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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un problema de salud mundial que
continua aumentando. Se estima que para el afio 2030, aproximadamente 643
millones de personas en todo el mundo padeceran esta enfermedad. El
garbanzo (Cicer arietinum L.) representa una fuente prometedora de péptidos
bioactivos, incluidos aquellos con actividad para inhibir blancos terapéuticos
importantes para el tratamiento de la DM2 como la dipeptidil peptidasa IV
(DPP-1V). Sin embargo, no se conocen las interacciones moleculares de los
péptidos de garbanzo con el sitio activo de la DPP- |V para inhibir su actividad.
Ademas, hay poca informacion tanto de las propiedades farmacocinéticas de
estos péptidos como de la capacidad de hidrolizados de garbanzo para inhibir
ala DPP-IV In vitro. Por lo tanto, nuestro objetivo fue predecir las interacciones
moleculares entre péptidos de garbanzo y el sitio activo de la DPP-IV, asi como
las propiedades farmacocinéticas de dichos péptidos. Adicionalmente, se
realizaron ensayos de inhibicion enzimatica In vitro con hidrolizados de
proteina de garbanzo para corroborar su potencial inhibidor. Se utilizaron las
secuencias de la legumina (Q9SM) y provicilina (Q304D4) de garbanzo para
realizar 8 hidrdlisis enzimaticas diferentes utilizando la plataforma BIOPEP-
UWM. Los analisis de acoplamiento molecular y ADMET (Absorcidn,
Distribucidn, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad) se realizaron utilizando
autodock vina 1.1.2, con la estructura DPP-IV PDB: 4PNZ, y la plataforma
ADMETLab2.0, respectivamente. Los ensayos de inhibicién enzimatica In vitro
se realizaron utilizando un kit comercial de inhibicion de la DPP-IV. Se
identificaron 381 inhibidores de la DPP-IV, de los cuales 92 fueron unicos. Los
analisis de unién molecular revelaron que estos péptidos tienen una energia
de union baja, que oscila entre -5,2 y -7,9 kcal/mol. Ademas, dichos péptidos
exhibieron una absorcion, biodisponibilidad, distribucion y propiedades no
toxicas optimas. Notablemente, los ensayos de inhibicion mostraron que los



hidrolizados de garbanzo con alcalasa tienen la capacidad de inhibir a la DPP-
IV In vitro con un ICso de hasta 0.6883 mg/mL en condiciones optimizadas de
hidrolisis (temperatura, tiempo y concentracidon enzima/sustrato). Asi, la
proteina del garbanzo es una fuente prometedora de péptidos bioactivos con
capacidad de inhibir a la DPP-IV In vitro y de materia prima para el desarrollo
de alimentos funcionales para el control glucémico. Los resultados del
presente estudio sientan las bases para futuros proyectos que evaluaran la
capacidad hipoglucemiante del hidrolizado de garbanzo en modelos In vivo.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad metabdlica cronica que
se caracteriza por la resistencia a la insulina y/o una deficiencia en la
produccion de esta (Chatterjee et al., 2017). La diabetes afecta alrededor de
537 millones de adultos alrededor del mundo, lo que representa al 10.5% de
esta poblacién, ademas, se estima que para el 2045 el numero de casos
aumentara a 783 millones (Magliano et al., 2021). El 90% de los casos de
diabetes son DM2 (Artasensi et al., 2020). La DM2 compromete la calidad de
vida de las personas que la padecen y algunos tratamientos provocan efectos
secundarios con su uso cronico (Zurita-Cruz et al., 2018). Por lo tanto, ha
crecido el interés por la busqueda de nuevos enfoques terapéuticos efectivos,
libres de o con efectos secundarios minimos para el manejo de la DM2
(Chelliah et al., 2021; Nauck et al., 2021).

Uno de los enfoques terapéuticos mas recientes para el tratamiento de
la DM2 es la inhibicién de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) (Deacon, 2020).
La DPP-IV es una enzima proteolitica ubicua implicada en la degradacion de
las hormonas incretinas como el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1) y
el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) (Kshirsagar et al.,
2011). Estas hormonas intervienen en diversos procesos bioldgicos, como la
reduccion de los niveles de glucosa plasmatica posprandial, mejorar la sintesis
de insulina, preservar la funcion de las células beta pancreaticas, facilitar la
absorcion y eliminacién de glucosa periférica, moderar la tasa de vaciado
gastrico, reforzar el metabolismo de la glucosa y promover la saciedad
(Cornell, 2020). Por lo tanto, dado que la inhibicion de DPP-IV mantiene el
sistema de las incretinas, los inhibidores de la DPP-IV han sido reconocidos
como agentes terapéuticos cruciales para el tratamiento de la DM2.



En los ultimos afos ha crecido el interés por el uso de péptidos
bioactivos provenientes de los alimentos como una alternativa a la terapia
convencional o como ingrediente de alimentos funcionales/medicinales,
debido a que estos han mostrado tener diferentes actividades biolégicas como
antihipertensivas, antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias vy
antidiabéticas (Chelliah et al., 2021; Daliri et al., 2017a; Peredo-Lovillo et al.,
2022). En este contexto, el garbanzo es una leguminosa rica en proteinas,
representando entre el 15% y el 20% del grano, dependiendo de la especie.
Ademas, es la tercera leguminosa mas producida a nivel mundial (Chavan
et al., 1987; Merga & Haji, 2019). Se ha demostrado que la hidrdlisis de las
proteinas del garbanzo puede liberar péptidos con actividad biolégica, como la
capacidad para inhibir a la enzima convertidora de angiotensina | (ECA-l) o a
la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) (Chandrasekaran et al., 2020; Figueroa-
Salcido et al., 2024). Esto hace que el garbanzo sea una fuente prometedora
de péptidos con aplicaciones terapéuticas. Por lo tanto, resulta relevante
estudiar las propiedades de estos péptidos. Sin embargo, los métodos
convencionales para el estudio y desarrollo de nuevos compuestos
terapéuticos son costosos y requieren mucho tiempo, lo cual limita la
investigacion y el avance en tratamientos basados en péptidos bioactivos (Tu
etal, 2018). En este sentido, los enfoques bioinformaticos ofrecen una
alternativa eficaz para la exploracién inicial y la identificacion de nuevos
compuestos terapéuticos, entre ellos los péptidos bioactivos (Shuli et al.,
2022). Estos analisis permiten descubrir nuevas fuentes de péptidos
bioactivos, seleccionar la enzima mas adecuada para la hidrdlisis, hacer
predicciones sobre las propiedades farmacocinéticas ADMET (absorcidn,
distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad), y llevar a cabo analisis de
acoplamiento molecular para conocer la afinidad de los péptidos con la enzima
diana, asi como las interacciones entre ellos (Agnihotry et al., 2020; Xiong
et al.,, 2021). Por otra parte, los ensayos In vitro permiten comprobar la

actividad de los compuestos de interés en condiciones controladas. En este



contexto, los ensayos In vitro de manera convencional requieren de mucho
tiempo e inversion para encontrar nuevas fuentes de péptidos bioactivos. Los
pasos mas comunes en el desarrollo convencional incluyen: seleccion de la
fuente proteica, selecciéon de la enzima, diversas hidrdlisis, purificacién e
identificacion de los péptidos y comprobacion In vitro de la actividad. (Daroit &
Brandelli, 2021). Actualmente, se propone la utilizacion de un enfoque hibrido
donde se aprovechen los ensayos In silico en combinacion con los ensayos In
vitro para aumentar las probabilidades de éxito en el desarrollo de nuevos
farmacos o compuestos terapéuticos, disminuyendo también el costo de
desarrollo y prueba de los farmacos (Paul et al., 2010; Peredo-Lovillo et al.,
2022).

En este estudio, se empled una amplia gama de herramientas,
plataformas y bases de datos para realizar analisis In silico en combinacién
con ensayos In vitro para confirmar la actividad inhibidora de la DPP-IV. Entre
las bases de datos mas destacadas, se utilizaron UniProtKB, Protein Data
Bank y BIOPEP-UWM, esta ultima destacando por sus diversas herramientas,
como la protedlisis In silico, conversién al formato SMILES, y ser una base de
datos de compuestos bioactivos. Ademas, se utilizaron otros software y
herramientas especializadas. ADMETLab2.0 fue empleado para realizar
predicciones sobre propiedades farmacocinéticas y toxicidad, mientras que
Chimera se us6 para visualizar estructuras tridimensionales de la enzima y los
ligandos. AutoDock Vina se utiliz6 como algoritmo de busqueda para identificar
la mejor conformacion, y DiscoveryStudio permitié visualizar las interacciones
moleculares entre los ligandos y el sitio activo de la enzima. Estas
herramientas y plataformas, en conjunto, ofrecieron un entorno robusto para
el analisis y la interpretacion de datos, facilitando una evaluacion completa de
las caracteristicas y potenciales aplicaciones terapéuticas de los péptidos
resultantes de la hidrolisis de proteinas del garbanzo.






2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Diabetes Mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad cronica que se
caracteriza por el metabolismo anormal de los carbohidratos y lipidos,
principalmente atribuido a alteraciones en la secrecién de la insulina debido a
un mal funcionamiento de las células 3 pancreaticas, resistencia a la insulina
en organos diana o una combinacion de ambas (Eizirik et al., 2020). Como
consecuencia de esto, la insulina enddégena no logra mantener la homeostasis
de la glucosa, produciendo hiperglucemia (Chatterjee etal., 2017). La
hiperglucemia cronica causa graves dafios a la salud, como complicaciones
microvasculares incluidas nefropatias, neuropatias, retinopatias, vy
complicaciones macrovasculares como comorbilidades cardiovasculares,
disminuyendo considerablemente la calidad de vida de quienes la padecen
(Campos, 2012; DeFronzo et al., 2015).

2.2. Prevalencia

En 2021, la Federacién Internacional de la Diabetes (FID) estimo que el
10.5% de la poblacion de 20 a 79 afos de edad padece DM2 y que hay
alrededor de 537 millones de casos de diabetes en el mundo (Magliano et al.,
2021). La DM2 es la forma de diabetes mas comun, ya que representa mas
del 90% de los casos (Artasensi etal., 2020). Anteriormente, la DM2 se
caracterizaba por comenzar en la etapa adulta, pero en las ultimas 2 décadas
diversos estudios muestran su aparicion en jovenes y nifios, indicando que es
una enfermedad que puede aparecer en distintas etapas de la vida (Dabelea
et al., 1999; Valaiyapathi et al., 2020). Los reportes han demostrado una
coexistencia de obesidad, resistencia a la insulina y disfuncion de las células
B del pancreas (Sinha et al., 2002). Se ha reportado que entre el 66 al 64.9%



de las personas con obesidad desarrollan resistencia a la insulina (Jiang et al.,
2020).

Actualmente, diversos estudios indican que la prevalencia de diabetes
esta incrementando a nivel mundial. En este sentido, proyecciones realizadas
por la FID indican que para el aino 2045 el numero de casos en el mundo
ascendera a aproximadamente 783 millones, esto atribuido principalmente a
la falta de implementacion de medidas eficaces para contrarrestar el
crecimiento de la prevalencia de diabetes. Esta enfermedad representa una
causa significativa de mortalidad, con alrededor de 6.7 millones de

fallecimientos anuales atribuibles a sus complicaciones (Magliano et al., 2021).

En el continente americano, la prevalencia de diabetes va desde el 4
hasta >12% (Magliano et al., 2021) (Figura 1). En México, la prevalencia en el
ano 2018 fue de 16.8%, convirtiéndola en la segunda causa de muerte y la
primera causa de discapacidad en este pais (Basto-Abreu et al., 2023). En
2021, la FID reporto 14.1 millones de casos de diabetes en México,
posicionandolo como uno de los paises con el mayor numero de casos y una
de las prevalencias mas altas en el continente americano (Magliano et al.,
2021). La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion en 2022 reportd una
prevalencia de resistencia a la insulina (prediabetes), diabetes diagnosticada
y diabetes no diagnosticada del 22.1%, 12.6% y 5.8% respectivamente,
indicando una prevalencia total de diabetes del 18.3% (Basto-Abreu et al.,
2023). Estos datos reflejan un incremento en la prevalencia de esta
enfermedad en México. Adicionalmente, se ha reportado que la prediabetes
puede progresar a DM2 en tan solo 2.5 afios (Yokota et al., 2017).
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Figura 1. Prevalencia de diabetes mellitus en América.



2.3. Factores de riesgo y manifestaciones clinicas de la diabetes

mellitus tipo 2

La DM2 es una enfermedad multifactorial, desencadenada por la
presencia de una gran variedad de factores genéticos y ambientales que
contribuyen a alteraciones fisiopatoldgicas responsables de la alteracion de los
niveles de glucosa en sangre vy, por lo tanto, desarrollo de la DM2 (Fletcher
et al., 2002). La Figura 2 muestra los principales factores de riesgo genéticos
y ambientales para el desarrollo de DM2. En cuanto a los factores genéticos,
existen reportes de que entre el 35 y el 50% de los pacientes con DM2 tienen
familiares con esta misma enfermedad. Se ha reportado que esto puede
deberse a defectos en la sefalizacion de la insulina y en la secrecion de
insulina (Durruty etal., 2019). En el contexto de la DM2, los factores
ambientales desempefian un papel fundamental (Bi et al., 2012), ya que la
mayoria de estos factores son susceptibles de modificacion. La evidencia
cientifica sugiere que en una gran cantidad de casos la DM2 puede prevenirse
mejorando los principales factores de riesgo modificables, entre los que
destacan la obesidad, actividad fisica y la dieta (Hu, 2003; Schellenberg et al.,
2013). Por lo tanto, la base del tratamiento de la DM2 se centra en cambios en
el estilo de vida, como ajustes en la dieta, disminucién de la masa corporal,
incremento en la actividad fisica y una adecuada gestion del descanso en
combinacion con el tratamiento farmacolégico (Marin-Pefalver et al., 2016).



Factores genéticos Factores ambientales

Historia familiar
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Figura 2. Factores de riesgo asociados al desarrollo de diabetes mellitus tipo
2.



Las manifestaciones clinicas mas caracteristicas de la DM2 son poliuria
(incremento en la frecuencia y volumen de miccion) para eliminar glucosa a
través de la orina, en este sentido, se ha reportado que el 36.1% de hombres
y 18.9% de mujeres con diabetes orinan frecuentemente. Se estima que el
65.5% de los hombres y el 77.5% de las mujeres que padecen diabetes orinan
alrededor de 3 veces por las noches (Ali et al., 2023). La polidipsia (aumento
de la sed) es un sintoma comun como consecuencia de la poliuria (Xiao et al.,
2013) y la polifagia (aumento del apetito) por la incapacidad de las células de
utilizar la glucosa en circulacion debido a la resistencia a la insulina o una
disminucién en la sintesis y secrecidon de esta hormona (Batchelor & German,
2019). Ademas, algunos pacientes reportan parestesia, disminucion de peso
involuntario y cerca del 84% de los pacientes reportan fatiga (Ali et al., 2023;
Qureshi et al., 2017).

2.4. Diagnéstico

La Asociacion Estadounidense de Diabetes (ADA), la Federacion Internacional
de Diabetes (FID) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecen las
pautas generales para realizar el diagnostico adecuado de la DM2. Los
lineamentos establecen que la DM2 se puede diagnosticar basandose en las
concentraciones de glucosa plasmatica, ya sea en ayunas o durante una
prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) o segun la concentracién de
hemoglobina glucosilada A1c (HbA1c) (Care, 2020; Magliano et al., 2021).
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Tabla 1. Criterios de diagnéstico para diabetes mellitus tipo 2.

Criterios de diagnoéstico

Diabetes HbA1c GPA PTOG
ADA
>6.5% > 126 mg/dL > 200 mg/dL
OMS
Prediabetes HbA1c GPA PTOG
ADA >57-<65% =100 ;d<L125
mg > 140 - <200
OMS No hay > 110 - <125 mg/dL
recomendacion mg/dL
Normal HbA1c GPA PTOG
ADA
<5.7% <100 mg/dL <140 mg/dL
OMS

HbA1c: Hemoglobina glucosilada; GPA: Glucosa plasmatica en ayuno; PTOG:
Prueba de tolerancia oral a la glucosa. OMS: Organizacion Mundial de la
Salud; ADA: Asociacion Americana de Diabetes.
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La prueba de glucosa en ayuno requiere que el individuo se abstenga
de ingerir alimentos durante 8 horas previas a la realizacion de la prueba. Si la
glucosa plasmatica en ayuno es superior a 126 mg/dL en dos o mas pruebas
realizadas en diferentes dias se confirma el diagnostico de DM2 (Eizirik et al.,
2020). Generalmente, cuando la prueba de glucosa en ayuno da un valor de
entre 110 a 125 mg/dL, se recomienda realizar la PTOG. Esta prueba requiere
también de un ayuno de 8 horas y después determinar los niveles de glucosa
en ayuno. Posteriormente, se administran 75g de glucosa y se realizan
mediciones subsecuentes de glucosa capilar cada 30 minutos durante 2 horas.
Si la glucosa se mantiene por encima de 200 mg/dL durante las 2 horas, se
confirma el diagnostico de DM2 (American Diabetes Association., 2022). La
hemoglobina tiene una vida media de entre 90 a 120 dias. Durante el proceso
de glucosilacion, la hemoglobina se transforma en hemoglobina glucosilada A
(HbA1c) y sirve como un indicador retrospectivo de la concentracion media de
glucosa en sangre a lo largo de dicho periodo. Un valor de HbA1c en sangre
= 6,5% es considerado diagnostico de diabetes. Ademas, esta prueba se utiliza
como indicador en el seguimiento de pacientes con diabetes, ya que permite
evaluar tanto el apego al tratamiento prescrito como su efectividad (Selvin
et al., 2010).

2.5. Insulina

La DM2 se caracteriza por la resistencia a la insulina y en etapas
avanzadas una deficiencia en su produccion (Durruty et al., 2019). La insulina
es una hormona polipeptidica que se sintetiza en las células 3 del pancreas
(Rorsman & Ashcroft, 2018). A esta hormona la conforman 51 aminoacidos,
sin embargo, el gen de la insulina codifica un polipéptido precursor de la
insulina de 110 aminoacidos llamado preproinsulina (Fu et al., 2013). La
preproinsulina esta conformada por un péptido sefial N-terminal, la cadena B,
el péptido conector C y la cadena A. Al translocarse al reticulo endoplasmico
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(RE), se elimina el péptido sefal y se pliega en una estructura tridimensional
formando puentes disulfuro entre las cadenas A y B. En esta etapa, la
preproinsulina se convierte en proinsulina (Vasiljevic et al., 2020).
Posteriormente, la proinsulina se desplaza por el complejo de Golgi hasta la
red trans-Golgi para dividirla en granulos secretores, aqui se escinde el péptido
C y se forma la insulina madura, que consta unicamente de las cadenas Ay B
(Arvan & Halban, 2004).

Una vez que la insulina madura se encuentra en los granulos
secretores, esta permanece almacenada hasta que se desencadena su
liberacion. Este proceso se inicia principalmente en presencia de altas
concentraciones de glucosa en la sangre (Boland et al., 2017). Cuando los
niveles de glucosa en sangre aumentan, las células B del pancreas captan
glucosa mediante los transportadores GLUT-2, que funcionan como sensores
para detectar las variaciones en los niveles de glucosa (Thorens, 2001). Al
ingresar glucosa a las células 3 del pancreas, comienza su catabolismo, lo que
aumenta la proporcion de ATP/ADP intracelular y conduce al cierre de los
canales de potasio dependientes de ATP en la membrana plasmatica. Esto
provoca la despolarizacion de la membrana y la apertura de los canales de
calcio, lo que aumenta las concentraciones intracelulares de calcio y permite

la liberacion de insulina mediante exocitosis (Galicia-Garcia et al., 2020).

La insulina juega un papel crucial para la homeostasis de la glucosa
(Boland et al., 2017). La liberacion de insulina estimula la captacion de glucosa
en varios tejidos, como el musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo,
promoviendo la glucogénesis y lipogénesis (Newsholme & Dimitriadis, 2001).
En el musculo esquelético, la insulina promueve la captacion de glucosa y
sintesis de glucogeno, debido a que esta aumenta la actividad de transporte
de glucosa a través de la translocacion de las vesiculas de almacenamiento

del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica del musculo
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esquelético, permitiendo asi la entrada de glucosa a la células (S.-H. Lee et al.,
2021).

En el higado la insulina promueve la glucogénesis a través de la
activacion de la glucogeno sintasa (Norton et al., 2022). Después de la ingesta
de alimentos, la insulina promueve el anabolismo e inhibe rutas catabdlicas.
Por estas razones, la insulina tiene la capacidad de disminuir los niveles de
glucosa en circulacion. La glucogénesis y la glucogendlisis son vias contrarias
reguladas por las concentraciones circulantes de insulina y glucagon (Norton
et al., 2022). En un estado de ayuno, el higado libera glucosa a circulacion
para mantener la homeostasis y proporcionar glucosa a los tejidos que la
consumen. Este proceso implica la degradaciéon del glucégeno hepatico
(glucogendlisis) y la sintesis de glucosa a partir de acidos grasos y glicerol
(gluconeogénesis) (Rizza, 2010). En la DM2, la insulina no puede regular
adecuadamente la sintesis hepatica de glucégeno ni la produccion de glucosa,
y la gluconeogénesis hepatica se mantiene aumentada, por lo cual se presenta
hiperglucemia en ayunas en la DM2 (Krssak et al., 2004).

2.6. Patogénesis de la Diabetes Mellitus tipo 2

La resistencia a la insulina (RI) se define como un defecto en el control del
metabolismo de la glucosa mediado por la insulina, ocurriendo principalmente
en el tejido graso, musculo y el higado y es una de las manifestaciones clinicas
iniciales en el desarrollo de la DM2 (James et al., 2021). Dentro de los factores
ambientales que ocasionan la Rl se encuentra el exceso de tejido adiposo, el
cual desempenfia un papel central en el almacenamiento de los acidos grasos.
Cuando la capacidad maxima de almacenamiento de los adipocitos se ve
superada, estos se hipertrofian y provocan una hipoxia local y liberacién de
factores proinflamatorios. Como resultado, hay una supresion de la

sefializacion de la insulina (Lionetti et al., 2009). En los adipocitos resistentes
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a la insulina, la lipolisis no se suprime completamente, lo que provoca un

aumento de la liberacion de acidos grasos (van de Weijer et al., 2011).

El tejido musculoesquelético y el cardiaco son esenciales para la
oxidacion de los acidos grasos. Este proceso implica la movilizacién de acidos
grasos desde el tejido adiposo hacia los musculos, donde se absorben y son
utilizados como fuente de energia (Frayn et al., 2006). En la obesidad, existe
un desequilibrio entre la absorcidén y oxidacién de los acidos grasos, lo que
provoca una acumulacion excesiva de triacilgliceroles y metabolitos de acidos
grasos (diacilgliceroles, acil-CoAs y ceramidas) en el sarcoplasma. El aumento
de la acumulacion de lipidos dentro del musculo esquelético ocurre por una
mayor absorcion de acidos grasos y/o una menor oxidacion de estos (Boden
et al., 2001). En el estado de obesidad, hay un incremento en la expresion de
las proteinas transportadoras de acidos grasos (Simoneau etal., 1999).
Ademas, se produce una reubicacion de la translocasa de los acidos grasos
(FAT)/CD36 hacia la membrana plasmatica, de esta manera se facilita la
absorcion de los acidos grasos (Boden et al., 2001).

La acumulacién de acidos grasos y sus metabolitos en las células
musculares puede interferir en la sefalizacion de la insulina y la homeostasis
de la glucosa a través de diferentes mecanismos. Los diacilgliceroles activan
la proteina quinasa C (PKC) y al activarse se transloca a la membrana celular
donde fosforila el sustrato del receptor de insulina (IRS-1), lo cual provoca la
inhibicion de la sefalizacion de insulina (Erion & Shulman, 2010). Ademas, la
inhibicion de la sefalizacién de IRS-1 afecta a la activacién de la proteina
quinasa B (PKB), la cual fosforila una proteina llamada AS160, causando la
inhibicion de la translocacion de los GLUT4. Esta inhibicion tiene como
consecuencia una disminucion en la translocacién de las vesiculas que
contienen GLUT4 desde el citoplasma hacia la membrana plasmatica,
permitiendo la entrada de glucosa a la célula (Timmers et al., 2008). Las
ceramidas inhiben directamente la actividad de la PKB y estan involucradas
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en la induccién de apoptosis (Schubert et al., 2000). Por lo tanto, la activacion
de la PKC y la inhibicion de la PKB contribuyen en gran medida con el
desarrollo de resistencia a la insulina. Adicionalmente, la acumulacion de
acidos grasos en el tejido muscular puede provocar ER, activacion de vias
inflamatorias, y disfuncion mitocondrial las cuales pueden interferir con la
sefalizacion de la insulina y contribuyendo también al desarrollo de resistencia
a la insulina (Rocha et al., 2016). Por otra parte, la exposicion cronica a
niveles elevados de glucosa en sangre también contribuye al desarrollo de la
RI, debido al aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en las células, lo que induce estrés oxidativo, dafio celular y alteracion
en las vias de sefalizacion de la insulina (Dali-Youcef et al., 2013; Hummasti
& Hotamisligil, 2010).

2.7. Tratamiento farmacolégico

En la actualidad, existe una amplia gama de farmacos para el tratamiento de
la DM2, cada uno con mecanismos de accion distintos (Tabla 2). Entre estos
medicamentos se encuentran las biguanidas, las sulfonilureas, agonistas del
receptor y activado por proliferador de peroxisomas (PPARYy) y los inhibidores
de la a-glucosidasa y a-amilasa (Chaudhury et al., 2017). Ademas de estos
farmacos, durante los ultimos 10 afios se han desarrollado y aprobado algunos
otros farmacos con capacidad de disminuir los niveles de glucosa en sangre,
entre estos se encuentran inhibidores de los cotransportadores de sodio-
glucosa 2 (SGLT-2), que disminuyen la reabsorcion de glucosa del filtrado
urinario a circulacion, los agonistas del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-
1), con actividad insulinotropica y los inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV
(DPP-1V), que aumentan la vida media de las hormonas incretinas (Sterrett
et al., 2016).
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Tabla 2. Tratamientos farmacologicos para la Diabetes Mellitus tipo 2.

Farmacos

Mecanismo de accion

Biguanidas

Disminucion de la gluconeogénesis

hepatica

Sulfonilureas

Insulinotropico

Agonistas de PPARy

Aumentan sensibilidad a la insulina

Inhibidores de a-glucosidasa

Disminuyen la digestion y absorcion
de HC

Inhibidores de a-amilasa

Disminuyen la digestion y absorcion
de HC

Inhibidores de SGLT-2

Disminuyen la reabsorcion de

glucosa del filtrado urinario

Agonistas de GLP-1

Insulinotropico

Inhibidores de la DPP-IV

Aumento de la vida media de las

incretinas (Insulinotropico)
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La metformina se encuentra dentro de la familia de las biguanidas y
suele ser el farmaco de primera eleccion para el tratamiento de la DM2 (Davies
etal.,, 2018). Esto debido a sus efectos hipoglucemiantes, su perfil de
seguridad y su relativo bajo costo (McCreight et al., 2020). En la DM2 se
presenta un aumento en la gluconeogénesis, siendo el principal causante de
la hiperglucemia en ayuno. La metformina actua en el higado inhibiendo la
produccion de glucosa hepatica, manteniendo asi los niveles de glucosa
plasmatica controlada (LaMoia & Shulman, 2021).

En cuanto a las sulfonilureas, su principal objetivo es mejorar la
liberacion de insulina mediante la modificacidon del potencial de membrana de
las células B del pancreas (Hirst et al., 2013). Las sulfonilureas inhiben los
canales de Karp, provocando la despolarizacion de la membrana de las células
B del pancreas y, a su vez, desencadenando la apertura de los canales de Ca?*
dependiente de voltaje. Esto ocasiona un aumento en las concentraciones de
Ca?* intracelular y la estimulacion de la secrecion de insulina por exocitosis
(Del Prato & Pulizzi, 2006).

Las tiazolidindionas (TZD) son agonistas PPARYy y su principal efecto es
el aumento de la sensibilidad a la insulina activando PPARYy en tejido adiposo.
Las TZD promueven la diferenciaciéon de fibroblastos en los adipocitos,
potencia la expresion de GLUT4, lipoproteina lipasa y mejoran la expresion de
los sustratos de receptor de insulina IRS-1 e IRS 2, mejorando asi la
sensibilidad a la insulina (Bermudez et al., 2010).

La a-glucosidasa es una enzima que se ubican en la membrana del
borde de cepillo e hidroliza oligosacaridos en monosacaridos, permitiendo asi
la absorcion de estos (Abe et al., 2011). Los inhibidores de la a-glucosidasa
tienen una estructura similar a los oligosacaridos, pero presenta una mayor
afinidad a esta enzima, uniéndose al sitio activo y provocando un retraso en la

digestiéon y absorcion de carbohidratos y, de esta manera, reduciendo la
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glucosa posprandial (Rosak & Mertes, 2012). La a-amilasa es una enzima
producida en las glandulas salivales y en el pancreas y desempefia un papel
fundamental en la catalisis de los enlaces a-(1,4)-D-glucosidicos encontrados
en el almidén, hidrolizandolos en fragmentos mas pequefios. Al inhibir esta
enzima, se disminuye la digestion y absorcion de carbohidratos, disminuyendo

la respuesta glucémica postprandial (Kaur et al., 2021).

Los cotransportadores de sodio-glucosa tipo 2 SGLT2 son los
responsables del 80% al 90% de la reabsorcion renal de glucosa (DeFronzo
et al., 2017). En personas con DM2, se ha reportado una mayor capacidad de
reabsorcion renal de glucosa, atribuido a un aumento en la expresion de los
SGLT2. La inhibicién de la accion de SGLT2 disminuye la capacidad de los
rinones para reabsorber glucosa del filtrado urinario, resultando en un
incremento en la excrecion de glucosa a través de la orina (Tentolouris et al.,
2019).

La GLP-1 es una hormona incretina que juega un papel fundamental en
la homeostasis de la glucosa posprandial. Esto se consigue mediante la accién
sobre los receptores de GLP-1 en el pancreas, estimulando la liberacion de
insulina desde las células B de los islotes pancreaticos de manera dependiente
de la glucosa, y suprimiendo la secrecion de glucagén de las células alfa (a)
de los islotes pancreaticos. Este mecanismo contribuye significativamente a la
reduccion de los niveles de glucosa en sangre en individuos con hiperglucemia
(Cornell, 2020).

Los inhibidores de la DPP-IV desempefian un papel importante en el
manejo de la DM2. Esta enzima es responsable de la inactivacion de las
hormonas incretinas, especificamente el péptido similar al glucagén tipo 1
(GLP-1) y el péptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP). En
condiciones fisiologicas normales, estas hormonas poseen una vida media

aproximada de 2 minutos (Dalla Man etal.,, 2009). Sin embargo, estas
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hormonas mejoran la funcion de las células 3 del pancreas, provocando un
aumento en la sintesis y secrecion de insulina y una disminucion de la
secrecion de glucagon, contribuyendo asi al control glucémico (Vella, 2012).
Por lo tanto, la inhibicion de la DPP-IV prolonga la vida media de estas

hormonas incretinas, facilitando un mejor control glucémico postprandial.

Aunque los farmacos utilizados para el tratamiento de la DM2 son
efectivos, al ser la DM2 una enfermedad cronica implica una terapia continua
a lo largo de la vida. Esto puede incrementar el riesgo de presentar efectos
adversos asociados al uso de los farmacos. Entre las complicaciones
potenciales se incluyen hiperglucemias severas, pancreatitis, un aumento del
riesgo de desarrollo de ciertos tipos de cancer, como el cancer de vejiga,
infecciones de las vias urinarias y respiratorias, insuficiencia cardiaca, acidosis
lactica y trastornos gastrointestinales (Razavi-Nematollahi & Ismail-Beigi,
2019). Por lo tanto, la busqueda de compuestos terapéuticos inocuos y
eficaces para el tratamiento de la DM2 sigue siendo un objetivo de mucha

relevancia en la investigacion.

2.8. Hormonas incretinas y Dipeptidil Peptidasa IV

GIP y GLP-1 desempefian un papel fundamental en la homeostasis de la
glucosa posprandial (Figura 3), esto debido a su capacidad de aumentar la
sintesis y secrecion de insulina y disminuir la secrecion de glucagén, el
vaciamiento gastrico y el apetito (Vella, 2012). En conjunto, estas hormonas
provocan del 50% al 70% de la secrecidn de insulina después del consumo de
alimentos (Gilbert & Pratley, 2020). GLP-1 se secreta a partir de células L
endocrinas intestinales, que se encuentran principalmente en el ileon distal y
el colon. En el caso de la GIP, esta se libera a partir de células K intestinales
que se localizan en mayor cantidad en el duodeno y yeyuno (Theodorakis

et al.,, 2006). La glucosa es el principal estimulante de la liberacion de las

20



hormonas incretinas, debido a la captacion de glucosa dependiente de Na* por
el cotransportador de sodio y glucosa tipo 1 (SGLT1). La absorcidén de glucosa
por este transportador puede provocar la despolarizacién de la membrana por
el flujo de Na*, permitiendo asi la apertura de los canales de Ca**, aumentando
los niveles de Ca?*" intracelular y desencadenando la exocitosis de GLP-1 'y

GIP de las vesiculas donde se encuentran almacenadas (Ezcurra et al., 2013).

GLP-1 actua a través de su receptor llamado GLP-1R, principal
responsable de la cascada de sefializacion para estimular la secrecion de
insulina por GLP-1. GLP-1R se encuentra acoplado a proteinas G en la
membrana celulary, al unirse GLP-1 la subunidad a de la proteina G, se activa
la adenilato ciclasa catalizando la conversion de ATP a AMPc. El aumento de
los niveles de AMPc intracelular activan la proteina quinasa A (PKA) (Pabreja
et al., 2014), la cual fosforila subunidades de los canales de K* provocando su
cierre y ocasionando una despolarizacion de la membrana celular. Esto tiene
como consecuencia la apertura de canales de Ca®* dependientes de voltaje y
un aumento de los niveles de Ca?* intracelular, provocando que las vesiculas
que contienen insulina se fusionen con la membrana celular y liberen insulina
(Baggio & Drucker, 2007). Adicionalmente, PKA puede fosforilar la proteina de
union a elementos sensible a AMPc (CREB), activando la transcripcion del gen
de insulina y de esta manera provocando un aumento en la sintesis de insulina
(Dalle et al., 2011). Particularmente, en la DM2 el efecto incretina se muestra
alterado e incluso ausente (Nauck & Muller, 2023). A pesar de que ambas
hormonas en pacientes sanos tienen un efecto insulinotropico, se han
realizado estudios en pacientes con DM2 donde se les administra GIP, incluso
a dosis altas y no se observaron efectos significativos sobre la secrecion de
insulina (Vilsball etal., 2003). Contrariamente, se ha reportado que la
administracion de GLP-1 en pacientes con DM2 induce una mayor secrecion

de insulina, incluso a niveles comparables que individuos sanos (Kjems et al.,
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2003). Por lo tanto, la GLP-1 es mas relevante para el control glucémico en

pacientes con DM2.
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Figura 3. Control efecto de las hormonas incretinas en el control de la glucosa
posprandial.
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Aunque las incretinas desempefian un papel crucial en la regulacion de
la glucemia posprandial, estas presentan una vida media corta,
aproximadamente 2 minutos para el GLP-1 y 7 minutos para el GIP (Deacon
et al., 1995). Esta caracteristica limita su actividad insulinotropica, ya que son
rapidamente degradadas por la DPP-IV poco después de su liberacion
(Florentin et al., 2022). La DPP-IV, también conocida como CD26, es una
serina peptidasa homodimérica ubicua, compuesta por alrededor de 700
aminoacidos por subunidad, estas subunidades son idénticas
estructuralmente y en algunos casos la union de un ligando a una de las
subunidades puede producir un cambio conformacional provocando una
inhibicion alostérica. Esta enzima tiene la particularidad de escindir
preferentemente sustratos que presentan prolina o alanina en la penultima
posicion del péptido, siendo asi responsable directa de la degradacion de las
hormonas incretinas GLP-1 y GIP (Juillerat-deanneret, 2014; Roppongi et al.,
2018). La degradacion de las incretinas por la DPP-IV provoca una
disminucion en la sintesis y secrecion de insulina, evitando los efectos
positivos de las incretinas sobre el metabolismo de la glucosa (Figura 4). Por
lo tanto, la inhibicion de la DPP-IV ha sido un blanco terapéutico esencial en
el tratamiento de la DM2 y en la actualidad este grupo de farmacos son

ampliamente utilizados (Yin et al., 2022).
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Figura 4. Efecto de la DPP-IV después de la secrecion de GLP-1 y GIP
después de la ingesta de alimentos.
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La potencia de los inhibidores de la DPP-IV para disminuir la HbA1c es
moderada (0.5% al 0.8%) (Craddy et al., 2014). Sin embargo, por su accién
insulinotropica y su capacidad de disminuir la secrecion de glucagon, los
inhibidores de la DPP-IV se suelen utilizar en combinacién con otros farmacos
como la metformina (Seino et al., 2012). Adicionalmente, se ha reportado que
la metformina aumenta la secrecion de GLP-1, por lo que la combinacién de
inhibidores de la DPP-IV y metformina es eficaz para reducir por debajo del
7% la HbAc1 (K. A. Lee et al., 2022). Sin embargo, los inhibidores de la DPP-
IV también se utilizan como monoterapia en algunos pacientes con DM2
(Kshirsagar et al., 2011). Ademas, los inhibidores de la DPP-IV han mostrado
bajo riesgo de hipoglucemia (Gilbert & Pratley, 2020). A pesar de los efectos
benéficos de los farmacos inhibidores de la DPP-IV, se han reportado algunos
efectos secundarios como dolores de cabeza, nasofaringitis, disfuncion
hepatica e infeccion de vias respiratorias superiores (Goolen & Graber, 2012).
Por lo tanto, se recomienda monitorear las enzimas hepaticas durante los
primeros 3 meses de inicio del consumo de estos farmacos y no se recomienda
Su uso en pacientes con pancreatitis o antecedentes de esta enfermedad
(Marin-Penalver et al., 2016).

2.9. Analisis In silico en el disefno de nutraceuticos

El proceso de disefio, descubrimiento y desarrollo de farmacos/nutraceuticos
mediante enfoques convencionales representa un proceso costoso y
prolongado, que requiere de una serie de etapas entre las que se encuentran
la identificacion de blancos terapéuticos viables, el descubrimiento vy
optimizacién de compuestos con potencial terapéutico y la implementacion de
ensayos preclinicos y clinicos (Deore et al., 2019). Se estima que el costo para
el desarrollo de un farmaco hasta su lanzamiento al mercado es de
aproximadamente 1800 millones de dodlares y el 96% de los farmacos
candidatos son abandonados (Paul et al., 2010). Esto ultimo debido a su falta
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de eficacia, no tener adecuadas propiedades farmacocinéticas (absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion), o por presentar toxicidad (Shaker et al.,
2021). Por estas razones, el disefio de farmacos y nutracéuticos asistidos por
computadora ha ganado mucha relevancia en los ultimos afios, debido a que
se caracterizan por ser herramientas economicas y eficaces que crean
modelos teoricos a partir de grandes bases de datos para el descubrimiento y
la deteccion virtual de moléculas candidatas (Agnihotry et al., 2020).

Uno de los analisis In silico ampliamente utilizado en la busqueda de
fuentes potenciales proteicas para la generacion de hidrolizados con potencial
bioactivo son las hidrolisis enzimaticas simuladas. Este analisis permite
realizar una protedlisis simulada con distintas enzimas y buscar péptidos
bioactivos encriptados en las secuencias proteicas de diferentes fuentes
alimentarias. Ademas, los analisis In silico nos permiten predecir posibles
actividades bioldgicas, asi como también evaluar mediante predicciones las
propiedades farmacocinéticas (ADMET) del compuesto con potencial
terapéutico. Adicionalmente, nos permiten evaluar el posible mecanismo de
accion y las interacciones moleculares mediante analisis de acoplamiento
molecular (Peredo-Lovillo etal., 2022; Xiong et al., 2021). Estos ensayos
pueden ser utilizados como un mecanismo de filtrado para identificar aquellos
compuestos con mayor potencial terapéutico e incluso utilizarse en un
abordaje hibrido en la etapa preclinica, utilizando analisis In silico e In vitro
para mejorar los resultados de los ensayos (Figura 5). Esta practica contribuye
significativamente a la optimizacion de recursos, consolidandose como una

etapa esencial en el proceso de desarrollo de farmacos y nutraceuticos.
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2.9.1. Protedlisis In silico

Actualmente existen diversas plataformas que permiten realizar predicciones
de hidrdlisis enzimatica In silico, entre las cuales destacan BIOPEP-UWM y
PeptideCutter (Gasteiger etal., 2005; Minkiewicz etal., 2019). Estas
herramientas permiten analizar los posibles sitios de escisién de las enzimas
en una secuencia proteica utilizando como referencia la especificidad de las
enzimas (Minkiewicz etal., 2019). La especificidad enzimatica en las
predicciones de protedlisis In silico se describe utilizando 2 términos, la
secuencia de reconocimiento (secuencia de aminoacidos de una proteina
reconocida) y una secuencia de corte (entendido como un residuo de
aminoacido que procede al enlace hidrolizado por la proteasa (Minkiewicz
et al., 2008). La precision de la hidrdlisis enzimatica In silico ha sido validada
a través de meétodos experimentales, incluyendo el uso del cromatografo
liquido acoplado a espectrometria de masas (LC-MS) (Lau ChingChing et al.,
2013; Qiao et al., 2016). Particularmente, la plataforma BIOPEP-UWM permite
realizar predicciones de hidrolisis enzimaticas utilizando entre 1 y 3 enzimas
(Minkiewicz et al., 2019). Esta herramienta resulta de gran utilidad para la
prediccion de los péptidos que se liberan a través de diversas hidrolisis
enzimaticas, permitiendo asi la seleccidn de enzimas con mayor potencial para
el desarrollo de hidrolizados proteicos que posean un efecto biologico
significativo.

2.9.2. Acoplamiento molecular

El analisis de acoplamiento molecular constituye una metodologia teodrica
sustentada en la bioinformatica. Esta técnica se fundamenta en el estudio
detallado de las interacciones entre diversas moléculas, tales como ligandos y
receptores, con el proposito de predecir sus patrones de union y afinidad (Tao
et al., 2020; Trott & Olson, 2010). Este proceso se facilita mediante el uso de
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plataformas digitales especializadas, que permiten simular y visualizar las
posibles conformaciones y afinidades entre las moléculas implicadas.
(Pagadala etal., 2017). Estos estudios son fundamentales para la
comprension de mecanismos moleculares y para el desarrollo de agentes

terapéuticos mas eficaces.

Inicialmente se utilizaba el modelo de “la llave y la cerradura” propuesto
por Fischer en 1894 para el reconocimiento molecular, el cual postula que el
sitio activo de una enzima es especifico y tiene una forma unica, por lo cual,
solo encaja con un sustrato (Sledz & Caflisch, 2018). Sin embargo, este
modelo tiene sus limitantes, ya que sugiere que la enzima y el ligando son
estructuras rigidas. Por lo tanto, Koshland propuso la teoria del ajuste
inducido, la cual postula que el sitio de union de una proteina no es rigido, sino
que es capaz de modificar su conformacién para acomodar al ligando. Esta
teoria fue respaldada por resultados de difraccion de rayos X (Taratula et al.,
2010). Por estas razones, actualmente se considera el principio basico del

reconocimiento/acoplamiento molecular.

Los ensayos de acoplamiento molecular nos permiten predecir la
posicion y la afinidad de un ligando en un sitio de union al receptor (Roche
etal.,, 2015). La afinidad de un ligando puede cuantificarse debido a las
diferentes interacciones que se establecen entre el ligando y receptor, entre
las cuales se encuentran los puentes de hidrogeno, interacciones de van der
Waals, interacciones electroestaticas e interacciones hidrofébicas (Naqvi
et al., 2018). Sin embargo, la flexibilidad del receptor juega un papel importante
en el analisis de acoplamiento molecular. En este sentido, podemos encontrar
3 tipos de analisis de acoplamiento molecular: acoplamiento rigido,
acoplamiento semiflexible y acoplamiento flexible. En el acoplamiento rigido
no se modifica la estructura del receptor ni la del ligando, generalmente se
utiliza entre macromoléculas (proteina-proteina) (Tao etal., 2020). El

acoplamiento semiflexible se caracteriza porque la conformacion del receptor
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no se modifica, solamente cambia la conformacion del ligando y tiene una
gama mas amplia de aplicaciones, aunque se suele usar entre una
macromolécula y una molécula de menor tamafo (proteina-ligando) (Morris
et al., 2009). El acoplamiento flexible permite que el receptor modifique su sitio
de union segun la orientacion del ligando y también es utilizado para el

acoplamiento de proteina-ligando (Pagadala et al., 2017).

Uno de los softwares mas utilizados para realizar los analisis de
acoplamiento molecular es el AutoDock Vina (Butt et al., 2020; Tanchuk et al.,
2016; Zhou et al., 2023). AutoDock Vina utiliza un algoritmo de optimizacion
que combina métodos de busqueda global y local, enfocado en explorar el
espacio de manera amplia y, de la misma manera, en explorar las areas
prometedoras para encontrar el 6ptimo local mas cercano (Trott & Olson,
2010). En este sentido, el algoritmo esta disefiado para explorar
eficientemente el espacio de configuraciones posibles de un ligando dentro del
sitio activo o de union de una proteina, con el fin de encontrar la conformacion
optima que maximice la afinidad de union (Tanchuk etal.,, 2016). En el
algoritmo de busqueda del software AutoDock Vina, se siguen una serie de
pasos comenzando con una mutacion (busqueda global) donde ocurren
ajustes en la posicidon, orientacion y/o conformacion, seguido de una
optimizacién local de la nueva configuracidn propuesta mejorando la afinidad
mediante ajustes menores y encontrando el éptimo local. Una vez realizada la
optimizacion local, el algoritmo evalua si acepta o rechaza la nueva
configuracion mediante los criterios de Metropolis comparando la energia de
unidn, principalmente si la nueva configuracion tiene una energia igual o menor
a la configuracion inicial tiene altas probabilidades de aceptarse. Este proceso
se repite generalmente hasta que se alcanza un criterio de convergencia
donde la energia de union se aleja de los valores de referencia durante varias

repeticiones. Este enfoque mejora las posibilidades de encontrar la soluciéon
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optima global que en estos casos seria la conformacion con mayor afinidad al

sitio de union de una proteina (Trott & Olson, 2010).

2.9.3. Predicciones de las propiedades farmacocinéticas ADMET

Un farmaco exitoso debe conseguir un equilibrio entre su comportamiento
bioquimico, parametros farmacocinéticos y perfil de seguridad. Por lo tanto, un
farmaco ideal, ademas de su potencia y selectividad, debe poder absorberse,
ser biodisponible, distribuirse por el cuerpo, metabolizarse de manera que no
se elimine su actividad de inmediato y eliminarse adecuadamente, y no

presentar toxicidad (Cumming et al., 2013).

En el desarrollo de farmacos de manera tradicional, las evaluaciones de
las propiedades farmacocinéticas se realizaban después de determinar su
potencia hacia un objetivo especifico (Selick et al., 2002). Sin embargo, se ha
reportado que parametros no adecuados de farmacocinética y toxicidad son
causa de fracaso en las ultimas etapas del desarrollo de farmacos. Por lo tanto,
es recomendable que estas evaluaciones sean implementadas en etapas
tempranas en el desarrollo de nuevos farmacos (van de Waterbeemd & Gifford,
2003). Por estas razones, existe un creciente interés por el uso de enfoques
computacionales para guiar la seleccion de compuestos con potencial
terapéutico con el fin de reducir el fracaso en el desarrollo debido a sus
propiedades farmacocinéticas y, de este modo, los investigadores pueden
centrar sus esfuerzos en los compuestos mas prometedores (Cumming et al.,
2013; Goller et al., 2020).

Las predicciones de las propiedades farmacocinéticas y fisicoquimicas
de diferentes compuestos moleculares son realizadas utilizando diferentes
plataformas existentes que utilizan bases de datos de descriptores
moleculares de farmacos y compuestos bioactivos evaluados y caracterizados

experimentalmente, haciendo de esta forma predicciones a partir de la relacion
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cuantitativa estructura actividad (QSAR) y la relacion cuantitativa estructura
propiedad (QSPR) (Goller et al., 2020; Paul Gleeson et al., 2011). Los QSAR
y los QSPR son modelos estadisticos y matematicos que correlacionan
parametros estructurales con un atributo o capacidad determinada. Este
enfoque se fundamenta en que la actividad biolégica de un compuesto esta
relacionada con sus descriptores estructurales/moleculares, como
interacciones intermoleculares, peso molecular, permeabilidad a la membrana,
pKa, polaridad, entre otras caracteristicas (Costa et al., 2021). Teniendo en
cuenta que las propiedades de una molécula derivan fundamentalmente de su
configuracion, geometria y estructura molecular, se postula que, teniendo un
conjunto de datos suficientemente amplio y descriptores estructurales
precisos, es posible predecir cualquier propiedad de interés recurriendo
solamente a la informacion estructural disponible del conjunto de datos

analizado (Lounkine et al., 2008).

2.10. El garbanzo como fuente de péptidos bioactivos

El garbanzo se posiciona como la tercera leguminosa con mayor produccién a
nivel mundial, registrando una produccion media de aproximadamente 11.5
millones de toneladas al ano (Merga & Haji, 2019). Esta leguminosa tiene un
papel muy importante en la nutricion debido a su alto contenido de proteina
(20-25%) y un bajo aporte de grasa (5%), entre la cual podemos encontrar
acidos grasos insaturados como el linoleico y oleico y algunos minerales como
el K, Ca, Mg y P (Chavan etal., 1987). Ademas, es un alimento rico en
vitaminas como la riboflavina, la niacina, la tiamina y el acido félico (Jukanti
etal.,, 2012). Ademas de sus beneficios nutricionales, se ha reportado al
garbanzo como una fuente potencial de péptidos bioactivos, entre los cuales
podemos encontrar péptidos con actividad antihipertensiva, antioxidante y
antidiabética (Chandrasekaran et al., 2020; Chandrasekaran & de Mejia, 2022;
Figueroa-Salcido et al., 2024; Zan et al., 2023).
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En este sentido, algunos estudios han evaluado el potencial de hidrolizados
de proteinas de garbanzo como agente hipoglucemiante al inhibir a la enzima
dipeptidil peptidasa IV In vitro. Chandraseakaran y colaboradores evaluaron la
capacidad de hidrolizados de garbanzo con diferentes enzimas para producir
péptidos con capacidad de inhibir a la DPP-IV. El hidrolizado con pepsina
seguido con pancreatina reportd un 1Cso de 0.245 mg/mL mientras que el
hidrolizado con bromelina reportd un 1Cso de 0.790 mg/mL (Chandrasekaran
et al., 2020). Adicionalmente, Acevedo Martinez y colaboradores evaluaron el
efecto de hidrolizados de garbanzo crudo, precocido y cocido y su potencial
para inhibir a la DPP-IV, encontrando ICsp que van desde 0.17mg/mL hasta
pruebas con 10mg/mL que no alcanzaron el 1Cso (Acevedo Martinez &
Gonzalezde Mejia, 2021). Aunque ya existen algunos hidrolizados de proteina
de garbanzo con capacidad de inhibir a la DPP-IV In vitro, existe informacion
limitada sobre las interacciones moleculares de los péptidos del garbanzo con
el sitio activo de la DPP-IV, sus propiedades farmacocinéticas, y que enzima
genera el mejor perfil de péptidos bioactivos. Por lo tanto, en el presente
proyecto se realizaron predicciones de hidrélisis enzimaticas con diversas
enzimas, se evaluaron los valores de Ae y Be para cada hidrdlisis con el fin de
seleccionar la enzima mas adecuada para los ensayos In vitro, se realizaron
analisis de acoplamiento molecular y predicciones de las propiedades
farmacocinéticas, y se realizé la evaluacion In vitro de inhibicion de la DPP-IV

con hidrolizados de proteinas de garbanzo.
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3. HIPOTESIS

Los hidrolizados enzimaticos de garbanzo (Cicer arietinum L.) contienen
péptidos con caracteristicas hidrofobicas que favorecen las interacciones con
el sitio activo de la Dipeptidil Peptidasa IV produciendo su inhibicién In silico e

In vitro.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar In silico la capacidad de hidrolizados de garbanzo (Cicer arietinum
L.) para inhibir a la DPP-IV, sus propiedades farmacocinéticas e interacciones
moleculares y optimizar las condiciones de hidrolisis In vitro mediante un

analisis de superficie de respuesta.

Objetivos especificos:

Determinar la capacidad de péptidos de garbanzo liberados por hidrolisis

enzimatica de inhibir a la DPP-IV en un modelo In silico

Evaluar In silico las propiedades farmacocinéticas de péptidos de garbanzo
con potencial para inhibir a la DPP-IV y predecir sus interacciones moleculares

con esta enzima.
Optimizar las condiciones de hidrélisis enzimatica mediante un analisis de
superficie de respuesta para obtener un hidrolizado de proteina de garbanzo

con capacidad para inhibir /n vitro a la DPP-IV.

Determinar el 1Cso del hidrolizado optimizado para obtener una mayor
inhibicién de la DPP-IV.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Metodologia analisis In silico

La Figura 6 muestra el esquema general de la metodologia de los
analisis In silico. Brevemente, la estructura primaria de las proteinas del
garbanzo (legumina UniProt ID: Q9SM vy provicilina UniProt ID: Q304D4) se
obtuvieron de la base de datos UniProtKB. Posteriormente, se utilizo la
plataforma BIOPEP-UWM para realizar la busqueda de péptidos inhibidores
de la DPP-IV en las secuencias de legumina y provicilina. Las propiedades
farmacocinéticas de los péptidos liberados a partir de las hidrdlisis simuladas
con potencial de inhibir a la DPP-IV fueron calculadas utilizando la plataforma
ADMETLab2.0. Los péptidos con adecuados valores de ADMET (Absorcion,
distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad) y estructura PubChem
reportada se utilizaron para hacer el analisis de acoplamiento molecular

utilizando AutoDock Vina version 1.1.2.
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Figura 6. Esquema general de la metodologia de los analisis In silico.
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5.1.1. Analisis de los péptidos inhibidores de la DPP-IV

provenientes del garbanzo

Se evaluaron las secuencias de proteinas legumina (UniProt ID:
Q9SMJ4) y provicilina (UniProt ID: Q304D4) provenientes del garbanzo (Cicer
arietinum L.). Se determind la presencia de péptidos con capacidad de inhibir
la DPP-1V utilizando la plataforma BIOPEP-UWM. Se determinaron los valores
de frecuencia de aparicidon de fragmentos bioactivos “A” y el potencial de
actividad inhibidora que es el valor de “B” con la herramienta “Calculo”
disponible en la plataforma BIOPEP-UWM. El valor de A nos permite conocer
la frecuencia con la que se encuentran péptidos con capacidad para inhibir a
la DPP-IV en cada una de las proteinas evaluadas y el valor de B nos permite
estimar el potencial de los péptidos de cada una de las proteinas evaluadas
para llevar a cabo la actividad bioldgica. Las siguientes ecuaciones fueron

utilizadas para determinar el valor de Ay de B:

A= a

"N

a= Numero de péptidos con actividad inhibidora de la DPP-1V.
N= Numero de aminoacidos de la proteina.

k _ aj
2i=1 ECs;

N

B =

ai = Numero de repeticiones de fragmentos inhibidores de la DPP-IV en la
secuencia proteica.

k= Numero de fragmenots unicos inhibidores de la DPP-IV.

N= Numero de aminoacidos de la secuencia proteica.

EC50i: Concentracion media efectiva.
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5.1.2. Prediccion de hidrodlisis enzimatica

Se utilizé la herramienta “accion enzimatica” disponible en la plataforma
BIOPEP-UWM para realizar las predicciones de hidrdlisis In silico. Las
enzimas alcalasa (EC 3.4.24.62), papaina (EC 3.4.22.2), bromelina (EC
3.4.22.32), ficina (EC 3.4.22.3), pepsina (EC 3.4.23.1), tripsina (EC 3.4.21.4),
quimiotripsina (EC 3.4.21.1) y una combinacion de estas 3 (digestion
gastrointestinal simulada) fueron utilizadas para realizar la hidrolisis enzimatica
simulada. La herramienta “Buscar fragmentos bioactivos” se utilizd para
seleccionar los péptidos liberados a partir de la hidrdlisis In silico con
capacidad de inhibir a la DPP-IV de acuerdo con lo reportado por la base de
datos de BIOPEP-UWM. Se calcularon los valores de frecuencia de aparicion
del fragmento inhibidor de la DPP-IV en cada hidrdlisis “Ag” y el potencial
inhibidor de la DPP-IV por cada enzima “Be”. Valores altos de Ae corresponden
a un mayor numero de péptidos liberados con actividad inhibidora de la DPP-
IV, por el contrario, valores bajos de Be corresponden a un mayor potencial
inhibidor de la DPP-IV de los péptidos liberados por cada una de las enzimas.
Se utilizaron las siguientes ecuaciones para calcular el valor de Ag y Be:

A= d
ETN
d= Numero de péptidos inhibidores de la DPP-IV liberados por una
enzima/enzimas.
N= Numero de aminoacidos de la secuencia proteica.
d:

I j
P — 1 —_—
2 ECs;

Bn =
E N
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dj= Numero de péptidos inhibidores de la DPP-1V repetidos que libera
I= Numero de péptidos unicos liberados una hidrdlisis determinada
N= Numero de aminoacidos de la secuencia proteica.

EC50j: Concentracion media efectiva.

5.1.3. Analisis de acoplamiento molecular

Las estructuras tridimensionales de los péptidos inhibidores de la DPP-IV se
obtuvieron de la base de datos PubChem. Los péptidos se prepararon para el
acoplamiento molecular afnadiendo hidrégenos polares y asignando cargas.
Los péptidos sin estructura 3D disponible se excluyeron del analisis de
acoplamiento molecular. Se utilizo la estructura cristalografica de la DPP-IV
humana en complejo con el inhibidor Omarigliptin (PDB ID: 4PNZ) disponible

en la plataforma Protein Data Bank.

La estructura de la DPP-IV se prepard para el analisis de acoplamiento
molecular eliminando las moléculas de agua y el inhibidor de la DPP-IV
“Omarigliptina” acoplado a la estructura cristalografica. El acoplamiento se
realizo utilizando la herramienta de acoplamiento flexible AutoDock Vina 1.1.2.
Las coordenadas del sitio activo de la DPP-IV (PDB ID: 4PNZ) fueron x-6.733,
y: 62.839, z: 35.416, con un radio de 20 A. Se establecieron los siguientes
parametros para el acoplamiento molecular: el numero de patrones de unién
por ligando =10, la integridad de la unidén =8 y la diferencia de energia maxima
entre patrones se =2 kcal/mol. Los analisis de acoplamiento molecular se
validaron calculando la desviacion cuadratica media (RMSD) entre el ligando
predicho y el ligando cristalografico (como se encuentra en la estructura
cristalografica) utilizando la plataforma DockingRMSD (Universidad de
Michigan, Ann Arbor, MI, EE. UU.) (Roy et al., 2010). Se consider6 aceptable
un RMSD < 2 A de separacion entre la mejor prediccion del ligando acoplado
y el ligando cristalografico. La mejor pose de cada péptido inhibidor se

seleccion6 en funcion de la energia de unidn mas baja resultante de las
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predicciones de acoplamiento molecular. Se utilizé el software Discovery
Studio v21.1.0 para visualizar las interacciones entre los residuos del sitio
activo de la DPP-IV y los péptidos bioactivos. Se descartaron los
acoplamientos moleculares con interacciones desfavorables. ElI farmaco
acoplado a la estructura de la DPP-IV omarigliptina fue utilizado como control

para el analisis del acoplamiento molecular.

5.1.5. Predicciones de ADMET

Se determinaron las potenciales propiedades farmacocinéticas de los péptidos
inhibidores de la DPP-IV que tienen reportada una estructura en la plataforma
PubChem. Los analisis de ADMET se llevaron a cabo utilizando la plataforma
ADMETLab2.0 (Xiong etal.,, 2021). La secuencia de aminoacidos de los
péptidos con capacidad de inhibir a la DPP-IV se tradujeron a formato SMILES
utilizando la plataforma BIOPEP-UWM. Posteriormente, la secuencia en
formato SMILES de los péptidos inhibidores de la DPP-IV se ingresaron en la
plataforma ADMETLab2.0 y se calcularon las siguientes propiedades para
cada uno de los péptidos inhibidores de la DPP-IV: (1) regla de Lipinski; (2)
absorcion intestinal humana (HI; VO: 20-30%); (4) volumen de distribucion
(VO: 0.04-20L/kg); (5) vida media (VO: 2 0,5 horas); (6) toxicidad aguda oral
en ratas (VO > 500 mg/kg). Las caracteristicas de las propiedades ADMET de
los péptidos inhibidores de la DPP-IV se interpretaron con base a los criterios
descritos por la plataforma ADMETLab2.0.

5.1.6. Multi-bioactividad y digestion gastrointestinal

A los péptidos sometidos al analisis de acoplamiento molecular se les
determinaron bioactividades distintas a la inhibicion de la DPP-IV, asi como su
susceptibilidad a la digestion gastrointestinal simulada (pepsina (EC 3.4.23.1),
tripsina (EC 3.4.21.4) y quimotripsina (EC 3.4.21.1)), utilizando la plataforma
BIOPEP-UWM.
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5.2. Ensayos In vitro

5.2.1. Extraccion de proteinas del garbanzo

Se utilizo el garbanzo de la variedad "Blanco Sinaloa 92" para la obtencién del
aislado proteico siguiendo la metodologia reportada por Chavez-Ontiveros y
col., 2022 (Chavez-Ontiveros et al., 2022). Se realiz6 un proceso de molienda
de los granos de garbanzo para obtener la harina. Posteriormente, la harina
pasoé por un proceso de extraccidon de grasa utilizando acetona (1:4 p/v) y se
mantuvo en agitacion continua durante 4 horas. Una vez obtenida la harina
desgrasada, se dejo secar durante toda la noche a temperatura ambiente.
Después, la harina se resuspendio en agua destilada (1:10 p/v), se ajusto el
pH a 8.5 con NaOH a 1M y se mantuvo en agitacion durante 2h. Posterior a
las 2h, la suspension se centrifugo a 10,000g x 10 minutos a 4°C, se recupero
el sobrenadante y al pellet se le aplico el mismo tratamiento. Posteriormente,
se mezclaron los sobrenadantes y se ajusté a un pH de 4.5 con HCl a 1M. La
suspension se mantuvo en agitacion durante 2 h y posteriormente se
centrifugé a 10,000g x 10 minutos a 4°C. Finalmente, se recuperaron los
pellets, se liofilizaron y se almacenaron a -20°C (Figura 7). El contenido de
proteina del aislado proteico se determiné mediante un ensayo micro kjeldahl
(AACC 960.52).
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Produccion y desgrasado de Precipitacion alcalina Aislado

la harina por punto isoeléctrico proteico
‘A -
Peso/volumen » pH 85 10.000
(1:4) . I g s
NaOH LlOfIll;Clon

“nJ O 10,000 g pH 4.5
Molino HCI

(0.180mm)  Harina de garbanzo

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para la extraccion de

proteina.
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5.2.2. Analisis de superficie de respuesta

Se utilizo el modelo Box-Behnken para realizar el analisis de superficie de
respuesta. La enzima seleccionada para las hidrdlisis fue la Alcalasa (Alcalase
22.4 U/g, Sigma- Aldrich). Los puntos centrales se determinaron a partir de
condiciones de hidrdlisis reportadas para obtener hidrolizados proteicos con
capacidad de inhibir a la DPP-IV (Tabla 3).

Los factores por optimizar fueron la temperatura (°C), concentracion
enzima/sustrato (U/g) y tiempo (h) y se utilizaron un total de 3 niveles por factor
(-1, 0, +1) (Tabla X). Se consideraron un total de 5 réplicas para los puntos
centrales. Un total de 2 réplicas fueron utilizadas para los puntos factoriales.
La variable de respuesta fue la inhibiciéon de la DPP-IV. A partir de estas
condiciones, se generd una hoja de trabajo con las diferentes condiciones
experimentales (Tabla 4).
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Tabla 3. Estudios de hidrolisis con alcalasa en alimentos de origen vegetal

para la produccion de hidrolizados con capacidad de inhibir a la DPP-IV.

Blanco Alimento Temperatura pH Tiempo El?’ Inactivacion  Articulo
ratio

8 (Ramirez

DPP-IV  Avena 37°C 10 4h  puro  9C - Fuentes

mg min et al,

2021)

(Oseguer

o o 1:17 75°C a-Toledo

DPP-IV  Frijol pinto 50°C 8 2h (E/S) 20 min. etal.

2015)

) o (Mojica &

DPP-IV  Frijol negro 50°C 7 2h (1E'/280) 2705n‘]3in Mejia,

2016)

(Mune

Frijol o o 95°C Mune

DPP-V' Bambara 55°C / 24h & 5 min etal.,

2018)

) o (Villaré

DPP-IV Microalgas ~ 66.85°C 82  6h zg/g()) %‘?nﬁ etal,

2023)
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Tabla 4. Factores y niveles utilizados para realizar el analisis de superficie de
respuestas

Nivel codificado

Factores -1 0 +1
Temperatura (°C) 40 50 60
Concentracion
E/S (U/g) 0.2 0.3 0.4
Tiempo (h) 2 3 4
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5.2.3. Hidrolisis con Alcalasa

Se resuspendieron 15 mg del aislado proteico en 1 mL de buffer BIS-TRIS-
Propano (20 mM). La suspensién se sénico durante 10 minutos utilizando un
homogeneizador ultrasénico (Modelo 150 V/T) configurado la potencia al 40%
y pulsador al 30%. Posteriormente, la muestra fue agitada a 1200 rpom a una
temperatura de 50°C durante 10 min. La alcalasa se agregd una vez que la
temperatura de cada condicion se ajustd conforme a los requerimientos
especificos del disefio experimental (Tabla 5). Las reacciones se llevaron a
cabo en un TermoMixer Eppendorf. Las hidrodlisis fueron detenidas ajustando
la temperatura a 90°C durante 10 minutos. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos, se recolectaron los sobrenadantes

y fueron almacenados a -20°C hasta su siguiente uso.
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Tabla 5. Condiciones para el analisis de superficie de respuesta.

Experimento Tiempo (H) Temperatura (°C)

Consentracion E/S

(U/g)
R1 2 40 0.3
R2 4 40 0.3
R3 2 60 0.3
R4 4 60 0.3
R5 2 50 0.2
R6 4 50 0.3
R7 2 50 0.4
R8 4 50 0.4
R9 3 40 0.2
R10 3 60 0.2
R11 3 40 0.4
R12 3 60 0.4
R13 3 50 0.3
R14 3 50 0.3
R15 3 50 0.3
R16 3 50 0.3
R17 3 50 0.3

E/S: Enzima/Sustrato
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5.2.4. Determinacion del porcentaje de inhibiciéon de la DPP-IV

El porcentaje de inhibicion de la DPP-IV se determiné utilizando el kit de
inhibicién de Sigma-Aldrich (Codigo de catalogo: MAK203). La actividad de la
DPP-IV se mide por la capacidad de esta enzima de escindir un sustrato para
obtener un producto fluorescente. La enzima y el sustrato fluorogénico fueron
preparados siguiendo las instrucciones del fabricante. Primeramente, se
agregaron 25 pL de las muestras por evaluar en cada uno de los pocillos
(control  positivo, control negativo, blanco, buffer, hidrolizados).
Posteriormente, se agregaron 25 uL del buffer de ensayo con el sustrato
fluorogénico (23 pL buffer ensayo: 2 uL sustrato fluorogénico) y se dejo en
incubacion a 37 °C por 10 min. Finalmente, se agregaron 50 uL del buffer de
ensayo con la enzima para comenzar la reaccion (49 uL buffer ensayo: 1 pL
enzima) (Tabla 6). Se consideré como control positivo la reaccion en la que
no habia ningun tipo de muestra inhibidora. La actividad de la DPP-IV fue
determinada utilizando un lector de fluorescencia (Varioskan™ LUX, Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) con una longitud de onda de excitacion y

emision de 360 y 460 nm, respectivamente.

El porcentaje de inhibicion de la DPP-IV se determiné calculando la pendiente
de la reaccion enzimatica entre dos puntos del tiempo (T1 y T2) que siguen un
comportamiento lineal en la cinética de reaccidon de las muestras y su

respectiva fluorescencia (FLU) utilizando la siguiente ecuacion:
Pendiente = (FLU2 - FLU1)/(T2- T1) = AFLU/minuto

El porcentaje de inhibicion relativa se determiné utilizando la siguiente

ecuacion:

(Pendientegc—Pendientegy)

Porcentaje de inhibicion relativa = x100%

Pendientegc
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Donde:

Pendiente sy: Pendiente del inhibidor de muestra.

Pendiente ec: Pendiente del control
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Tabla 6. Determinacion de la inhibicion de la DPP-IV

Control Control Blanco Control | Muestr Muestra Muestra Muestra
Positivo Negativo BTP a (1:8) (1:4) (1:2)
Buffer de Sitagliptina Hidroliza BTP Hidroliz Hidrolizado Hidroliza Hidrolizado
Ensayo (25 (25 L) do (25 ado (25 L) do (25 L)
pL) (25 pL) pL) (25 pl) (25 ul)
Buffer de
Ensayo 23 L 23 uL 23 uL 23 uL 23 uL 23 uL 23 uL 23 uL
Sustrato 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
Incubacién a 37°C durante 10 minutos
Buffer de
Ensayo 49 uL 49 uL 50 uL 49 uL 49 uL 49 uL 49 uL 49 uL
Enzima
(DPP-1V) 1L TpuL | - 1uL 1uL 1L 1L 1uL
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5.2.5. Concentracion media inhibitoria (ICso)

La determinacién de la concentracion media inhibitoria (ICs0) de los
hidrolizados de proteina de garbanzo se realizé mediante analisis de regresion
no lineal utilizando ocho concentraciones diferentes del hidrolizado. La
concentracién de proteina soluble se determind con el ensayo del Acido
Bicinconinico. La concentraciéon media inhibitoria necesaria para inhibir el 50%
de la enzima fue definida como ICso y expresada como mg/mL.

5.2.6. Analisis estadistico

Los datos cualitativos se presentan como numeros y porcentajes. Se evaluo la
distribucion de los datos mediante una prueba de Shapiro-Wilk. La diferencia
entre los porcentajes de inhibicion de la DPP-IV de los hidrolizados se
determino por una prueba T. Un valor de p<0.05 fue considerado como

estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

Parte de los resultados que se presentan en este trabajo, fueron publicados
en el Journal “Pharmaceuticals” de la editorial MDPI en el articulo titulado
“Dipeptidyl Peptidase IV Inhibitory Peptides from Chickpea Proteins (Cicer
arietinum L.): Pharmacokinetics, Molecular Interactions, and Multi-
Bioactivities” (doi: https://doi.org/10.3390/ph16081109) (Mora-Melgem et al.,
2023) el cual se anexa al final del documento (Anexo I).

Adicionalmente, como parte del desarrollo integral, durante el curso del
programa de posgrado en Ciencias de la Nutricion y Alimentos Medicinales se
participé en diversas actividades académicas como ponente en congresos
internacionales en modalidad cartel, ponente de talleres y demostraciones
cientificas en el marco de las Jornadas Universitarias del Conocimiento UAS
2022-2023 y una ponencia como invitado en conmemoracion del Dia Mundial
de la Diabetes (Anexos II-VII).

6.1. Predicciones de Frecuencia y potencia de péptidos para inhibir a
la DPP-IV (Valores de A, B, At y Be).

En el presente estudio se llevaron a cabo hidrélisis enzimaticas simuladas de
las principales proteinas del grano de garbanzo (provilicina y legumina) y se
realizaron predicciones del potencial de los péptidos derivados la hidrolisis
para inhibir la enzima DPP-IV utilizando la plataforma BIOPEP-UWM. La tabla
7 muestra la frecuencia (A) y potencia (B) de los péptidos inhibidores de la
DPP-IV de las secuencias proteicas de la legumina y provicilina, asi como la
frecuencia (Ae) y la potencia (Be) de los péptidos obtenidos con capacidad para
inhibidor a la DPP-IV a partir de cada hidrdlisis enzimatica. Los valores de Ay
B para cada una de las proteinas: Provicilina (A: 0.6093), (B:
0.0003526629028523) y Legumina (A: 0.5847), (B: 0.0002483186581999).
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Respecto a los valores de Ae de las hidrdlisis simuladas de legumina,
las predicciones mostraron que la hidrélisis con papaina (Ae=0.0927),
bromelina (Ae=0.0867) y ficina (Ae=0.0484) liberan una mayor cantidad de
péptidos inhibidores de la DPP-IV que las otras enzimas utilizadas (Tabla 7).
Con respecto a la provicilina, las predicciones mostraron que la hidrdlisis con
bromelina (Ae=0.0817), papaina (Ae=0.0795), ficina (Ae=0.0728) y alcalasa
(Ae=0.0662) son las que liberan una mayor cantidad de péptidos inhibidores
de la DPP-IV (Tabla 7).

Con relacion a los valores de Be de las hidrolisis simuladas de legumina
y provicilina, las predicciones mostraron que la hidrolisis con tripsina
(Be=6.8625336714504E-7), quimiotripsina (Be=3.2429337219228E-5),
pepsina (Be=4.7635643240156E-5) y pepsina (Be=5.3720267147866E-6),
alcalasa (Be=9.1420948488684E-6), papaina (Be=2.5172135076017E-5)
liberan los péptidos inhibidores de la DPP-IV con mayor potencia reportada a
partir de la provicilina y la legumina, respectivamente (Tabla 7) (redactar como
en el parrafo anterior, para dar mayor claridad).
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Tabla 7. Frecuencia y potencia de péptidos inhibidores de la DPP-IV en la

secuencia e hidrolizados de la legumina y provicilina de garbanzo.

Proteina A B Enzima Ae Be

Pepsina 0.022 4.7635643240156E-5

Quimiotripsina 0.0287 3.2429337219228E-5

0.068625336714504E-

Tripsina 0.0088 5
i tinal . .76987352 12E-
Provicilina 0.6093 0.000352 Gastrointestina 0.0596 6.76987352959 5
Papaina 0.0795 8.271490429923E-5
Ficina 0.0728 6.4223543298536E-5
Bromelina 0.0817 6.0467750947608E-5
Alcalasa 0.0662 16.5417E-5
Pepsina 0.0141 0.53720267147866E-5

Quimiotripsina 0.0423 1.302957714179E-5

Tripsina 0.0040 0

intestinal . 1.8401 77E-
Legumina 0.5847 0.000248 Gastrointestina 0.0585 84016038565 5

Papaina 0.0927 2.5172135076017E-5

Ficina 0.0484 4.2932403610376E-5
Bromelina 0.0867 0

Alcalasa 0.0383 0.91420948488684E-5

A = Frecuencia de aparicion de péptidos inhibidores de la DPP-IV en la secuencia proteica; B
= Potencia de la inhibicion de la DPP-IV de los péptidos encriptados en la proteina; Ae =
frecuencia de aparicion de los péptidos inhibidores de la DPP-IV por una enzima seleccionada;
Be = Actividad potencial de los péptidos inhibidores de la DPP-IV liberados por una enzima
seleccionada. Los valores mas altos de Ay Ae equivalen a una frecuencia mas alta de péptidos
inhibidores de DPP-IV. Los valores mas bajos de B y Be equivalen a una actividad inhibidora
de DPP-IV de mayor potencia de la secuencia de proteinas y de péptidos liberados por las

diferentes enzimas seleccionadas, respectivamente.
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En los anexos VIl al XIV se muestran los péptidos liberados a partir de
las hidrolisis simuladas de la legumina y la provicilina del garbanzo con
capacidad de inhibir a la DPP-IV. Se presenta la enzima utilizada en la
hidrdlisis simulada, el ID de BIOPEP de cada péptido liberado, su ubicacién en
la secuencia de la proteina en formato FASTA o estructura lineal, asi como su
peso molecular. Ademas, se indica si existe reporte de la concentracion media
inhibitoria (ECso0) de cada péptido.

De manera general, las predicciones mostraron que se pueden liberar
un total de 381 péptidos con capacidad para inhibir la DPP-IV a partir de la
hidrdlisis con las diferentes enzimas utilizadas. De los cuales, 191 péptidos
pertenecian a la legumina y 190 a la provicilina. En cuanto al numero de
residuos, de los 381 péptidos con capacidad para inhibir a la DPP-IV, 376
fueron dipéptidos y 5 tripéptidos, identificando un total de 92 péptidos con

secuencia unica (Anexos VIII-XV).

Las hidrdlisis simuladas con las enzimas gastrointestinales humanas
predijo la liberacion de 5 péptidos inhibidores de la DPP-IV por la hidrdlisis con
tripsina, 12 con pepsina, 17 con quimiotripsina y 31 con la digestion
gastrointestinal. Estos péptidos derivan en mayor proporcion de la legumina
(52-66%), con un peso molecular de 188 a 221 Da y una concentracion media
inhibitoria de 74 hasta 2615.03 yM (Anexos VIII-XI).

En cuanto a las enzimas de uso industrial, se predijo una liberacion de
28 péptidos inhibidores de la DPP-IV por la hidrélisis con ficina, papaina o
alcalasa, y 40 para la bromelina. La mayor cantidad de péptidos fue liberada
de la provicilina (50-65.6%) en las hidrdlisis con papaina, alcalasa y ficina. La
hidrolisis de legumina con bromelina libera una mayor cantidad de péptidos
ihibidores de la DPP-IV comparado con la provicilina (25 vs 15). El peso
molecular de los péptidos inhibidores de la DPP-IV varia de 172 a 328 Da y
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tienen una concentracién media inhibitoria reportada de 49 hasta 2615.03 yM
(Anexos XII-XV).

6.2. Analisis de Acoplamiento Molecular

6.2.1. Validacion de las coordenadas del sitio activo de la
estructura cristalografica de la DPP-IV.

Se validaron las coordenadas del sitio activo calculando la desviacion
cuadratica media (RMSD) entre la posicion predicha del ligando después de
un acoplamiento molecular y la posicion original del ligando en la estructura
cristalografica de la enzima. EI RMSD entre la posicidn predicha del ligando
obtenida después del analisis de acoplamiento molecular en las coordenadas
del sitio activo de la DPP-IV (-6.733; y: 62.839; z: 35.416, radio de 20A) y la
pose del ligando acoplado a la estructura cristalografica fue de 0.972 A (Figura
8A).

Las interacciones predichas en la mejor posicion del ligando extraido de
la estructura cristalografica de la DPP-IV después del acoplamiento molecular
fueron similares a las interacciones observadas del ligando en la estructura
cristalografica original (Figura 8 B y C, respectivamente). En ambos casos, se
observo un puente de hidrogeno entre ligando y la TYR®¢? del pocket S1 del
sitio activo de la DPP-IV. En el pocket S2, se encontraron interacciones
electrostaticas entre el ligando y los residuos acido glutamico 205 y 206
(GLU?%% y GLU?%), ademas de un puente de hidrégeno con la arginina 125
(ARG'?%). También, se identifico una interaccion electrostatica entre el ligando
y la fenilalanina 357 (PHE3%") del pocket S2'y un puente de hidrogeno con la
asparagina 710 (ANS7"9) del sitio activo de la DPPV. La Unica interacciéon que
no se pudo predecir en el acoplamiento molecular fue el puente de hidrégeno
con la serina 209 (SER?%°) del pocket S2' de la posicion original del ligando en
la estructura cristalografica.
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RMSD=0.972 A

)
ASP. ASN C :
B ) B:663 B:710 £RrG
TYR
ARG
B:125 y 5194 9
TYR =
B:662 m )
B:357
H  H
GLU TY i
B:205 H Q B:666 L H
8:205 6209
GLU Bio62  fo06 B35
B:206 2 P :
0 B:663
Interactions
[ salt Bridge [T Halogen (Fluorine)

[T Attractive Charge
7 conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond

[ Pi-cation
[ Pi-Pi Stacked
[ Pi-Pi T-shaped

Figura 8. Validacion del sitio activo para realizar el acoplamiento molecular. A)
Posiciones superpuestas de la Omarigliptina cristalografica y la mejor
conformacion acoplada de la Omarigliptina. B) Interacciones moleculares de
la mejor conformacién acoplada de la Omarigliptina con el sitio activo de la
DPP-IV. C) Interacciones moleculares de la Omarigliptina cristalografica con el

sitio activo de la DPP-IV. Siglas. RMSD: Desviacion cuadratica media.
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6.2.2. Acoplamiento molecular de péptidos de garbanzo con el sitio
activo de la DPP-IV.

Se utilizaron los péptidos liberados a partir de las hidrélisis enzimaticas
que contaban con estructura PubChem reportada para realizar el analisis de
acoplamiento molecular. Un total de 46 péptidos cumplieron con los criterios
para el analisis. En la Tabla 8 se muestra la energia de unién (kcal/mol) de los
péptidos con el sitio activo de la DPP-IV, la proteina de la cual provienen y la
hidrolisis especifica que facilito su liberacién. La energia de unién de los
péptidos de garbanzo con el sitio activo de la DPP-IV fue desde -5.2 kcal/mol
hasta -7.9 kcal/mol. El péptido con menor energia de union fue el His-Phe (-
7.9 kcal/mol), seguido del lle-Trip (-7.8 kcal/mol), Tyr-Phe (-7.8 kcal/mol) y GiIn-
Phe (-7.7 kcal/mol). Un total de 32 péptidos se originaron de la hidrdlisis de la
provicilina y 33 procedian de la legumina; esta superposicidn numérica se
debe a la presencia de algunos péptidos que estan encriptados en ambas

secuencias proteicas.

Se predijo que todos los péptidos pueden interaccionar con al menos
un pokcet del sitio activo de la DPP-IV mediante puentes de hidrogeno (Figura
9A)yel 76.1% (n=35) pueden establecer interacciones electrostaticas con los
residuos del pocket S2 (GLU?%%, GLU?%¢ y ARG'?%). Ademas, de los 46 péptidos
sometidos al acoplamiento molecular, se predijo que 30 (65,2%) podrian
formar interacciones hidrofébicas con el sitio activo de DPP-1V, principalmente
con el pocket S1 (TYR®1, VAL®%, TYR®%, TYR®?) y el pocket S2' (PHE?%")
(Figura 9 C).
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Tabla 8. Energia de union del acoplamiento molecular de los péptidos de

garbanzo con el sitio activo de la DPP-|V.

Energia de
Péptido BIOPEPID  unidon Proteina Locacion Liberado Pubchem ID
(Kcal/Mol)
Provicilina 426-427  Dromelina
Alcalasa
HF 8791 -7.9 Bromelina; 152198
Legumina 473-474 Alcalasa; Pepsina;
Papaina
w 8807 -7.8 Legumina 457-458 Alcalasa 7019084
Provicilina  95-96 Bromelina
YF 8935 -7.8 Legumina  99-100 Brome}ina; 7009600
Papaina
Gastrointestinal;

Provicilina 153-154 , . .
Papaina; Ficina

QF 8870 -7.7 ) : 57288566
. Gastrointestinal;
Legumina  61-62 , .
Papaina; Ficina
. Pepsina; Papaina;
YL 8940 -7.6 Legumina 182-183 . 87071
Bromelina
FR 8780 -7.5 Legumina 135-136 Tripsina 150903
B lina;
KF 8809 71 Legumina 124-125 romena, 151410
Alcalasa
I 58-59 .
Provicilina 122-123 Papaina; Alcalasa
VF 8917 7.1 103-104  Quimotripsina; 6993120
Legumina 148-149  Gastrointestinal;
403-404 Ficina; Alcalasa
. 384-385 .
YA 8932 -7.1 Legumina 394-395 Bromelina 7020632
Pepsina; Papaina;
HL 8557 -7 Provicilina  72-73 Bromelina; 189008
Alcalasa
Provicilina 162-163 Pa%ig:; iﬁ;ﬂa}
NR 8849 -7 14299174
Legumin 133-134 Bromelin
egumina - oo omelina
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Quimotripsina;

PH 8856 -7 Provicilina 295-296  Gastrointestinal; 9856353
Ficina
63-64 QulI:oZrifslna;
Provicilina 375-376 psina;
377378 Gastrointestinal;
GF 8782 -6.9 Alcalasa 92953
' 212-213 Qulmc?trlpm‘na;
Legumina Gastrointestinal;
312-313
Alcalasa
GY 8788 69  Legumina 9g-99  Quimotripsing 92829
Gastrointestinal
Quimotripsina;
Provicilina 362-363  Gastrointestinal;
PF 8854 -6.9 Ficina 6351946
Legumina 471-472 Bromelina
Quimotripsina;
Provicilina 176-177 Pepsina;
Gastrointestinal;
SF 8891 6.9 Tapaina 7009597
Quimotripsina;
L . 10-11 Pepsina;
cgumina 347-348  Gastrointestinal;
Papaina
TF 8900 69  Provicilina 1104111 Castromtestinali o el
Ficina
IPA 8304 -6.7 Provicilina 357-359 Bromelina 10040393
YV 8946 -6.7 Legumina 433-434 Bromelina 7009560
o 203-204 TrlPsma,:
Provicilina Gastrointestinal;
416-417 Ficina; Bromelina
DR 8769 -6.6 — - 16122509
Gastrointestinal;
L . 440-441 Ficina:
egumina 1429-430 1c1na},
Bromelina
Tripsina;
IR 8806 -6.6 Provicilina 442-443  Gastrointestinal; 7021814
Ficina
ET 8774 -6.5 Legumina 109-110 Bromelina 6998031
PT 8863 -6.5 Legumina 144-145 Bromelina 53860028
139-140  Gastrointestinal;
- 168-169 Papaina;
IL 8802 -6.3 Provicilina 304305 Ficina; Bromelina; 7019083
449-450 Alcalasa
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Legumina

382-383

Ficina; Bromelina;

Alcalasa
Provicilina 431-432
Qr 8532 -6.3 Papaina 11736661
Legumina  25-26
VE 8916 -6.3 Provicilina  56-57 Alcalasa 7009623
. 132-133 Quimotripsina;
VN 8924 -6.3 Legumina 224225  Gastrointestinal 7020201
vQ 8925 -6.3 Provicilina 340-341 Alcalasa 7016045
48-49 Papaina; Ficina;
EG 8770 -6.1 Legumina 121-122 F];r m, lin § 6427052
137-138 ometna
Provicilina 244-245 Flcg‘a" Allc.alasa;
ES 8773 -6.1 romeuna 6995653
Legumina 116-117 Ficina; Bromelina
HP 8520 -6 Legumina 477-478 Papaina 152322
92-93 Quimotripsina;
101-102 Pepsina;
VL 8922 -6 Provicilina 104-105  Gastrointestinal; 6993117
124-125 Papaina; Ficina;
186-187 Alcalasa
Provicilina 378-379 Papaina
IN 8804 -5.9 Quimotripsina; 7016080
Legumina 444-445  Gastrointestinal;
Alcalasa
Provicilina 311-312 Papaina;
Bromelina
KG 8810 -5.9 - 7022320
L . 248-249 Papaina;
CEUMING - 37 388 Bromelina
Tripsina;
PK 8858 -5.9 Provicilina 195-196  Gastrointestinal; 9209431
Ficina
6-7 Quimotripsina;
Provicili 61-62 Pepsina;
roviciimna 128-129  Gastrointestinal;
291-292 Papai
SL 8560 5.9 21-29 ~apama 7015694
8-9 Quimotripsina;
Leoumin 78-79 Pepsina;
CEUMINA 364365  Gastrointestinal;
426-427 Papaina
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VI 8920 -5.9 Provicilina 217-218 Alcalasa 7010531
37-38
Provicilina  67-68 Ficina; Alcalasa
VS 8926 -5.9 241-242 6992640
Legumina 162-163 Alcalasa
Provicilina lgz:z27
IA 8525 -5.8 Bromelina 7009577
Legumina 160-161
ke 422-423
Tripsina;
VK 8921 -5.8 Legumina 245-246  Gastrointestinal; 168058
247-248 Ficina; Alcalasa
Provicilina 120-121 Alcalasa
VT 8927 -5.8 9815826
Legumina 345-346 Papaina
Quimotripsina;
GL 8561 57  Provicilina  74-75 Pepsina; 1548899
Gastrointestinal;
Alcalasa
SK 8894 5.7 Provicilina 230-231 Gastrointestinal 16122513
Provicilina 409-410 Pa%ig‘ni; iﬁ;ﬂa}
P -5. 6426709
G 8855 56 Leoumin 105-106 ~ Papaina; Ficina;
CEUMINA 163 464 Bromelina
VG 8918 5.5 Provicilina 317-318 Papaina; Ficina 6993110
MA 3173 -5.2 Legumina 1-2 Bromelina 7009581
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Figura 9. Interacciones entre los péptidos de garbanzo con los residuos de
aminoacidos del sitio activo de la DPP-IV. (A) Puentes de hidrégeno; (B)
Interacciones electrostaticas; (C) Interacciones hidrofébicas; (D) Interacciones
sobrepuestas.
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En la figura 10A se muestra la posicion y las interacciones del péptido
con menor energia de union predicha por el analisis de acoplamiento
molecular (His-Phe, -7,9 kcal/mol) superpuesto con la posicion del farmaco
omarigliptina en la estructura cristalografica de la DPP-IV. Se predijo en el
analisis de acoplamiento molecular que el péptido His-Phe puede establecer
cuatro interacciones electrostaticas con los residuos Glu2%y Glu2% del pocket
S2 (Figura B). Ademas, el residuo His del péptido puede interaccionar con los
residuos Arg'?° y Tyrb62 del pocket S2 a través de puentes de hidrégeno fuertes
(<3 A) (Figura 10B). Por otro lado, el residuo Phe puede establecer
interacciones hidrofébicas con otros aminoacidos no polares, mejorando la

estabilidad del complejo péptido/sitio activo de la DPP-IV.
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Figura 10. Acoplamiento molecular e interacciones del péptido His-Phe con
la DPP-IV. A) Visualizacion 3D del acoplamiento molecular del péptido His-Phe
y el farmaco de referencia omarigliptina en el sitio activo de la DPP-IV. B)
Interacciones 2D del péptido His-Phe con el sitio activo de la DPP-IV.
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6.3. Prediccion de las propiedades farmacocinéticas ADMET de

péptidos de garbanzo.

En la tabla 9 se muestran las predicciones de las propiedades
farmacocinéticas de los péptidos de garbanzo inhibidores de la DPP-IV. En las
primeras 3 filas se encuentran los principales farmacos utilizados para inhibir
a la DPP-IV (omarigliptina, saxagliptina y vildagliptina), seguido de los 10
péptidos inhibidores de la DPP-IV con menor energia de union. La prediccion
de las propiedades farmacocinéticas de los 46 péptidos con estructura en
PubChem se muestra en el Anexo XVI.

Un total de 35 (76,09%) y 41 (89,13%) péptidos inhibidores de la DPP-
IV del garbanzo mostraron valores 6ptimos de absorcion intestinal humana y
biodisponibilidad, respectivamente. Los 46 péptidos evaluados mostraron
valores de distribucion optimos y probabilidad de vida media prolongada (>3
horas). Adicionalmente, se predijo que el 97,8%(n=45) de los péptidos tienen
toxicidad nula (Anexo XVI).
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Tabla 9. Propiedades farmacocinéticas ADMET de los farmacos gliptinas y

péptidos inhibidores de DPP-IV derivados de garbanzos.

Péptido/farmaco Regla de Lipinski HIA F20% F 30% VD (L/kg) T 1/2 (h) ROAT

Omarigliptina Aceptado o o o o 0.151

Saxagliptina Aceptado o o ) o 0.309 o

Vildagliptina Aceptado o o o o 0.37 o
HF Aceptado o o o o 0.92 o
W Aceptado [ ] o o o 0.91 [ )
YF Aceptado o o o o 0.921
QF Aceptado o o o o 0.61 [ ]
YL Aceptado o o o o 0.909 @
FR Aceptado [ ) o o 0.826 o
KF Aceptado [ ) o o o 0.835 o
VF Aceptado [ ) [ ) () o 0.872
YA Aceptado o o o o 0.894 o
HL Aceptado [ ) [ ) () [ ) 0.919 [ )
NR Aceptado o o o 0.422 o
PH Aceptado [ ) o o 0.887 [ )

HIA: Absorcion intestinal humana, F20%: Biodisponibilidad 20%, F30%:
Biodisponibilidad 30%, VD: Volumen de Distribucion , ROAT: Toxicidad aguda
oral en ratas. Decision empirica: Verde: Excelente, Amarillo: Medio, Rojo:
Deficiente, T1/2: probabilidad de >3H (0-1,0).
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6.4. Multi-bioactividad y estabilidad a la digestion gastrointestinal.

La diabetes y la hipertension son enfermedades que a menudo coexisten en
un mismo paciente. En este sentido, se ha informado que el 70% de las
personas con diabetes también padecen hipertensién (Naha et al., 2015; Syed
etal, 2023). Por lo tanto, resulta crucial buscar coadyuvantes para

tratamientos duales.

Con este fin, se evaluaron los 46 péptidos utilizados en el analisis de
acoplamiento molecular para determinar si poseian otras bioactividades
(inhibicion de la ECA-l y de la renina), ademas de la inhibicién de la DPP-IV.
De estos, 28 (60.86%) mostraron potencial inhibidor de la ECA-l, y 7 (15.21%)

demostraron potencial para inhibir la renina.

Ademas, es indispensable evaluar la resistencia a la digestion
gastrointestinal de los péptidos bioactivos para proponer vias de
administracion en futuros ensayos con modelos in vivo. Por lo tanto, los 46
péptidos se sometieron a una hidrolisis secuencial con pepsina, quimotripsina
y tripsina para evaluar su estabilidad durante la digestion gastrointestinal. De
los 46 péptidos, 34 (73.9%) demostraron ser estables frente a la digestion
gastrointestinal In silico (pepsina, tripsina y quimiotripsina). En particular, 24
de los 34 péptidos exhibieron multibioactividad, ademas de estabilidad frente
a la digestion gastrointestinal In silico.

6.5. Determinacion del porcentaje de inhibicién In vitro de la DPP-IV
por péptidos derivados del garbanzo.

Dados los resultados de los analisis In silico, que incluyen el perfil de péptidos
liberados por la hidrdlisis, la afinidad con el sitio activo de la DPP-1V, y la
ausencia de toxicidad en las predicciones de las propiedades

farmacocinéticas, y la falta de estudios In vitro con alcalasa para producir
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hidrolizados proteicos de garbanzo con capacidad de inhibir a la DPP-IV, se

decidio emplear la enzima alcalasa para los ensayos In vitro.

El porcentaje de inhibicion de la DPP-IV In vitro se determino
empleando un kit de inhibicion de Sigma-Aldrich (Codigo de catalogo:
MAK203). Como ensayos preliminares, se llevaron a cabo pruebas para
evaluar la interferencia del buffer donde fue suspendido el aislado proteico y
se realizaron las hidrdlisis, asi como pruebas para determinar la dilucion del
hidrolizado para emplear en los ensayos de inhibicion. El hidrolizado de
garbanzo utilizado en el ensayo preliminar fue obtenido utilizando las
condiciones de los puntos centrales del analisis de superficie de respuesta
(Tiempo: 3h, temperatura: 50°C, concentracion enzima/sustrato:0.3 U/g).

En general, se pudo observar un adecuado funcionamiento del Kit en
las condiciones evaluadas, reflejado por la inhibicién del 88.2% de la actividad
de la DPP-IV inducido por el control de inhibicion sitagliptina (incluido en el
Kit). Ademas, se confirmé que el buffer Bis-Tris-Propano (20 mM, pH de 11) no
interfiere en el correcto funcionamiento del kit, dado que por si solo no mostro
inhibicién de la actividad de la DPP-IV. Por otro lado, todas las diluciones del
hidrolizado (concentrado, 1:2, 1:4, 1:8) inhibieron la actividad de la DPP-IV (%
de inhibicién de 38.1-87.7%) (Figura 11). Dado que se observé una inhibicion
similar a la del control de inhibicion utilizando el hidrolizado concentrado
(88.2% vs 87.7%) y con el objetivo de poder identificar diferencias en el
porcentaje de inhibicion de la actividad de la DPP-IV entre los hidrolizados
obtenidos por las diferentes condiciones, se optd por elegir la dilucion 1:4 para

posteriores ensayos.
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Figura 11. Ensayos preliminares del correcto funcionamiento del Kit de
inhibicion de la DPP-IV (Sigma-Aldrich: MAK203).
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Posterior a las ensayos preliminares, se determind el porcentaje de
inhibicion de la actividad de la DPP-IV de los 17 hidrolizados de garbanzo
generados utilizando diferentes combinaciones de variables, siguiendo la hoja
de trabajo generada por el software Design Expert 11.0 aplicando el modelo
Box-Behnken. Se obtuvieron porcentajes de inhibicion de la actividad de la
DPP-IV que fueron desde 31.65% hasta 57.96% (Tabla 10). Sin embargo, bajo
las condiciones evaluadas en los experimentos, los resultados obtenidos no
se ajustaron significativamente a ningun modelo que permita predecir la
combinacion de variables para potenciar la variable respuesta (%de inhibicion
de la DPP-IV).
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Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de la actividad de la DPP-IV In vitro de los
17 experimentos del modelo Box-Behnken.

. Tiempo | Temperatura Coqcentracic’m Inihibicién
Experimento (H) (°C) (enzima/sutrato) | de DPP-IV
Ulg (%)
R1 2 40 0.3 53.32
R2 4 40 0.3 40.85
R3 2 60 0.3 52.04
R4 4 60 0.3 53.87
R5 2 50 0.2 48.28
R6 4 50 0.3 53.99
R7 2 50 0.4 56.82
R8 4 50 0.4 57.96
R9 3 40 0.2 49.81
R10 3 60 0.2 53.74
R11 3 40 0.4 55.11
R12 3 60 0.4 51.09
R13 3 50 0.3 31.65
R14 3 50 0.3 51.05
R15 3 50 0.3 53.82
R16 3 50 0.3 50.32
R17 3 50 0.3 55.60
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Considerando los resultados obtenidos en el analisis de superficie de
respuesta y en la busqueda de generar un hidrolizado de garbanzo con
actividad inhibitoria de la DPP-IV repetible y estandarizado, seleccionamos dos
hidrolizados de garbanzo obtenidos bajo las condiciones de hidrdlisis
convenientes para la produccién a escala industrial, considerando un menor
tiempo, temperatura y concentracion de enzima/sustrato. Bajo estos
parametros, se seleccionaron las condiciones del experimento R7 y R3 (Tabla
10) para generar hidrolizados de garbanzo y se comparoé el % de inhibicion de
la actividad de la DPP-IV.

En este sentido, se produjeron mediante 3 experimentos
independientes los hidrolizados R7 y R3 y se evalu6 por duplicado el % de
inhibicion de la actividad de la DPP-IV (Figura 12). Aunque no se encontraron
diferencias significativas, el hidrolizado R7 presento un % de inhibicion de la
actividad de la DPP-IV superior al del hidrolizado R3 (58.3% vs 56.13%,
p>0.05).

6.6. Determinacion del ICso.

Se determino la concentracion media inhibitoria (ICso) del hidrolizado de
proteina de garbanzo con alcalasa de la combinacion de factores que dio un
mayor porcentaje de inhibicion en menor tiempo de reaccién, experimento R7
(tiempo: 2h, temperatura: 50 °C, concentracidn enzima/sustrato 0.4U/g). Se
obtuvo un I1Cso de 0.6883 mg/mL (Figura 13).
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion de la actividad de la DPP-IV de los

hidrolizados de garbanzo R7 y R3.
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Figura 13. Determinacion de la concentracion media inhibitoria del hidrolizado
de proteina de garbanzo con alcalasa (2h, 50°C, concentracion
enzima/sustrato 0.4U/g)
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7. DISCUSION

La liberacion de péptidos bioactivos encriptados en las secuencias proteicas
de los alimentos es un proceso necesario para poder ejercer su actividad
biolégica. Entre los métodos mas utilizados se encuentra el uso de enzimas
proteoliticas (Daliri et al., 2017b; Megrous et al., 2020). La gran variedad de
proteasas disponibles a generado la produccion de hidrolizados con una
amplia diversidad de péptidos bioactivos y, consecuentemente, diferentes
propiedades biologicas, como antihipertensivas, antidiabéticas, antioxidantes,
antiinflamatorias, entre otras (Farias etal.,, 2022). En este contexto, la
produccion de hidrolizados proteicos con capacidad de inhibir a la DPP-IV es
un area de creciente interés en la comunidad cientifica, atribuido a la
necesidad de generar compuestos que coadyuven al tratamiento de la DM2 y

no presenten propiedades toxicoldgicas.

La frecuencia (A) y potencia (B) de péptidos son parametros In silico
frecuentemente utilizados para evaluar el potencial de diversas fuentes
alimentarias para generar péptidos con una determinada bioactividad
(Aramburo-Galvez et al., 2022). En este sentido, los valores A y B reportados
para la provicilina (A: 0.6093, B: 0.0003526629028523) y legumina (A: 0.5847,
B: 0.0002483186581999) estan en linea con lo reportado por otros estudios In
silico, donde ademas establecen puntos de corte para el valor de A donde igual
o mayor a 0.500 se considera como una fuente potencial de péptidos
bioactivos (lwaniak et al., 2020), indicando asi el potencial de las proteinas de
garbanzo como fuente de péptidos inhibidores de la DPP-IV. No obstante, los
péptidos encriptados en la secuencia de la proteina no tienen la capacidad de
ejercer su efecto biologico y necesitan ser liberados de la matriz proteica (Daliri
et al.,, 2017b). Por lo tanto, realizamos hidrolisis enzimaticas In silico con la
finalidad de predecir el perfil de péptidos inhibidores de la DPP-IV en las
proteinas de garbanzo.

78



El uso de enzimas de origen vegetal, microbiano y la digestion
gastrointestinal simulada son frecuentemente empleadas para la generacion
de péptidos bioactivos con diversas propiedades bioldgicas (Farias et al.,
2022). De todas las enzimas evaluadas, la bromelina demostro el valor de
frecuencia (Ag) mas alto sobre la provicilina al liberar una mayor cantidad de
péptidos inhibidores de DPP-IV (0.0817) que exhibieron una potencia
relativamente moderada (6.0467750947608E°). Sin embargo, el mejor valor
de Be (0.068625336714504E°) sobre la provicilina lo obtuvo la tripsina. Hasta
el momento, existe una carencia de estudios que evaluen hidrolizados de
garbanzo producidos con tripsina para inhibir a la DPP-IV. En el caso de la
bromelina, se ha reportado que la hidrélisis de proteina de garbanzo con
bromelina puede generar un hidrolizado con capacidad de inhibir a la DPP-IV
relativamente alta, mostrando valores de 1Cso de 790 ug/mL (Chandrasekaran
et al.,, 2020). Aunque los valores de la hidrdlisis simulada con tripsina son
prometedores, son necesarios analisis /n vitro para determinar el potencial de
los hidrolizados de garbanzo producidos con tripsina para inhibir a la DPP-IV.
La alcalasa es una endopeptidasa que tiene especificidad por enlaces
peptidicos adyacentes a residuos de aminoacidos hidrofobicos (Azrin et al.,
2022). Esta caracteristica puede parcialmente explicar los valores de Ae
(legumina: 0.0662, provicilina: 0.0383) de la alcalasa, ya que los inhibidores
de la DPP-IV suelen contener en su estructura aminoacidos hidrofobicos
(Nongonierma & FitzGerald, 2014). Adicionalmente, se ha reportado que la
alcalasa tiene la capacidad de generar una gran cantidad de di y tri-péptidos
(Morato et al., 2000). Estas caracteristicas explican la amplia diversidad de
péptidos inhibidores de la DPP-IV liberados a partir de la hidrdlisis In silico con

alcalasa sobre las principales proteinas del garbanzo.

A pesar de las limitantes implicadas en el analisis In silico, se ha
reportado una alta correlacion entre el potencial inhibitorio de la DPP-IV In vitro

de hidrolizados de diferentes fuentes alimentarias con lo encontrado en los
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analisis In silico en proteinas de dichas fuentes alimentarias (T.-Y. Wang et al.,
2017). Por lo tanto, los analisis In silico nos proporcionan un punto de partida
ideal para generar hidrolizados con mayor probabilidad de tener potencial
inhibitorio de la DPP-IV.

En este sentido, las herramientas bioinformaticas permiten utilizar una
diversidad de enzimas con diferentes especificidades para simular la hidrélisis
de proteinas. Esto amplia significativamente la identificacion de péptidos
liberados en las hidrdlisis y permite una evaluacion exhaustiva del potencial
bioactivo de los péptidos liberados mediante la comparacién con base datos
de péptidos con actividad biologica reportada, reduciendo el tiempo y los
recursos empleados para la eleccion de la enzima de trabajo para los ensayos
In vitro (Aramburo-Galvez et al., 2022). En el presente estudio, se utilizaron 8
enzimas para realizar la hidrolisis enzimatica simulada, liberando un total de
191 péptidos inhibidores de la DPP-IV en la legumina y 190 en la provicilina.
No obstante, de estos 92 péptidos eran unicos. Esta amplia diversidad de
péptidos liberados inhibidores de la DPP-IV se explica por la diferente
especificidad de escision de las enzimas utilizadas, estas se clasifican segun
su especificidad y sitio de accién en endopeptidasas y exopeptidasas. Las
endopeptidasas actuan internamente, rompiendo enlaces peptidicos dentro de
las cadenas polipeptidicas, mientras que las exopeptidasas actuan en los
extremos de las cadenas, liberando aminoacidos o péptidos cortos (Motyan
et al., 2013).

Entre los 381 péptidos identificados con los ensayos In silico, 376 son
dipéptidos y 5 tripéptidos. Algunos estudios han reportado que péptidos de
hasta 10 aminoacidos pueden tener valores bajos de ICso y baja energia de
union en el sitio activo de la DPP-IV (Ma et al., 2022; Xu et al., 2019). Sin
embargo, péptidos de esa longitud pueden ser degradados por las proteasas
del sistema digestivo, perdiendo potencialmente su bioactividad en un modelo
in vivo (Ahmed et al., 2022). Por el contrario, los dipéptidos y tripéptidos son
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generalmente mas resistentes a la digestion gastrointestinal y mas
biodisponibles (Farias et al., 2022). El transporte de péptidos desde el lumen
intestinal hacia la circulacion sistémica se facilita mediante diversos
mecanismos, incluyendo las rutas paracelular, transcelular, y a través del
transportador de péptidos 1 (PepT1), estas rutas son capaces de transportar
di y tri-péptidos (Amigo & Hernandez-Ledesma, 2020). Dadas estas
caracteristicas, los di y tri-péptidos adquieren una importancia significativa en
el desarrollo de hidrolizados proteicos con capacidad bioactiva.

Los analisis de acoplamiento molecular son una herramienta
ampliamente utilizada en la busqueda de péptidos terapéuticos, permitiendo
estudiar las interacciones y la energia de union de péptidos con el sitio activo
de una enzima (Vidal-Limon et al., 2022). En este contexto, una baja energia
de union entre un ligando y un receptor es un indicador de una interaccion
molecular estable, siendo una propiedad deseable en la busqueda de péptidos
bioactivos con una mayor afinidad y uniéon con el sitio activo de la DPP-IV
(Nongonierma & FitzGerald, 2014). En el presente estudio, los péptidos
liberados a partir de la hidrolisis enzimatica In silico oscilaron entre -5.2
kcal/mol y —7.9 kcal/mol, similar a lo reportado para péptidos de otras fuentes
alimentarias, incluso alimentos de origen animal como la leche de vaca y el
salmon (-6.57 a —8.037 kcal/mol) (Gao et al., 2020; Gu et al., 2021; Jin et al.,
2020). Interesantemente, los valores de energia de union de los péptidos del
garbanzo con el sitio activo de la DPP-IV son comparables con la energia de
unidén reportada de algunos farmacos inhibidores de la DPP-IV como la
saxagliptina (-8.4 kcal/mol) y la vildagliptina (-8,84 kcal/mol) (Gupta et al.,
2018; Sneha & Doss, 2016). Estos resultados sugieren que los péptidos de
garbanzo evaluados presentan una alta afinidad por el sitio activo de la DPP-

IV'y por lo tanto podrian ser inhibidores competitivos eficaces de esta enzima.

El sitio activo de la DPP-IV tiene cuatro pockets (S1, sitio catalitico, S2
y S2'): el pocket S1, contiene residuos hidrofobicos (Tyr 547, Tyr 631, Val 656,
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Trp 659, Tyr 662, Val 711), el sitio catalitico (CS) esta conformado por (Ser 630,
Asp 708, Asn 710, His 740), el pocket S2 se conforma por (Glu 205, Glu 206,
Arg 125) y el pocket S2' por (Val 207, Ser 209, Arg 358, Phe 357) (Juillerat-
Jeanneret, 2014). Nuestros resultados indican que mas de la mitad de los
péptidos (65.2%) de garbanzo formaron interacciones hidrofobicas con el sitio
activo de la DPP-IV. Particularmente, una gran proporcion de estos péptidos
contenen un aminoacido hidrofébico o una tirosina en la posicion N-terminal
(45.65%) o C-terminal (36.96%). Esto ultimo esta en linea con lo reportado por
otros quienes destacan que los péptidos inhibidores de la DPP-IV tienen un
aminoacido hidrofobico o aromatico en el extremo N terminal generalmente
(lle, Leu, Val, Phe, Trp o Tyr) (Nongonierma & FitzGerald, 2014).

Los puentes de hidrégeno son una de las principales interacciones no
covalentes que participan en mantener la estabilidad entre el complejo
péptido/sitio activo de la DPP-IV (W. Wang et al., 2022). En el presente estudio,
el 69.5% de los péptidos interactuaron con el sitio catalitico a través de puentes
de hidrégeno. Por otra parte, una gran proporcion de los péptidos del garbanzo
interactuaron con los pockets S2 (76.08%) y S2' (45.6%) mediante
interacciones electrostaticas o hidrofébicas, respectivamente. El pocket S1 se
caracteriza por ser estrecho y tiende a interactuar con compuestos
hidrofébicos pequefios, mientras que el pocket S2 es capaz de interactuar con
compuestos mas grandes a través de interacciones electroestaticas
(Nongonierma & FitzGerald, 2019). Estas caracteristicas pueden explicar los
valores similares de energia de union entre los péptidos identificados en el
presente estudio y los farmacos saxagliptina (-8.4 kcal/mol) y vildagliptina (-
8.84 kcal/mol) (Gupta et al., 2018; Sneha & Doss, 2016).

El péptido HF presenté la mayor afinidad con el sitio activo de la DPP-
IV, estableciendo interacciones electrostaticas, hidrofébicas y puentes de
hidrégeno con los residuos del sitio activo de la DPP-IV. Particularmente, la
histidina interacciond con los residuos del sitio activo Arg 125 y Tyr 662 del
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pocket S2 a través de puentes de hidrogeno con una distancia de <3 A. Por
otro lado, Phe mostré interacciones hidrofobicas con otros aminoacidos no
polares, mejorando la estabilidad del complejo péptido/sitio activo de la DPP-
IV. Estas interacciones podrian explicar la baja energia de unién del complejo
His-Phe/sitio activo de la DPP-IV (-7.9 kcal/mol).

Un farmaco o compuesto terapéutico ideal debe mostrar
biodisponibilidad, capacidad de absorberse a nivel intestinal, tener una
distribucion adecuada, no eliminarse inmediatamente y no presentar toxicidad,
por lo que la prediccion de las propiedades ADMET de péptidos bioactivos es
un area de interés creciente en la busqueda de péptidos potencialmente
terapéuticos, biodisponibles y no téxicos (Xiong etal., 2021). Todos los
péptidos evaluados cumplieron con la regla de Lipinski, lo que sugiere una alta
probabilidad de que podrian alcanzar la circulacion sistémica y ser
biodisponibles (Walters, 2012). La absorcion intestinal humana y la
biodisponibilidad son factores cruciales en la evaluacion y desarrollo de
nuevos agentes terapéuticos (Atkinson, 2007). En el presente estudio, la
mayoria de los péptidos muestran alta probabilidad de absorberse a nivel
intestinal (76.09%) y ser biodisponibles (89.13%).

Un volumen de distribucion elevado sugiere que los péptidos son
capaces de llegar a los tejidos diana, aumentando potencialmente su eficacia
(Smith et al., 2015). En este contexto, los 46 péptidos evaluados mostraron
valores de distribucion optimos. Adicionalmente, una gran proporcién de los
péptidos evaluados mostraron una alta probabilidad de tener una vida media
prolongada (>3 h). Por el contrario, la vildagliptina tiene una vida media de
aproximadamente 90 min y la saxagliptina de 2,5 a 3 h. La omarigliptina tiene
una vida media larga, principalmente debido a su fuerte afinidad por las
proteinas plasmaticas como la albumina (Dhillon & Weber, 2009; Galloway
et al., 2017; Lauster et al., 2007).
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Del total de péptidos evaluados, solamente el péptido IL mostro
potencial para ser toxico. Interesantemente, este péptido ha sido reportado en
otros estudios como un potente inhibidor de la ECA-I y se ha catalogado como
un péptido terapéutico potencial (Han et al., 2021; Michelke et al., 2017). No
obstante, existe una carencia de estudios que evaluen su potencial
antihipertensivo in vivo, asi como sus propiedades toxicologicas. En este
contexto, las predicciones de las propiedades farmacocinéticas proporcionan
informacion preliminar que pueden servir como guia para disefiar estudios In
vitro e in vivo, enfocados en la evaluacion de las propiedades toxicoldgicas del

compuesto, asi como su potencial bioactivo.

Los péptidos inhibidores de DPP-IV y los inhibidores de ECA-I
comparten algunas caracteristicas entre si, como un bajo peso molecular, y
que generalmente contienen aminoacidos aromaticos y/o hidrofébicos (Han
et al., 2021; Michelke et al., 2017). En este contexto, 60.86% de los péptidos
evaluados mostraron potencial para inhibir a la enzima convertidora de
angiotensina-l y 15.21% mostraron potencial para inhibir a la renina. Este
hallazgo cobra particular importancia considerando que aproximadamente el
70% de las personas diagnosticadas con diabetes también padecen
hipertension (Farias etal., 2022; Jin etal.,, 2020). Algunos autores han
reportado la capacidad de hidrolizados proteicos de inhibir tanto a la ECA-I
como a la DPP-IV (Bollati et al., 2022), resaltando la multibioactividad de los
péptidos generados durante la hidrélisis enzimatica y su potencial uso como
tratamiento en pacientes con DM2 e hipertension arterial. En el caso del
garbanzo, se ha reportado que hidrolizados proteicos de garbanzo generados
con alcalasa tienen la capacidad de inhibir a la ECA-I y reducir la presion
arterial en ratas espontaneamente hipertensas (Figueroa-Salcido et al., 2024).
En el presente estudio, la hidrdlisis con alcalasa generd un hidrolizado con
capacidad de inhibir a la DPP-IV, resaltando que las proteinas de garbanzo
son potencialmente fuente tanto de péptidos inhibidores de la DPP-IV como
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de la ECA-l. En este contexto, son necesarios estudios que evaluen la
multibioactividad de hidrolizados proteicos de garbanzo para inhibir a la ECA-
| y la DPP-1V y, de esta forma, contribuir como adyuvante en el manejo de la

DM2 y la hipertension arterial.

En el presente estudio, la alcalasa fue una de las enzimas que libero
una mayor cantidad de péptidos con capacidad de inhibir a la DPP-IV en las
predicciones de hidrolisis enzimaticas, ademas, los péptidos liberados por esta
enzima mostraron una potente afinidad con el sitio activo de la DPP-IV en los
analisis de acoplamiento molecular. Aunado a esto, la alcalasa es una enzima
muy utilizada a nivel industrial debido a su potente actividad y estabilidad a pH
alcalinos, teniendo rangos amplios de trabajo en cuanto a temperatura (40 —
70°C) y pH (7 — 11) (Azrin et al., 2022; Tacias-Pascacio et al., 2020). Sin
embargo, existe una carencia de estudios que evaluen el potencial de
hidrolizados proteicos de garbanzo producidos con alcalasa con capacidad de
inhibir a la DPP-IV. Por tal motivo, utilizamos la alcalasa como enzima para
realizar la hidrdlisis de proteinas de garbanzo y evaluar el potencial de las
proteinas de garbanzo para inhibir a la DPP-IV.

Los analisis de superficie de respuesta son modelos estadisticos y
matematicos basados en el ajuste de ecuaciones de los datos experimentales,
estos modelos se utilizan para optimizar procesos y encontrar las mejores
condiciones operativas para obtener un resultado esperado (Bezerra et al.,
2008). Estos analisis se han utilizado en el desarrollo de hidrolizados proteicos
con capacidad bioactiva buscando la mejor combinacién de las condiciones
experimentales para obtener un maximo de inhibicion (AL-Bukhaiti et al., 2022;
Figueroa-Salcido et al., 2024; Jia et al., 2020; Ramirez-Torres et al., 2017). En
este sentido, el modelo Box-Behnken es un disefio de segundo orden basado
en disefios factoriales incompletos de 3 niveles. Esto mismo hace que el
modelo Box-Behnken destaque por necesitar un menor numero de

experimentos y disminuir el costo en comparacion con los disefios factoriales
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completos. Otra ventaja de este modelo es que no considera combinaciones
donde todos los factores estén simultaneamente en sus condiciones mas altas
o bajas, evitando asi realizar experimentos en condiciones extremas que
puedan elevar el costo del proceso (Ferreira et al., 2007). Por lo tanto, se
decidio utilizar el modelo Box-Behnken para optimizar las condiciones de
hidrdlisis y buscar un maximo de inhibicion. Sin embargo, los datos obtenidos
en el ensayo experimental no se ajustaron a un modelo que pudiera predecir
una combinacion de factores optimas, lo cual puede ser atribuido parcialmente
a que las condiciones utilizadas para la regidn experimental no abarcan una
region suficiente para estimar el efecto principal y de interaccion de los factores
utilizados. Otros autores han reportado que la temperatura y el tiempo de
hidrdlisis no contribuye significativamente en la inhibicion de la DPP-IV en
hidrolizados proteicos de garbanzo de la variedad Billy y Myles, pero si
contribuyen de manera significativa en las variedades Sierra y Nash (Acevedo
Martinez & Gonzalezde Mejia, 2021). Estos resultados indican que los factores
pueden contribuir a una variable de respuesta de manera diferente para cada
variedad, aun siendo la misma especie. En este sentido, establecer nuevos
puntos centrales son estrategias ideales para poder modificar la region
experimental y estimar el efecto principal de cada factor

Debido a que los datos no se ajustaron al modelo, se optd por utilizar
las condiciones del experimento R7, con la cual se obtuvo un ICso de 0.6883
mg/mL, a pesar de que no se pudo realizar una optimizacion de las condiciones
de hidrdlisis para obtener un maximo de inhibicidén, nuestro hidrolizado mostro
un valor de ICso similar e incluso mas bajo que el de otras leguminosas. Los
hidrolizados de proteinas de frijol bambara con alcalasa reportan valores de
ICs0 para la inhibicion de la DPP-IV de 1.73 mg/mL (Mune Mune et al., 2018).
En cuanto al frijol Caupi hidrolizado con alcalasa seguido de flavoenzima
presenta un ICso de 2.06 mg/mL para la inhibicion de la DPP-IV (Castaneda-
Pérez et al., 2019). También se ha reportado el ICso de hidrolizados de proteina
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de soja y chicharo para inhibir a la DPP-IV con valores de 1.15 mg/mL y 0.33

mg/mL respectivamente (Bollati et al., 2022).

Ademas, se ha reportado que los hidrolizados de proteinas de garbanzo
con enzimas gastrointestinales (pepsina y pancreatina) y bromelina tienen 1Cs
de 0.245 mg/mL y 0.790 mg/mL, respectivamente (Chandrasekaran et al.,
2020). Acevedo Martinez y colaboradores en 2021 realizaron la optimizacion
de la hidrdlisis de proteinas de garbanzo con bromelina para inhibir a la DPP-
IV, para la optimizacion utilizaron 4 factores (Concentracidn enzima/sustrato,
tiempo de hidrdlisis, procesamiento termico y variedad de garbanzo y
encontraron que el ICso de hidrolizados de proteinas de garbanzo podia verse
afectado por el estado de coccidn del garbanzo y la variedad, reportando 1Cso
desde 0.17mg/mL hasta pruebas con 10mg/mL que no alcanzaron el ICso
(Acevedo Martinez & Gonzalezde Mejia, 2021). Estos resultados sugieren que
el ICsp se ve afectado por las condiciones en las que se lleva a cabo la reaccion
de hidrdlisis. Ademas, el perfil de aminoacidos de las proteinas puede verse
alterado por la variedad del grano, lo que genera una diversidad distinta de
péptidos liberados a partir de un tratamiento enzimatico cuando se trabaja con

diferentes variedades del mismo grano.

El ICs0 es un parametro farmacologico utilizado para evaluar la potencia
de un compuesto. Sin embargo, en el desarrollo de hidrolizados proteicos con
capacidad bioactiva, se ha observado que no existe una relacion directa entre
el ICso y el efecto farmacologico. En cuanto a la inhibicion de la ECA-I,
hidrolizados con un ICso mas alto han demostrado un mayor impacto sobre los
niveles de presion arterial (Figueroa-Salcido et al., 2024; Lourengo da Costa
et al.,, 2007; Ramirez-Torres et al., 2017). Esto también podria ocurrir con
hidrolizados que tienen capacidad de inhibir la DPP-IV, por lo que es
indispensable llevar a cabo ensayos en modelos in vivo para confirmar el

efecto.
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8. CONCLUSIONES

El garbanzo representa una fuente prometedora de péptidos inhibidores de la
DPP-IV. La hidrdlisis de sus principales proteinas, legumina y provicilina, con
enzimas proteoliticas libera hasta 92 péptidos unicos, incluyendo dipéptidos y
tripéptidos con propiedades farmacocinéticas favorables, como una absorcion
intestinal optima, alta biodisponibilidad y bajo riesgo de toxicidad. Entre ellos,
los péptidos HF e IW destacaron por su alta afinidad con el sitio activo de la
DPP-IV, con energias de union de -7.9 y -7.8, respectivamente. Ademas, 28
péptidos (60.86%) también inhiben la ECA-I, lo que sugiere su potencial como

tratamiento dual.

Los hidrolizados de garbanzo con alcalasa mostraron porcentajes de
inhibicion de la DPP-IV que van desde 31.65% hasta 57.96%. El hidrolizado
R7, con un tiempo de hidrdlisis de 2 horas a 50°C y una relacion
enzima/sustrato de 0.4 U/g, logré el mayor porcentaje de inhibicion (57.96%)
y un ICs0 de 0.6883 mg/mL, confirmando su capacidad inhibitoria de la DPP-

IV In vitro.

Estos resultados sientan las bases para futuros estudios in vivo que

permitan confirmar el efecto hipoglucemiante de los hidrolizados.
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9. RECOMENDACIONES

Se sugiere llevar a cabo ensayos in vivo para confirmar el efecto del hidrolizado
de proteinas de garbanzo tratado con alcalasa sobre biomarcadores
relevantes de DM2 como los niveles de glucosa posprandial. Dicho hidrolizado
puede ser administrado tanto de manera aguda como crénica. Estos ensayos
permitiran una mejor comprension de las implicaciones de la suplementacién
del hidrolizado en el manejo de la diabetes y serviran como base para futuros
ensayos clinicos. Esto ultimo sentaria las bases para su uso como terapia
complementaria o ingrediente para el desarrollo de alimentos medicinales para

el tratamiento de la DM2.
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Abstract: Chickpea (Cicer arietinum L.) peptides can inhibit dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV), an
important type 2 diabetes mellitus therapeutic target. The molecular interactions between the in-
hibitory peptides and the active site of DPP-IV have not been thoroughly examined, nor have their
pharmacokinetic properties. Therefore, the predictions of legumin- and provicilin-derived DPP-IV
inhibitory peptides, their molecular interactions with the active site of DPP-IV, and their pharmacoki-
netic properties were carried out. Ninety-two unique DPP-IV inhibitory peptides were identified.
Papain and trypsin were the enzymes with the highest Ag (0.0927) and lowest B (6.8625 x 10~7)
values, respectively. Peptide binding energy values ranged from —5.2 to —7.9 kcal/mol. HIS-PHE
was the most potent DPP-IV inhibitory peptide and interacts with residues of the active sites S1
(TYR662) and S2 (GLU205/ARG125 (hydrogen bonds: <3.0 A)), $2 (GLU205/GLU206 (electrostatic
interactions: <3.0 A)), and S2’ pocket (PHE357 (hydrophobic interaction: 4.36 A)). Most peptides
showed optimal absorption (76.09%), bioavailability (89.13%), and were non-toxic (97.8%) stable
for gastrointestinal digestion (73.9%). Some peptides (60.86%) could also inhibit ACE-I. Chickpea
is a source of non-toxic and bioavailable DPP-IV-inhibitory peptides with dual bioactivity. Studies
addressing the potential of chickpea peptides as therapeutic or adjunct agents for treating type 2
diabetes are warranted.

Keywords: chickpea; bioactive peptides; DPP-IV inhibitors; in silico; molecular docking; ADMET

1. Introduction

Insufficient production of and resistance to insulin are characteristics of type 2 dia-
betes mellitus (DM2) [1]. There are therapeutic agents available for treating approximately
537 million adults with DM2 (around 10.5% of the adult population aged 20 to 79 years) [2],
but their long-term usage could develop adverse effects such as headaches, urinary tract
infections, arthralgia, hypersensitivity to gliptins, and pancreatitis [3,4]. Dipeptidyl pep-
tidase IV (DPP-1V) is a ubiquitous proteolytic enzyme involved in the degradation of
incretin hormones such as glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and glucose-dependent in-
sulinotropic polypeptide (GIP) [5]. These hormones assist in diverse biological processes,
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Anexo Il. Participacion en el “I Congreso Internacional de Investigacion

Interdisciplinaria en Ciencias Bioldgicas y de la Salud”.
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Anexo lll. Participacidon como ponenete el la demostraciéon de laboratorio

“‘Determinacion de la respeusta glucémica a alimentos en un modelo murino”

en el marco de la Jornada Universitaria del Conocimiento UAS 2022”.
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cabo del 27 de Octubre al 19 de Noviembre de 2022.
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Anexo IV. Participacidn como ponenete del taller “Uso de base de datos de
compuestos bioactivos derivados de alimentos en la investigacion” en el marco
de la Jornada Universitaria del Conocimiento UAS 2023”.
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Investigacion” en el marco de la Jornada Universitaria del Conocimiento UAS
2023, llevada a cabo del 16 de Octubre al 19 de Noviembre de 2023.
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Anexo V. Participacién como ponenete del taller “Aplicacion del acoplamiento
molecular en la busqueda de compuestos bioactivos de alimentos” en el marco

de la Jornada Universitaria del Conocimiento UAS 2023".
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Anexo VI. Participacion como ponenete del taller “Determinacion de la
respuesta glucémica a alimentos en un modelo murino” en el marco de la
Jornada Universitaria del Conocimiento UAS 2023
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Anexo VII. Participacion como ponente en conmemoracion del “Dia Mundial

de la Diabetes”.
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Anexo VIII. Péptidos liberados de la hidrdlisis con tripsina sobre la legumina y
provicilina del garbanzo.

i Péptido ) ., .. Peso EC50
Proteina P Secuencia Locacion Actividad
ID molecular pM
Provicilina 8769 DR [203-204) [hibidordeladipeptidil g, 7 0
peptidasa IV
Inhibidor de la dipeptidil
Legumina 8780 FR [135-136] bidor de la dipeptidil ), 5.5 0
peptidasa IV
Inhibidor de la dipeptidil
Provicilina 8806 IR [442-443] ibidor dela dipeptidil g, 54, 0
peptidasa IV
Provicilina 8858 PK [195-196] |nhibidordeladipeptidil 5 g, 0
peptidasa IV
Legumina 8921 VK [247-24g) ~[mhibidor deladipeptidil =, o 57 0
peptidasa IV
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Anexo IX. Péptidos liberados de la hidrdlisis con pepsina sobre la legumina y

provicilina del garbanzo.

i Péptido ; ., . . EC50
Proteina P Secuencia Locacion Actividad Peso molecular
ID uM
Provicilna 8782 GF [63-64) nnibidor dela dipeptidil 2222290 0
peptidasa IV
Inhibidor de la dipeptidil
Provicilna 8782 GF [377-378] ibidor de la dipeptidi 2222290 0
peptidasa IV
Provicilna 8561 GL [74-75] Imlblii;ﬁgi:;gepﬂdﬂ 188.2120 2615.03
Legumina 8791 HF [473-474) 'mhibidor dela dipeptidil 302.3190 0
peptidasa IV
Provicilna 8557 HL [72-73] I“hlblic’;;ﬁzz:;f/epﬂdﬂ 268.3020 143.19
Inhibidor de la dipeptidil
Provicilna 8891 SF [176-177] ibidor de la dipeptidi 2522570 0
peptidasa IV
Inhibidor de la dipeptidil
Legumina 8891 SF [10-11] ibidor de la dipeptidi 252.2570 0
peptidasa IV
Provicilna 8560 SL [6-7] Imlblii;ﬁgi:;gepﬂdﬂ 218.2400 2517.08
Provicilna 8560 SL [61-62] Imlblii;ﬁgi:;gepﬂdﬂ 218.2400 2517.08
Legumina 8560 SL [8-9] I“hlblic;;ﬁzz:g’/epﬂdﬂ 218.2400 2517.08
Provicilna 8922 VL [124-125] [hibidor dela dipeptidil 230.2930 74
peptidasa IV
Inhibidor de la dipeptidil
Legumina 8940 YL [182-183] ibidor de la dipeptidi 294.3300 0
peptidasa IV
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Anexo X. Péptidos liberados de la hidrdlisis con quimiotripsina sobre la

legumina y provicilina del garbanzo.

i Péptido ; ., . . Peso EC5
Proteina D Secuencia Locacion Actividad molecular p?v[
Provicilina 8782 GF [63-64] dip;‘é‘;’;‘;‘;ﬁgiﬁ v 222.2290 0
Provicilina 8782 GF [375-376] dip;‘é‘;’;‘;‘;ﬁgiﬁ v 222.2290 0
Legumina 8782 GF [312-313] dip;‘é‘;’;‘;‘;ﬁgiﬁ v 222.2290 0
Provicilina 8561 GL [74-75] dip;‘é‘;’;‘;‘;;ﬁ;; v 188.2120 2%;5'
Legumina 8788 GY [98-99] dip;‘:;ﬁi‘;ﬁgiﬁ v 2382220 0
Legumina 8804 IN [444-445] dipeg‘t}if;i’li ‘;Z;ﬁzza v 245.2640 0
Provicilina 8854 PF [362-363] dip;‘:;;?;‘;‘;ﬁgiﬁ v 262.2940 0
Provicilina 8856 PH [295-296] dip;‘é‘;’;‘;‘;ﬁgiﬁ v 252.2590 0
Provicilina 8891 SF [176-177] dip;‘é‘;’;‘;‘;;ﬁ;; v 252.2570 0
Legumina 8891 SF [10-11] dip;‘é‘;’;‘;‘;;ﬁ;; v 252.2570 0
Provicilina 8560 SL [6-7] dipeg‘t}if;i’li ‘;Z;ﬁzza v 218.2400 2‘;’)27'
Provicilina 8560 SL [61-62] dip;‘é‘;’;‘;‘;ﬁgiﬁ v 218.2400 2%;7'
Legumina 8560 SL (8-9] dip;‘é‘;’;‘;‘;ﬁzza v 218.2400 2‘:’);7'
Legumina 8560 SL [78-79] dip;‘:;;?;‘;‘;ﬁzza v 218.2400 2‘:’);7'
Legumina 8917 VF [103-104] dip;‘:;ﬁi‘;ﬁgiﬁ v 264.3100 0
Provicilina 8922 VL [124-125] dipeg‘t}if;i’li ‘;Z;ﬁzza v 230.2930 74
Legumina 8924 VN [224-225] Inhibidor de la 231.2370 0
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Anexo Xl. Péptidos liberados de la hidrdlisis con digestion gastrica simulada
sobre la legumina y provicilina del garbanzo.

Proteina Pé%t)ido Secuencia Locacion Actividad moll)::ZIar E:;O
Provicilina 8769 DR [203-204] dipell?’:;lijli(;ce);tdiil;ﬁa o 2892770 0
Legumina 8769 DR [440-441] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia o 2892770 0
Provicilina 8782 GF [63-64] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia v 2222290 0
Provicilina 8782 GF [375-376] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 222229 0
Legumina 8782 GF [312-313] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 222229 0
Provicilina 8561 GL [74-75] dipell?’:;lijli(;ce);tdiil;ﬁa 1882120 261503
Legumina 8788 GY [98-99] dipeﬁé‘;?f‘;zz';ia v 2382220 0
Provicilina 8802 IL [139-140] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia [y 2443200 0
Legumina 8804 IN [444-445] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2452640 0
Provicilina 8806 IR [442-443] dipe?’:;lijli(;ce);tdi‘zlia v 287:3480 0
Provicilina 8854 PF [362-363] dip:;g;i’f‘;‘;ﬁg;; 2622940 0
Provicilina 8856 PH [295-296] dipeﬁé‘;?f‘;zz';ia o 252259 0
Provicilina 8858 PK [195-196] dipell?’:;lijli(;ce);tdi‘zlia 2432000 0
Provicilina 8870 QF [153-154] dim?:;;?f‘;‘;;ﬁg;; v 2933080 0
Legumina 8870 QF [61-62] dipgé‘;?f‘;‘;;ﬁg;; v 2933080 0
Provicilina 8891 SF [176-177] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; 2522570 0
Legumina 8891 SF [10-11] dipell?’:;lijli(;ce);tdiil;ﬁa 2522570 0
Provicilina 8894 SK [230-231] dipell?’:;lijli(;ce);tdi‘zlia 2332540 0
Provicilina 8560 SL [6-7] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia v 2182400 251708
Provicilina 8560 SL [61-62] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2182400 2517.08
Provicilina 8560 SL [128-129] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2182400 2517.08
Legumina 8560 SL [8-9] Inhibidor de la 2182400  2517.08

dipeptidil peptidasa IV

116



Legumina
Legumina
Provicilina
Legumina
Legumina
Provicilina
Provicilina
Legumina

Legumina

8560

8560

8900

8917

8921

8922

8922

8924

8924

SL

SL

TF

VF

VK

VL

VL

VN

VN

[78-79]
[426-427]
[110-111]
[103-104]
[247-248]
[124-125]
[186-187]
[132-133]

[224-225]

Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV

218.2400

218.2400

266.2820

264.3100

245.3070

230.2930

230.2930

231.2370

231.2370

2517.08

2517.08

74

74
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Anexo XIl. Tabla... Péptidos liberados de la hidrdlisis con papaina sobre la
legumina y provicilina del garbanzo.

Proteina Pé%t)ido Secuencia Locacion Actividad moII)Z:ZIar E:I\E/’IO
Legumina 8770 EG [121-122] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2041680 0
Legumina 8770 EG [137-138] dipgé‘;?f‘;‘;;ﬁg;; v 2041680 0
Legumina 8791 HF [473-474] dip:;:;;?f‘;‘;;ﬁg;; 302319 0
Provicilina 8557 HL [72-73] dipell?’:;lijli(;ce);tdiil;ﬁa [y 2683020 14319
Legumina 8520 HP [477-478] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia o 252259 2820
Provicilina 8802 IL [139-140] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2443200 0
Provicilina 8804 IN [378-379] dip:;g;i’f‘;‘;ﬁg;; 2452640 0
Provicilina 8810 KG [311-312] dipellfﬂi’li‘;;iz;ia 2032260 0
Legumina 8810 KG [387-388] dipeﬁé‘;?f‘;zz';ia v 2032260 0
Provicilina 8849 NR [162-163] dim?:;;?f‘;‘;;ﬁg;; 2882920 0
Provicilina 8855 PG [409-410] dipell?’:;lijli(;ce);tdi‘zlia v 1721690 0
Legumina 8855 PG [105-106] dipgé‘;?f‘;‘;;ﬁg;; v 1721690 0
Legumina 8855 PG [463-464] dipe?’:;lijli(;ce);tdi‘zlia v 17216% 0
Provicilina 8870 QF [153-154] dipeﬁé‘;?f‘;zz';ia Ly 2933080 0
Legumina 8870 QF [61-62] dipeﬁé‘;?f‘;zz';ia [y 2933080 0
Provicilina 8532 QP [431-432] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia 2432480 0
Legumina 8532 QP [25-26] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2432480 0
Provicilina 8891 SF [176-177] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; 2522570 0
Legumina 8891 SF [10-11] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; 2522570 0
Legumina 8891 SF [347-348] dipell?’:;lijli(;ce);tdiil;ﬁa 2522570 0
Provicilina 8560 SL [6-7] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia v 2182400 251708
Provicilina 8560 SL [61-62] Inhibidor de la 2182400  2517.08
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Provicilina
Legumina
Legumina
Provicilina
Provicilina
Provicilina
Provicilina
Legumina
Legumina

Legumina

8560

8560

8560

8917

8918

8922

8922

8927

8935

8940

SL

SL

SL

VF

VG

VL

VL

VT

YF

YL

[291-292]
[8-9]
[364-365]
[122-123]
[317-318]
[124-125]
[186-187]
[345-346]
[99-100]

[182-183]

Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV

218.2400

218.2400

218.2400

264.3100

174.1850

230.2930

230.2930

218.2380

328.3470

294.3300

2517.08

2517.08

2517.08

74

74
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Anexo XIll. Péptidos liberados de la hidrolisis con alcalasa sobre la legumina
y provicilina del garbanzo.

Proteina Péllalt)ido Secuencia Locacion Actividad moll)eeszlar Epcl\io
Provicilina 8773 ES [244-245] dipeg‘t}i‘;li’f‘;z;ﬁzza v 234190 0
Legumina 8782 GF [212-213] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁz;a v 222229 0
Provicilina 8782 GF [63-64] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁz;a v 2222290 0
Provicilina 8782 GF [375-376] dip;‘é‘;?;‘;‘;;ﬁi;; 222229 0
Provicilina 8561 GL [74-75] dip;‘é‘;?;‘;‘;;ﬁi;; [y 1882120 261503
Legumina 8791 HF [473-474] dipeg‘t}i‘;li’f‘;z;ﬁzza o 3023190 0
Provicilina 8791 HF [426-427] dipgﬁ;gﬁ‘;‘;ﬁi;; 302319 0
Provicilina 8557 HL [72-73] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁz;a v 2683020 143.19
Legumina 8802 IL [382-383] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁia [y 2443200 0
Provicilina 8802 IL [449-450] dip;‘é‘;?;‘;‘;;ﬁi;; [y 2443200 0
Legumina 8804 IN [444-445] dipeg‘t}i‘;l;i ‘;Z;ﬁi;za v 2452640 0
Legumina 8807 w [457-458] dipeg‘t}i‘;li’f‘;z;ﬁzza 3173730 0
Legumina 8809 KF [124-125] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁia 2983510 0
Provicilina 8916 VE [56-57] dipgﬁ;gﬁf‘;‘;ﬁzza v 246249 0
Legumina 8917 VF [103-104] dipeﬁél;f‘;‘;;ﬁzza o 2643100 0
Legumina 8917 VF [148-149] dipfg:;gﬁ‘;‘;;ﬂzza [y 2643100 0
Legumina 8917 VF [403-404] dipeg‘t}i‘;li’f‘;z;ﬁzza o 2643100 0
Provicilina 8917 VF [58-59] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁia [y 2643100 0
Provicilina 8917 VF [122-123] dipeg‘t}i‘gi’f‘;‘;;ﬁz;a v 2643100 0
Provicilina 8920 VI [217-218] dipeﬁél;f‘;‘;;ﬁzza o 2302930 0
Legumina 8921 VK [245-246] dipfg:;gﬁ‘;‘;;ﬂzza [y 2453070 0
Provicilina 8922 VL [92-93] Inhibidor de la 230.2930 74
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Provicilina
Provicilina
Provicilina
Provicilina
Provicilina
Legumina
Provicilina
Provicilina
Provicilina

Provicilina

8922

8922

8922

8922

8925

8926

8926

8926

8926

8927

VS

VS

[101-102]
[104-105]
[124-125]
[186-187]
[340-341]
[162-163]
[37-38]
[67-68]
[241-242]

[120-121]

Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV

230.2930

230.2930

230.2930

230.2930

245.2640

204.2130

204.2130

204.2130

204.2130

218.2380

74

74

74

74
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Anexo XIV. Péptidos liberados de la hidrdlisis con ficina sobre la legumina y
provicilina del garbanzo.

Proteina Pé%t)ido Secuencia Locacion Actividad moI;::ZIar E:hio
Provicilina 8769 DR [203-204] dip;’éi‘:;i‘;;ﬁgiza o 2892770 0
Legumina 8769 DR [429-430] dipel;él;li’li iZ;ﬁZia v 2892770 0
Legumina 8770 EG [48-49] dipg}?gﬁi{;ﬁgz& v 2041680 0
Legumina 8770 EG [121-122] dip:;’éi‘:;i‘;;ﬁzza v 2041680 0
Legumina 8770 EG [137-138] dipf}?gﬁii;ﬁ;; v 2041680 0
Provicilina 8773 ES [244-245] dipeﬁélffi;ﬁzza v 2341960 0
Legumina 8773 ES [116-117] dipeﬁélffi;ﬁzza [y 2341960 0
Provicilina 8802 IL [139-140] dipel;él;li’li iZ;ﬁZia [y 2443200 0
Provicilina 8802 IL [449-450] dip:;’éi‘:;i‘;;ﬁzza v 2443200 0
Legumina 8802 IL [382-383] dipf}?gﬁii;ﬁ;; [y 2443200 0
Provicilina 8806 IR [442-443] dip;;’éi‘:;i‘;;ﬁ;; v 287.3480 0
Provicilina 8849 NR [162-163] dipeﬁéﬁfiz;ﬁzza o 2882920 0
Provicilina 8854 PF [362-363] dipg}?gﬁii;ﬁgza o 2622940 0
Provicilina 8855 PG [409-410] dipeﬁéﬁfiz;ﬁzza v 17216% 0
Legumina 8855 PG [105-106] dipf}?gﬁii;ﬁ;; v 17216% 0
Legumina 8855 PG [463-464] dip;;’éi‘:;i‘;;ﬁ;; v 1721690 0
Provicilina 8856 PH [295-296] dipeﬁéﬁfiz;ﬁzza o 252259 0
Provicilina 8858 PK [195-196] dipeﬁélffi;ﬁzza o 2432910 0
Provicilina 8870 QF [153-154] dipf}?gﬁii;ﬁgza o 2933080 0
Legumina 8870 QF [61-62] dipf}?gﬁii;ﬁ;; v 293.3080 0
Provicilina 8900 TF [110-111] dip:;’éi‘:;i‘;;ﬁzza v 2662820 0
Legumina 8917 VEF [403-404] Inhibidor de la 264.3100 0

dipeptidil peptidasa IV

122



Provicilina
Legumina
Provicilina
Provicilina
Provicilina

Provicilina

8918

8921

8922

8922

8926

8926

VG

VK

VS

VS

[317-318]
[247-248]
[124-125]
[186-187]
[37-38]

[241-242]

Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV

174.1850

245.3070

230.2930

230.2930

204.2130

204.2130

74

74
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Anexo XV. Péptidos liberados de la hidrdlisis con bromelina sobre la legumina
y provicilina del garbanzo.

Proteina Pé%t)ido Secuencia Locacion Actividad moll)::ZIar E:;O
Provicilina 8769 DR [416-417) dipell?’:;lijli(;ce);tdiil;ﬁa o 2892770 0
Legumina 8769 DR [429-430] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia o 2892770 0
Legumina 8770 EG [48-49] dip;?;;?f‘;‘;;ﬁg;; v 2041680 0
Legumina 8770 EG [121-122] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2041680 0
Legumina 8770 EG [137-138] dipgé‘;?f‘;‘;;ﬁg;; v 2041680 0
Provicilina 8773 ES [244-245] dip:;:;;?f‘;‘;;ﬁ';ia o 2341960 0
Legumina 8773 ES [116-117] dip:;:;;?f‘;‘;;ﬁ';ia o 2341960 0
Legumina 8774 ET [109-110] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia 2482210 0
Provicilina 8791 HF [426-427] dipellfﬂi’li‘;;iz;ia 3023190 0
Legumina 8791 HF [473-474] dipellfﬂi’li‘;;iz;ia 3023190 0
Provicilina 8557 HL [72-73] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2683020 143.19
Provicilina 8525 IA [69-70] dipeﬁé‘;?f‘;zz';ia v 202239 0
Provicilina 8525 1A [166-167] dipell?’:;lijli(;ce);tdi‘zlia v 202239 0
Legumina 8525 IA [160-161] dipeﬁé‘;?f‘;;i’;ia v 202239 0
Legumina 8525 IA [422-423] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 202239 0
Provicilina 8802 IL [139-140] dipeﬁé‘;?f‘;c;;iié; v 2443200 0
Provicilina 8802 IL [168-169] dip:;:;;?f‘;‘;;ﬁ';ia o 2443200 0
Provicilina 8802 IL [304-305] dip:;:;;?f‘;‘;;ﬁg;; Ly 2443200 0
Provicilina 8802 IL [449-450] dipeﬁt}i‘;li’f ‘;Z;i’;ia [y 2443200 0
Legumina 8802 IL [382-383] dipgé‘;?f‘;‘;;ﬁg;; [y 2443200 0
Provicilina 8304 IPA [357-359] dipgé‘;?f‘;‘;;ﬁg;; v 2993560 49
Legumina 8809 KEF [124-125] Inhibidor de la 293.3510 0
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Provicilina
Legumina
Legumina
Legumina
Provicilina
Legumina
Legumina
Legumina
Provicilina
Legumina
Legumina
Legumina
Legumina
Legumina
Provicilina
Legumina
Legumina

Legumina

8810

8810

8810

3173

8849

8849

8849

8854

8855

8855

8855

8863

8932

8932

8935

8935

8940

8946

KG

KG

KG

MA

NR

NR

NR

PF

PG

PG

PG

PT

YA

YA

YF

YF

YL

YV

[311-312]
[248-249]
[387-388]
[1-2]
[162-163]
[133-134]
[225-226]
[471-472]
[409-410]
[105-106]
[463-464]
[144-145]
[384-385]
[394-395]
[95-96]
[99-100]
[182-183]

[433-434]

Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV
Inhibidor de la
dipeptidil peptidasa IV

203.2260

203.2260

203.2260

220.2770

288.2920

288.2920

288.2920

262.2940

172.1690

172.1690

172.1690

216.2220

252.2490

252.2490

328.3470

328.3470

294.3300

280.3030
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Anexo XVI. ADMET

Péptido
Farmaco

Omarigliptin
a

Saxagliptina
Vildagliptina
DR
EG
ES
ET
FR
GF
GL
GY
HF
HL

HP

KF
KG
MA
NR

PF

T_?fi':;;? HIA F 20% F 30% VD (L/kg) T (:1/)2 (::;:(Tg)
MW<=500; HIA<30%

|-:Z§E<<=_15('); HIAS30% Zgé z& 2280/2 ii?n 00420 0 %0
Hdon<=5 =-

Aceptado (---) (---) (--) 1.324 0.151 (-)
Aceptado (---) (---) (--) 1.261 0.309 (++4)
Aceptado (---) (---) (--) 1.063 0.37 (++4)
Aceptado (+++) (++) (-) 0.819 0.542 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.279 0.8 (---)
Aceptado (-) (---) (-) 0.453 0.884 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.302 0.929 (---)
Aceptado (+) (-) (++) 0.35 0.826 (=)
Aceptado (-) (---) (--) 0.284 0.886 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.446 0.874 (---)
Aceptado (---) (--) (--) 0.357 0.895 (---)
Aceptado (-) (---) (--) 0.323 0.92 (-)
Aceptado (---) (---) (--) 0.402 0.919 (-)
Aceptado (---) (---) (--) 0.384 0.907 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.35 0.849 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.39 0.851 (-)
Aceptado (---) (---) (--) 0.333 0.52 (---)
Aceptado (+) (--) (--) 0.336 0.854 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.532 0.384 (-)
Aceptado (---) (---) (--) 0.255 0.91 (++)
Aceptado (++) (--) (--) 0.415 0.835 (=)
Aceptado (-) (---) (--) 0.619 0.709 (---)
Aceptado (---) (---) (--) 0.368 0.886 (---)
Aceptado (+) (+++) (++) 0.788 0.422 (---)
Aceptado (-) (+) (+++) 0.461 0.823 (-)

126



PG
PH
PK
PT
QF
QpP
SF
SK
SL
TF
VE
VF
VG
Vi
VK
VL
VN
vQ
VS
VT

YA
YF
YL

YV

Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado
Aceptado

Aceptado
Aceptado

Aceptado

Aceptado
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0.609

0.5

0.723

0.596

0.249

0.32

0.683

0.558

0.368

0.419

0.279

0.254

0.304

0.428

0.599

0.39

0.309

0.332

0.674

0.559

0.277
0.181
0.299

0.294

0.766

0.887

0.739

0.881

0.61

0.491

0.805

0.829

0.871

0.803

0.825

0.872

0.775

0.865

0.732

0.836

0.498

0.506

0.817

0.893

0.894
0.921
0.909

0.91



ANEXO XVII. Constancia de Actividad de Retribuciéon social

‘l’: e ““"\c“VF

SZ

‘; ) A:‘ Y
G areceion % e
s = =7 GENERAL m
i (”h DEPORTES Protimre e

Otorga la presente

CONSTANCIA

Folio: 00096

o

V

A: José Antonio Mora Melgem

Por haber apoyado en la Jornada Integral de Salud UAS 2023-2024 durante
el periodo del 16 de octubre al 16 de noviembre de 2023 en el marco del Dia
Internacional de Lucha contra el Cancer de Mama. Con su colaboracion se
logré beneficiar a la comunidad universitaria, asi como a la sociedad
sinaloense, promoviendo una cultura de la prevencion y fomentando
una salud integral para todos.

Atentamente
“Sursum Versus”

BIENESTA
UNIVERSITARIO
Integral”

‘Salud y Blenestar

MC. Sofia Angulo Olivas
Directora de la Unidad de Bienestar Universitario
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