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Dilucidacion del mecanismo corrector por el cual la genisteina, un producto natural, actia
sobre CFTR en fibrosis quistica en poblaciones latinoamericanas

1. Resumen

La fibrosis quistica es una de las enfermedades monogénicas mas frecuentes; se estima que una
de cada 32 personas sanas son portadoras del gen para fibrosis quistica, lo que aumenta la
importancia de su estudio y tratamiento. Los tratamientos convencionales descritos en guias de
practica clinica son poco prometedores y los tratamientos mas novedosos son exitosos para un
porcentaje muy limitado de las mutaciones descritas. Existe evidencia clinica de efectos
positivos en el uso de genisteina, una isoflavona extraida de la soya, la promiscuidad de las
isoflavonas y su semejanza a farmacos exitosos como el ivacaftor proporcionan datos suficientes
para el estudio de mecanismos en el receptor CFTR en sus mutaciones mas frecuentes,
dilucidando mecanismos posibles. En Guatemala es urgente contar con un tamizaje neonatal que
detecte no solamente la presencia de fibrosis quistica, sino también permita determinar la
mutacion en cada paciente. El objetivo fue dilucidar el mecanismo de la proteina de CFTR
asociada a genisteina en fibrosis quistica, para lo cual se realiz6 una revision amplia de literatura
que conllevo a obtener las mutaciones mas frecuentes en Latinoamérica y la evidencia reciente
sobre la genisteina como tratamiento en fibrosis quistica. Las mutaciones fueron modeladas por
homologia y luego con acoplamiento molecular se obtuvieron las energias de enlace y propuesta

de mecanismo de genisteina en las mutaciones analizadas.

2. Palabras clave

CFTR, genisteina, isoflavona, Ivacaftor, fibrosis quistica.
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3. Abstract and keyword

Cystic fibrosis is one of the most common monogenic diseases since it is estimated that 1 in 32
healthy people carry the gene for cystic fibrosis, which increases the importance of its study and
treatment. The treatments described in the clinical practice guidelines are not particularly
promising and thenewer treatments are successful for a very limited percentage of the mutations
described. There is clinical evidence of positive effects in the use of genistein, an isoflavone
extracted from soy, the molecular promiscuity of isoflavones and their similarity to successful
drugs such as ivacaftor provides useful data for the study of mechanisms in the CFTR receptor
in its most frequent mutations, and elucidating possible mechanisms. It is urgent to have
neonatal screening in Guatemala that detects not only the presence of cystic fibrosis, but also
allows determining the mutation in each patient. The objective was to elucidate the mechanism
of the CFTR protein associated with genistein in cystic fibrosis, for which a comprehensive
review of the literature was carried out that led to obtaining the most frequent mutations in Latin
America and the recent evidence on genistein as a treatment for cystic fibrosis. The mutations
were modeled by homology and then with molecular coupling, the binding energies and

proposed genistein mechanism were obtained in the analyzed mutations.

Keywords

CFTR, genistein, isoflavone, ivacaftor, cystic fibrosis.
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4. Introduccion

Una sola proteina, la CFTR, es la responsable de una de las enfermedades monogénicas mas
estudiadas en la actualidad, sin embargo, son cada vez méas mutaciones conocidas del mismo gen
las identificas y que no parecen detenerse en CFTR. Su pertinencia en la enfermedad conocida
como fibrosis quistica llega a mas de 1,600 mutaciones y el nimero va en aumento (Jaffe, A.,

Bush, A., 2001).

El diagndstico molecular, resulta ser cada vez mas importante en el éxito del tratamiento, pues el
diagnostico limitado solamente a una condicion clinica sin profundizar la mutacion del paciente,
resulta insuficiente. Se ha publicado que el 70% de los diagndsticos corresponden a una
mutacion mayoritaria, AF508, sin embargo, en la medida que mas mutaciones sean incluidas en
paneles de diagnéstico, este porcentaje podrd cambiar y existen diferentes prondsticos de

tratamiento segin la mutacion del paciente (Tsui, L., 1992).

Si bien, la lista de mutaciones para el gen y la proteina CFTR va en aumento, la proporcion de
mutaciones segun los diferentes grupos poblacionales es distinto, por lo que la frecuencia de

mutaciones cambia en diferente grupo poblacional (Cheadle, J.P., 1994).

El panel consenso es un criterio de un grupo de expertos en fibrosis quistica que puede cambiar
en la medida de nuevos conocimientos cientificos, en la actualidad, paneles de 20 y hasta 30
mutaciones son comercializados para pruebas diagnodsticas, tomando en cuenta mas de 1,500
mutaciones conocidas, son un grupo de mutaciones mayoritariamente conocidas y presentes en
la poblacién, mas no la mayoria de las mutaciones existentes. Lo cual excluye poblaciones de

menor interés comercial como es el caso de la guatemalteca y latinoamericana en general

(Rosenstein, B.J., Cutting, G.R., 1998).

Los avances en investigacion sobre tratamientos en fibrosis quistica han sido muchos, desde
terapia génica, que no ha sido aprobada por FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas
en inglés), hasta tratamiento de las complicaciones clinicas con antibioticos; o bien en casos
documentados, trasplantes de pulmon. Sin embargo, la mas prometedora y exitosa terapia en la
actualidad es la combinacion de Lumacaftor e Ivacaftor. Pero esta terapia solo ha demostrado ser

potencialmente exitosa para dos mutaciones del CFTR. Su costo aun no permite garantizar el
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acceso a los pacientes para este tratamiento (Abbott, J.D., Dodd, M., Bilton, D., Webb, A.K.,
1994) (Wainwright, et.al., 2015).

Ensayos clinicos controlados en pacientes con fibrosis quistica contintan identificando nuevas
entidades farmacolodgicas para fibrosis quistica, una de ellas ha sido la Genisteina, una molécula
encontrada en la soya, y cuya actividad farmacoldgica ha sido documentada como fitoestrogeno
y posible activo beneficioso en hiperplasia prostatica benigna previo a cirugia. En el caso de
fibrosis quistica en pacientes con la mutacion mas conocida, se han obtenido resultados de
eficacia en la conduccion de cloro al espacio extracelular, lo que ha derivado en estudios sobre
su mecanismo de accion asociado y posible actividad terapéutica (Zeitlin P.L., 1999) (Wegrzyn,

G, et.al., 2010).

El desarrollo de nuevos tratamientos farmacoldgicos, ha concentrado su algoritmo de
investigacion en el uso de herramientas in silico que permiten optimizar el andamio de la
molécula y optimizar su posible eficacia a la vez de reducir su toxicidad, sin embargo, también
estas herramientas permiten evaluar candidatos farmacoforicos en distintas proteinas e incluso
modelar proteinas con mutaciones puntuales para evaluar candidatos farmacoldgicos

(Terstappen G.C., Reggiani, A., 2001).

En Latinoamérica son pocos los paises que han logrado determinar sus frecuencias de
mutaciones, como Cuba, Chile, México, Colombia, y Ecuador, donde se resaltan cuatro
mutaciones frecuentes en Latinoamérica que ademas son Clase III. Al modelarlas por
homologia, puesto que no estan presentes de forma tridimensional en la literatura, fue posible
evidenciar que la genisteina presenta una afinidad de dichas mutaciones y puede ser una
molécula candidato a optimizarse para ensayos clinicos futuros para mutaciones frecuentes en
Latinoamérica. Las mutaciones para CFTR GS85E, N1303K, S549N y F805Del, son las mas
frecuentes en Latinoamérica y corresponden a mutaciones clase II, los modelajes por homologia
y acoplamiento molecular evidencian que el metabolito activo de la Genisteina
3-hidroxigenisteina, puede tener un efecto potenciador en estas mutaciones dada su interaccion

en -8.5, -7.8, -7.6 y -6.3 Kcal/mol.



US AC H B Direccion General
de Investigacion
TRICENTENARIA

Universidad de San Carlos de Guatemala

Universidad de San Carlos de Guatemala

5. Planteamiento del problema

El Ivacaftor y Lumacaftor son en la actualidad los tratamientos mas prometedores en fibrosis
quistica para dos mutaciones puntuales en estudios realizados en poblacidon anglosajona. Sin
embargo, evidencia en ensayos clinicos y reportes de uso, han incluido en guias de practica
clinica mas mutaciones en sus recomendaciones de uso. También moléculas como la Genisteina
han resultado eficaces en ensayos clinicos de fibrosis quistica (MacDonald, K.D., McKenzie,
K.R., & Zeitlin, P.L., 2007). Estos estudios solo han sido realizados en pacientes con un solo
tipo de mutacion, lo que ha dejado como pregunta, si esta molécula podria o no ser efectiva en
otras mutaciones o bien si podria tener mayor eficacia en mutaciones hasta ahora sin tratamiento
presentes en poblaciones latinoamericanas. Herramientas in silico fueron de utilidad al evaluar, a
través de modelaje por homologia y estudios de acoplamiento, la Genisteina para mutaciones
frecuentes en poblaciones latinoamericanas, lo que evidencia que la Genisteina puede dar origen

a nuevas entidades farmacologicas.

6. Preguntas de investigacion
e ,Posee la Genisteina un mecanismo corrector para CFTR en diferentes mutaciones

conocidas?

e ,Tiene el andamio farmacoforico de Genisteina posibilidades de acoplamiento molecular

en CFTR con mutaciones puntuales?

7. Delimitacion en tiempo y espacio

7.1 Delimitacion temporal

El estudio se realizo in silico, por lo que no fue requerido recoleccion de muestras, dictamen de
comité de bioética en investigacion o ser realizado en una época del afio especifica. El estudio se
realiz6 en un servidor con software y tecnologia de la Unidad de Investigacion en Quimica
Computacional de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, debido a que los insumos

requeridos fueron adquiridos en noviembre, posterior a la generacion de resultados.



US AC - % Direccién General
de Investigacion
TR[LENTENARIA

sidad de San Carlos de Guatemala

Universidad de San Carlos de Guatemala

7.2 Delimitacion espacial
Unicamente se utilizo el espacio provisto por la Unidad de Quimica Computacional en la

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

8. Marco tedrico

8.1 Fibrosis Quistica (FQ)
Es una enfermedad genética letal muy frecuente en la poblacion caucésica, aunque se describe
en todas las etnias, con una frecuencia que varia de 1:2,000 recién nacidos en caucasicos, hasta
1:31,000 recién nacidos en asiaticos (Sontag, M.K., Hammond, K.B., Zielenski, J., Wagener,
J.S., Accurso, F.J., 2005). Continta siendo una causa de importante dafio en morbilidad
biologica y psicologica para el paciente y su familia, y un serio desafio para los sistemas de
salud. Desde el descubrimiento del gen de FQ en el brazo largo del cromosoma 7 en 1989, se
han descrito més de 1,800 mutaciones, de las cuales la mayoria son variantes que no producen
enfermedad FQ. Alrededor de 30 a 40 de ellas inducen la falta de produccion, o la produccion
defectuosa de la proteina CFTR, que regula el paso del i6n cloro en las membranas celulares,

por lo que también se le conoce como el canal del cloro (Fielbaum, C.O., 2011).

8.2 Genisteina

La genisteina o 4',5,7-trihidroxiisoflavona, es un producto natural y precursor comun en la
biosintesis de fitoalexinas y fitoanticipinas antimicrobianas en las leguminosas, y una

importante molécula en las semillas de soya.

Este compuesto es un fitoestrogeno con una amplia variedad de efectos farmacolédgicos en las
células animales, incluida la inhibicion de la tirosina quinasa, y la ingesta de esta isoflavona en
la dieta se ha relacionado, a través de estudios epidemiologicos y de modelos animales, con una
gama de posibles efectos beneficiosos para la salud. Estos incluyen la quimioprevencion de los
canceres de mama y prostata, enfermedades cardiovasculares y enfermedades
postmenopausicas. A pesar de una extensa literatura sobre los efectos de la genisteina en la

dieta, todavia existen preguntas sobre sus beneficios generales potenciales como un componente

10
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de la dieta humana. Como otras isoflavonas, se puede sintetizar quimicamente a través de la ruta
de la desoxibenzoina o la chalcona. La genisteina se sintetiza en plantas a partir de la
naringenina de flavanona mediante una nueva reaccion de migracion en anillo catalizada por la
enzima isoflavona sintasa del citocromo P450 (IFS). Los genes IFSse han clonado
recientemente a partir de una serie de especies de plantas, y la produccion de genisteina ahora se
puede lograr en no leguminosas mediante enfoques de ADN recombinante (Dixon, R.A.,

Ferreira, D., 2011).

8.3 Modelaje por homologia

A medida que los proyectos de gendmica estructural continuan depositando estructuras 3D
representativas de proteinas, los métodos de modelado de homologia tienen un papel cada vez
mas importante en el descubrimiento de farmacos basados en estructuras. Si bien los métodos
de prediccion de la estructura computacional proporcionan una alternativa rentable en ausencia
de estructuras experimentales, el desarrollo de modelos suficientemente precisos sigue siendo
un gran desafio (Cavasotto, C.N., Phatak, S.S., 2009). Los avances en bioinformatica y
algoritmos de modelado de proteinas, ademés del enorme aumento en la informacién de la
estructura de proteinas experimentales, han ayudado en la generacion de bases de datos que
comprenden modelos de homologia de una porcion significativa de secuencias de proteinas
gendmicas conocidas. Actualmente, la informacion de la estructura 3D se puede generar hasta

en un 56% de todas las proteinas conocidas (Hillisch A., Pineda L, Hilgenfeld R., 2004).

9. Estado del arte

La genisteina fue uno de los primeros compuestos que impactaron al CFTR, la cual es parte de
una familia de isoflavonas, polifenoles heterociclicos que se encuentran naturalmente en muchas
plantas. Asi mismo la soya es una de las fuentes mas ricas de Genisteina y han resultado
atribuidos a ésta numerosos beneficios para la salud, incluidas sus acciones como un
fitoestrogeno, un antioxidante y un inhibidor de la tirosina quinasa, y se ha propuesto que son
eficaces en diversos trastornos como el céancer, las enfermedades cardiovasculares y los

problemas de la menopausia (Szkudelska, K., Nogowski, L., 2007).

11
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Aunque los efectos de la genisteina pueden ser algo débiles, su baja toxicidad ha alentado a los
investigadores a evaluar la genisteina como un agente terapéutico potencial. El descubrimiento
de que la genisteina podria actuar como un farmaco potenciador planted la posibilidad de que la
misma pudiera usarse en pacientes con fibrosis quistica. De hecho, los estudios sugirieron que
esta isoflavona no solo podria aumentar la actividad del canal i6nico de G551D CFTR, una clase
de activacion mutante, sino también la mutacion comun AF508. La idea de que la genisteina
podria ser eficaz contra G551D CFTR es atractiva, ya que esta mutacion da como resultado una
proteina que llega a la membrana plasmatica como una proteina madura, pero con una funcion

muy dafada.

La genisteina parece interactuar directamente con CFTR para modular su actividad del canal
i6nico, y de hecho es uno de los potenciadores mas potentes de AF508 CFTR y curiosamente,
ademas de potenciar la actividad del canal de CFTR, se ha demostrado que el tratamiento a largo

plazo de las células con genisteina aumenta el nivel de expresion de la proteina para el CFTR

mutante (Dey, 1., Shah, K., Bradbury, N.A., 2016).

Las enfermedades genéticas e inmunoldgicas, a pesar de muchos intentos de desarrollar
tratamientos efectivos, siguen siendo un gran desafio para la medicina. Las terapias actuales de
estas enfermedades consisten en el alivio farmacologico de los sintomas, la rehabilitacion y la
ayuda psicoldgica que, aunque son muy importantes, definitivamente no son suficientes. Por lo
tanto, la busqueda de nuevas terapias que puedan eliminar las causas principales de estas
enfermedades es de particular importancia para la sociedad. Los compuestos naturales revelan
muchas actividades bioldgicas que los hacen candidatos para medicamentos en tales

enfermedades.

Uno de ellos es la genisteina, un compuesto del grupo de los flavonoides. Debido a que afecta a
multiples procesos, la genisteina se ha convertido en el centro de interés de muchos cientificos
que trabajan en enfermedades de diversa etiologia, curso y herencia. Se utilizd en terapias
experimentales de algunas enfermedades genéticas, como la enfermedad de Huntington,

esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Parkinson y fibrosis quistica (Wegrzyn, G., et.al.,

2018).

12
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10. Objetivos General

Dilucidar el mecanismo de CFTR asociado a genisteina en fibrosis quistica.

11. Objetivos Especificos

1. Calcular el cambio de energia de interaccion genisteina-CFTR nativa contra mutantes, por
medio de métodos computacionales.

2.  Determinar el mecanismo de reaccion genisteina-CFTR en funcion de la interaccion
molecular de los grupos farmacoféricos del complejo proteina-ligando.

3. Generar modelaje por homologia de CFTR para mutaciones reconocidas por el panel
consenso para fibrosis quistica.

4.  Generar acoplamiento molecular de CFTR y genisteina en diferentes condiciones de
mutacion.

5.  Determinar la efectividad de genisteina como corrector de CFTR en mutaciones comunes

en poblaciones latinoamericanas

12. Hipaotesis

La Genisteina tiene una union ligando-receptor en diferentes mutaciones de la proteina CFTR.

13. Materiales y métodos

13.1 Enfoque de investigacion: Cuantitativo

La investigacion es cuantitativa debido a que se determina la existencia o no de una union
ligando receptor de la genisteina con proteinas CFTR a través de cuantificaciones
fisicoquimicas. Estas cuantificaciones se realizan haciendo uso del software correspondiente y
dan una serie de valores que permiten su interpretacion adecuada, requiriendo Unicamente de

estadistica descriptiva.

13
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13.2 Tipo de Investigacion: Aplicada

Haciendo uso de los conocimientos originados a partir de ciencias basicas como la quimica y
fisica y con el apoyo de matematica e nformatica es posible obtener informacion especifica de la
interaccion y posible utilizacion de la genisteina para el tratamiento de fibrosis quistica. De tal
manera, se logra determinar en cuales mutaciones de CFTR es posible utilizar a esta isoflavona

como un producto natural de interés y aplicacion.

13.3 Método

13.3.1 Recoleccion de Informacion
Debido al tipo de investigacion, aunque es una investigacién cuantitativa, no fue necesario
realizar un muestreo y por lo mismo tampoco corresponde un diseno de muestreo o

experimental.

13.3.2 Revision bibliografica

Se realiz6 una exhaustiva revision bibliografica para determinar las principales mutaciones para
el gen CFTR que codifica a la proteina CFTR, determinando las mutaciones clase III, mas

frecuentes en Latinoamérica.

La revision sistematica es un método que tiene como objetivo resumir la informacion mas
relevante, y es en si misma una investigacion cientifica, utilizada a nivel mundial por conclaves
de cientificos quienes conforman equipos multidisciplinarios. Un aspecto importante, es que la
revision sistemdtica parte de una pregunta de investigacion, generalmente como una duda

clinica,

la cual debe ser formulada de forma clara y es la base de toda la revision que le sucede, es un

requisito y a la vez un objetivo en la investigacion documental.

La revision también se basa en la evidencia, por lo que sus conclusiones son un grado de
evidencia sobre los estudios revisados. Una escala muy utilizada en investigacion biomédica es

la escala de GRADE el cual es una metodologia de uso amplio en las guias de practica clinica y

14
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una guia importante en la valoracion de las experiencias clinicas y la evidencia cientifica. El
sistema GRADE, establece el meta-analisis como el mas amplio estudio y con la mayor
evidencia, la iniciativa Cochrane ha resultado en el mundo como una herramienta lider en el

desarrollo de revisiones y meta-analisis de gran calidad académica.

13.3.2.1 Motores de busqueda

La informacidn cientifica se encuentra en revistas y estas a su vez deben estar indexadas, lo que
sugiere pertenecer a un selecto grupo de revistas (journals) que son reconocidos por motores de
busqueda académicos. Sin embargo, las revistas usualmente no son indexadas en todos los
motores de busqueda, solo un cimulo de revistas principalmente de ciencias médicas, se
encuentran en Pubmed y no todas comparten su filiacién con Pubmed Central, de igual forma,
Hinari, Scopus, ScienceDirect, Cochrane, Trial, Copernicus, Chemical Abstracts, Ebsco, Scielo
y Google Scholar, entre otros, no comparten la misma cantidad de revistas cientificas y
algoritmos de busqueda. Razon por la que las revisiones sistemadticas no suelen utilizar solo

Pubmed o Embo para realizar su busqueda, sino que definen los motores a incluir en su revision.

Base de datos Criterio

Cochrane Meta-analisis y revisiones sistematicas
Trial.gov Ensayos clinicos finalizados o en ejecucion
PubMed Articulos cientificos

Scopus Articulos cientificos

PubChem CAS y ensayos

Chembl Regla de los cinco

Google Scholar Articulos cientificos

13.3.2.2 Pregunta de investigacion
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Con el objeto de orientar la busqueda en la Web, primero se realizé una pregunta. La pregunta
con criterios consensuados, ejemplo de esto son las preguntas PICO y/o PECO, las cuales hacen
inclusion y exclusion, ademds de ser una guia en el proceso de revision. En este escenario, la
busqueda de nuevas entidades con actividad farmacolédgica de origen polifenol, debe responder a

preguntas de investigacion. Se realizaron preguntas PICO.

13.4 Técnicas e instrumentos

13.4.1 Traduccion gen—proteina

Se utilizo6 EMBOSS, donde se obtuvo las secuencias en formato FASTA para la proteina nativa
del gen CFTR, y utilizando Uniprot y Genbank se desarrollaron las mutaciones para las

diferentes secuencias mutantes de la proteina CFTR.

13.4.2 Modelaje por Homologia

El criterio CASP fue utilizado para la seleccion del mejor método para modelaje, por lo que
[-Tasser fue el software utilizado para el modelaje, con el método de uso de plantilla, obteniendo
las estructuras secundarias, y plantillas por LOMETS, el método de Monte Carlo fue utilizado
en las réplicas y el refinamiento del modelo utilizo una simulacién dindmica. El criterio de éxito
del modelo fue el ranking del servidor y la calidad del modelo se verifico con el ploteo de
Ramadhandran para obtener el diagrama de angulos ¢/y para cada modelo obtenido. El método
para modelaje por homologia, es el descrito por Krieger (Krieger, E., Nabuurs, S.B., Vriend, G.,
2003).

13.4.3 Ensamble proteina - ligando
El ligando genisteina en formato mol2 fue obtenido del banco de docking zinc y fue oxidado a su

metabolito activo para el acoplamiento. EIl ensamble en los dos sitios activos documentados
para la proteina CFTR y su puntuacion fue evaluada basandose en el ensamble mas estable
tomando como referencia la energia libre producida. El software propuesto inicialmente fue
Glide del consorcio Shrodinger inc. Publicado en Journal of Medicinal Chemistry, (Friesner

R.A., et.al., 2004). Sin embargo, el analisis fue realizado por SwissDock y Autodock Vina.
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13.5 Operacionalizacion de las variables

Objetivos especificos Variables o unidades de analisis | Forma en que se mediran,

que seran consideradas clasificaran o calificaran
Calcular cambio  de | Energia libre de Gibss Cambios negativos en energia
energia genisteina-CFTR libre de Gibss

nativa vrs mutante

Mecanismo Tripletes farmacoforicos Amstrongs de distancia entre
genisteina-CFTR de los cada grupo funcional y
grupos farmacoforicos aminoacido proteico

Modelaje por homologia | RMSD % de identidad RMSD menor a 2 y porcentaje
de CFTR mutantes de identidad mayores a 60%
Acoplamiento molecular | Puntos rotables, densidad, | Distancias en Amstrongs

superficie polar, sefializacion

13.6 Procesamiento y analisis de la informacion

El andlisis de los datos es inherente a los procesos informéaticos que se utilizan para el desarrollo
de la investigacion. Por lo mismo, solo fue necesario estadistica descriptiva para la finalizacion
y presentacion de los resultados. No corresponde hacer uso de regresion o correlacion, ya que no

se trabaja sobre un grupo de muestras, sino sobre cuantificaciones realizadas in silico.

14. Vinculacion, difusion y divulgacion
Se trabajo de forma colaborativa entre la Facultad de Ciencias Médicas y la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia; ademas, se busco la colaboracion de la Asociacion Guatemalteca de

Fibrosis Quistica para socializar datos de interés para sus asociados.
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15. Resultados

Se presentan los resultados de la revision sistematica sobre las mutaciones mas frecuentes

registradas en poblaciones latinoamericanas para CFTR (tabla 1).

Tabla 1. Mutaciones mds frecuentes en Latinoamérica para CFTR

DG

Direccion General
de Investigacion

Universidad de San Carlos de Guatemala

% por pais

Clase Mutacién Cuba Venezuel México Ecuador Chile Uruguay' Argentin  Colombia Brasil
1 al? 13 14 15 6 a7 18 19
I F508 33.8 26.19 45 37.1 306 40.4 58.64 41.8 39.9
I G542X 4.6 33 5 24 24 5.7 4.1 3.8 6.2
I R1162X 2.3 1.43 ND ND ND 29 0.45 1.1 4.4
v R334W 23 ND ND 0.8 3.1 1.9 1.14 0.5 2.6
I R553X 1.5 ND ND ND 1.2 ND 0.23 ND 0.5
I G551D ND ND ND 1.6 ND ND ND ND ND
I G5518 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
I W1282X ND 0.48 ND ND ND ND 2.73 1.1 1.6
I N1303K ND 0.95 1.25 24 ND 2.9 2.73 ND 2.6
I G85E ND ND ND 8.9 ND 29 0.68 ND 23
3849 + 10 kb
\Y C-T ND ND 2.5 ND 1.7 ND 0.91 0.5 1.3
I S549N ND 0.48 1.25 ND ND ND ND 22 ND
I 621 +1G-T ND ND 1.25 ND ND ND ND ND 0.3
Sin detectar 57 63.33 44.75 46.8  58.0 28.9 16.95 59 37

ND; no determinado
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Figura 1. Recientes avances en investigacion en genisteina y fibrosis quistica.
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Figura 2. Genisteina CID: 5280961 y 3-hidroxigenisteina CID: 5281801
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Figura 3. Mecanismo de genisteina en CFTR

Figura 4. Representacion de Cartoon modelaje por homologia de G85E-I-Tasser
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Figura 5. Representacion de Cartoon modelaje por homologia de n1303k I-Tasser

Tabla 2. Resultados de modela por homologia

Exp.TM-Scor  Exp.RMS Cluster
criterio C-score ¢ D No.of decoys  density
Modelaje E85G -1.34 0.55+-0.15  13.2+-4.1 282 0.027
Modelaje
n1303k -1.40 0.54+-0.15  13.4+-4.1 267 0.0254
Modelaje n549s -1.17 0.57+-0.15  12.8+-4.2 303 0.032

Tabla 3. Modelos en bases de datos

Variante  Cédigo Protein model data base ClinvVar NCBI
G85E PMDB: PM0083447 NM_000492.4(CFTR):c.254G>A (p.Gly85Glu)
NM_000492.4(CFTR):c.3909C>G
n1303k PMDB: PM0083450 (p.Asn1303Lys)
$549n PMDB: PM0083452 NM_000492.4(CFTR):c.1646G>A (p.Ser549Asn)
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Figura 7. Ramachandran plot modelo por homologia n1303k Probity software
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Figura 8. Ramachandran plot modelo por homologia g85e Probity software

Tabla 4. Acoplamientos de 3-hidroxigenisteina con variantes clinicas

. Autogrid Energia Autodock
Variante

Kcal/mol Kcal/mol

g85e -4.26 -8.5

nl1303k -5.81 -7.8

$s549n -5.4 -7.6

508 -6.3
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Figura 9. Acoplamiento molecular 3-hidroxigenisteina N549S

Figura 10. Acoplamiento molecular 3-hidroxigenisteina G85E
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Figura 11. Acoplamiento molecular 3-hidroxigenisteina S549N
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Figura 12. Acoplamiento molecular 3-hidroxigenisteina N1303K
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Figura 13. Acoplamiento molecular 3-hidroxigenisteina F508 4WZ6.PDB

16. Analisis y discusion de resultados

Las mas de 1,500 mutaciones no son determinadas en Latinoamérica, por lo que se ha limitado a
los pacientes a la determinacion de mutaciones dentro de paneles comerciales que en su mayoria
detectan entre 20 y hasta 40 mutaciones “mads frecuentes”; de tal cuenta, los resultados muestran
cerca de un 50 % de mutaciones no determinadas ND (tabla 1) sin embargo, es posible distinguir
que las frecuencias son distintas en cada pais, producto de su composicion genética como
poblacion. Este estudio revisé ampliamente la literatura existente en Latinoamérica, encontrando
la mutacion AF508 como la mas frecuente, lo que coincide con lo que se espera en datos
globales con un promedio de 39.27 % para esta mutacion, seguida de otras 3 mutaciones clase 11
que fueron incluidas en este estudio. G85E, N1303K, S549N. Las mutaciones clase I no fueron
incluidas debido a que representan una muy baja probabilidad terapéutica con Genisteina,

debido a que son proteinas incompletas cuyo mecanismo de accion no es viable. Las mutaciones
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clase Il como G551D, la cual ha demostrado efectividad con Ivacaftor no fue incluida por su
poco porcentaje presente en Latinoamérica y su ya ampliamente estudiada efectividad con
farmacos como Lumacaftor. Mutaciones clase IV o V, no fueron incluidas por su poco

porcentaje en Latinoamérica.

Guatemala debe realizar esfuerzos urgentes por detectar, a través de tamizaje neonatal, a
pacientes con fibrosis quistica y luego determinar las mutaciones, a fin de determinar las

frecuencias mayoritarias y ofrecer mejores opciones de tratamiento a dichos pacientes.

La evidencia de efectividad de la cumarina, genisteina entre otras mas moléculas de origen
natural ha sido documentada, resaltando en 2010 con revisiones que afirman toda la informacion
previa sobre el tema, para en 2015 demostrar con ensayos en animales su posible eficacia. Un
ensayo de efectividad para S1045Y fue publicado en 2016, sin embargo, los estudios mas
prometedores fueron publicados en 2017 con una actividad potenciadora in vitro, en
combinaciéon con otros tratamientos. También en 2019 una combinacion de genisteina con
Ivacaftor demostr6 impacto en ABCA3 una actividad potenciadora en CFTR. Finalmente, en
2020 fue publicado un sinergismo potenciador de la actividad farmacolégica de Genisteina e
Ivacaftor, ademds de un mecanismo que podria estar implicado en el dimero NBD1 y NBD2

(figura 1).

En estudios in silico es importante seleccionar el metabolito activo para los ensayos, por lo que
la genisteina no fue utilizada en este estudio, sino la 3-hidroxigenisteina (figura 2), esto debido a
que la genisteina sufre una hidroxidacion al ingresar al organismo y resulta improbable que la
molécula genisteina llegue a interactuar con el CFTR, aunque si es probable que la
3-hidroxigenisteina, un metabolito activo de la Genisteina logre ejercer un efecto
farmacodinamico. La 3-hidroxigenisteina no es el inico metabolito activo de la Genisteina, pero

en este estudio fue seleccionado por su ya documentado metabolismo en el citocromo p450 en la

region 1A 2 CYP1A2.

El mecanismo de un farmaco candidato a interactuar con CFTR puede ser por medio de un

mecanismo corrector o potenciador, la propuesta expuesta en esta investigacion, se basa en la
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revision de literatura y caracteristicas farmacoforicas de la genisteina, como un mecanismo
potenciador de CFTR en mutaciones clase II, (figura 3). El mecanismo potenciador permite al

canal de ion cloro CFTR abrirse y permanecer abierto ante la presencia del ion cloro.

Las mutaciones clase II como la AF508, han sido objetivos terapéuticos mas importantes debido
no solamente a su alta prevalencia, sino a su mecanismo de potenciar y corregir. Esta mutacion
ha sido ampliamente documentada, incluso es posible encontrarla en bancos de proteinas bajo el
codigo 4WZ6.PDB, la cual fue utilizada en este trabajo para acoplamiento molecular con
Genisteina. Sin embargo, las cerca de 1,600 mutaciones no se encuentran en bancos de proteinas
por lo que las proteinas G85E, N1303K y S549N, fueron modeladas por homologia en este
estudio. (figura 4 y 5).

Los modelajes se realizaron con un C-Score de -1.34, -1.40 y -1.17 respectivamente (tabla 2), lo
que representa los mejores modelos generados en cada ejecucion con I-Tasser software. La
desviacion estandar media para la proteina en 3 dimensiones fue calculada con un RMSD y cada
modelo fue verificado en calidad con criterios de densidad y TM-Score. Un ploteo de
Ramachandran también fue generado para cada modelo (figura 6, 7 y 8) con angulos psi/phi
aceptables en cada caso. La reproducibilidad de los experimentos puede ser corroborada en el
banco protein model data base PMDB, donde los modelos por homologia fueron incluidos

durante la generacion de este trabajo (tabla 3).

El acoplamiento molecular, también conocido como Docking, fue realizado para la
3-hidroxigenisteina y cada modelo por homologia, asi como para la 4WZ6.PDB correspondiente
a la F508. Los acoplamientos fueron realizados en Autogrid y Autodock (tabla3). Los calculos
de atraque se realizaron utilizando DockingServer ( Bikadi, Hazai, 2009 ). Se afiadieron cargas
parciales de Gasteiger a los atomos del ligando. Los atomos de hidrégeno no polares se
fusionaron y se definieron enlaces rotativos. Los calculos de acoplamiento se realizaron en

el modelo de proteina 3-hidroxigenisteina. Se agregaron atomos de hidrogeno esenciales, cargas

de tipo atomo unido de Kollman y pardmetros de solvataciéon con la ayuda de herramientas

AutoDock (Morris, Goodsell et al., 1998).
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Se generaron mapas de afinidad (cuadricula) de puntos de cuadricula x x A y espaciado de 0.375
A utilizando el programa Autogrid (Morris, Goodsell et al., 1998). Se utilizaron funciones
dieléctricas dependientes de la distancia y el conjunto de parametros de AutoDock en el célculo
de los términos de van der Waals y electrostaticos, respectivamente. Las simulaciones de atraque
se realizaron utilizando el algoritmo genético de Lamarck (LGA) y el método de busqueda local
de Solis & Wets ( Solis y Wets, 1981 ). La posicion inicial, la orientacion y las torsiones de las
moléculas de ligando se establecieron al azar. Todas las torsiones giratorias se liberaron durante
el acoplamiento. Cada experimento de acoplamiento se derivo de dos ejecuciones diferentes que
se establecieron para finalizar después de un maximo de 250000 evaluaciones de energia. El
tamafo de la poblacion se establecid en 150. Durante la busqueda, se aplicaron un paso de

traslacion de 0,2 A y pasos de cuaternion y torsion de 5

Las kilocalorias por mol Kcal/mol obtenidas representan la afinidad de la 3-hidroxigenisteina
por los sitios activos de las proteinas, mostrando una energia de acoplamiento espontanea entre
el ligando y el sitio activo. Los aminodcidos Glu 681, Vall327, Phel300, Ser1347, Ile1328
Leul346 y Met 1354 fueron los acoplamientos aminoacidicos para el ligando en GS8SE,
comparado con Ser466 Gly 463 y Val440 de 4WZ6.PDB de F508. (Figura 10, 11, 12 y 13). Los
acoplamientos representan la sefalizacion molecular entre el metabolito activo de Genisteina en

las variantes clinicas de CFTR, provocando su actividad potenciadora.
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17. Conclusiones

e Las mutaciones para CFTR mas frecuentes en Latinoamérica son F508Del, G85E,
N1303K y S549N y existe afinidad entre la 3-hidroxigenisteina y las variantes clinicas de
CFTR estudiadas

e El cambio de energia de interacciéon Genisteina-CFTR fue determinada en -8.5, -7.8, -7.6

y -6.3 Kcal/mol para G85E, N1303K, S549N y F508 respectivamente.

e [a 3-hidroxigenisteina, realiza un posible mecanismo potenciador de la CFTR por su
interaccion molecular con los aminoacidos Vall327, Ser 1347, Leul346, Ile1328 en
GS85E. Leul062, Thr1064, Trp1063, Leul059 en S549N, Leul059, Trp1063, Lys1060 en
N1303K, Gly463, Ser466, Val440 en F508.

e Los modelajes por homologia para G85E, NI303K y S549N, fueron generados y
publicados en PMDB cédigos PM0083447, PM0083450 y PM0083452 respectivamente

18. Impacto esperado

En el ambito latinoamericano existen mutaciones genéticas mas frecuentes que en otras
latitudes. Dichas caracteristicas genéticas no han sido estudiadas en el marco del tratamiento de
la fibrosis quistica; una condiciéon que genera desventajas en cuanto al acceso a terapias con
eficacia y seguridad demostrada para las poblaciones latinoamericanas, que poseen mutaciones
distintas a las mas frecuentes de poblacion caucasica. Por lo tanto, este proyecto de
investigacion ha incluido mutaciones hasta ahora excluidas de posibilidades de tratamiento y
excluidas de ensayos clinicos, lo que deriva en inclusion de mas mutaciones conocidas en
estudios para tratamientos posibles de fibrosis quistica. Permitiendo de tal manera que
poblaciones latinoamericanas y guatemaltecas sean incluidas en trabajos que citen el presente

trabajo.
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FACULTAD DE CIENCIAS QUMICAS Y FARMACIA
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGJCAS

REF.I1QB.014.01.2021
Guatemala, 18 de enero del 2021

Sefior Director

Dr. Félix Alan Douglas Aguilar Carrera
Director General de Investigacion
Universidad de San Carlos de Guatemala

Senor Director:

Con un cordial saludo me dirijo a usted para adjuntar el informe final del proyecto: “Dilucidacion del
mecanismo corrector por el cual la genisteina, un producto natural, actiia sobre CFTR en fibrosis
quistica en poblaciones latinoamericanas” con partida presupuestal 4.8.63.6.12.000, coordinado por el
M.Sc. Christian Daniel Farfan Barrera y avalado por el Instituto de Investigaciones Quimicas y Biologicas
de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Este informe final fue elaborado con base en la guia de presentacion de la Direccion General de Investigacion,
el cual fue revisado su contenido en funcion del protocolo aprobado, por lo que esta unidad de investigacion
da la aprobacién y aval correspondiente.

Asimismo, el coordinador del proyecto, se compromete a dar seguimiento y cumplir con el proceso de
revision y edicion establecido por DIGI del informe final y del manuscrito cientifico. El manuscrito
cientifico debe enviarse, por el coordinador del proyecto, para publicacion, al menos, en una revista de acceso
abierto (Open Access) indexada y arbitrada por expertos en el tema investigado.

Sin otro particular, suscribo atentamente.

“Id y ensefiad a todos”

M.A. Christian Daniel Farfan Barrera
Coordinador del Proyecto

DraxMaria Eunice Enriqu
Directora

Instituto de Investigaciones Quimicas y Biologicas

Cludad Hlnvur Har J Zona 12 Edificie T3, Primer nivel. Clucad de Guatemala
lelélono: (502) 2476-9844. Coneo elecltdnica: ligb.nlo@agmall.cam
www liqb.cecqgfarusac.edu.gal
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