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Resumen

La diabetes mellitus es un riesgo a la salud a nivel mundial, por lo que en los ultimos
afos se han realizado investigaciones sobre sus posibles tratamientos. En particular, se
ha encontrado una molécula hipoglucemiante proveniente de la saliva del monstruo de
Gila. Se postulé que la efectividad de dicha molécula, denominada exendina-4, se
debia a su similitud con el glucagbn. En este trabajo, se plante6 comprobar la
efectividad y mecanismo de accion de la exendina por medio de un analisis
computacional, en donde se compararia la exendina, el glucagén, y el receptor del
glucagén. El programa utilizado en este proyecto fue ArgusLab, y los compuestos
analizados fueron descargados desde el banco de datos de la Protein Data Bank. Se
realizdé un andlisis en donde se compararon estructural y funcionalmente la exendina-4
y el glucagon. El estudio demostré y corroboré su parecido, asi como también el

mecanismo de accién que se planted en los primeros estudios de la exendina-4.

Abstract

Diabetes mellitus is a risk to health worldwide. This has caused that in recent years,
several researches have been conducted regarding possible treatments for this disease.
A few years ago, a hypoglycemic molecule from saliva of the Gila monster was found. It
was concluded that the effectiveness of the molecule, called exendin -4, was due to its
similarity with glucagon. In this project, the objective was to verify the effectiveness and
mechanism of action of the exendin by means of a computational analysis, where
exendin would be compared with glucagon, and the glucagon receptor. The program
used in this project was ArgusLab, and the biochemical structures analyzed were
downloaded from the database of the Protein Data Bank. The analysis had the purpose
of comparing and contrasting structurally and functionally the exendin -4 against
glucagon. The study proved and confirmed their similarity and mechanism of action that

was stated in the early studies of exendin -4.
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Introduccién

Monstruo de Gila

Este reptil es endémico de México, considerado dentro del grupo de los saurios mas
venenosos del mundo; se ha descubierto que la saliva de monstruo de gila (Heloderma
horridum) puede contener una proteina, la cual puede reemplazar a las hormonas
intestinales que son activadas en el proceso de digestion. La saliva posee una hormona
similar a la hormona fabricadora del péptido-1 (aquel que normaliza la glucosa del
cuerpo). Esta hormona similar se llama exendina-4 (la cual podria ser una alternativa
para regular los niveles de azucar en la sangre).

Se conocen muchas teorias acerca del uso y aprovechamiento de esta hormona, todas
hablan de métodos que se deben tomar en cuenta para el tratamiento de la diabetes y
como resultado dan alternativas para su cura. Dentro del proyecto, se trabajaran tres en

especifico.

Teorias

La primera teoria habla sobre la efectividad de los farmacos antidiabéticos orales. En
ella se explica que los farmacos hipoglucemiantes tienen la finalidad de reducir los
niveles de azucar en la sangre. De acuerdo con Alfar et al (2000), existen 4 tipos de
farmacos: el primero de ellos son las sulfonilureas. “Su mecanismo de accion primario
es estimular la secrecion de insulina por la célula beta pancreatica, a través de su union
a un canal potasio-dependiente de ATP”, es decir estimula la produccién de insulina del
pancreas. Tiene algunos efectos secundarios como una cantidad excesiva de insulina
en la sangre, y por lo tanto una hipoglucemia.

Otros antidiabéticos que son altamente comercializados son las biguanidas. De acuerdo
con los doctores Alfaro, Simal y Botella en 2002, “Las biguanidas actuan
fundamentalmente a dos niveles: a) en el masculo, aumentando la entrada de glucosa a
las células y en el higado, b) disminuyendo la produccién de glucosa al disminuir la
neoglucogénesis, la glucogendlisis o ambas” Un efecto secundario es la pérdida de
peso, contrario a lo que hacen las sulfonilureas. Otros efectos pueden involucrar dolor

abdominal, nauseas y vomitos.



Los inhibidores de la alfa-glucosidasa disminuyen la absorcion de carbohidratos, y por
lo tanto no se tienen altos niveles de glucosa cuando se acaba de comer.

Las tiazolidineidionas, similares a las biguanidas, actian disminuyendo la resistencia
que las células imponen a la insulina. Es un método mas potente que la de las
biguanidas, ademas de que sus efectos secundarios son relativamente escasos.

Esos son 4 tipos de antidiabéticos que se usan con frecuencia para tratar la diabetes

mellitus, tanto tipo 1 como 2.

Otra teoria menciona que la presunta cura de la diabetes es la de las células madre,
actualmente ya se sabe que estas células pueden contribuir en la curacién del cancer,
por lo que ahora se pretende que puedan ser también una parte importante para poder
erradicar la diabetes en una persona.

En la diabetes tipo Il, las personas no producen la insulina necesaria y la cantidad de
células beta que se encuentran en su organismo oscila entre el 40 y 60% de la cantidad

gue normalmente se debe producir.

“Los avances en el trasplante de islotes pancreaticos humanos aislados han
sido impresionantes: las personas con diabetes tipo | pueden volver a tener
niveles de glucemia normales, sin la necesidad de terapia de insulina. Sin
embargo, esta liberacion de la dependencia de la insulina tan so6lo dura

algunos meses o afos”. (Weir, 2008, pp. 29 - 31).

Se debe recordar que para personas afectadas por esta deficiencia, lo mas importante
es tener una nueva célula productora de insulina. Las células madre pueden significar
una via o alternativa a este problema, pues ya se sabe que son capaces de producir un
namero incontable de células a nivel de islote pancreatico. De hecho, la revista
consultada Diabetes Voice (2014), nos dice que se han realizado pruebas
experimentales en ratones que han producido un aumento en las células beta maduras,
lo que puede significar que si es la cura para la diabetes. Sin embargo, algunos
investigadores siguen en desacuerdo de probar esto con los seres humanos, pues

todavia no han descartado que esta via pueda ser también causante del incremento de



células cancerosas o tumores en el organismo. Es importante mencionar que ésto se
cree mas probable que pueda suceder en la diabetes tipo |.

La teoria enfatiza la mencion sobre la regeneracion del pancreas y de las células beta
debido a que los experimentos en roedores han arrojado resultados muy positivos,
como se menciond anteriormente. A pesar de esto, en otros experimentos de la misma
especie sobre las células acinares pancreéticas, se concluyé que tal vez éstas pudieran
regenerar a las células beta del pancreas, pero no de una manera natural.

Esta teoria es muy interesante, pues las células madre parecen ser una muy buena
solucion para distintos problemas de salud de la actualidad; entre ellos se encuentra la
diabetes tipo Il. También es muy claro que es dificil comprobar si esta pudiera ser la

causa de neoplasias o tumores a nivel del organismo.

La tercer teoria es la mas enfocada a la proteina dentro de la saliva del (Hellodema
horridum), de acuerdo con la doctora Andrea EI-Ouaghlidi, (especialista en el
tratamiento de personas diabéticas de todo tipo, del laboratorio Diabeteszentrum Bad
Lauterberg, en Harz, Alemania) existe una forma alternativa de tratar la diabetes
mellitus tipo 2. Esta forma es por medio del uso de la saliva del monstruo de Gila reptil
que habita la zona norte de México y sur de EEUU.

Segun los estudios que se realizaron en los mismos laboratorios, la saliva contiene un
compuesto similar a las hormonas intestinales que son activadas al momento de la
ingesta de alimento. Estas hormonas producen un péptido denominado: péptido-1
(GLP-1); el cual es responsable de normalizar la cantidad de glucosa en la sangre
enviada al torrente sanguineo desde el intestino delgado asi como estimular la
activacion de las células beta del pancreas. Este producto, en conjunto con la insulina,
originada en las células beta, son los encargados de la regulacion de los niveles de
glucosa en sangre. “El rasgo mas prometedor del GLP-1 es el potencial de obtener una
normalizacion plena del control de glucosa en sangre sin que se corra el riesgo de
hipoglucemia.” (EI- Ouaghlidi, 2004).

El monstruo de Gila posee un compuesto similar a la hormona péptida denominado
exendina-4. Después de haber sido estudiada, la exendina-4 demostré tener

comportamientos similares al GLP-1 en el cuerpo humano reduciendo casi en su



totalidad la hiperglucemia y se encontrd que la estimulacion de las células productoras
de insulina fue mayor que otros medicamentos dedicados al estimulo de las mismas.
Con esto como antecedente, la doctora El-Ouaghlidi y su colaborador Michael Nauck,
proponen que la exendina-4 puede usarse de manera intravenosa para el control de
hasta una semana de los niveles de glucosa en sangre del cuerpo. La ventaja de esta
sustancia sobre el GLP-1 es que al no ser exactamente el mismo compuesto, la accion
de la hormona dipetil peptidasa IV (DPP-4), encargada de la degradacion natural del
GLP-1, se ve disminuida. Esto quiere decir que los niveles de exendina-4 se
mantendrian relativamente estables por lo que una sola dosis seria necesaria para una
semana. A la par, la exendina al ser un compuesto natural, se adecua a la necesidad de
activacion por lo que se estimula solamente la cantidad necesaria de células beta y al
mismo tiempo, previene hipoglucemias en los casos de pacientes con bajo tratamiento.
La diabetes no es facil de tratar, pero tampoco es imposible. Este descubrimiento ya
rindié frutos, ya que actualmente existe un medicamento llamado BYETTA que esta

producido con el agente activo (exendina-4).

Hipoglucemiantes

Algunos de los medicamentos hipoglucemiantes trabajan por medio de la estimulacion
de células Beta en los islotes de Langerhans. Esto quiere decir que aumenta los niveles
de produccion natural de insulina siempre y cuando ésta, aun si es fabricada de
manera natural. En el caso contrario, se inyecta insulina directamente al cuerpo. Esta
normalmente es fabricada en cultivos de bacterias y después aislada en el laboratorio
para utilizarse posteriormente.

La exendina es un péptido similar al GLP-1. Este ultimo es el responsable de la
estimulacién de las Células Beta del pancreas en el momento de la ingesta de
alimentos. Esto quiere decir que la exendina, justo como el GLP- 1 es un estimulante de
produccion de glucosa.

La ventaja principal que se tiene es la de ser un agente externo al cuerpo. Esto porque
no existe una hormona como tal capaz de degradarla mas rapidamente; por lo tanto, su

tiempo de accion es mayor y tiene un mayor impacto en el niumero de células blanco.



La desventaja que presenta es que la obtencion de este péptido es muy dificil, el cual
esta regulado por diferentes normas y que aparte de todo resulta toxico si no es
manipulado bajo las medidas de seguridad necesarias. Estas Gltimas son rigurosas
debido a que el péptido per se no es tdxico, pero si presenta toxicidad al estar junto con
los compuestos de la saliva.

Conflictos en la produccion.

La exendina-4, como se ha planteado anteriormente, se extrae de la saliva del
monstruo de Gila. Sin embargo, en México es un delito el uso de animales con fines de
produccion. A esto se le conoce como aprovechamiento de la vida silvestre. Ademas, el
monstruo de Gila esta protegido por el apéndice 1 del CITES (convencién internacional
para el tratado de especies de flora y fauna silvestre), ley que estipula que el
aprovechamiento de esta especie debe ser meramente en cautiverio: “Reconociendo
que la fauna y flora silvestres, en sus numerosas, bellas y variadas formas constituyen
un elemento irremplazable de los sistemas naturales de la tierra, tienen que ser
protegidas para esta generacion y las venideras. “ (CITES, 1973).

Otra regulacién legal que evita la produccién e investigacion de esta proteina es la
norma NOM 059 de la SEMARNAT,; la cual protege a la especie sefialando que se
prohibe su captura para el cautiverio a excepcion de zoolégicos e investigacion. Se
debe de tener en cuenta esta situacion, puesto que es un factor que posiblemente no
tenga buenos resultados en sus usos.

Debido a lo anterior, este trabajo se basara en el funcionamiento y la accién de la

proteina (exendina), ya que no se trabajara experimentalmente con ella.

Toxicidad de la Exendina-4

Por lo general la exendina-4 no tiene un nivel alto de toxicidad, la Unica complicacion
que hace a la exendina-4 toxica es la sustancia en la que se encuentra de forma
natural. La saliva de monstruo de gila (Heloderma spectrum) es una mezcla de
sustancias toxicas para los tejidos humanos, estas sustancias incluyen a la exendina-1
o helodermina la cual es una cerina proteasa que inhibe los canales de Calcio a nivel

cerebral, afectando también la recepcion de rianodina intracelular afectando la



liberaciobn de calcio intracelular de los depdsitos en respuesta al voltaje cerebral,
asemejandose a la kalicreina.

Otro componente del veneno heloderma es la fosfolipasa A2 la cual cataliza e hidroliza
a los fosfolipidos. Las fosfolipasas son las encargadas de dar la toxicidad y letalidad a
los venenos. Para los helodermas, las fosfolipasas poseen efectos neurotoxicos y
mitotoxicos. Por otro lado en las serpientes, esta fosfolipasa inhibe especificamente al
tromboxano inductor de la agregacion plaguetaria.

El veneno ademas contiene hialuronidas las cuales hidrolizan al acido hialurénico, y se
encargan de dispersar el veneno inyectado a través del torrente sanguineo de la
victima.

Ademas de la toxicidad de la saliva de dicho reptil, la saliva posee la habilidad de
incrementar la secrecion de enzimas pancreaticas, asi como el péptido intestinal
vasoactivo y secretinas. Esta posee una combinacion de las Exendinas-1
(helodermina), Exendina-2 (helospectina), y las caracterizadas exendinas-3 y 4, que
tienen parentesco con el glucagon, lo que las hace benignas si se separan del resto de
los componentes de la saliva. . Sin embargo existe una probabilidad del 41-49% de que
los pacientes adquieran anticuerpos anti-exendina-4 como mecanismo de defensa a las
sustancias del veneno.

Se conocen muy pocos efectos secundarios, el mayor temor acerca de los posibles
eventos adversos esta principalmente en la poblacién que sufre de diabetes tipo 2, pero
segun la doctora Gonzalez Albarran, endocrin6loga del hospital Ramoén y Cajal de
Madrid, no hay eventos adversos muy radicales que causen riesgo de hipoglucemia,
facilitando su posibilidad de administracion intravenosa semanal.

Sin embargo se conocen eventos adversos distintos a algunos que causen
hipoglucemia, a través de estudios clinicos en fase Ill controlados con pacientes con
diabetes tipo 2, muestran eventos adversos como nauseas, vomitos, diarrea y cefalea,
pero ningun evento adverso de mayor gravedad. Como esta es una sustancia
encontrada en un veneno de reptil, el cuerpo puede llegar a crear una barrera defensiva
de anticuerpos los cuales son anti exendinas, incluyendo las exendinas-1,2,3 y 4
terminando en una inmunidad y falta de reaccibn ante esta sustancia y los

medicamentos derivados de ella.



Problemética

Dentro de todas las enfermedades conocidas por el hombre, pocas son tan famosas
como la diabetes mellitus conocida comunmente como diabetes. Esta enfermedad es
ocasionada por un grupo de problemas metabdlicos, que consisten en altos niveles de
azucar en la sangre durante periodos de tiempo muy prolongados, fuera de causas
hereditarias la diabetes se causa por deficiencia de produccion de insulina en el
pancreas o la falta de respuesta de células del cuerpo a la insulina producida.

Esta enfermedad tiene en si tres variedades: la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y
diabetes gestacional. En el presente trabajo se estudiara solo la diabetes de tipo 2, la
cual comienza con una resistencia ante la insulina de parte de las células del cuerpo ya
que las células no responden bien ante la insulina, el agravamiento da como resultado
una alta demanda del cuerpo por insulina. Este tipo en especifico se debe al sobrepeso

corporal y la falta de actividad fisica.

“‘Hoy en dia la diabetes es una de las enfermedades presentes con
mayor frecuencia en el mundo. Se calcula que el promedio de casos
con diabetes a nivel mundial, rebasa las cifras de 347 millones de
afectados. Asi como se predice que dicha enfermedad podria ser la
séptima causa de mortalidad para el 2030 [...] En 2014, méas de 1900
millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los

cuales, mas de 600 millones eran obesos.” (OMS, 2015).

Objetivo

Considerando todas las teorias mencionadas acerca del tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2, se analizara mediante un estudio computacional la homologia
estructural, secuencial y funcional de la exendina-4 con el glucagon, como tratamiento

de la diabetes mellitus tipo 2, ya que con ello se podra:



1. Determinar si existen diferencias en los grupos funcionales del péptido
semejante al glucagon.
2. Relacionar la efectividad en los pacientes consumidores.

3. Comparar los resultados

Hipotesis

La exendina-4 con estructura similar a la del glucagdén, podra sustituirlo en sus
receptores inhibiendo la accion hormonal que tiene, con ello se considerard como
alternativa viable para luchar en contra de la diabetes tipo 2, sin sufrir efectos

secundarios perjudiciales a la salud.

Metodologia

Se investigd sobre las teorias expuestas para contrarrestar la diabetes tipo 2 en este
trabajo. Se investigd acerca de la exendina. ¢ Qué es? ¢ Quién la produce? ¢ Por qué es
efectiva? ¢Qué procesos fisiologicos afecta? ¢Qué otros tratamientos son similares?
¢, Qué afectaciones tiene al cuerpo humano?

Se descarg6 en un primer paso la exendina desde el PROTEIN DATA BANK, al igual
que el GLP-1. En la pagina del PROTEIN DATA BANK se comparé superficialmente
estos dos compuestos. Se obtuvieron los resultados, los cuales se analizaron en una
primera etapa..

En la segunda etapa, se descargd el receptor del glucagén y mediante el uso del

programa ArgusLab, se realiz6 el acoplamiento molecular.

La proteina 3C59 del Protein Data Bank es el receptor del glucagdén en donde ésta se
une al sitio activo. La exendina incorporada para este trabajo fue la proteina 1JRJ del
Protein Data.

El analisis in silico se realizé con la interfase ArgusLab 4. El alineamiento secuencial y
estructural se realizo mediante los métodos Needleman Wundch y FATCAT rigido del
Protein Data Bank (PDB).
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El acoplamiento molecular se realiz6 mediante el programa ArgusLab 4. La validacion
de la estructura cristalogréfica se realiz6 de la grafica de Ramachandran del reporte de
validacion del PDB.

Resultados y discusion

Los resultado obtenidos del primer analisis, se muestran en la imagen 1. Se observa
que en la pagina del PROTEIN DATA BANK se pueden realizar comparaciones
superficiales de las proteinas, obteniendo el porcentaje de similitud entre ambos
compuestos. Al comparar el receptor del glucagdén contra la exendina, se obtiene un
35% de similitud. Por otro lado, si la exendina se compara contra el péptido, se obtiene

una similitud del 90%.

Masswsl Omiaih ] Oeery g ¢ ] Seddeit

Imagen 1. Analisis preliminar de la pagina del PDB

La diferencia entre estos datos se explica de la siguiente manera: El conjunto receptor-
glucagon tiene varias cadenas afiadidas. Es decir, no solo es una cadena, sino que
tiene otros componentes que la hacen méas grande, es decir, el receptor incluido,
presentando un area de mayor extension comparada. Mientras que la exendina
comprende una sola cadena y por tanto, menos area que comparatr.
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La variacion en los porcentajes de similitud se debe al andlisis del area obtenida, el dato
gue indica que la exendina se parece en un 90% al conjunto demuestra que la exendina

se parece mucho a la parte del péptido que actlua en los receptores de glucagon.

Imagen 2. Exendina (amarillo) unida al receptor del glucagon (gris).

Los resultados obtenidos del acoplamiento, confirman la similitud de la exendina con
el glucagdn, asi como la capacidad de unirse al receptor (Imagen 2). Con respecto al
acoplamiento estructural de la exendina con el receptor del glucagén, se anexan varias
imagenes en anexos. Se presenta ademas, el sitio activo del receptor, junto con el
acoplamiento de la exendina a este sitio activo, entre otros.

El acoplamiento molecular mostrado en la imagen 2, muestra que la exendina 4 y el
glucagon ocupan el mismo lugar en el sitio activo del receptor de glucagon. Es decir, la
exendina puede actuar, o bloquear el receptor del glucagon, debido a su parecido

estructural.

Estos datos explicarian porqué la exendina 4 tiene actividad antidiabética actuando
como modulador negativo al inhibir la glucogénesis hepatica, evitando la hiperglucemia;
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ya que ocupa el sitio activo del glucégeno y evita que éste active al hepatocito para

incorporar glucosa al torrente sanguineo.

Conclusiones

Se concluye que la cadena 1 de la exendina, formada por 39 aminoacidos, al ser
comparada con la del glucagén (también de 39 aminoéacidos) por el método Needleman
Wundch, comparten un 90% de similitud estructural.

Se concluye en este trabajo que in silico, la exendina 4 y el glucagdn ocupan el mismo
lugar en el sitio activo del receptor del glucagon.

Se comprobo el mecanismo de accion de la exendina y se demostré que la similitud
secuencial y funcional con el glucagon, es lo que fundamenta su uso como tratamiento
viable en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

A pesar de tener resultados exitosos, se considera que la exendina — 4 es un
tratamiento poco viable en México, debido a las regulaciones impuestas hacia el
monstruo de Gila, asi como también el hecho de que la sintesis de esta molécula es
complicada y su produccion a gran escala pareceria ser insuficiente para tratar a toda la
poblacion diabética en el pais. Sin embargo, se espera que este reciente
descubrimiento permita realizar mas investigaciones sobre principios activos naturales

viables y aplicables para el mejoramiento de la vida humana.
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Anexos

Anexo 1. Estructura
quimica del receptor

del glucagon.

Anexo 2. En amarillo
el sitio activo dentro
de la molécula del

receptor.
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Anexo 3. En amarillo
el glucagon actuando

sobre su receptor.

Anexo 4. En amarillo
anicamente el sitio
activo del receptor
interactuando con el

glucagon.
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Anexo 5. Sitio activo
del receptor del
glucagon en amarillo,
interactuando con la

exendina.

Anexo 6. La exendina
(rojo) sobrepuesta con
el glucagon (gris) para
comparar su parecido

estructural.
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