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RESUMEN

El descubrimiento de medicamentos es uno de los campos que mas demanda de
tiempo y dinero requieren, es por esta razén que se ha visto una necesidad y
esfuerzo en tratar de disminuir el tiempo de generacion de un medicamento, y la
prevencion de interacciones no deseadas. Asi, se han desarrollado métodos
bioinformaticos que permitan acelerar este proceso brindandonos un conocimiento
previo de reacciones quimicas mediante elucidaciones y simulaciones

computacionales.

La miel es un compuesto natural que ha sido utilizada desde hace mucho tiempo
como fuente medicinal por sus diversas propiedades que le permiten actuar como

antiinflamatorio, antioxidante, angiogénico, antimicrobiano, entre otras.

Una causa frecuente de enfermedades se debe al estrés oxidativo y llega a afectar
a lipidos, proteinas y el ADN. Asi, se ha visto que la miel ejerce un papel
antioxidante por la cantidad de compuestos bioactivos que posee como polifenoles
y flavonoides. Sin embargo, aunque existe evidencia de sus beneficios aun no ha

sido posible determinar cudl es el mecanismo de accién.

El objetivo de esta investigacion fue esclarecer el mecanismo de acciébn que
siguen los compuestos bioactivos de la miel para producir su efecto antioxidante.
Para esto utilizamos varias herramientas computacionales como Target fishing
logrando predecir 514 posibles dianas. Una vez obtenidos estos datos se realizo
un analisis de enriquecimiento para conocer los procesos biologicos y rutas
metabdlicas en donde las proteinas predichas se encontraban presentes. También
se analizaron los principales procesos biologicos entre ellos los de desmontaje de
la membrana, envejecimiento y fosforilacion de proteinas. Para el analisis de las
rutas metabolicas se utilizo la herramienta RSpider. De esta manera se determino
gue para llegar a ejercer un efecto antioxidante los compuestos pueden seguir
varias rutas como la del metabolismo del acido araquidénico, metabolismo del

nitrogeno, entre otras.



ABSTRACT

The discovery of new drugs is one of the fields that more demand of time and
money requires, therefore we need more tools to reduce the time of generation of a
new drug as well as preventing the presence of unwanted interactions. For this
reason, bioinformatics methods have been developed to accelerate this process by
providing us computational knowledge to elucidate and simulate new drug
development mechanism. Honey bee is a natural compound that has been used
for a long time as a medicinal source. It has several properties such as anti-

inflammatory, antioxidant, angiogenic, antimicrobial, among others.

One of the most frequent causes of diseases are the formation of free radicals,
which accumulation leads to oxidative stress that is generated by the energy
imbalance of cells affecting lipids, proteins and DNA. Thus, it has been observed
that honey acts as antioxidant due to the number of bioactive compounds that it
contains such as polyphenols and flavonoids. However, despite the existing
evidence of its benefits, it has not yet been possible to determine the mechanism
of action.The objective of this investigation was to clarify the mechanism of action
that the bioactive compounds of honey follow to produce their antioxidant effect.
Computational tools such as Target Fishing were used. The prediction of 514
targets was achieved. An enrichment analysis was performed with this data to
study the biological processes and metabolic pathways. The main biological
processes identified for the compounds were the response to drugs, membrane
disassembly, aging and protein phosphorylation. For the analyses of metabolic
pathways, the RSpider server was used, which condenses the list of genes into an
integrative network and associates them with different metabolic pathways. In this
way, it was determined that to decide an antioxidant effect, the compounds follow
several routes in which the metabolism of arachidonic acid, nitrogen metabolism,
among others, are involved. The main conclusion of our study is that there is not

only one antioxidant mechanism for the studied compounds.
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1. Capitulo I. Introduccién

1.1 Antecedentes

El descubrimiento de farmacos es uno de los procesos mas costosos y que mayor
demanda de tiempo requiere (Blass, n.d.; Groves, 2006). Comunmente, se ha
visto la generacion de interacciones no deseadas, debido a reacciones
inespecificas con dianas no previstas. (Alvarez-Suarez, 2016-Sliwoski, Kothiwale,
Meiler, & Lowe, 2014), lo que genera una reaccion adversa provocando problemas
en quienes se emplee el farmaco. Por este motivo es que algunos farmacos solo
llegan a la fase preclinica de su descubrimiento (Wilson & Neumann, 2012). A
pesar de que las interacciones con dianas alternativas no son correctas, estas
pueden ser utilizadas para nuevos descubrimientos como en la poli farmacologia,
el reposicionamiento de farmacos y como informacién adicional para proyectos de

investigacion (Liu et al., 2014).

Por otro lado, con el paso del tiempo y la aparicién de nuevas necesidades, se han
venido desarrollando varios métodos computacionales que permitan la
identificacion de posibles dianas. Para esto se emplean grandes bases de datos
de compuestos quimicos y proteinas que se han ido descubriendo (Real Academia
Nacional de Farmacia (Spain) et al., 2002). El uso de métodos computacionales,
construido usualmente en equipos multidisciplinares contribuye de forma mas
eficiente al andlisis de grandes cantidades de datos (Lim et al., 2016). Asi se ha
aportado al filtrado de datos para poder seleccionar moléculas candidatas que
puedan ser utilizadas en evaluaciones experimentales que tengan como fin la
generacion de una hipoétesis para comprender los posibles mecanismos de accion

de determinados compuestos (Liao, Sun, Guo, & Li, n.d.)Liu et al., 2014). De esta



manera es factible conseguir procesos experimentales con menor demanda de
tiempo y dinero permitiendo un descubrimiento mas eficiente de farmacos
(Sliwoski et al., 2014).

El impulso constante para el descubrimiento de nuevos farmacos conlleva a la
busqueda de compuestos con distintas caracteristicas. Un ejemplo de estos son
los antioxidantes introducidos o naturalmente presentes en diversos alimentos que
promueven un efecto adicional (Zhang & Tsao, 2016). Uno de estos alimentos es
la miel de abejas, que tiene un largo recorrido en la historia al ser utilizada desde
la antigledad como fuente medicinal (Niaz, Magbool, Bahadar, & Abdollahi, 2017).

Hay una amplia cantidad de evidencia que demuestra que la miel posee
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y angiogénicas sobre las células, al
contener varios compuestos bioactivos como lipofenoles, &cidos fendlicos,
flavonoides y proteinas (Zhang & Tsao, 2016). Por esta razon, es considerada una
buena fuente natural para la obtencién de compuestos candidatos para futuro uso
terapéutico. La miel en especial contiene varios compuestos que juegan un papel
importante en la activaciéon de la via de la proteina quinasa activada por AMP
(AMPK) y la proteina reguladora de genes involucrados en la produccion de
enzimas antioxidantes, (Nrf2) MPK/Nrf2 y especies reactivas de oxigeno (ROS)
qgue es la principal via responsable ante la respuesta antioxidante, la cascada
relacionada con las defensas antioxidantes y la funcionalidad mitocondrial
(Alvarez-Suarez et al., 2016). Ademas, la cascada de AMPK es uno de los
principales sistemas que ayudan a mantener la homeostasis energética en las
células, y estd involucrada en la respuesta al dafio por estrés oxidativo que es
inducido por ROS a través del aumento de los niveles de expresion del factor
nuclear 2 (Nrf2) (Kovac et al., 2015).



1.2 Planteamiento del problema

A pesar de la evidencia existente sobre los beneficios de la miel de abejas, ain se
desconoce el mecanismo de accion especifico de sus componentes para inhibir
vias como la del estrés oxidativo (Alvarez-Suarez, 2016). Uno de los mecanismos
mas empleados en la explicacion del efecto antioxidante de compuestos naturales
es el relacionado con la prevencion de la produccion de especies reactivas del
oxigeno (ROS). Estas son subproductos del metabolismo aerdbico que provocan
reactividad con distintos compuestos biolégicos induciendo en patologias ya que
dafian lipidos, proteinas y al DNA (Aliyu et al.,, 2013; Choudhury, Rivero,
Blumwald, & Mittler, 2017).

Se han desarrollado varias investigaciones con respecto a las propiedades de la
miel para controlar el estrés oxidativo, en donde se han llegado a proponer
algunos mecanismos de accion para determinar de qué manera la miel puede
inhibir vias relacionadas con el estrés oxidativo. Una de las teorias se basa en el
secuestro de radicales libres como superoxido e hidroxilo para controlar la

generacion de especies reactivas de oxigeno (Osorio & Fernie, 2013).

De igual manera, se ha visto que las ROS se encuentran involucradas en el
envejecimiento. Con el paso de los afios el ser humano empieza a perder
funciones sensoriales e inmunoldgicas las cuales tienden a afectar a 6rganos y
tejidos dando lugar a graves infecciones y enfermedades. Estas enfermedades
incluyen trastornos neurodegenerativos, inflamacion, patologias autoinmunes,
infecciones  virales, trastornos del sistema digestivo, inflamaciones

gastrointestinales, entre otras (Klaunig & Kamendulis, 2004).



A pesar de todos los esfuerzos realizados, hasta el momento no se conoce con
seguridad el posible mecanismo de accion de los compuestos bioactivos de la
miel. Se han caracterizado varios compuestos bioactivos involucrados lo cuales
pueden realizar una sinergia entre ellos para producir un efecto beneficioso o bien
trabajar de manera individual. (Alvarez-Suarez, 2016). La investigacion
experimental con cada uno de los compuestos demandaria un presupuesto
innecesario si no se conoce claramente cuales de ellos pueden actuar en
conjunto, o cuales seria los mejores candidatos. De esta manera, el conocimiento
de un posible mecanismo de accion especifico con herramientas bioinformaticas
es de suma importancia para futuras investigaciones experimentales y el

desarrollo de nuevas terapias frente a varias enfermedades (Farman et al., 2014).

1.3 Objetivos
General

. Elucidar de forma computacional posibles mecanismos de accion

antioxidante de compuestos naturales obtenidos de la miel de abeja.
Especificos
. Identificar posibles dianas mediante herramientas de target fishing.

. Analizar las redes metabdlicas formadas por estas dianas, asi como sus

posibles vinculos con las rutas metabolicas de estrés oxidativo.

. Determinar in silico los posibles mecanismos de accién antioxidantes

mediante modelacién computacional.



1.3 Justificacion de la investigacion

Como se ha mencionado antes, existe un alto interés en el estudio de compuestos
naturales con fines farmacologicos. Dentro de estos se encuentran aquellos
derivados de la miel de abeja, de la cual se ha evidenciado propiedades
antibacterianas y habilidades para la cicatrizacion heridas fisicas (Alvarez-Suarez
et al., 2016). La investigaciéon con compuestos naturales frente al estrés oxidativo
es de suma importancia para posibles tratamientos frente a un gran nimero de
patologias especialmente si el foco de la investigacion es basado en la formacién
de ROS ya que estos se ha visto relacionado con algunas enfermedades (Gechev
et al., 2014).

Tomando en cuenta que las investigaciones requieren ser especificas, no ha sido
posible que todos los compuestos sean investigados. Por esta razon la
bioinformética se ha encargado de la investigacion in silico de posibles dianas
terapéuticas para abordar de mejor manera el disefio experimental, generando
investigaciones mas especificas y con menor demanda de tiempo. Al igual que
con el conocimiento de compuestos naturales beneficiosos, estos puedan servir

como modelo para el desarrollo de nuevos compuestos para uso farmacoldgico.



2. Capitulo Il. Marco Teorico

2.1 Caracteristicas y propiedades de la miel.

La miel es un alimento que se caracteriza por contener una amplia cantidad de
nutrientes por lo que desde hace mucho tiempo se utiliza como fuente terapéutica
al contar con actividades beneficiosas para la salud. Se ha determinado que la
miel contiene aproximadamente 181 sustancias en su composiciéon y debido a sus
caracteristicas ha sido considerada como una fuente natural para la medicina
tradicional. Su accion farmacoldgica se ha comprobado en varias enfermedades
como: trastornos gastrointestinales, agente microbiano, cicatrizacién de heridas y
proteccion frente a varios padecimientos crénicos y agudos (Mobarok Ali, n.d.).
Los principales componentes de la miel son azucares, sin embargo, contiene otros
componentes como minerales, proteinas y compuestos fenélicos. Los compuestos
fendlicos se ha visto que contribuyen principalmente a producir su efecto
beneficioso en como antioxidantes (Moniruzzaman, Sulaiman, Khalil, & Gan,
2013).

En la naturaleza es posible encontrar varios antioxidantes naturales que son ricos
en flavonoides. Estos presentan una gama de efectos biolégicos como
antibacteriano, antialérgico, antitrombéticos, antiinflamatorio, vasodilatador, entre
otros. En la actualidad, se ha identificado que los causantes de la oxidacion en las
células son los radicales libres que causan dafio a nivel de lipidos, proteinas y
acidos nucleicos por la formacion de especies reactivas del oxigeno. Ademas
provocan dafio por estrés oxidativo que pueden desembocar en algunas
complicaciones biolégicas como mutagénesis, carcinogénesis, ateroesclerosis y

envejecimiento (Giampieri et al., 2017).



Uno de los mecanismos de accién que puede surgir por las especies reactivas de
oxigeno, es en la produccion de acidos grasos poliinsaturados donde las cadenas
laterales de la membrana podrian oxidarse por la exposicion a ROS. Como
resultado la peroxidacion de lipidos actia directamente sobre la permeabilidad de
la membrana, por lo que se pueden producir compuestos toxicos para el ser
humano como el acetaldehido, malonaldehido que producen efectos negativos a
nivel de ADN y ARN (Halliwell & Gutteridge, n.d.). Al acumularse radicales libres,
se genera el estrés oxidativo por lo que se han desarrollado algunos antioxidantes
para combatirlo. Estas son sustancias que presentan un sustrato oxidable y
previene o retrasa la oxidacién de otro sustrato. Los compuestos antioxidantes
pueden ser compuestos fendlicos, de nitrégeno, aminoacidos, carotenoides, entre
otros. (Sanchez-Valle & Méndez-Sanchez, 2018).

Debido a sus estructuras moleculares en donde se incluye un anillo aromatico
conformado de grupos hidréxido en donde estan presentes hidrogenos moviles,
los fenoles son transportadores eficientes de radicales libres. La accion de un
compuesto fendlico puede relacionarse directamente con su capacidad para
reducir o quelar un ion férrico en la catélisis de la peroxidacion lipidica. (Al-
Mamary, Al-Meeri, & Al-Habori, 2002).

A pesar de conocer todos los beneficios que se puede obtener de la miel, aun no
se ha logrado determinar el mecanismo que sus componentes siguen para
producir dicho efecto. Sin embargo, uno de los posibles mecanismos que han
surgido es aquel que esta relacionado en procesos de inflamacion, estrés
oxidativo y procesos de difusion mitocondrial. En dichos procesos se encuentra la
via de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), que actia como un sensor



energético bien conservado que se desempefia como clave para la regulacion del
metabolismo de lipidos y proteinas jugando un papel importante en la regulacion

del metabolismo celular (Kim & He, 2013).

2.2  Herramientas computacionales

Varios de los medicamentos de uso clinico han sido el resultado de un largo
proceso de descubrimiento, por lo que es necesario el uso de varias disciplinas
para lograr un descubrimiento con minimos efectos secundarios y mas efectos
beneficiosos. A pesar de este conocimiento, se vienen desarrollando métodos
experimentales los cuales toman varios afios en desarrollarse. Sin embargo, con
el uso de métodos computacionales es posible acelerar dicho proceso gracias a
que permiten identificar y codificar modelos tedricos con precisiébn y se puede
agrupar una gran cantidad de datos. Ademas, la aplicacion de los modelos
computacionales contribuye al conocimiento y entendimiento de mecanismos de
accion que toman los principios activos de varios medicamentos con lo que es
posible mejorar sus propiedades, en especial con compuestos quimicos de

fuentes naturales (Saldivar-Gonzalez, Prieto-Martinez, & Medina-Franco, 2017).

2.2.1 Target Fishing

En la busqueda de datos que permitan identificar posibles compuestos que
puedan interactuar con una diana especifica, se han desarrollado herramientas
como el de Target fishing. EI objetivo del mismo es identificar de manera
computacional las dianas que mas probabilidad tengan de interactuar o unirse a

una molécula de consulta, permitiendo establecer una prediccion de la bioactividad



con respecto a la molécula de consulta (Koutsoukas et al., 2011). Ademas, con
esta herramienta es posible detectar posibles efectos adversos que puedan ser
utilizados para el descubrimiento de farmacos como en la poli farmacologia
(Figura 1), que se define como la capacidad que poseen pequefias moléculas para
interactuar con multiples proteinas. Este conocimiento brinda una valiosa
informacion para el desarrollo de medicamentos mas efectivos y menos toxicos, al
igual que para el desarrollo de medicamentos mas especificos (Rodrigues et al.,
2014).

Disefio de farmacos convencional Polifarmacologia
1 molécula— 1 objetivo— 1 indicacién 1 molécula— mdltiples objetivos— multiples indicaciones
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Figura 1. Polifarmacologia.

Tomado de (Saldivar-Gonzalez et al., 2017).

La similitud quimica a través de huellas dactilares 2d y 3d puede utilizarse para
predecir nuevas dianas o interacciones de una molécula de consulta. (fradera &
babaoglu, 2017).
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También se ha utilizado el target fishing para el reposicionamiento de
medicamentos que consiste en la busqueda de nuevas aplicaciones para
medicamentos que ya son conocidos. De esta forma se puede abordar de una
manera mas eficiente el descubrimiento de usos alternativos para medicamentos

ya existentes.(van Laarhoven, Nabuurs, & Marchiori, 2011).

Varias bases de datos contienen millones de moléculas e informacion sobre la
actividad de algunas moléculas como ChEMBL (Gaulton et al., 2017) y PubChem
(Kim et al., 2016). Gracias a estas bases de datos ahora es posible realizar una
fusién entre un producto quimico conocido tanto con su estructura espacial y el
espacio biolégico que el mismo ocupa. Esto permite generar espectros biolégicos
que permitan predecir la actividad fenotipica de nuevas moléculas basandose en
su estructura quimica y su bioactividad, o la bioactividad de compuestos similares
(Kuhn, Campillos, Gonzalez, Jensen, & Bork, 2008; Szklarczyk et al., 2015).

Varios métodos computacionales han sido desarrollados para predecir dianas a
las cuales pueden llegar las moléculas de consulta. Inicialmente estos métodos
fueron clasificados en cuatro grupos: Busqueda por similitud quimica, aprendizaje
automatico, acoplamiento de paneles y analisis de espectros de bioactividad.
(Schomburg et al., 2014).
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2.2.1.1 Busqueda por similitud molecular

Los métodos mas simples para target fishing se basan en similitud molecular, en
donde se afirma que es probable que moléculas similares tengan propiedades
similares (Saldivar-Gonzalez et al., 2017).

Asi las dianas de la molécula de consulta pueden ser predichas por medio de la
identificacion de ligandos y proteinas de moléculas conocidas que sean similares a

la de consulta. (Fradera & Babaoglu, 2017).

Por ejemplo, se puede representar una molécula pequefia como una huella
dactilar Unica (o fingerprint), que es una forma de codificar la estructura de una
molécula (Figura. 2). El tipo mas comun de huella dactilar es una serie de digitos
binarios (bits) que representa la presencia o ausencia de subestructuras en una
molécula (Obaid et al., 2017).
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Tomado de (fradera & babaoglu, 2017).

Otra manera de conocer la similitud entre dos moléculas es mediante un enfoque

de similitud que compara dianas proteicas mediante similitud 2D de las moléculas.

Con el paso del tiempo también se desarrollaron métodos de analisis de similitud

3D, pero conlleva a un costo computacional mas alto que la similitud con huellas

2D. Algunos métodos que utilizan la informacion 2D han superado a métodos que

utilizan las similitudes 3D que se emplea entonces en casos donde existe una

similitud estructural baja (Fradera & Babaoglu, 2017).
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2.2.1.2 Métodos de aprendizaje automético

Se han desarrollado varios métodos computacionales de target fishing basados
en aprendizaje automatico (machine learning) que consisten en obtener una matriz
bidimensional teniendo una columna para las dianas o targets predichos y una fila
para los ligandos. Una vez obtenida dicha matriz por medio de herramientas
computacionales es posible completar los espacios en blanco o huecos que
quedan y predecir su valor correspondiente para seleccionar los que corresponda
a una mayor puntuacion (Manuel Morilla & Francesc Xavier Avilésinstitut, 2017).

De esta manera es posible la obtencion de clasificadores de red para la obtencién
de un resultado sistematico que permita asociar los nombres de dianas y sus
estructuras quimicas. Por lo tanto, obtener un modelo con mudltiples objetivos

individuales es posible gracias a estos métodos (Liu et al., 2014).

2.2.1.3 Métodos basados en estructura proteica

Otros métodos de target fishing utilizan las estructuras proteicas de sus dianas
para poder predecir nuevas bioactividades (Cereto-Massagué et al.,, 2015). En
estos metodos se utiliza un farmacoforo, que es un conjunto de distintos tipos de
grupos funcionales que puede representar las interacciones en comudn de un
conjunto de ligandos (and & Muskal*, 1999). Este farmacéforo, se lo utiliza para la
prediccidbn de nuevas bioactividades de estructuras proteicas por medio de la
identificacion de interacciones entre enlaces hidrogeno, interacciones hidrofébicas

e interacciones electrostaticas.
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El acoplamiento molecular presenta limitaciones para poder predecir las
interacciones de una diana y un ligando, debido a que no existe una relacion
significativa entre las puntuaciones de acoplamiento y la afinidad del ligando
(Cereto-Massagué et al., 2015). En algunos casos estos métodos pueden ayudar
de manera significativa a la prediccion de moléculas en un menor tiempo posible
(Liu et al., 2014).

2.2.1.4 Métodos basados en el andlisis de espectros de bioactividad.

El conocimiento de las actividades de un compuesto determinando mediante
perfiles de expresidon génica o microarrays de proteinas se pueden ver como
descriptores moleculares, y se los utiliza para la prediccién de objetivos (Cereto-
Massagué et al., 2015). En estos métodos se utilizan valores experimentales de
espectros de bioactividad de las moléculas en consulta para la obtencion de un
mapa de conectividad tomando en cuenta los perfiles de expresion génica de
cultivos celulares que hayan sido tratados con pequefias moléculas bioactivas
(Wang et al., 2013) .

2.2.2 Analisis de enriquecimiento bioinformético

Tradicionalmente en la investigacion se estudia uno o pocos genes al mismo
tiempo. Sin embargo, cuando nos enfrentamos a la tarea de analizar cientos o
miles de genes que estén implicados en distintas rutas metabdlicas de interés, es
necesario recurrir a técnicas estadisticas que nos ayuden a condensar esos datos.
Para ello usualmente se hace uso de informaciones complementarias como por

ejemplo, la ontologia de genes (Gene Ontology) (Ashburner et al., 2000), rutas
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metabdlicas (Kanehisa, Furumichi, Tanabe, Sato, & Morishima, 2017), etc. Para
este tipo de andlisis existen actualmente varias herramientas como EASE (Hosack
et al., 2003) y DAVID (Huang, Sherman, & Lempicki, 2009).

El andlisis de enriquecimiento juega un papel importante al contribuir al analisis
funcional de grandes listas de genes para estudios de alto rendimiento. De esta
manera se han desarrollado varias herramientas de enriqguecimiento que sean mas
faciles de interpretar para el usuario. Sin embargo, en algunas ocasiones se
puede encontrar con servidores desactualizados que dificulten el desarrollo del

trabajo de investigacion (Oda, Nagasu, & Chait, 2001).

2.2.3.1 Principio general del andlisis de herramientas de enriquecimiento

Basandose en el conocimiento biolégico previo, se han desarrollado herramientas
de enriquecimiento que, iniciando con una base de datos biolégica se identifican
términos bioldgicos que se relacionan con un mismo grupo, asi, a cada termino
bioldgico se le afiade un valor estadistico de probabilidad (valor p) para determinar
la importancia de cada termino con respecto al conjunto de datos genéticos que se
esta analizando. Para comprender un proceso biolégico se debe mencionar que el
mismo esta asociado a un grupo de genes individuales, por lo que es importante
determinar cuales de los genes presentes desarrollan un trabajo conjunto para
esto se utilizan herramientas de enriquecimiento. Por lo tanto, el conjunto que
mayor enriquecimiento tenga sera aquel que contenga una mayor cantidad de
genes que actiuen conjuntamente, generando un analisis de grandes listas de
genes que se los observe mediante grupos enriquecidos (Al-Shahrour et al.,
2007).
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Al aumentar la probabilidad de contener varios genes en un grupo, aumenta la
posibilidad de poder determinar un proceso bioldgico. Este enriquecimiento puede
ser medido cuantitativamente por algunos métodos estadisticos como Chi-
cuadrado. Estas herramientas sistematicas pueden mapear una gran cantidad de
genes que se asocien a un proceso bioldgico y poder examinarlo estadisticamente
mediante el enriqguecimiento de los genes (Khatri & Draghici, 2005).

2.2.3.2 Clasificacion de las herramientas de enriguecimiento

2.2.3.2.1 Analisis de enriguecimiento singular (SEA)

Para el analisis de enriquecimiento se utilizan genes de interés que ya hayan sido
pre seleccionados, los mismos que al ser analizados son establecidos con un valor
de probabilidad (valor p) para determinar si corresponden a una clase biolégica en
particular (Al-Shahrour et al., 2007).

2.2.3.2.2 Analisis de enriguecimiento del conjunto genético (GSEA)

Se centraliza en el principio de SEA, pero contiene un algoritmo que permite
agrupar todos los genes, sin seleccionar los mas significativos, si no, basandose
en el valor p de cada uno. Esto beneficia en el andlisis de enriquecimiento ya que

al no tomar solo como resultado los genes significativos, se reducen los factores
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arbitrarios y se utiliza toda la informacion, haciendo posible la identificacion de
cambios minimos que existan entre los términos genéticos (Varemo, Nielsen, &
Nookaew, 2013).

2.2.3.2.3 Anélisis de enriquecimiento modular (MEA)

Se centra basicamente en SEA. Sin embargo, adopta algoritmos adicionales que
permiten considerar relaciones de cada termino, mejorando la sensibilidad y
especificidad del descubrimiento. Utiliza un conjunto de genes compuestos como
referencia y aprovechando las relaciones que pueden generarse a largo plazo
teniendo un significado Unico. Mediante el uso de estadistica Kappa se puede
condensar y organizar los datos heterogéneos, permitiendo un andlisis de
enriguecimiento progresivo centrando la red en un gen de interés. Sin embrago, su
limitacion es que los genes huérfanos podrian quedar fuera del analisis (Carnielli,
Winck, & Paes Leme, 2015).

3. Capitulo lll. Disefio experimental

En el presente estudio se identificd el posible mecanismo de accion que siguen
algunos compuestos bioactivos de la miel. El diagrama de flujo de nuestra
metodologia general se muestra en la Figura 3. Se utilizaron varios servidores de
target fishing para determinar qué dinas estaban relacionadas con cada uno de los
compuestos. Se emplearon tres servidores distintos de target fishing. Una vez
obtenidos los resultados de cada servidor, se realiz0 una normalizacion de los
datos para que estuvieran en un mismo formato, para obtener una lista final de

dianas a las que los compuestos estuvieran dirigidos. Posteriormente, se realizd
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un analisis de enriquecimiento y la construccion de la red metabdlica para
finalmente determinar el posible mecanismo de accion de los compuestos

bioactivos de la miel para ejercer un efecto antioxidante.

COMPUESTOS PREVIAMENTE
CARACTERIZADOS

)

TARGET FISHING (SEA,
MolTarPred, Prediction Chartie)

)

LISTA FINAL DE POSIBLES

DIANAS
CONSTRUCCION DE RED ANALISIS DE ENTIQUECIMIENTOI
METABOLICA (DAVID BIOINFORMATICS)

| |

SELECCION DEL POSIBLE
MECANISMO DE ACCION

Figura 3. Diagrama de flujo del disefio experimental.
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De la lista de posibles dianas se realiz6 un analisis de enriquecimiento mediante el
servidor David Bioinformatics (Huang, Sherman, & Lempicki, 2009) para conocer
los genes que se encuentran agrupados o se relacionan entre si en distintas vias.
Paralelamente también se realiz6 un analisis de integracion de redes metabdlicas
usando el RSpider (Antonov A.V., Schmidt E., Dietmann S., Krestyaninova M.,
2010). Esto nos permitié determinar las vias mas enriquecidas de acuerdo con la
determinacién en conjunto de la cantidad de genes que se relacionaban mediante
la misma via, es decir actuaban en conjunto. Una vez obtenido dicho resultado se
realiz6 un andlisis de toda la red metabdlica donde estaban presentes las dianas
predichas y poder determinar un posible mecanismo de accion antioxidante que

siguen los compuestos bioactivos de la miel.

4. Capitulo IV. Procedimientos

4.1 Determinacién de compuestos bioactivos de la miel.

En el presente estudio se utilizé una lista de compuestos bioactivos de la miel
(Tabla 1), obtenidos de la caracterizacibn de mieles como Black mongrove,

christmas vine, linen vine, Manuka, morning glory y singing vean.
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Tabla 1.

Compuestos bioactivos de la miel.

COMPUESTOS BIOACTIVOS

1.- 8-Methoxykaempferol
2.- Acido caféico

3.- Acido fenilactico

4.- Acido ferulico

5.- Acido p-cumarico

6.- Acido siringico

7.- Acido vanilico

8.- Chrysin

9.- Cianidin 3-rhamnoside
10.- Floroglucinol
11.-Galangin

12.- Hesperetin

13.-Isorhamnetin

14.-Kaempferol
15.-Kaempferol 7-Orhamnoside
16.-Lepstosin

17.-Luteolin

18.-Metil sirignato

19.-Metil quercetin
20.-Myricetin

21.-Pelargonidin 3-rhaminoside
22.-Pinobaskin
23.-Pinocembrin

24.-Quercetin

25.-Quercetin 3-4"diglucoside

26.-Quercetin 3-0-rhaminoside

Tomado de (Alvarez-Suarez, J. M., Giampieri, F., Cordero, M., Gasparrini, M.,
Forbes-Hernandez, T. Y., Mazzoni, L., ... Battino, M. 2016).
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4.2  Target Fishing

Para determinar las dianas a las cuales esta dirigido cada de uno de los 26
compuestos (Tabla 1), se utilizaron las siguientes herramientas para Target
fishing: SEA (Keiser et al., 2007), MoltraPred (Pedn, A.; Naulaerts, S.; Ballester,
2017) y PredictionCharite (Nickel J., Gohlke B.-O., Ehreman J., Banerjee P., Rong
W.W., Goede A., n.d.). Todas las herramientas fueron utilizadas con el sistema
simplificado de entrada en linea (SMILES) el cual es una notacion utilizada para la
descripcion de estructuras quimicas que permiten la conversién de la estructura de

forma bidimensional y tridimensional.

4.2.1 Similarity ensemble approach (SEA)

La herramienta SEA utiliza el enfoque del conjunto de similitud, el cual permite
relacionar proteinas basandose en la similitud quimica. ldentificando la similitud
gue existen entre sus ligandos, hasta la construccion de mapas de similitud que

exista entre las dianas.

Una de las maneras de comprender un mecanismo de accién y la relacion entre
las proteinas involucradas en él es por medio de la comparacion de las dianas
biologicas de cada uno. Basandose en la quimica de sus ligandos, en donde se
puede encontrar que dos moléculas pueden contener propiedades similares, por lo
gue estaran unidas al mismo grupo proteico. Sin embargo, si se da un pequefio
cambio en la estructura quimica del ligando, la afinidad quimica de unién es

drasticamente diferente.
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De esta manera al encontrar la similitud quimica entre los ligandos de las
moléculas se pueden relacionar las dianas sobre las que actia o que estan
involucradas en su mecanismo de accion. Esto permite un gran avance en la
ciencia al poder evaluar la farmacobilidad de los objetivos a los cuales se dirige

cada proteina.

En el enfoque de conjunto de similitud (SEA), se utilizan dos conjuntos de ligandos
gue se consideran como similares. Partiendo de una base de datos de 65.000
ligandos que han sido conocidos como objetivos de farmacos. Este método
permite crear un vinculo entre cientos de ligandos que se encuentran, y determinar
las relaciones, origenes y posible importancia de la relacion entre cada objetivo
(Keiser et al., 2007).

4.2.2 MolTarPred

MolTarPred es una herramienta web que permite la prediccién de dianas utilizando
las moléculas en formato de SMILES. Esta plataforma utiliza las similitudes de
Tanimoto, haciendo uso de huellas dactilares Morgan dentro de los 607.659
compuestos que estan disponibles en ChEMBL. Las dianas que se obtengan
seran las diez moléculas més similares a la molécula en consulta. Los resultados
gue arroja seran de las dianas predichas, el nombre de cada una de ellas, el
organismo al que pertenece y el puntaje de confianza, mientras mayor sea dicho
puntaje habra mas probabilidad de que la diana predicha sea la molécula de

consulta. (Pedn, A.; Naulaerts, S.; Ballester, 2017)
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4.2.3 Prediction Charite

Esta herramienta utiliza el principio de similitud. En donde se emplean similitudes
2D donde se puedan encontrar descriptores topoldgicos de huellas dactilares de
cada compuesto. Aunque estas huellas son ampliamente utilizadas para
aplicaciones como el tamizado virtual, pueden presentarse problemas como en el
tamafio de moléculas de los compuestos, los cuales pueden afectar los célculos
de similitud. Por esta razén, es que esta herramienta no solo considera las
similitudes 2D (Figura. 2), sino que también hace uso de las similitudes 3D que se

dan entre los compuestos utilizando un enfoque de interaccién quimico-quimico.

La prediccion de las dianas para cada compuesto se basa en la distribucion de
similitud que existe entre los ligandos de cada una de las dianas. Estas
distribuciones son utilizadas para calcular las posibilidades individuales que
presentara cada objetivo. Los compuestos de interés se analizaran en una base
de datos que contiene 1.800 proteinas, 341.000 compuestos y 66.500

interacciones especificas para cada compuesto.(Nickel et al., 2014)

4.3 Redes de Interaccion metabdlica

4.3.1 RSpider

RSpider (Antonov A.V., Schmidt E., Dietmann S., Krestyaninova M., 2010) analiza
una lista de genes utilizando referencias ya conocidas de una red genética global

gue se construye mediante vias metabdlicas y vias de sefializacion de las bases
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de datos KEGG (Kanehisa, Furumichi, Tanabe, Sato, & Morishima, 2017) y
Reactome con una red integral de alrededor 4000 genes y 50000 interacciones.
Esta herramienta reconstruye una ruta metabdlica unificada tomando como base
una lista de genes segun tres abordajes: 1) modelo simplificado sin adicion de
proteinas externas a la lista, 2) modelo ampliado con posibilidad de adicion de una
sola proteina por interaccion y 3) modelo de mayor cobertura donde se posibilita la

adiciéon de dos proteinas por pares de interaccién introducidos en la lista inicia.

Cada una de las redes en estos tres modelos es comparada con la posibilidad de
formar una red semejante en una lista aleatoria. De esta forma si el valor p es
menor de 0.05 se considera que la red metabdlica obtenida es significativamente

diferente de una generada de forma aleatoria.

4.4 Andlisis de enriguecimiento

4.4.1 David Bioinformatic resources

David Bioinformatic (Huang, Sherman, & Lempicki, 2009) es una base de datos
para anotacion, visualizacién y de descubrimiento de rutas metabdlicas integradas.
Esta herramienta proporciona, entre otras cosas, una metodologia para el analisis

de enriquecimiento de una lista de genes en donde se puede determinar:

e Enriquecimiento biolégico, de gene ontology (GO)

e Enriguecimiento biolégico, de rutas metabdlicas
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5. Capitulo V. Resultados y discusion

Prediccion de posibles dianas y anélisis de enriguecimiento bioinformatico

Con el uso de target fishing se predijeron los targets o dianas que estarian
vinculadas con cada uno de los 26 compuestos que han sido identificados como
elementos bioactivos de la miel (Tabla 6, Anexos). Los resultados de la Figura 4,
indican que las predicciones con la primera herramienta SEA anotan un total de
457 dianas moleculares distintas compartidas entre los compuestos. La segunda
herramienta MolTarPred identifica un total de 175 targets y la herramienta
Prediction Charite identifica 111 dianas. El resultado de los targets en comdn que
fueron predichos por los tres métodos fue de 60. Este nUmero de predicciones
comunes es bajo lo que puede deberse a que los servidores utilizados para el

target fishing de hecho siguen abordajes diferentes en sus predicciones.

METODO1
(457)

68

314 45

34

METODO3
(111)

Figura 4. Target Fisghing.

Tomado de (Gong, Waris, Tanveer, & Siddiqui, 2001).
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Partiendo del andlisis de enriqguecimiento de ontologia genética se obtuvieron
todos los procesos bioldgicos que se observan en la Tabla 5 de los Anexos. Para
simplificar este espacio se utiliz6 la herramienta REVIGO (Supek, Bosnjak,
Skunca, & Smuc, 2011) que toma largas listas de términos de ontologia genética
(GO) vy los resume, eliminando los términos de GO que son redundantes (Supek,
Bosnjak, Skunca, & Smuc, 2011). Estos grupos pueden resumirse en: respuesta a
droga, desmontaje de la matriz extracelular, fosforilacibn de proteinas y

envejecimiento (Figura 5).

Figura 5. Diagrama de ontologia genética

Tomado de (Supek, F., Bosnjak, M., Skunca, N., & Smuc, T. 2011).
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Nota: Una base datos que condensa la informacién permitiendo obtener los
procesos mas relevantes al agruparlos. se puede observar que nuestros datos se
agrupan en cuatro procesos generales: respuesta a drogas; en donde
encentramos la respuesta inflamatoria, respuesta a la hipoxia y respuesta al estrés

oxidativo.

Dentro de estos grandes grupos encontramos procesos biolodgicos que
l6gicamente se relacionan con el estrés oxidativo como respuesta a la hipoxia,
respuesta al estrés oxidativo y procesos de Oxido-reduccion. Sin embrago,
procesos biolégicos como respuesta a drogas, metabolismos del acido
araquidonico, respuesta inflamatoria, y procesos virales también son de interés

para nuestro estudio.

Estos procesos bioldgicos como la respuesta a drogas, han sido estudiados con
respecto al estrés oxidativo como lo indica (Deavall, Martin, Horner, & Roberts,
2012) en donde el estrés oxidativo inducido por farmacos se encuentra implicado
en la toxicidad de varios tejidos. Esto puede deberse a que un medicamente
puede generar un intermediario reactivo y reducir el oxigeno molecular hasta la
formacion de ROS. Este mecanismo se ha visto en varios medicamentos como la
Doxorrubicina que su reduccion de un electron por medio de reductasas
mitocondriales podria generar radicales libres como semiquinona y antraquinona.
Ambos son inestables bajo condiciones aerébicas por lo que pueden reducir
facilmente al oxigeno molecular en ROS. Otra de las posibles vias de inducir el
estrés oxidativo también es las reacciones del medicamento con hierro Ill que
podrian generar el radical libre hierro ll, que es capaz de reducir el oxigeno
molecular. Este aumento de radicales libres conduce a un desequilibrio energético
y alteraciones en la funciébn mitocondrial que conlleva a la activacion de vias de
sefalizacion como la p38, que resulta en la acumulacién de p53 y finalmente la

muerte celular.
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Otro de los procesos biologicos determinados han sido los procesos virales, como
lo indica (Gong, Waris, Tanveer, & Siddiqui, 2001), ya que varias proteinas no
estructurales de virus se encuentran asociadas a la membrana celular como por
ejemplo el componente riboinucleorproteina NS5A del virus de la hepatitis C. Ya
que los virus de ARN viral se replican principalmente en el reticulo endoplasmético
(ER), esto podria llevar a la producciéon de ROS en ER que es vinculado con el
Ca2l. La liberacion de Ca2l desde ER que es absorbida por las mitocondrias
afecta al potencial transmembranal induciendo estrés oxidativo. Varios estudios
han demostrado que con la liberacion de calcio se desarrolla la producciéon de
ROS. Este mecanismo por el cual NS5A induce el estrés oxidativo se da por la
activacion de NF-kB y STAT-3 como proteinas no estructurales que conducen a la
alteracion de Ca21l que, al ser liberados en respuesta a estimulos, se transfieren a
la matriz mitocondrial lo que induce en el estrés oxidativo al elevar los niveles de
ROS.

También se ha asociado el metabolismo del &cido araquiddnico y la respuesta
inflamatoria con el estrés oxidativo como lo indica (Pompeia, Freitas, Kim, Zyngier,
& Curi, n.d.) Esta relacién se identificé al evaluar la apoptosis en leucocitos que
produce el acido araquiddnico (AA), que genera una modelacion en las respuestas
inmunes e inflamatorias, este efecto se da por una disminucion en la reduccion de
los niveles de glutation que se asocia a la peroxidacion lipidica. Se cree que esto
podia ser debido a la peroxidacion del AA o la produccién de superédxido que

induce el AA desencadenaria el estrés oxidativo.

También se ha observado que las muertes celulares inducidas por AA se observan
en la acumulacion de granulaciones, en donde se han visto implicadas varias
proteinas como COX, 5-, 15-lipoxigenasa, LTB4 sintasa, proteina activadora de 5-

lipoxigenasa (FLAP), proteina quinasas activada (MAP quinasas) y fosfolipasa A2.
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Cuando el AA se acumula y se incorpora a los cuerpos lipidicos se genera una
concentracion intracelular muy alta de proteinas citotoxicas por la peroxidacion

lipidica.

Asi también se ha considerado la relacion del acido araquidénico (AA) con el
estrés oxidativo por medio de la modificacion oxidativa de fosfolipidos que altera la
sefalizacion celular. Debido a que en su mayoria los &cidos grasos poli e
insaturados se esterifican en la posicion sn-2 de fosfolipidos, la peroxidacion
lipidica ocurre en su mayoria en esta posicion siendo el objetivo para la fosfolipasa
A2 (PLA2). Sin embargo, la peroxidacion de la membrana y el estrés oxidativo se
ha demostrado como potenciadores para PLA2 que dan respuesta a mediadores

como el AA.

Con esto observamos que los procesos biolégicos que se han obtenido reflejan
procesos asociados con el estrés oxidativo. Este tipo de validacion confirma que al
menos el espacio de las dianas predichas es consecuente con los conocimientos

gue tenemos de las mieles y su relacion con el estrés oxidativo.

También se evalu6 el enriqguecimiento de rutas metabdlicas tomando como partida
la informacion contenida en el KEGG que es una coleccién de varias rutas

metabdlicas, como se observa en la tabla 1.
Tabla 2.
Rutas metabdlicas

Nota: Obsérvese las rutas metabdlicas en las cuales convergen los targets u
objetivos predichos, ordenados de acuerdo con su valor p para determinar la
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significancia de cada una de las rutas. asi determinando todas las posibles rutas

en las cuales los objetivos desencadenan una funcion.
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Tomado de (Antonov A.V., Schmidt E., Dietmann S., Krestyaninova M., 2010)

Como se indicé antes, algunas rutas metabdlicas como metabolismo del &cido

araquidonico, mediadores inflamatorios, HIF1 y rutas de apoptosis tienen relacion
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con lo que se ha mencionado antes. La ruta del metabolismo del nitrégeno
también se ha asociado con el estrés oxidativo como lo indica (Koskenkorva-
Frank, Weiss, Koppenol, & Burckhardt, 2013), ya que mediante esta via se forman

especies reactivas como el radical super oxido y el 6xido nitrico.

Otra de las rutas relacionadas con el estrés oxidativo es la sintesis del acido
linoleico porque este aumenta la sintesis del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), por vias de activacion como la PKC-beta que aumenta la
secrecion de VEGF desencadenando en ROS (Doronzo et al., 2013).

También se relaciona al estrés oxidativo con la ruta de sefializacion de HIF-1 por
hipoxia, que al igual que el receptor de insulina AKT inducen varios genes

glucoliticos.

Como se conoce, la hipoxia induce al estrés oxidativo, por lo que su control
contribuiria a varios procesos asi se ha indicado que la miel puede ayudar a
combatirlo ya que algunos compuestos de la miel inducen en dianas en donde se
encuentran implicados varios genes glucoliticos que podrian aumentar el glucolisis
y la produccion energética para controlar el estrés oxidativo (Papandreou, Cairns,
Fontana, Lim, & Denko, 2006).

La ruta de la resistencia a la insulina, también se ha relacionado con ROS ya que
involucra a la via de la proteina quinasa AMPK que tiene la funcion de

sefalizacion molecular y actia con sensores como el TXNIP.
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TXNIP, es un sensor de nutrientes que puede controlar la homeostasis. Por lo que
es importante en la respuesta a nutrientes. Ademas, TXNIP juega un papel
importante al activar la pro-interleucina-1B (pro-IL-18) que juega un papel clave en

la resistencia a la insulina y la homeostasis energética.

e Integracién metabdlica

Para la determinaciéon de una red metabdlica integral se utiliz6 RSpider. El
resultado de cada una de las tres redes obtenidas se muestra en la Tabla 3. Como
podemos observar, los tres modelos son significativamente diferentes de posibles
redes aleatorias. El modelo 1 corresponde con la red mas simple posible dado el
conjunto de proteinas iniciales. Esta red es la més facil de interpretar y se muestra
en la Figura 6. En este modelo 1 solo se consideran las proteinas iniciales
(aquellas derivadas del target fishing) mientras que en el modelo 3 se adicionan
hasta un maximo de 2 genes adicionales por cada par de interacciones

posibilitando asi conectar rutas metabdlicas distantes.
Tabla 3.
Tabla de 3 modelos de redes metabdlicas.

Nota: Se determina la minima red metabdlica mediante tres modelos que agrupan

distintas cantidades de genes que se relacionan entre si.

RED METABOLICA RSPIDER

Modelo |[NUmero de genes |Valor p

1 60 <0.005

2 193 <0.005
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‘ 3 ‘ 230 <0.025

Tomado de (Antonov A.V., Schmidt E., Dietmann S., Krestyaninova M., 2010).

LIPL_HUMAN SIET HOUAN 30 1Ll
| . = LKHA_HUMAN
| g
| LPCHUNAN | / Citalopram_akdehy \ THAS l-.!UMAN PG
b cogopy Methyimalonate I PAZGA HUMAN b=
Tigatte e ; The o2 HUAN |
| ~” dcmthylcitabpra \ N\ \ \
Fat 0 | RN HOMAN / '
oA ~ALBHL HUAN | / ﬁgstum \/ \ MA HUMAN.
7 4-ﬁ.cctam|dohutanal \ /-
ABHDG HUMAN | \ ) W\ \ N\ /7 Hoy .
\ ‘&DF& HUMAN ARRN // - Mercaptopuring
MGLL HUMAN }Ammopropana Py AN/ Aachidonde
X\ [cP2C HUMAL AN A |
. x’| ~ \ \ \ et N\~ DH_HUMAN
| / : ., |
FABP#_HUMAN - i ,_mFB HUh\{AN W\ PR AN N PAZG_HUMAN / [ WO AN
! \ 5, ™, | .'
DGLA_HUMAN / \ | N AN AN S |MDH1 _HUMAN
\I \Benzpyrene N e . IMelhybanthine |
AOC2 | A / el 1N PA21BHUMAN N/ | ol
- \ N e / |
— 4 0\ \\ ~ P8 HUAN |
— o\ ePace MUl -
L T M oatlt gy HUW—TPW HUMAN 5pep) HumAN
ROHE AU N\ . ~_\ / CPIATHUNAN |
S L AN E,DH N}AN . ____EEZD\S_HUMP.N EGHZO[&]WW 1 ﬁﬂﬁ. HUMP‘.N GEHR_ HUMAN
Rctmal'“"' Endoxfe RN
1#.1_HUMP.N N _CPjM HUMART 'w * mewﬂ I' \‘\"\. A
0055?5 Irinatecat ™ | / DHB1 CHUMN 006205 £14786 LGUL_HUMAN
| o DHEZHOMAN
s I\ AKm HUMAN
ESTI HUMAN | <] o HUMAN' \ L\
| ! - ! ?--.
ESTLHUMAN  CIB075  COSB4" J
BOLR HUWA | ESTZ| / e Humu— AT HUMAN
e w0 S
3 HUMAN ’
CPig U - | AKIC2 AN
S50, Huygr—odestnoone

Figura 6. Red metabdlica integrativa del modelo 1 de RSpider

Tomado de (Antonov A.V., Schmidt E., Dietmann S., Krestyaninova M., 2010).

De la Tabla 1 de rutas metabdlicas, podemos observar que existen varios posibles
mecanismos de accién como el metabolismo del acido araquiddénico, la biosintesis
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de hormonas esteroideas, metabolismo del nitrdgeno, entre otras. Sin embrago,
como observamos en la Figura 6, encontramos varias dianas interconectadas
entre si por distintas vias metabdlicas por lo que no solo se encuentra un
mecanismo de accion que sigan los compuestos de la miel para cumplir su papel
antioxidante. Hay varios posibles mecanismos y algunos de ellos pueden estar
interconectados. La Figura 6 claramente esta sobre-representada en el
metabolismo lipidico lo cual indicaria que es esta una via primordial incluyendo el

metabolismo de esteroide y el &cido araquidonico.

Como podemos ver el acido araquidonico esta conectado como metabolito con
varias proteinas que a su vez son blancos de algunas de las moléculas que
componen la miel. Esta actividad podria causar una disminucién de la produccion
de AA o en su acumulacion, disminuyendo su toxicidad que lleva a la peroxidacion
lipidica. Este mismo efecto también puede disminuir la respuesta inflamatoria por
disminucién de la sintesis de eicosanoides. Recordemos que este acido es un
derivado del linoleico que es un aceite esencial en los humanos. Este andlisis y la
union con algunas rutas esteroidales puede ser una de las rutas principales que

expliquen el efecto antioxidante de algunos de los compuestos de las mieles.

A pesar de que la red metabolica del modelo 1 es mas simple de explicar, la del
modelo 3 contiene mucha mas informacién. En nuestro caso prestamos especial
atencion a los metabolitos que derivan de este proceso de integracién ya que no
constituyen elementos de nuestra prediccion inicial y adicionalmente pueden servir
como formas de validaciones futuras por medios experimentales. Los metabolitos

presentes en ambos modelos 1 y 3 se muestran en la Tabla 4.
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Metabolitos obtenidos de la red 1 y 3 con RSpider.

METABOLITOS OBTENIDOS PARA EL MODELO 1y 3

3alfa,21-Dihidroxi-5beta-pregnano-
11,20-diona

Complejo de poro nuclear (NPC)

1,2-Dihidronaftaleno-1,2-diol)

Citalopram_aldehido

4-Acetamidobutanal

Mercaptopurine

6-Tioinosina-5'-monofosfato;

Endoxifen

3,4-Dihydroxyfenylethyleneglycol)

(1R,2S)-Nafthalene 1,2-oxide

Demetilcitalopram

Leucotrieno A4 (LTA4)

11beta-Hidroxiandrost-4-ene-3,17-
dione

Retinal

Trigliceridos

Linolato

11beta,17beta-Dihidroxi-4-androsten-

3-one

1-Metillxantina

Be-4,5-oxide

S-Metilmalonato semialdehido

Prostaglandina G2 (PGG2)

SN-38

Benoprieno

Glutation (GSH)

16alfa-Hidroxiestrone

Metilmalonato
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3,4-Dihidroximandelaldehido; Araquiidonato
Androstanolona 3-Aminopropanal
Irinotecan Arterenol

Tomado de (Alvarez-Suarez, J. M., Giampieri, F., Cordero, M., Gasparrini, M.,
Forbes-Hernandez, T. Y., Mazzoni, L., Battino, M, 2016).

Dentro de estos metabolitos encontramos que se asocian principalmente a dos
vias metabdlicas, que son la respuesta a xenobidticos por el citocromo p-450. Las
enzimas del citocromo P450 son monooxigensas terminales que pertenecen a
varias familias de genes que se localizan en distintos lugares como el citosol y la
mitocondria. La importancia de dichas enzimas viene dada porque actian como
catalizadores de los metabolitos de medicamentos, y muchas veces aceptan
compuestos que resultan ser toxicos para la célula, y al aumentar su toxicidad

empiezan a surgir ROS (Salin Raj et al., 2014).

Uno de los metabolitos encontrados son los acidos grasos y los triglicéridos que
en varios estudios se ha determinado su relacién con el estrés oxidativo. Como lo
indica (Lee, Ellis, & Wolfgang, 2015) el nivel de radicales libres se incrementa
cuando la cantidad de grasa en los tejidos aumenta, desencadenando varias
enfermedades como la diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. Al
producirse radicales libres llega a promover la resistencia a la insulina, una via que
ya se ha descrito antes que juega un papel importante en el equilibrio redox de las
células que genera ROS y su acumulacion desencadena en estrés oxidativo

afectando a toda la célula. También al aumentar la cantidad de adipocitos es
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requerida la oxidacion de &cidos grasos para la produccion de energia, por lo
tanto, un desequilibro en esta oxidacion afectaria en todo el equilibrio.

También se ha encontrado metabolitos como 6-Thioinosine-5'-monofosfate que es
utilizado para tratamiento de varias enfermedades como la leucemia. Este
metabolito esta involucrado en el metabolismo de trifosfato de inosina, que ayuda
a la prevencion de la acumulacién de xenobidticos. Esta via que se ha visto muy
relacionada al estrés oxidativo ya que causa toxicidad. Asi también es el caso de
Demethylcitalopram, que se ha visto que produce efectos toxicos elevando la
cantidad de ROS por la toxicidad producida a nivel de la mitocondria (Ahmadian et
al., 2017).

Otro de los metabolitos conocidos es el Benzopireno, en el cual pueden actuar
algunos polifenoles como lo ha descrito (Omidian, Rafiei, & Bandy, 2017)
induciendo el estrés oxidativo. Este control de los polifenoles se ha visto
demostrado al inhibir el aumento de TNF-a que en condiciones de estrés o
inflamacion su expresion aumenta. También se ha visto relacionada a 16alfa-
Hydroxyestrone con el estrés oxidativo mediante la disfuncién del NADF que cuplé
un papel importante en el intercambio de electrones (Harvey et al., n.d.) .

Por otro lado, es interesante el papel del araquidonato ya que puede estar
involucrado también en respuestas hormonales, asi como lo indica (Walters et al.,
2018).

Una de las causas de infertiidad masculina es la defectuosa funcién de los

espermatozoides, ya que la peroxidacion lipidica en la membrana del esperma
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genera aldehidos citotéxicos como 4-hidroxinonenal, que estimula a la produccién
de ROS causando dafio celular.

Se ha visto que una de las células involucradas en el proceso anterior es la del
araquidonato 15 lipoxigenasa (ALOX15) que se ha demostrado que tiene una
relacion directa con los compuestos citotoxicos de la membrana celular y los
niveles de estrés oxidativo; por lo que un inhibidor de esta molécula seria de gran

importancia también en temas de infertilidad.

Todas estas validaciones o conexiones entre los metabolitos encontrados vy
diversos mecanismos de estrés oxidativo sugieren que hay varias rutas posibles.
Recordemos que estos metabolitos aparecen como consecuencia de nuestro
analisis metabdlico por tanto constituyen puntos de prediccion metabdlica que
tienen sentido con la informacion cientifica asociada a sus efectos en los procesos

oxidativos.
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Con la herramienta de target fishing es posible determinar un gran numero de
dianas que se relacionan con compuestos de interés, lo que permite ampliar la
visibn sobre mecanismos que pueden ejercer ciertos compuestos tanto directa

como indirectamente.

El andlisis de enriquecimiento nos permite observar se manera integrativa los
procesos biolégicos y las rutas metabdlicas en donde varias dianas estan
presentes. Nuestros resultados prueban que las dianas predichas guardan
relacion con procesos bioldgicos y rutas metabdlicas que sabemos tienen relacién

con el estrés oxidativo.

Encontramos que las dianas predichas se pueden involucrar en varias rutas
metabdlicas en donde se destacan la del acido araquidonico, y su conexion con el
metabolismo lipidico en general e incluso el metabolismo de hormonas

esteroidales.

Para actuar como antioxidante, la miel sigue sin dudas varias rutas metabdlicas
algunas de las cuales pueden estar conectadas entre si. Esto es una
consecuencia directa de su composicion quimicamente diversa. Sin embargo,
nuestros resultados parecen indicar que al menos una de las rutas principales se

debe al metabolismo del &cido araquidénico en donde se podria potencialmente
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disminuir el estrés oxidativo e incluso explicar otros efectos como el
antinflamatorio. No obstante, es necesario continuar las investigaciones tanto a
nivel experimental como in-silico para evaluar de forma mas especifica la
participacion de estas rutas y cuales de las moléculas de la miel presenta su

mayor afinidad.

6.2 Recomendaciones

Se recomienda hacer un andlisis in-silico de las interacciones ligando-proteina

especificamente en los candidatos relacionados con el acido araquidonico.

También se recomienda la evaluacion experimental de algunos de los
metabolitos reportados y de algunas de las proteinas reportadas dentro y fuera
del metabolismo lipidico para establecer las conexiones por ejemplo con el

metabolismo del nitrégeno (Ahmadian et al., 2017).

Es importante que cada ensayo siguiente se realicé utilizando esta previa

informacion para lograr obtener mejores resultados en trabajos experimentales.
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Tabla 5.

Targets predichos con su ranking.
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