR83:0H - A'TYR14 3,51699 Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond
A:TYR14:0H - L1:TYR54 3,95846 Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond
A:ASN18:ND2 - L1:TYR28 3,90026 Hydrogen Bond Pi-Donor Hydrogen Bond
L1:TYR83 - A:TYR14 4,61142 Hydrophobic Pi-Pi Stacked
CR:PHE241 - B:PHE25 5,24986 Hydrophobic Pi-Pi T-shaped
A:TYR19 - L1:PRO5 4,73147 Hydrophobic Pi-Alkyl
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Entre los dos modelos finales 38a y 55b se observan interacciones (Tyr54-TyrAl14, Tyr54-
AsnAl8, Tyr28-GInA5, Tyr28-GInAl5, Tyr28-AsnAl8, Glu276-GlyB23) que involucran
residuos de IGF1R que han sido descritos como formar parte interacciones con IGF1 en
su respectivo complejo homélogo.

Adicionalmente, en ambos modelos tedéricos seleccionados, se observan tres
interacciones que serian exclusivas para el complejo glargina-receptor IGF1R: Pro5-
LysB19, Lys80-CysA20 y Glu259-LysB29, y las proponemos como interacciones
importantes para la unién glargina-receptor IGF1R.

Por otro lado, los residuos PheB25 y ProB28 presentes tanto en glargina como en IGF1,
interactian de forma diferente con el receptor IGF1R; en el modelo con glargina, el
residuo PheB25 interactla con los residuos Phe241 y Glu259 del receptor, mientras que
en el complejo con IGF1, este mismo residuo (PheB25) interactda con los aminoacidos
Phe82 y Tyr83 del receptor, y ProB28 lo hace con los residuos del receptor IGF1R Leu81,
Tyr83 y Asp84 en el complejo glargina-receptor IGF1R (Harish & Cameron, 2010).

3.5 Diferencias y similitudes estructurales entre los
modelos obtenidos.

Para efectos comparativos, en la Figura 3-17 se presenta un resumen de los modelos
computacionales obtenidos para los complejos glargina-IR (Figura 3-17A y B) y glargina-
IGF1R (Figura 3-17C y D).

Si se compara el posicionamiento de glargina en el receptor de insulina en los dos modelos
tedricos propuestos (Figura 3-17, comparar A con B), se observa que la pose de este
ligando respecto al receptor es diferente en los dos modelos. En el modelo 004.09 (Figura
3-17A), se aprecia que glargina presenta una ligera rotacion hacia la derecha (en el sentido
de movimiento de los punteros del reloj) comparado con su pose en el modelo 7d (Figura
3-17B).
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En cuanto la pose de glargina en el receptor IGF1R (Figura 3-17, comparar C con D), se
observa que el posicionamiento del ligando es ligeramente diferente en ambos modelos
tedricos propuestos.

Por otro lado, si se compara el posicionamiento de glargina entre uno y otro receptor (IR
versus IGF1R) (Figura 3-17A, B versus Figura 3-17C y D), se observa que glargina
adopta orientaciones distintas entre uno y otro receptor (IR vs IGF1R), y estas diferencias
son mas drasticas que las diferencias de orientacion observas para los don modelos de un

mismo receptor.

Figura 3-17: Resumen de modelos tedricos 3D obtenidos. Se muestran los complejos para
glargina-IR (A. Modelo 004.09 de clusPro; B. Modelo 07d de SwarmDock) y glargina-
IGF1R (C. Modelo 38a de SwarmDock; D. Modelo 55b de SwarmDaock). Glargina cadena
A en color magenta, cadena B en color verde, CR en color naranja, L1 en color azul y aCT
en color amarillo.
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La Tabla 3-16 muestra un resumen de los valores de energia libre de Gibbs relativa (AG)
gque los programas computacionales entregaron para todos los modelos finales
seleccionados. La tabla muestra también los valores de la constante de disociacion (Kq)
tedricos que calculamos a partir de dicho valores para cada complejo, suponiendo una
temperatura de 25°C, y utilizando la ecuaciones (3.2) que relaciona los cambios en la
energia libre de Gibbs (AG) con la constante de equilibrio del complejo ligando-receptor:

AG

RT(LnK,) (3.1)

K, = e AG/RT (3.2)

Donde:

AG= Energia libre de Gibbs

R= Constante de los gases (Relacidn entre energia, la temperatura y la cantidad de
materia).

T= Temperatura

Ln= Logaritmo natural

Kq4= constante de disociacion (constante de equilibrio de la disociacién del complejo)

Dado que las funciones matematicas utilizadas para los célculos energéticos varian de un
programa a otro, los valores energéticos obtenidos con diferentes plataformas no son
comparables. Asi, para poder realizar una comparacién de estos datos, fue necesario
enfocamos Unicamente en los diferentes modelos obtenidos por un mismo programa
(SwarmDock) ya que el valor de AG que arroj6 ClusPro para el modelo 004.09 no es

comparable con los valores AG de estos modelos (Tabla 3-16).

Tabla 3-16: Valores de AG y Ky de todos los modelos 3D finales obtenidos.

Modelo AG° Kg

complejo glargina-IR | 004.09 (ClusPro) | -948,9 kcal/mol *

7d (SwarmDock) | -20,89 kcal/mol | 4,2x106

complejo glargina- 38a (SwarmDock) | -16,85 kcal/mol | 3,9x103
IGF1R

55b (SwarmDock) | -14,0 kcal/mol 4,9x10
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Este datos muestran que en nuestros modelos computacionales la afinidad de glargina por
el receptor IR es aproximadamente tres 6rdenes de magnitud superior a la afinidad que
presenta por el receptor IGF1R.

3.6 Superposicion de estructuras

Dado que nuestra hipotesis de trabajo se fundamenté en la similitud estructural existente
entre los ligandos de los receptores estudiados, y también entre los receptores mismos, a
continuacion, se decidié a confirmar este punto a través de un andlisis comparativo de sus

estructuras 3D.

La Figura 3-18 muestra las estructuras conocidas tanto de insulina humana (Figura 3-
18A) como de glargina (Figura 3-18B). En general, se aprecia que ambas estructuras

presentan similitud en términos de su estructura secundaria y terciaria.

Figura 3-18: Estructuras 3D de insulina y de glargina. A. Insulina Humana PDB: 3W7Y
(Sakabe et al, 2013). B. Estructura 3D glargina PDB: 4IYD (Barba de la Rosa,
2013).Insulina Cadena A en color rojo, cadena B en color azul y Glargina Cadena A en
color magenta, cadena B en color verde. Imagenes tomadas de PDB.

A‘ P >
X IR

Mediante la plataforma EMBOSS Water se realizé un alineamiento local entre insulina y
glargina enfocado exclusivamente en el andlisis de cada una de las cadenas por separado,
el cual revel6 que la insulina y glargina presentan un 100% de identidad y de similitud en

20 residuos de la cadena A y un 100% de identidad y de similitud en 21 residuos de la
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cadena B. Adicionalmente, se realiz6 un andlisis comparativo de superposicion de las
estructuras 3D de glargina e insulina utilizando Discovery Studio® y la plataforma
SuperPose. El resultado de este analisis (Figura 3-19) muestra que las estructuras 3D de
glargina e insulina son altamente superponibles, con un valor RSMD de 1.5 A, indicando
alta similitud estructural. EI mismo resultado de RMSD se observan cuando el andlisis se
realiza con la plataforma SuperPose.

Figura 3-19: Superposicion de las estructuras 3D de insulina y glargina. El andlisis se hizo
con las estructuras de insulina humana (PDB: 3W7Y) y glargina (PDB: 41YD). Realizado
mediante Discovery Studio®. Insulina Cadena A (rojo), cadena B (azul) y Glargina Cadena

A (magenta), cadena B (verde).
N
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Adicionalmente, se decidi6 comparar la estructura de la glargina con la del factor de
crecimiento IGF1, que es un ligando de alta afinidad por el receptor IGF1R. La Figura 3-
20 muestra las estructuras conocidas de glargina (Figura 3-20A) y de IGF1 (Figura 3-
20B), se observa que las estructuras 3D también presentan alta similitud en términos de

sus estructuras secundaria y terciaria.
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Figura 3-20: Estructuras 3D de glargina y del factor de crecimiento IGF1. A. Estructura 3D
glargina, (PDB: 41YD) (Barba de la Rosa, 2013). B. Estructura 3D de IGF1, (PDB: IGZR)
(Brzozowski et al, 2002). Cadena A en magenta, cadena B en verde y el IGF1 en color
naranja.
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Adicionalmente, se realiz6 un analisis de alineamiento local entre glargina y el factor de

crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) IGF1 mediante la plataforma EMBOSS Water, utilizado
las cadenas A y B de glargina por separado para realizar este analisis. El analisis revel6
una identidad del 55% y una similitud del 70% entre la cadena A de glargina e IGF1,
mientras que para la cadena B de la glargina se observa una identidad del 61,9% y una
similitud del 85.7%. También se realiz6 un analisis comparativo de superposicion de las
estructuras 3D utilizando la plataforma SuperPose, a partir del cual se observa que ambos
ligandos de IGF1R son altamente superponibles (Figura 3-21), ya que ambas estructuras
contienen tres hélices alfa totalmente superpuestas y ademas con un valor RSMD de 1.2
A, indicando alta similitud estructural.


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=AdvancedAuthorQuery&exactMatch=false&searchType=All%20Authors&audit_author.name=Brzozowski,%20A.M.
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Figura 3-21: Superposicion de las estructuras 3D de glargina e IGF1. Realizado mediante
SuperPose (Maiti et al, 2004). Glargina Cadena A en color magenta, cadena B en color
verde y el IGF1 en naranja.

Por otro lado, y dado que la estructura 3D del receptor IR (Figura 3-22A) es similar a la
del receptor IGF1R (Figura 3-22B), también se decidi6 realizar un andlisis comparativo de
alineamiento local de sus estructuras 3D centrados Unicamente en los respectivos
dominios que conforman el sitio 1 de unién del ligando. De acuerdo a la plataforma

EMBOSS Water, se encontrd una identidad del 57.5% y una similitud del 73.3%.

Figura 3-22: Estructuras 3D del receptor IR y del receptor IGF1R. A. Estructura 3D
receptor IR (PDB: 3W11) (Barba de la Rosa, 2013). B. Estructura 3D del receptor IGF1,
(PDB: 1IGR) (Garrett et al, 1998). Receptor IR en color azul y receptor IGF1R en color
amarillo.
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El andlisis comparativo de superposicion de ambas estructuras 3D utilizando la plataforma
SuperPose mostré que son altamente superponibles (Figura 3-23), con un valor RSMD
calculado de 1.97 A.

Figura 3-23: Superposicion de las estructuras 3D del receptor IR y el receptor IGF1R.

En resumen, los resultados muestran que el porcentaje de similitud e identidad entre la
glargina e insulina, entre la glargina e IGF1 y entre los receptores IR e IGF1R son altos y
por lo tanto, la hip6tesis de trabajo y las suposiciones realizadas para el establecimiento

de los criterios de seleccion se proponen como validas.
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4.Discusion

El presente estudio se planted con el fin de intentar conocer la hipotética estructura y
potenciales determinantes estructurales de la interaccién ligando-receptor que involucra al
andlogo de insulina glargina y a los receptores IR e IGF1R, complejos cuyas estructuras
3D de desconocen, siendo que esas fisioldgica y patoldgica, y de esta manera poder
intentar explicar observaciones previas de otros autores. Aunque el abordaje experimental
ideal para este problema implicaria obtener cristales de ambos complejos y realizar
estudios de difraccion de rayos X, esto significaria un procedimiento largo y dificil porque
la realizacién de estudios cristalograficos en esta familia de receptores ha resultado ser
dificil, al extremo que los estudios con el receptor IGF1R se encuentran retrasados debido
a la imposibilidad de cristalizar el receptor IGF1R en complejo con IGF1. En sistemas
complejos como estos, los métodos de prediccion computacionales pueden proporcionar
pistas importantes hacia la comprensién de tales interacciones (Liu et al, 2013; Bharathi et
al, 2014; Loyau et al, 2015).

Con base en lo anterior, se decidié realizar un acercamiento computacional al problema
mediante un analisis de Docking proteina-proteina que nos proporcionara hipotéticos
modelos estructurales 3D relacionados con la interaccion ligando-receptor,

especificamente del sistema glargina-IR y glargina-IGF1R.

Consideramos importante destacar que nuestros datos constituyen el primer trabajo
enfocado en el estudio estructural de la interaccion de glargina con estos receptores. En
este sentido, se trata de un trabajo novedoso en el campo porque nos estamos moviendo
en la linea de frontera del conocimiento en este sistema bioldgico, y podria servir de base

para el disefio de nuevos estudios.
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El trabajo inicié con la busqueda y seleccién de las estructuras necesarias para realizar el
docking. En cuanto al receptor IR, en la base de datos de proteinas se encontré reportada
la estructura del complejo insulina-IR (holo Receptor), con insulina fijada en el sitio 1 de
unién (Menting et al, 2013). En cuanto al receptor IGF1R, no se ha reportado la estructura
del holo receptor con el ligando IGF1, pero si se encontré reportada la estructura 3D del
receptor vacio (apo Receptor). La complejidad y numerosas glicosilaciones de los
receptores IR e IGF1R dificulta la cristalizacién y por lo tanto la mayoria de estructuras
reportadas corresponden a fragmentos del receptor y en algunos casos presentan baja
resolucion, por lo tanto el uso de herramientas bioinfomaticas se constituye en una ayuda
valiosa, permitiendo seleccionar regiones claves de interacciéon y realizar acoplamientos
gue son de gran importancia para el acercamiento al conocimiento de las interacciones en
este tipo de proteinas. En cuanto al ligando glargina, recientemente ha sido reportada la
estructura 3D de glargina y corresponde Unicamente al metabolito M2, que es uno de los
dos metabolitos activos en el plasma sanguineo. Ante esto, en nuestro estudio empleé la
estructura del metabolito M2 que se diferencia de la glargina original en solo tres residuos,

como se mostré en el marco teérico.

Las plataformas usadas para la prediccion de las interacciones (docking) de los complejos
glargina-receptor IR y glargina-receptor IGF1R nos permitieron obtener un total de 1444
modelos computacionales de los complejos glargina-receptor IR y glargina-receptor
IGF1R, de los cuales finalmente se escogieron cuatro modelos, dos modelos para cada
complejo.

Los criterios de seleccion de potenciales modelos finales se basaron en la hipotética alta
homologia estructural entre los ligandos (insulina, glargina, IGF1), especialmente entre
insulina y glargina, y también entre los receptores (IR e IGF1R), especialmente en el ‘sitio
1’ de union de ligando, del cual se conocen detalles estructurales a partir de técnicas
cristalograficas (Garrett et al, 1998; Menting et al 2013). En contraste, poco se sabe del
sitio 2 asi que el presente estudio se centré exclusivamente en el ‘sitio 1’ de de ambos
receptores. Con la idea de analizar la validez de nuestros supuestos, se realizé un analisis
estructural comparativo de los ligandos y de los receptores. Los resultados dicho analisis
nos permiten decir con cierto grado de confiabilidad, que nuestra hipétesis de trabajo y las

suposiciones realizadas para el establecimiento de los criterios de seleccion son vélidas,
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ya que el porcentaje de similitud e identidad entre la glargina e insulina y entre la glargina
e IGF1 son altos. Adicionalmente, también se observa los receptores IR e IGF1R comparte
una alta identidad y similitud en el sitio 1 de unién, lo cual también valida nuestro andlisis.
No obstante, no podemos descartar la posibilidad de que los modelos planteados sean
diferentes respecto a lo real. Futuros estudios deberian ayudarnos en este sentido.

Por regla general, este tipo de estudios computacionales seleccionan modelos con base a
los menores puntajes de energia libre (AG) calculada teéricamente, ya que biolégicamente
se supone que el complejo mas estable es el que posee la menor energia libre. Aunque
cada plataforma computacional calcula un puntaje de energia para los diferentes modelos
generados, estos valores no fueron tenidos en cuenta en nuestros criterios de seleccién,
ya que los modelos que correspondian a dichos puntajes de menor energia mostraban
interacciones con residuos que no correspondian al ‘sitio 1’ de unién de cada receptor. La
presencia de estos complejos diferentes a lo esperado se debe a que los algoritmos que
realizan la busqueda de la superficie de contacto son limitados y la energia libre de
asociacion es altamente dependendiente del sistema particular (Vajda & Camacho, 2004;
Zhen et al, 2012; Moal et al, 2013). Por lo tanto, en algunos complejos no es un criterio
confiable de seleccién y es necesario tener en cuenta la informacién que se conoce a cerca
de las proteinas con las que se quiere realizar la interaccion (Karaka & Bonvin, 2013;
Rodrigues et al, 2013; Loyau et al, 2015).

Un hecho interesante de la realizacién del docking es que aunque se alimentaron los
servidores (SwarmDock y HADDOCK) con los residuos activos del ‘sitio 1’ reportados en
la literatura tanto para IR como para IGF1R, sé6lo algunos de estos residuos resultaron
formando parte de la superficie de contacto en los modelos finales seleccionados, y en
muchos casos las interacciones involucraron residuos diferentes a los que se introdujeron
en el servidor. Esto puede deberse a que SwarmDock y HADDOCK utilizan la informacién
con la que se alimenta el servidor de forma diferente: SwarmDock utiliza la informacién
Unicamente para realizar una pre-orientacion del docking, y la optimizacién y el
refinamiento se llevan a cabo sin ninguna contribucion de estos datos; HADDOCK, por su
parte, utiliza la informacion durante todo el protocolo de docking incluyendo la fase de

refinamiento.
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En este estudio computacional se observaron interacciones involucrando a los residuos
PheB24 y PheB25 de glargina similares a las reportadas por Menting et al (2014) para el
complejo homologo con insulina. Para ese complejo tales autores proponen que podria
darse una posible reubicacion del extremo C-terminal de la cadena B de glargina,
ocupando un espacio entre el aCT y L1. En los modelos 004.09 y 7d se observa un
posicionamiento de la cadena B entre aCT y L1 muy parecido al observado por Menting et
al (2014). En el modelo 7d, la cadena lateral del residuo PheB24 esta anclada en un bolsillo
hidrofébico delimitada por los residuos ValB12, LeuB15, TyrB16, y CysB19 de la cadena
B, y se encuentra interactuando directamente con Leu37 (Figura 1 anexo A).

A diferencia de lo observado por Menting et al (2014), quienes proponen que las cadenas
laterales de PheB25 y TyrB26 de insulina interactian con Val715 y se encuentran cerca
del residuo Argl4 sin contacto aparente, en nuestro modelo 004.09 con glargina se
observa que ambas cadenas laterales de la glargina interactiian con el residuo Phe714 y

no se encuentran cerca de Argl4 (Figura 2 anexo A).

El posicionamiento de la cadena B de glargina observado en los modelos 004.09 y 7d
concuerda con el ‘modelo de desprendimiento’ propuesto para la interaccion insulina-
receptor IR, que supone un cambio conformacional cuando la hormona se une al receptor,
en donde el C-terminal de la cadena B (residuos B24-B30) de insulina se desplazaria
desde el nucleo helicoidal exponiendo sus residuos no polares por medio de una torsién
de los residuos B20-B23 (Derewenda et al, 1991; Hua et al, 2009).

En los dos modelos presentados en este trabajo para la interaccién glargina-IGF1R, los
tres aminoacidos PheB24-PheB25-TyrB26 estan formando parte de interacciones con el
receptor (GIn275-PheB24 y GIn275-TyrB26 para el modelo 38a; Phe241-PheB25 para el
modelo 55b). Esto podria sugerir que la conservacion de estos tres residuos es importante

para el reconocimiento del receptor.

La presencia de diferentes interacciones en cada uno de los modelos escogidos pueden

llegar a ser parte de una compleja coreografia de cambios conformacionales que puede
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darse durante la etapa de reconocimiento y union al receptor, lo que conduciria a la
activacion del dominio tirosin-quinasa del receptor y podrian conducir a mdltiples salidas
de sefalizacion desde los receptores. Cabe resaltar que los anélogos utilizados para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo | en su mayoria poseen modificaciones en la cadena
B que producen un cambio en su perfil farmacocinético; por lo tanto, el entendimiento de
estas interacciones de los residuos de la cadena B con otros receptores como el receptor
IGF1R podria producir conocimiento importante para el disefio de nuevos analogos de

insulina.

Por ultimo, lo que nos llevé a la realizacién de este trabajo fue la posibilidad planteada por
diferentes autores de que glargina podria estimular vias mitogénicas a través de la
activacion de receptores como el IGF1R (Drejer, 1992; Slieker et al, 1997; Kurtzhals et al,
2000; Ciaraldi et al., 2001; Vajo et al., 2001; Rakatzi et al., 2003; Jensen and De Meyts,
2009; Siacca et al, 2012). Una posibilidad que pudiese explicar esto es que la union de
glargina a IGF1R pudiese ser de mayor afinidad que la union al receptor IR. Sin embargo,
los datos obtenidos con nuestro estudio son opuestos a dicha posibilidad, puesto que en
nuestros modelos la afinidad teérica de glargina por el receptor IR (Kq= 4,2x101) fue mayor
que por el receptor IGFIR (Kg= 3,910 y Kg= 4,9x101Y). Si bien es cierto que las
constantes de equilibro tedricas calculadas a partir de los valores de energia libre de los
programas de Docking no siempre se relacionan con las medidas experimentales, en
nuestro caso encontramos alguna coincidencia con un trabajo experimental publicado. En
efecto, en células Saos-2en cultivo, Sommerfeld et al (2010) ha observado que el
metabolito M2 de glargina (el mismo empleado en nuestro estudio) interactda con IR con
una afinidad aproximadamente 400 veces superior a del receptor IGF1R, lo que coincide
bien con nuestros datos. Aunque esto no parece sustentar la hip6tesis de que glargina
actuaria mas por la via de IGF1R, si pareceria dar sustento a nuestro estudio tedrico
computacional, porque los datos de nuestro estudio parecen coincidir con datos
experimentales publicados en relacion con la afinidad relativa de glargina por estos

receptores.

Finalmente, los resultados presentados en este trabajo pueden servir de base para la

realizacién de estudios experimentales posteriores, que validarian o descartarian la
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informacion tedrica propuesta en este trabajo, tal como ha ocurrido con trabajos publicados
por diferentes autores (Venkatesan et al, 2015; Wu et al, 2016). Por lo pronto, el presente
trabajo nos presenta unos pocos modelos estructurales hipotéticos para la interaccion de
glargina con los receptores IR e IgF1R.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

1. Se logré proponer dos modelos estructurales 3D para el complejo glargina receptor

IGF1R mediante cuatro plataformas bioinforméticas.

2. Los dos modelos propuestos para glargina-IR presentan similitud con la estructura

conocida del complejo Insulina- receptor IR.

3. Los modelos obtenidos para glargina-IR muestran varias interacciones diferentes con
la estructura conocida del complejo Insulina- receptor IR.

4. Los modelos obtenidos para glargina-IGF1R muestran interacciones con residuos

diferentes a la informacién conocida del complejo IGF1-IGFIR.

5. La afinidad relativa de glargina por el receptor IR es mayor que su afinidad relativa por

el receptor IGF1R.
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5.2 Recomendaciones

1. Realizar estudios de dinamica molecular con el fin de establecer otras posibles
similitudes y diferencias de la estabilidad de la interaccion entre glargina y los

receptores IR e IGF1R.

2. Realizar estudios experimentales bioquimicos de las interacciones entre los glargina
y los receptores IR e IGF1R para conocer con precision las bases estructurales de
dicha interaccién y como estas podrian o no afectar la proliferacién celular.

3. Enfocar la informacion tedrica y experimental futura hacia el disefio de nuevos

farmacos analogos de insulina.
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A. Anexo: Figuras

Figura A-1 Similitud entre el modelo glargina- receptor IR vs interaccion insulina-receptor
IR. A. Posicionamiento de la cadena lateral del residuo PheB24 anclada al bolsillo
hidrofébico delimitada por los residuos de la cadena B ValB12, LeuB15, TyrB16, y CysB19
y su interaccién con leu37 en la estructura insulina-IR de Menting et al, 2014. B.
Posicionamiento de la cadena lateral del residuo PheB24 anclada al bolsillo hidrofébico
delimitada por los residuos de la cadena B ValB12, LeuB15, TyrB16, y CysB19 y su
interaccion con leu37 del modelo glargina-IR 7d.
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Figura A-2 Diferencia entre el modelo glargina- receptor IR vs interaccion insulina-receptor
IR A. Posicionamiento de la cadena lateral de los residuos PheB25 y TyrB26 y su
interaccion con Phe714 en la estructura insulina-IR de Menting et al, 2014. B.
Posicionamiento de la cadena lateral de los residuos PheB25 y TyrB26 y su interaccion
con Phe714 en el modelo glargina-IR 004.09.
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