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RESUMEN

El gen KiSS1, se ubica en el cromosoma humano 1q32 y codifica un péptido de 145
aminoacidos que después se divide por protedlisis en péptidos mas cortos conocidos como
kisspeptinas (KP): KP-10, KP-13, KP-14 y KP-54 (metastina) por el numero de aminoacidos
que poseen. Estas KPs se unen al receptor 54 acoplado a proteina G (GPR54), también
llamado KISS1R que activa las proteinas G intracelulares Ga q/11.

En la placenta y en el cerebro se han encontrado altos niveles de KiSS-1. Ademas,
existe gran expresion del receptor en la hipofisis, pancreas y médula espinal.

El gen KiSS1, las KPs y el receptor KISS1R regulan el desarrollo y la progresion de
varios tipos de cancer. Existe un papel dual de la kisspeptina, por una parte actuan como
supresores de la tumorigénesis y la metastasis en muchos tipos de cancer, pero en otros
canceres como el de mama e higado son promotores de la enfermedad caracterizando asi
a las Kisspetina con funciones duales, lo que destaca la importancia de su estudio. Dadas
sus funciones en diferentes células del cuerpo humano, KiSS1, KPs y KISS1R son
moléculas potencialmente importantes en el desarrollo de nuevas terapias y/o como
marcadores de prondstico para el cancer.

En esta tesis estudiamos sapogeninas, las cuales tienen caracteristicas anfipaticas
y han mostrado tener diferentes efectos terapéuticos en varias enfermedades que afectan
al humano.

A través de Docking molecular evaluamos la interaccion con el receptor KISS1R;
analizando tanto los aminoacidos del sitio de union y los radicales que interactuan con cada
carbono que forma la base de las sapogeninas, ademas de los tipos de interacciones que
se presentan. Para este analisis se hizo un modelado de la proteina humana KISS1R
(Q969F8) obteniendo su secuencia aminoacidica de la base de datos UNIPROT y
posteriormente un modelado de proteinas por homologia. Para el docking molecular se
utilizé la plataforma Schrédinger, la preparacion del ligando se hizo con la herramienta
LigPrep y la del receptor con Protein Prepararation Wizard.

Por la naturaleza de los datos, se emplearon pruebas no paramétricas como la de
Kruskal-Wallis, para conocer si existian o no diferencias estadisticamente significativas
entre las 154 sapogeninas evaluadas, tomando encuenta las combinaciones de
funcionalizacién y esterioquimica que forman la base de cada sapogenina. También se hizo
un analisis espacial para observar los sitios en los que se unian los ligandos con KP-10 y
la P-234, frente al receptor y de este modo determinar cuéles eran aquellos aminoacidos
que los diferenciaba para que uno actuara como un modulador positivo y el otro como
negativo. A partir de esto., evaluar cada sapogeninas frente al sitio de unién del receptor y
contrastar con los ligandos comerciales para saber qué comportamiento presentaba, ya sea
como un modulador positivo o como negativo.

De 154 moléculas se seleccionaron aquellas que presentan actividad agonista,
antagonista, dual y sin actividad tomando en cuenta los aminoacidos y las interacciones
que presentaban en comparacion a los ligandos comerciales.

En sintesis, se obtuvieron sapogeninas agonistas y antagonistas. En el ultimo caso,
se pueden emplear en la inhibicién del receptor para tratar enfermades como el sindrome
de ovario poliquistico. También para la investigacion basica por su actividad dual. Para esto
ultimo se deben realizar mas estudios enfocados a la evaluacion de las dosis minimas
efectivas de dichas moléculas y conocer el efecto terapéutico.



INTRODUCCION

Kisspeptina y su receptor
En 1996, la kisspeptina (KISS1) y su gen codificante KiSS1 se identificaron
por primera vez gracias a Welch y sus colegas de la Facultad de Medicina de la
Universidad Estatal de Pensilvania, Hershey, Pensilvania. [1] En un principio
buscaban a los genes responsables de la supresion de la metastasis en hibridos de
células de cromosoma 6/melanoma y de este modo se dio el descubrimiento. [2,3]
Se sugirié que este gen es supresor del melanoma maligno humano. [4,5]

Las kisspeptinas son una familia de péptidos codificados por el gen KiSS1;
la proteina precursora de 145 aminoacidos se escinde proteoliticamente en péptidos
mas cortos y el numero de aminoacidos restantes se indica mediante su sufijo. [3]

En humanos, KiSS1 esta ubicado en el brazo largo (q) del cromosoma 1 en
g32. KiSS1 codifica un prepropéptido intermedio inestable y biolégicamente inactivo
de 145 aminoacidos, que después de la traduccion, se convierte en cuatro péptidos
bioldgicamente activos que se distinguen en funcién de su numero de aminoacidos:
kisspeptina-54, -14, -13 y -10. [3]

Las figura 1A'y 1B muestran la estructura tridimensional de la Kisspeptina 10.
Kisspeptin-54 se denominé inicialmente como "metastina" debido a su capacidad
para inhibir la metastasis tumoral. Este péptido ha sido considerado como el
principal producto del gen KiSS7 humano. [3,4]

En los seres humanos, la kisspeptina se biosintetiza en dos estructuras del
hipotalamo: el nucleo arqueado (ARC) y el nucleo periventricular (PNV) ventral
anterior. [5]



Figura 1. A) Estructura 2D de‘ la Kisspeptina 10. B) Estructura molecular de Kisspeptina
(metastina)., representacion 3D. Tomado de National Center for Biotechnology Information. [7,8]

Kisspeptina: activador del eje hipotalamico-pituitario-
gonadal

El desarrollo sexual depende de la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-
gonada. En este eje estan involucrados varios moduladores que permiten su
funcionamiento. Recientemente se ha identificado que la kisspeptina puede
modular también su actividad. [9]

La kisspeptina estimula el eje reproductivo neuroenddcrino (hipotalamo-
hipofisis-gonada). Los esteroides sexuales regulan la expresion del ARNm de KiSS1
en diferentes nucleos dentro del prosencéfalo. Se ha descrito que en el nucleo
periventricular anteroventral (AVPV), la kisspeptina es liberada por las neuronas
kisspeptinérgicas, alcanzando a sus receptores KISS1R en las neuronas
GnRHérgicas del nucleo arcuato, permitiendo su activacion y con ello la liberacién
de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (Figura 2), donde
posteriormente ocurre la liberacion de la hormona Luteinazante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH). [5]

A través de la secrecion de dichos esteroides sexuales, estas se
retroalimentan para regular la actividad de las neuronas kisspeptina, y asi inhibir la
expresion de KISS1 en el Arc e induciendo su expresion en el AVPV. [9, 10]

El efecto inductivo de los esteroides sexuales sobre la expresion de Kiss1 en
el AVPV puede contribuir al aumento preovulatorio de LH en las mujeres (Figura 2).
[0l
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Figura 2. Receptor de Kisspetina en el cerebro y su relacion con el eje HPG. Tomado y modificado
de Kisspeptin Flipper. ARC-Ntcleo arcuato, AVPV-Nucleo periventricular anteroventral, GnRH- Hormona
liberadora de gonadotropina, LH- hormona Luteinazante. [9]

Via de senalizacidon de la Kisspeptina

La kisspeptina activa varias senales a través de KISS1R, este receptor
KISS1R esta acoplado a la proteina G, pertenece al subgrupo de receptores tipicos
asociados a proteina Gg/11. Su mecanismo de accion propuesto es: la kisspeptina
se une a KISS1R, la proteina Gqg/11 fosforilada activa a la fosfolipasa C (PLC)-(3,
activando varios segundos mensajeros, incluida la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato (PIP2), la acumulacion de inositol-(1, 4,5)-trifosfato (IP3) y diacilglicerol,
activacion de proteina quinasa C (PKC) y movilizacion y liberacion de
Ca?* intracelular. Resaltamos la activacion de PKC, ya que es necesaria para la
sintesis de progesterona inducida por LH en los foliculos preovulatorios de ratas,
gallinas, cerdos y codornices. Ademas, se requiere la activacion de la actividad de
PKC para promover la cascada de sefalizacion de ERK que finalmente facilita la
produccion de progesterona inducida por LH. Peng y colaboradores mostraron que
la kisspeptina promovia la sintesis de progesterona mediante la fosforilacién de
ERK1/2. Por lo tanto, la via de sefializacién PLC-PKC-ERK muy probablemente
media la sintesis de progesterona en las células de la granulosa-lutea (Figura 3).
[10]

El Ca?* se almacena inicialmente en el reticulo endoplasmico y siguiendo la
sefial de IP3, se libera Ca?* a través de canales especificos, por lo que se eleva la
concentracion de Ca?* libre en el citoplasma. La LH induce aumento rapido de



Ca?* intracelular que se libera de las reservas de Ca?* en las capas del cimulo vy,
posteriormente, aumenta la salida de Ca?* hacia el ovocito. Se ha propuesto que el
aumento de Ca?* en el ovocito desempeiia un papel en el control de la maduracion
del ovocito, ya sea espontanea o inducida por gonadotropinas, posiblemente al
modular las concentraciones de AMPc intracitoplasmatico a través de un adenilato
ciclasa sensible a Ca?*. [10] En la figura 3, presenta dicha via.
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Figura 3. Via de sefializacion intracelular de Kisspeptina y su receptor acoplado a proteina G.
Fosfolipasa C (PLC); Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2); Inositol trifosfato (IP3); Proteina quinasa C (PKC).
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El sistema Kisspeptin/KISS1R en el ovario

La expresion en los foliculos ovaricos de kisspeptina/KISS1R aumenta
gradualmente a medida que crecen los foliculos, con un nivel mas alto en la etapa
preovulatoria en humanos que se debe en parte al efecto estimulante de las
gonadotropinas gradualmente aumentadas sobre la expresion de kisspeptina en
esta etapa. [10]

Esteroidogénesis

El papel de las kisspeptinas en la regulacién del sistema endocrino se
identificd por primera vez en 2001, se expresan en gran medida en la placenta
humana, la glandula pituitaria, el pancreas y la médula espinal y era un estimulador
endogeno de la oxitocina. La sintesis de progesterona esta controlada por varias
enzimas como la proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), el citocromo
P450 (enzima de escision de cadena lateral P450scc) y enzima 3[3-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (33-HSD). En células luteas de rata, el tratamiento con kisspeptina
no tuvo efecto significativo en el nivel de ARNm de 3B-HSD, mientras que el



tratamiento conjunto con kisspeptina y hCG aumentd significativamente la
transcripcion de 33-HSD. [10]

Relacion entre SOP y Kisspeptina

De acuerdo con la evidencia existente de la kisspeptina en la regulacién del
eje HPG, es biolégicamente plausible que la cantidad de neuronas que expresan
kisspeptina pueda estar correlacionado positivamente con el nivel de LH, por lo
tanto, también se puede esperar que los niveles de kisspeptina en plasma/suero se
asocien positivamente con el nivel de LH en suero, aunque lo que no se sabe es si
estos niveles de kisspeptina circulantes son proporcionales al numero de neuronas
de kisspeptina en el hipotalamo. [11]

Tanto la neurona kisspeptina como la neurona KND-y pueden generar y
liberar kisspeptina, como se muestra en la figura 4, donde esta se une a los
receptores expresados por las neuronas que liberan a la GnRH, facilitando la
liberacion de la misma, aumentando la expresion de quie?. Por lo tanto, se espera
que la kisspeptina sobreexpresada aumente la actividad del eje Hipotalamo-
Pituitario-Gonadal, lo que conduce a una mayor relacion LH/FSH y mayor secrecion
de andrégenos, lo que altera la funcion y la morfologia del ovario y hace que el acné
y el hirsutismo sean mas susceptibles. [11]
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Figura 4. Kisspeptina y SOP. Tomado y modificado de Kisspeptin and Polycystic Ovary Syndrome [11].
Tanto la neurona kisspeptina como la neurona KND-y pueden generar y liberar kisspeptina, que se
une a los receptores expresados por la neurona GnRH, lo que facilita la liberacién de GnRH. Por lo
tanto, se espera que la kisspeptina sobreexpresada provoque un aumento de la actividad del eje
HPG, lo que conduce a una mayor relacion LH/FSH y una secrecion excesiva de andrégenos, lo
que altera la funcion y la morfologia del ovario y hace que el acné y el hirsutismo sean mas
susceptibles. neurona KND-y, neurona Kisspeptin-Neurokinin B-Dynorphin; kp, kisspeptina; GnRH,
hormona liberadora de gonadotropina; LH, Hormona Luteinizante; FSH, Hormona Folicular
Estimulante; PR, receptor de progesterona; ERa, receptor de estrégeno-a.



Relacién de Kisspeptina con el cancer de mama

El sistema kisspeptina interviene en otras situaciones fisiolégicas, como lo
son los procesos de cancer, de los cuales destaca el cancer de mama. [1,16]

En el cancer de mama se ha observado, que la expresion de la
proteina KISS1 aumenta significativamente en los tumores primarios en
comparacion con los tejidos mamarios normales. También se encontré que los
niveles de expresion de KiSS1 eran mas altos en pacientes con enfermedad
metastasica en comparacion con individuos sanos, y que esto se asocio con un mal
prondstico del paciente. [1]

Los tumores de mama se dividen en tumores con receptor de estrogeno a
(ERa) positivo y ERa negativo, y el papel de KiSS1 y KISS1R en el grupo positivo
es contradictorio la cual podemos observar en la figura 5 junto a otros canceres
donde se involucra la expresion de kisspetina o del receptor. [1]

El estradiol (E2) a través de su receptor ERa esta involucrado en el
crecimiento y desarrollo normal de los conductos mamarios. Esta bien establecido
que el estrégeno esta asociado con un mayor riesgo de cancer de mama. Ademas
se ha mostrado que E2 regula negativamente la expresion de KiSS-1 y
KISS1R. También que en los tumores primarios positivos para ERa, los niveles de
KISS1 son mas bajos que en los tumores negativos para Era. [1]

A pesar de que la kisspeptina y su receptor KISS1R juegan un rol en la
prevencion o para inhibir la metastasis en varios tipos de cancer, sigue existiendo
controversia con respecto a su papel en el cancer de mama, de ahi la dualidad que
puede presentar dicho péptido. Estudios contrastantes han demostrado funciones
pro o antimetastasicas para este péptido y su receptor en el cancer de mama. Por
ejemplo, la expresion de kisspetina se ha demostrado estar elevado en tumores de
mama metastasicos en varios estudios, mientras que otro mostré lo contrario donde
hay reduccion del gen KiSS1. Ademas, los estudios in vitro también han arrojado
resultados con conclusiones contrastantes con respecto a la kisspeptina y la funcion
KISS1R en el cancer de mama, donde algunos sugieren que actuan de manera pro-
metastasica, mientras que otros sugieren que actuan de manera forma
antimetastasica. De hecho, se ha demostrado que la sobreexpresion de KISS1R en
si mismo depende de la forma en que las células responden vy, por lo tanto, los
estudios se basan en lineas celulares que sobre-expresan KISS1R. [16]

Después de distintos analisis, se ha propuesto como hipotesis que en el
subtipo de cancer de mama que la kisspeptina y KISS1R tienen relacién con la
metastasis. Las células de cancer de mama con receptor de estrégeno positivo
responden a la kisspeptina al reducir la migracién y la proliferacion. Por el contrario,
varias células negativas para receptores de estrogenos las lineas responden a la
kisspeptina aumentando la migracion, la invasion y la proliferacion. [16]



Estudios sobre otros tumores y la participacion de la
Kisspeptina

Se ha demostrado que la Kisspetina juega un rol importante en distintos
canceres ademas de aquellas situaciones ya mencionadas, como lo es el cancer
colorrectal (CCR), siendo este uno de los tipos de cancer mas frecuentes y

mortales; siendo el segundo tumor mas frecuente entre las mujeres y el tercero en
los hombres. [1,2]

Una complicacion importante del CCR es la progresion de la enfermedad
donde puede llegar a metastasis hepaticas (figura 5). Las metastasis de CRC estan
asociadas completamente a expresiones de metaloproteinasa de matriz (MMP)-9.
El analisis de la expresion de KiSS1 y KISS1R en metastasis hepaticas colorrectales
mostré la existencia de una correlacion con el prondstico de los pacientes. Los
tejidos de CRC con niveles bajos de KiSS1, se observa que expresan niveles altos
de MMP-9 y tienen la capacidad de hacer metastasis a zonas distantes con mayor
frecuencia. [1]

Chen y colaboradores demostraron que el gen KiSS1 disminuye el potencial
metastasico de las células CRC al inhibir la expresion de MMP-9. La sobreexpresion
de KiSS-1 demostrd una supresion de la proliferacion y la invasividad de las células
HCT-119 CRC y mejoro su apoptosis al reducir la expresion de MMP-9 mediante el
bloqueo de la via PI3K/Akt/NF-kB. [1]

En cuanto a los tejidos malignos, se ha demostrado que el nivel de expresion
de KiSS-1 se correlaciona negativamente con la estadificacion de Dukes, la
estadificacion TNM (tumor, ganglio linfatico y metastasis), donde el tamafio del
tumor y la afectacion de los ganglios linfaticos se ven involucrados. La reduccion de
KISS1R también se asocia con un mal prondstico de los pacientes; por lo que KISS-
1 y MMP-9 podrian considerarse como marcadores pronosticos en pacientes con
CCR (tabla 1). [1, 2]

También se ha demostrado una correlacion inversa entre KiSS-1 y MMP-9
en pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC). Se ha
informado que el ARNm y la proteina de KiSS-1 y MMP-9 se correlacionan con el
estadio de la enfermedad, la metastasis y la supervivencia de los pacientes. En
particular, se encontré que la expresion de KiSS-1 era mas baja en los tejidos
metastasicos en comparacion con los tumores primarios, lo que respalda la idea de
que KiSS-1 puede considerarse un supresor de metastasis en NSCLC. [1]

Ademas, encontraron que las células recolectadas de la enfermedad en
etapa baja mostraron una alta tasa de apoptosis y detencion en la fase G1, lo que
sugiere un papel del sistema KiSS-1/KiSS1R no solo en la invasién y migracion,
sino también en la apoptosis y los procesos del ciclo celular. [1]

Otro tipo de cancer en el que la expresiéon de KiSS-1 se correlaciona con el
estadio y el grado del tumor es el cancer de vejiga (tabla 1). Sanchez-Carbayo y



colaboradores [1] encontraron niveles mas bajos de KiSS-1 en tejidos de cancer de
vejiga en comparacion con su contraparte normal; ademas, documentaron que la
pérdida de KiSS-1 esta asociada con la progresion del cancer de vejiga y el
resultado clinico. [1,2]

Sucesivamente, Cebrian y colaboradores (2018) identificaron silenciamiento
epigenético de KiSS-1 debido a una hipermetilacion de secuencias CpG cerca de
su region promotora, que se correlaciona con niveles mas bajos de transcripciones
de KiSS-1 en el cancer de vejiga invasivo en comparacién con los tumores
superficiales. Estos hallazgos resaltan el valor de KiSS-1 como biomarcador de
pronostico. Existen otros canceres en los cuales se expresa KISS-1/KISS1R como
lo muestra la figura 6, donde los niveles de esta se ven aumentadas o disminuidas,
lo que genera un gran interés como blanco terapéutico y asi regular su expresion.[2]

Expresion de KISS1/KISS1R en tumores de distintos pacientes

Tipos de Evidencia clinica: expresion de Tamano de la
cancer KISS1/KISS1R y niveles plasmaticos de muestra
kisspeptina
Aumento de ARNm y proteina de KISS1 normales: 33
en tumores de mama primarios y con Tumorales: 124
metastasis en ganglios linfaticos
Aumento del ARNm de KISS17 con el Tumores: 92
grado de los tumores de mama; tumores
de mama Era positivos; expreso siete
veces menos KISS1 que los tumores de
mama ERa-negativos.
Cancer de Proteina KISS1/KISS1R aumenta frente al | No tumorales: 11
mama control

(enfermedad
fibroquistica)
Tumorales: 43
adenocarcinomas
de mama
resecados

La expresion de la proteina KISS1 se
asocia positivamente con el estado

Microensayo de
tumor de mama

positivo de los ganglios linfaticos. (n=48)
Cancer de mama Aumento de ARNm y proteina de Saludable: 13
triple negativo KISS1/KISS1R en tumores TNBC TNBC: 20
(TNBC) primarios en comparacion con mamas
sanas.
Carcinoma Aumento de la expresion de ARNm Normal: 8
hepatocelular de KISST1R en CHC frente a lo normal; sin CHC: 60

(CHC)

cambios en los niveles de KISS1.




Inmunorreactividad de KP-54 asociada Normal: 10
con grado tumoral, estadio de mal CHC: 142
prondstico

Proteina KISS-1 mas baja en CHC vs Normal: 16

normal. CHC: 150

pacientes
cancer de pancreas | Alto nivel de inmunotincion KP-54/KISS1R Tumores: 53
asociado con una supervivencia mas Normal: no

prolongada. informado

ARNm de KISS1 mas bajo en tejido de

Normal adyacente:

cancer de pancreas vs control. Mayor 5
expresion de KISS1R en tumores Tumores: 30
pancreaticos frente a controles
emparejados.
Cancer colorrectal Disminucién de la expresion CDN: 175

(CCR)

de KISS1 asociada con metastasis en
ganglios linfaticos y peor prondstico.

Disminucion de la
expresion
de KISS1/KISS1R en
tejidos tumorales en
comparacion con los
normales.

Normal: 80
CRC: 94

KP-54 medio (CRC): 86,2 + 20,5

Controles: 59

ng/ml; Media de pacientes KP-54 (control): CRC: 81
49 £ 12,7 ng/ml
Disminucién de la expresion del ARNm Normal: 142
de KISS1y de la proteina KP-54: mayor CRC: 126

profundidad de la invasion y metastasis en
los ganglios linfaticos.

Cancer de vejiga

KISS1 hipermetilado en ~83 % de los
tumores, la pérdida de expresion
de KISS1 inducida por epigenética se
asocid con supervivencia deficiente

804 tumores
primarios de vejiga

Disminucién o pérdida de la expresion
de KISS1 en tumores vesicales invasivos
(n=173) vs controles

Urotelio normal: 25
Tumores: 173

Carcinoma de

Mayor ARNm de KISS1R en RCC vs

No neoplasicos: 25

células renales corteza renal no neoplasica Tumores: 25
(CCR)
Menor marcaje de KISS1 en biopsias COE: 207
primarias de cancer epitelial de ovario Control: 60

Carcinoma de ovario

(COE) frente al control; los pacientes con
tejidos negativos para KISS1 tuvieron una
tasa de supervivencia mas baja en




comparacion con los pacientes positivos
para KISS1
Pronéstico favorable y supervivencia Microarray de tejido
general asociados con la de carcinomas de
inmunorreactividad de KISS1 y KISS1R ovario: 518
Kisspeptina plasmatica mediana: Pacientes con
estadio 1 (n=9): 17,4 pmol/L, cancer: 31
estadios 2-4 (n = 23): 7,8 pmol/L, Voluntarios sanos:
control: 11,4 pmol/L 31

Tabla 1. Tabla de expresion de KISS1/KISS1R en tumores de pacientes. [2]

KISS1R: una diana clinica eficaz contra el cancer

Para el desarrollo de las terapias clinicas basadas en Kisspetina es crucial
comprender completamente como administrar efectivamente Kisspeptina nativo y
analogos (administracion pulsatil versus administracién cronica) para lograr el
resultado deseado (por ejemplo, sefalizacion KISS1R prolongada y gonadotropinas
elevadas). Para la infertilidad en contraste con la terminacion de la sefializacién de
KISS1R y la disminucion de las hormonas gonadotropinas y esteroides para el
tratamiento de enfermedades dependientes de hormonas). Delinear y comprender
la dinamica de la sefalizacion de KISS1R ayudara a disefiar protocolos para lograr
estos regimenes estimulantes e inhibidores. Este conocimiento se puede aplicar
luego en la administracion de Kisspetina en condiciones fisioldgicas y patologicas.

[6]

Sin embargo, al ser KISS-1R, un receptor que responde a compuestos
esteroidales, ya que su principal ligando son los esteroides sexuales, es aqui donde
entran las sapogéninas como una alternativa para el uso de nuevas moléculas como
lo son las sapogeninas, sin embargo, no se conoce un modelo tridimensional de
dicha proteina, por lo que una alternativa es modelar las proteinas para extender el
estudio sobre la misma. [6]

Modelado de la proteina

El modelado comparativo de proteinas (MCP) es una técnica predictiva que permite
obtener una aproximacion de la estructura atdmica de una cadena polipeptidica con
base a estructuras conocidas de proteinas relacionadas (casi siempre homologas),
llamadas moldes o “templetes”. Este modelado de proteinas se puede aplicar en el
analisis del efecto de mutaciones hasta la prediccion de ligandos y actividades
cataliticas, en funcidn de la calidad de los modelos, que a su vez depende de su
semejanza con las estructuras molde utilizadas. [19]

Cuando una secuencia de estructura desconocida tiene un homologo claro de
estructura conocida se puede modelar basandose en esta estructura. Si la
homologia es alta y el alineamiento es bueno, las regiones con estructura
secundaria (core de la proteina) no suelen tener problemas a la hora de modelarse,
para ellas se toman las coordenadas del esqueleto y los aminoacidos de la



estructura molde. Para las regiones “loop” se usan distintas aproximaciones
dependiendo del programa usado. Para las cadenas laterales se usan librerias de
rotameros y dinamica molecular o minimizacion de energia como lo muestra la figura
5.[19]

SWISS-MODEL

Hay muchos programas que hacen modelado por homologia, sin embargo,
suelen ser complejos de usar y suelen requerir conocimiento especializado. SWISS-
MODEL tiene una interface WWW que lo hace sencillo de usar, es automatico y su
fiabilidad es comparable a otros programas mas complejos. ademas realiza todo el
proceso, desde la busqueda de proteinas cristalizadas homologas hasta la
generacion del modelo 3D final. [19,20]
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Figura 5. Guia para la elaboracién de un modelado de proteina por homologia. Imagen modificada
tomada de Profacgen [21].

La opcion de "modelo aproximado" comprueba si hay una estructura homéloga
para poder hacer el modelado, si existe, genera un primer modelo y datos que son
necesarios para hacer luego el modelo refinado. [19,20]

Principales problemas: Rotameros y modelado de loops.
El modelado por homologia presenta dos limitaciones importantes.: por un lado,
predecir las posibles disposiciones espaciales de las cadenas laterales de los
residuos que conforman la cadena peptidica. [20]



Sapogeninas triterpénicas y esteroidales

Para nuestro grupo de trabajo, las sapogeninas son moléculas de intereses
cientifico. Consideramos que las sapogeninas podrian interactuar con el receptor
KISS1R, lo cual pueda abrir puertas para usarlas como moduladores de las
funciones que realiza el receptor. [12]

Las sapogeninas triterpénicas y esteroidales son un amplio grupo de
moléculas de naturaleza anfipatica que estan presentes en gran cantidad de plantas
superiores, donde destacan las del género Dioscorea. Estructuralmente se
compone de una parte hidrofilica y otra hidrofébica, llamada sapogenina. Dentro de
este ultimo grupo se encuentra la diosgenina, esta puede tener estructuras
triterpenoides o esteroideas (Figura 6), la cual ha probado tener amplios usos en el
area medica, por ejemplo, como precursor comun de farmacos esteroideos. [12]

RO /™R RO
Figura 6. Estructura basica de las sapogeninas: A) triterpenoide y B) esteroide. [12]

La diferencia de los nucleos se encuentra en el numero de carbonos que
forman parte de la aglicona, siendo para la de tipo esteroide con 27 atomos de
carbono; sin embargo, ambas tienen la misma via biogenética. [12]

Ademas, este compuesto ha mostrado tener otras actividades biologicas,
como antiinflamatorias, puesto que reduce la produccion de mediadores
inflamatorios, y antimetastasicas, por inhibir factores angiogénicos como la integrina
y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF: Vascular Endothelial Growth
Factor). También se han reportado propiedades antialergénicas, al suprimir la
produccion de IgE, y antioxidantes. [12]

Fuentes de sapogeninas

En las plantas, las sapogeninas (saponinas) tienen funciones
antimicrobianas, antifungicas y plaguicidas [12]. Estos efectos biologicos se han
asociado con su capacidad de permear las membranas de las células por esa
naturaleza anfipatica. Las sapogeninas se extraen de plantas como Dioscorea
sp., Trigonella sp.,Costus sp. y Smilax sp. De estas especies en particular, se
obtiene la dioscina (Figura 7), una sapogenina que por un proceso de hidrdlisis acida
0 enzimatica genera una sapogenina esteroidea conocida como diosgenina. [14]



Potencial médico de la diosgenina

La diosgenina tiene importancia farmacologica, ya que muchos
medicamentos esteroideos, como hormonas sexuales y corticoesteroides, se
obtienen de forma semisintética a partir de este precursor natural. [14]
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Figura 7. Estructura quimica de la diosgenina y la dioscina. [14]

Diosgenina contra el cancer

El cancer es una enfermedad que tiene un impacto importante en la salud
humana, siendo esta una de las principales causas de muerte afio tras ano, lo que
hoy en dia de hoy conlleva a una busqueda insaciable por encontrar nuevos
farmacos o productos farmacéuticos. [13]

En afos recientes y la actualidad, ha habido una gran tendencia por obtener
precursores de farmacos con efectos anticancerigenos a partir de productos
naturales provenientes de plantas, microorganismos u organismos marinos, donde
estos han mostrado ser una fuente eficaz para el desarrollo de nuevas moléculas
bioactivas. [14]

La diosgenina es una de estas moléculas y siendo esta la mas estudiada, la
cual ha demostrado tener interesantes propiedades anticancerigenas y presenta
cierto perfil de uso seguro. Su actividad se asocia a la regulacion de multiples vias
de crecimiento, diferenciacion y muerte celular, arresto del ciclo celular, modulacion
de la actividad de caspasas, entre otras. [12]

La diosgenina ha demostrado ser un inductor de apoptosis a través de
diversos mecanismos dependiendo del tipo de linea celular entre las cuales resaltan
las células de osteosarcoma y las células de cancer de mama donde ocasiona un
un arresto celular, mientras que en lineas celulares de cancer de pulmén se ha visto
gue a concentraciones superiores a 5 umol/L la actividad de telomerasas se ven
suprimidas. [15]



JUSTIFICACION

El receptor KISS1R es una proteina que ha sido localizada principalmente en
neuronas del sistema nervioso central sin embargo, estudios recientes han
evidenciado su presencia en células de diferentes érganos periféricos.

En el hipotalamo, el receptor KISS1R es un activador de las neuronas
GnRHeérgicas, un fendmeno asociado al inicio de la pubertad en mamiferos la
actividad sexua de los individuoos adultos.

En otros drganos periféricos como pancreas, médula espinal, ganglios
linfaticos, tejido adiposo y bazo, el receptor KISSR estainvolucrando en el proceso
de desarrollo celular, permitiendo la diferenciacion y maduracion celular. Ademas,
se ha asociado en procesos de cancer, siendo considerado un blanco molecular
para el manejo de esta patologia.

Es importante destacar, que las sapogeninas son moléculas con alto impacto
médico y de investigacion. Por lo cual, consideramos que el estudio in silico, de las

sapogeninas en relacion a sus acciones sobre el receptor KISS1R puede darnos
informacion de su interaccién y su posible aplicacion médica.

OBJETIVOS

Objetivo general:

e Analizar el efecto agonista/antagonista para el receptor KISS1R de las
sapogeninas espirostanicas y su posible uso contra distintos tipos de
canceres.

Objetivos especificos:

e Analizar la interaccidn energética in silico de las saponinas con el receptor
KISS1R.

e Determinar el efecto antagonista/agonista de las sapogeninas espirostanicas
con el receptor KISS1R.

e Establecer los posibles efectos biolégicos de las sapogeninas hacia el
receptor Kiss1R.



METODOLOGIA
Analisis in silico del receptor KISS1R

Se llevara a cabo un modelado por homologia del receptor KISS1R [23]

Para realizar el modelado de la proteina KISS1R (Q969F8) se obtendra su
secuencia aminoacidica de la base de datos de UNIPROT
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q969F8.fasta). [24] Posteriormente con la
secuencia del KISS1R, se hizo un alineamiento con la herramienta Multiple
Sequence Viewer de la plataforma Schrodinger [25], para identificar las secuencias
homologas y establecer la plantilla a usar. [23]

El modelado de KISS1R se realizé con la plataforma Schrddinger utilizando
como plantilla la estructura cristalina de rayos X del receptor del péptido FQ de
nociceptina/orfanina [26] (NOP; 5 DHG. PDB RCSB Protein Data Bank) con
resolucién de 3.00 A. Posteriormente se procedio a la formacion del modelo 3D por
homologia, para continuar con el analisis de la estabilidad del modelo, adicion de
estados de protonacion a pH fisioldgico, y finalmente a la minimizacion del modelo,
esto realizado en el moédulo ProteinWizardPrep [27] de la plataforma Schrodinger.

Para la insercion de la membrana, se utilizaron dos modelos predisefiados,
uno para células epiteliales y el segundo para sistema nervioso central en el modulo
MembraneBouilPrep, posterior a la insercion se optimizaron puentes de hidrogeno,
estados de protonacidon y minimizo a la estructura mas estable. [23]

Modelado de las kisspeptinas y p-234

Para el modelado de las kisspeptinas (Kp-54, Kp-14, Kp-13, Kp-10) se obtuvo
la secuencia aminoacidica y estructura de la base de datos de UNIPROT
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q15726#sequences) de KISS1 (Q15726) [24]. La
secuencia obtenida y su estructura se utilizé como plantilla para el modelado de las
kisspeptinas, mientras que la secuencia aminoacidica de p-234 se obtuvo de
Roseweir y colaboradores., (2009). El modelado de las kisspeptinas se realiz6 en la
plataforma Schrodinger haciendo un alineamiento con la herramienta Multiple
Sequence RViewer y posteriormente se procedié a la formacion del modelo 3D por
homologia para continuar con el analisis de la estabilidad del modelo, adicion de
estados de protonacién a pH fisiolégico. Finalmente se realizé la minimizacién del
modelo; dado que en este caso las kisspeptinas y p-234 son ligandos del KISS1R,
se generod la estructura molecular 3D en con la herramienta LigPrep. [28]



Docking molecular

Para la realizacion del docking se utilizé la plataforma Schrodinger, en donde se
prepararon el ligando con la herramienta LigPrep y el receptor en Protein
Prepararation Wizard. En donde se agregaron hidrégenos polares y se optimizaron.
El acoplamiento molecular se calcul6 con Glide. [22]



DISCUSION DE RESULTADOS

Analisis discriminativo de diferentes sapogeninas contra el receptor KISS1R a partir
de su energia de acoplamiento y los sustituyentes que ocupan cada carbono.

Energia de acoplamiento y n.2 de Sapogenina
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Figura 8. Sapogeninas y sus energias de acoplamiento con el receptor.

En la figura 8, se muestra una grafica con todas las sapogeninas vs energias
de acoplamiento, hay espacios vacios que corresponden a sapogeninas que no se
acoplaron; estos son aquellos que fueron designados como NC (no concordancia)
y fueron descartados para el estudio por no tener sitio de accion para el modelo de
KISS1R. Cabe destacar que las sapogeninas que mejor energia de acoplamiento
presentaron fueron aquellas que su valor va de -4 Kcal/mol en adelante. Sin
embargo para su seleccion como una excelente molécula candidato para actuar
sobre su receptor se contemplan también las distintas interacciones que presenta
dichas moléculas con el sitio del receptor, asi como los sustituyentes que presentan
en cada carbono que forma la base de dicha sapogenina. Al observar esto, se hizo
un grafico de correlacion lineal a fin de observar el comportamiento de los datos y
de ajustarse a la pendiente, de modo que se observe su comportamiento, por tanto,
en la figura 9 podemos observar dicho grafico.



Analisis estadistico

Acoplamiento KISSR vs §p

Normal

Media -4316
DesvEst. 04211
N 13
AD 0817
Valorp 0.034

Porcentaje
o
=3

01
-5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0

KISS1R (Kcal/ mol)

Figura 9. Correlacién entre KISS1R y las sapogeninas?.

En la figura 9, se muestra una grafica de correlacion lineal empleado una
prueba de normalidad, se muestra una distribucion normal de los datos en su
mayoria, sin embargo hay varios que caen fuera de la pendiente y a través de la
desviacidon estandar se puede observar que existe una ligera variabilidad de los
dato. Cabe destacar que no todas las sapogeninas presentan la misma energia de
acoplamiento y nuestro valor p nos permite deducir que la probabilidad de obtener
un valor semejante si se realiza el experimento en las mismas condiciones es
mayor, dado que es menor a 0.05.



Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.82
7/_\ Valor p 0.034
| Media -4.3157
Desv.Est. 0.421
[ ] Varianza 0.1773
— Asimetria -0.352932
Curtosis -0.717561
N 13
u Minimo -5.2620
1er cuartil -4.5760
Mediana -4.3130
3er cuartil -3.9500
Maximo -3.6300
Intervalo de confianza de 95% para la media
-5 -48 45 -42 -39 -36 -4.3942 -4.2372
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
-4.3956 -4.1690
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
0.3724 0.4845
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Figura 10. Grafica de distribucién para el andlisis de la mayor concentracion de datos frente al
receptor.

En la figura 10, se muestra que no tiene una distribucion normal, por lo que
muchos de los valores caen a la derecha e izquierda, obteniendo una curtosis alta,
existen varios datos atipicos contrastados con la asimetria. Al no tiener una
distribucion particular, los datos no estan organizados de una forma normal y la
mediana esta representando mejor en el centro de la distribucién, se opta por utilizar
las medianas con un intervalo de confianza del 95% y se eliji6 una prueba no
parameétrica como la prueba de Kruskal Wallis buscando asi, si existen diferencias
estadisticamente significativas.

El acoplamiento molecular se realizo para las 154 sapogeninas a partir de la
combinacion de las propiedades de los grupos quimicos y su estereoquimica en
todos los estereocentros como se muestra en la figura 11, evaluando su energia de
acoplamiento y los radicales que pueden tomar cada posicion en los carbonos que
presenta la base de la molécula.
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Figura 11. Combinaciones de funcionalizacién y estereoquimica en los 154 espirostanos (Sp)

disenados.

Analisis estadistico de los resultados obtenidos por medio
de la prueba de Kruskal Wallys

Analisis estadistico para el carbono 2 (R1)
Tabla 2. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-2 (R1)

Estadisticas descriptivas

C-2 (R1) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
H 92 -4.288 57.5 0.35
a OH 12 -4.424 49.8 -0.80
B OH 9 -4.116 61.2 0.40
General | 113 57.0

Tabla 3. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula Hy: Todas las medianas son iguales

Hipdtesis alterna | H;: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 2 0.75 0.688
Ajustado para empates 2 0.75 0.688

A través de esta prueba podemos observar que el valor de p es mayor a 0.05,
por lo que no existen diferencias estadisticamente significativas.



En la figura 12, se muestran dos sapogeninas interaccionando con el
Receptor KISSR, las cuales a través del analisis estadistico, indica que no existen
diferencias estadisticamente significativas, por tanto se tomaron dos moléculas las
cuales tuvieran los mismos radiales en todos los carbonos, a excepcién del C-2,
donde se puede observar que hay cambio de un hidrogeno por un aOH. Se
encuentran los mismos aminodacidos y solo se puede observar al acido glutamico
formando un puente de hidrégeno en la Sp-02 en comparacién con la Sp-17, la cual
el acido glutamico forma dos enlaces por puente de hidrégeno. Ambas muestran en
la misma zona una carga negativa.

TYR

Sp-02 s 2 Sp-17
25

EA: -4.078 Kcal/mol EA: -4.62 Kcal/mol
2H, 3a0H, 4H, 54, 6A, 11H, 12H, 17H, 25R 2a0H, 3a0H, 4H, 5A, 6A, 11H, 12H, 17H, 25R
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o Carga (positiva) & Residuo inespecifico - Puente de hidréaeno  — Puente salino

Glicina Aaua Puente de haléaeno Exposicion a solventes

Hidrofébico Sitio de hidratacién — Coordinacion metalica
) Metalico X Sitio de hidratacion o Pi-Pj Stacking

(Desplazado)
Figura 12. Sp sin diferencia estadistica en C-2 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,

p>0,05.

Cabe aclarar que el analisis estadistico muestra que no existen diferencias
estadisticamente significativas, sin embargo, pueden variar en algun aminoacido o
enlace que forman y a través de este analisis se puede predecir el comportamiento
de dicha molécula y si actua en el sitio de union ya sea como agonista o antagonista.

Analisis estadistico para el carbono 3 (R2)

Tabla 4. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-3 (R2)

Estadisticas descriptivas
C-3 (R2) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z

0 18 | -4.8015 28.5 -4.03
a OH 48 | -4.1860 59.4 0.66




B OH 47 | -4.2590 65.5 2.33
General | 113 57.0

Tabla 5. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula H,: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna | H;: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 2 17.07 0.0001967
Ajustado para empates 2 17.07 0.0001967

A través de esta prueba podemos observar que el valor de p es menor a 0.05,
por lo que si existen diferencias estadisticamente significativas y esto es observable
al ver que los radicales en R2, su valor Z es bastante diferente entre uno y otro de
modo que nos esta indicando a cuantas desviaciones estandar de un valor dado se
encuentra de la media por arriba o por debajo y la posibilidad de encontrar dichos
valores en la muestra.

En la figura 13 podemos observar la comparacion de dos sapogeninas 75y
82 que se tomaron de las 154 Sp analizadas, donde se ha buscado que tengan los
mismo radicales a excepcidén de donde va el carbono 3 (C-3) y en la prueba mostré
que existen diferencias estadisticamente significativas, ocupando un aOH en la Sp-
75y un BOH para la Sp-82. Se puede observar que tienen las mismas interacciones
en distintas zonas, a excepcion de la interaccion particular con Glutamina 123 con
la Sp-82 formando un puente de hidrégeno la cual no esta presente en la Sp-75.
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Figura 13. Sp sin diferencia estadistica en C-3 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,

p<0,05.

Analisis estadistico para el carbono 4 (R3)

Tabla 6. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-4 (R3)

Estadisticas descriptivas

C-4 (R3) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
H 95 | -4.2080 62.4 4.03
A 18 | -4.8015 28.5 -4.03
General | 113 57.0

Tabla 7. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula Hy: Todas las medianas son iguales

Hipdtesis alterna | H;: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 1 16.23 0.000056
Ajustado para empates 1 16.23 0.000056




A través de esta prueba podemos observar que el valor de p es menor a 0.05,
por lo que si existen diferencias estadisticamente significativas y esto es observable
al ver que los radicales en R3, su valor Z va de lo negativo a lo positivo con respecto
a la media, lo que nos permite valorar con qué posibilidad puedo encontrar dicho
valor.

Para el C-4, se han buscado que solo exista diferencia en el radical que
ocupa el C-4 como se observa en la figura 14, variando unicamente los valores de
energia de acoplamiento, aunque cabe destacar que por las caracteristicas de la
molécula en la en la prueba mostré que existen diferencias estadisticamente
significativas, lo particular es que ambas presentan una mayor exposicion a
solventes y esto puede afectar en su funcionamiento. Cabe destacar también que
no existe una semejanza a la KP-10, como a la p-234 al no presentar enlaces de
funcionalidad para el comportamiento de la molécula.
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Figura 14. Sp sin diferencia estadistica en C-4 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,
p<0,05.

Analisis estadistico para el carbono 5 (R4)
Tabla 8. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-5 (R4)

Estadisticas descriptivas
C-5(R4) | N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
aH 31 | -4.1210 63.8 1.35
a OH 7 | -4.3480 59.0 0.17




BH 32 | -4.1815 63.9 1.40
A 43 | -4.4630 46.7 -2.62
General | 113 57.0

Tabla 9. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula H,: Todas las medianas son iguales

Hipdtesis alterna | H;: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p

No ajustado para empates 3 7.01 0.071

Ajustado para empates 3 7.02 0.071

A través de de la prueba estadistica se observa que el valor de p es mayor a
0.05, por lo que no existen diferencias estadisticamente significativas. Tomando en
cuenta que los radicales que pueden ocupar el estereocentro se mantienen en valor
de Z positivos, de modo que estan por arriba de la media indicando con qué
frecuencia puedo observar estas caracteristicas en cada sapogenina.

En el caso del C-5, como lo muestra la figura 15, se tomaron dos sapogeninas
donde la unica diferencia que se bsucaba es con el estereocentro del carbono 5, sin
embargo por las caracteristicas del modelo, no se pudo mantener una energia de
acomplamiento similar entre ambas moléculas. Para la Sp-52 hay un aH en la
posicion del C-5y para la Sp-80 encontramos un H, ocasionando asi una variacion
en su energia de acoplamiento, siendo mayor para la Sp-80.
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Figura 15. Sp sin diferencia estadistica en C-5 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,

p>0,05.

Analisis estadistico para el carbono 6 (R5)

Tabla 10. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-6 (R5)

Estadisticas descriptivas

C-6 (R5) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
H 60 | -4.1420 61.2 1.44
O 11| -4.4050 52.0 -0.53
a OH 10 | -4.4975 34.2 -2.30
B OH 7| -4.3480 51.7 -0.44
A 25 | -4.3330 59.8 0.48
General | 113 57.0

Tabla 11. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula

Hy: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna

H,: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 6.43 0.169
Ajustado para empates 6.43 0.169




A través de esta prueba podemos observar que el valor de P es mayor a 0.05,
por lo que no existen diferencias estadisticamente significativas y los radicales en
R5 existen tantos valores positivos como negativos en términos del valor Z, lo que
cabe destacar es que entre una y otra existe diferencia notable, dando asi un valor
de P mayor a 0.05.

En este analisis, se han buscado dos moléculas donde sean iguales las
energias de acoplamiento con la finalidad de observar a detalle qué aminoacidos
cambian con solo mover un radical en el mismo estereocentro en el C-6; como se
muestra en la figura 16, se ha obtenido una Sp-102 que tiene una cetona en dicho
sitio y un Sp-114 que lo cambia por un aOH. Se puede observar a la GLN-123 y a
la GLU-193 formando puentes de hidrogeno. Por parte de la Sp-102, existen
mayores zonas polares en la presencia de histidina 295, por otro lado la Sp-114
forma puentes de Hidrogeno entre el ASN-119 Y la GLN-123, cabe destacar que
tienen similitud con la KP-10, lo cual puede permitir un mejor sitio de unién al
receptor.
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Figura 16. Sp sin diferencia estadistica en C-6 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,
p>0,05.

Analisis estadistico para el carbono 11 (R6)

Tabla 12. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-11 (R6)

Estadisticas descriptivas
C-11 (R6) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z




H 80 | -4.3275 56.6 -0.19
) 10 | -4.0635 66.7 0.98
a OH 14 | -4.5075 48.0 -1.10
B OH 9| -4.2470 63.6 0.63
General 113 57.0

Tabla 13. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula H,: Todas las medianas son iguales

Hipdtesis alterna | H;: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 3 2.31 0.511
Ajustado para empates 3 2.31 0.511

A través de esta prueba podemos observar al igual que en C-6 que el valor
de p es mayor a 0.05, por lo que no existen diferencias estadisticamente
significativas y los radicales en R5 existen tantos valores positivos como negativos
en términos del valor Z, lo que cabe destacar es que entre una y otra existe
diferencia notable, dando asi un valor de p mayor a 0.05.

En la figura 17, se muestran dos sapogeninas donde sus energias de
acoplamiento son iguales y lo unico que cambian son los radicales que se
encuentran en el C-11, ya que en la primera se observa la interaccién con un atomo
de hidrégeno y en la siguiente existe un OH ademas de presentar una gran zona
cargada negativamente. Cabe destacar que en la Sp-5 no hay varios aminoacidos
presentes como en la Sp-43, a partir de esto se puede observar a la Sp-43 con un
comportamiento agonista frente al receptor.
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Figura 17. Sp sin diferencia estadistica en C-11 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,
p>0,05.

Analisis estadistico para el carbono 12 (R7)
Tabla 14. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-12 (R7)

Estadisticas descriptivas

C-12 (R7) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
H 100 -4.288 56.5 -0.42
O 13 -4.324 60.6 0.42
General 113 57.0

Tabla 15. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula Hy: Todas las medianas son iguales

Hipdtesis alterna | H;: Al menos una mediana es diferente
Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 1 0.18 0.672

Ajustado para empates 1 0.18 0.672

A través de esta prueba obtuvimos que el valor de P es mayor a 0.05, por lo
que no existen diferencias estadisticamente significativas y esto es probable al ver
que los radicales en R7, su valor Z va de lo negativo a lo positivo.



Para el C-12, se buscaron sapogeninas donde las energias de acoplamiento
sean iguales y solo cambien los radicales en el C-12. Para esto se obtuvieron a la
Sp-10 la cual tiene una interaccion con un atomo de hidrogeno y en la Sp-76 se
encuentra una cetona, aunque en esta se encuentra la Lys 305 formando un puente
de hidrégeno y en la Sp-10 es la GLN-123 la que lo forma como se puede observar
en la figura 18.
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Figura 18. Sp sin diferencia estadistica en C-12 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,

p>0,05.

Analisis estadistico para el carbono 17 (R8)
Tabla 16. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-17 (R8)

Estadisticas descriptivas

C-17 (R8) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
H 101 | -4.3330 56.1 -0.83
OH 12 | -4.1425 64.4 0.83
General 113 57.0

Tabla 17. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula

H,: Todas las medianas son iguales

Hipotesis alterna

H,: Al menos una mediana es diferente

Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 1 0.69 0.407
Ajustado para empates 1 0.69 0.407




A través de esta prueba podemos observar que el valor de P es mayor a 0.05,
igual que el caso anterior con C-12, por lo que no existen diferencias
estadisticamente significativas y esto es observable al ver que los radicales en R8,
su valor Z va de lo negativo a lo positivo.

En la figura 19 se puede observar a dos sapogeninas que presentan cambio en el
radical que ocupa la posicion del C-17, en la primera se observa la interaccién con
un atomo de hidrégeno y en la siguiente existe una cetona ademas de presentar
una gran zona cargada negativamente por parte de la Sp-5. Sin embargo cabe
destacar que en la Sp-5 no hay varios aminoacidos presentes como en la Sp-47 y
esta misma se ve que ocasiona un alejamiento de los aminoacidos presentes.
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Figura 19. Sp sin diferencia estadistica en C-17 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,
p>0,05.

Analisis estadistico para el carbono 25 (R9)
Tabla 18. Prueba de Kruskal-Wallis: KISS1R (Kcal/mol) vs. C-25 (R9)

Estadisticas descriptivas

C-25 (R9) N | Mediana | Clasificacion de medias | Valor Z
R 78 | -4.1725 64.0 3.37
S 35| -4.4660 415 -3.37
General 113 57.0

Tabla 19. Tabla con hipotesis y método para la prueba.

Hipodtesis nula Hy: Todas las medianas son iguales

Hipdtesis alterna | H,: Al menos una mediana es diferente




Método GL | ValorH Valor p
No ajustado para empates 1 11.39 0.001

Ajustado para empates 1 11.39 0.001

En esta prueba se observa que el valor de p es menor a 0.05, por lo que si
existen diferencias estadisticamente significativas, lo cual se muestra con nuestro
valor de Z por los extremos de cada valor y qué tan posible es que uno sea levégira
o dextrogira, ademas, que la poblacion mayor se concentra en R (78), en contraste
con S (35).

Finalmente, para el C-25, se puede observar en la figura 20 un cambio en la
posicion del radical ya que para la Sp-45 esta a la derecha y la Sp-59 esta hacia la
izquierda, ya que la energia de acoplamiento son diferentes y en ambas se observa
a la GLU-193 formando enlaces de hidrogeno, dos en el caso de la Sp-45 y uno
para la Sp-59. Ambas se comportan perfectamente como agonistas. Cabe destacar
que la prueba nos muestra que si existen diferencias estadisticamente
significativas, por esa razon podemos observar la diferencia entre aminoacidos que
estan presentes entre uno y otro.
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Figura 20. Sp con diferencia estadistica en C-25 en el receptor Kiss1R. Prueba de Kruskal-Wallis,




Analisis espacial
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Figura 21 . Imagen 2D de la Kisspeptina 10 con los aminoacidos y sus interacciones.
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Figura 22. Imagen 2D de la P-234 con los aminoacidos y sus interacciones.

En la figura 21 y 22 se muestra a la Kp-10, siendo este el ligando agonista
del receptor e implicado en tantos procesos de la maduracion sexual, asi como a la
P-234, dicha molécula es el inhibidor comercial del receptor. Se hizo un analisis de
los aminoacidos que tienen cada una de las moléculas con el fin de observar cuales
son esas caracteristicas que le permiten a uno y otro actuar ya sea como agonista
0 como antagonista.

En la figura 21 muestra que la Kisspeptina-10 tiene a la tirosina 190 en enlace
Pi-Pi “stacking”, a la serina 192, al igual que la lisina 305, el acido glutamico 193 y
la glicina 186 se encuentran formando puentes de hidrégeno. En la figura 22, la
Arginina 188, la prolina 296, lisina 305 y glutamina 123 forman puentes de
hidrégeno; también se observa a la histidina formando enlace Pi-Pi stacking, de
manera similar, la fenilalanina también se observa formando un enlace Pi-Pi
stacking. Ambas comparten al acido aspartico formando puentes de hidrégeno y un
puente salino.



En la figura 23 se muestra una imagen 3D donde la KP-10 y a la P-234
interactuan en el sitio de unién del receptor ubicadoen la parte externa de la
membrana. Ambos se unen en el mismo sitio y lo que los hace diferente son los
aminoacidos con los que interactuan. En la figura 24A se muestra otra imagen 3D a
la KP-10 sola en el sitio de unién al receptor, como de igual forma la figura 24B que
en este caso tiene a la P-234 el antagonista comercial del receptor KISS1R, esto
con la finalidad de que se pueda observar cdmo se colocan en el sitio de unién y de
ahi analizar todas las demas sapogeninas a estudiar y en qué zona se disponen.

Figura 24 A) KP-10 en sitio d uié al receptor en 3D B) P-234 en sitio d union a recetor en 3D.

Para el analisis espacial se usaron moléculas con una diferencia de 1 Kcal/mol en
la energia de acoplamiento.

Sapogeninas Agonistas

A través del analisis en cuanto a los aminoacidos que presentan cada
Sapogenina y las diferentes interacciones que presentan entre ellas, se puede ver



la similitud que existe con el agonista principal del receptor KISS1R, el cual es la
KP-10, de este modo, se ha hecho una seleccion de moléculas y se muestra a
continuacion dos de ellas para ejemplificar dicho comportamiento.

Se puede observar en la figura 24 a la Sp-56, la cual muestra un enlace por
puente de hidrégeno (flecha rosa) con la Serina 192, siendo esta una caracteristica
importante en la KP-10, ya que es uno de los aminoacidos base y clave que se tiene
y permite interactuar bien con el sitio de unién al receptor, entre ellos también se
encuentran otros aminoacidos que permite tener similitud con la molécula agonista
por excelencia como lo es la KP-10.

Por otra parte, se puede observar a la Sp-91 presentando las mimas
caracteristicas, presentando el mismo enlace que la molécula anterior y finalmente
la Sp-151, que si bien no tiene el mismo enlace pero tiene al acido glutamico, uno
de los aminoacidos de importancia para su interaccion haciendo un enlace por
puente de hidrogeno, ademas de compartir zonas hidrofobicas y otras cargadas
tanto positiva como negativamente lo cual les permite una unién al receptor de
manera correcta.



ASN GLN
119
v & \ LEU
VAL 177 GLN gs3 HIE
177 123 181
HIE
HIS & PHE
309 195
GLN HO
122
ALA
GLN 1LE 287
123 GLN 279
286
o TYR
THR 287
306 313
TYR
313
Lys
305
ILE <
P
TYR
103
Sp-56 Sp-91
296
296 TYR
- 302
297~ SER ARG
- 298 297
HIE
181
TYR
120
ASN
119 ALA
\ 287
1LE
279 VAL
118
HIS
TYR 309 192 LEU
313 102
TRP , \
276 oA
191 TYR
\ 103
TYR
190
Sp-151 3
PRO
29 TYR Fro
302 106
ARG
297
-

Figura 25. Sp-56, Sp-91 y Sp-151, comparacién como agonistas y aminoacidos de importancia

para su accion.

En el grupo que presentan esta misma similitud se encuentran también la Sp-
5,14, 23, 28, 43, 45, 47, 56, 59, 74, 75, 85, 91, 147, 148, 151.




Estas sapogeninas tienen la misma actividad, ya que comparten un enlace
diferencial para su actividad como es el puente de hidrégeno de la serina con el
hidroxilo al igual que el acido glutamico con la cetona. Ademas de tener grandes
zonas hidrofébicas y polares que favorecen su interaccion con el receptor.

Estas moléculas permiten ayudar a personas que tienen complicaciones con la
maduracion sexual y secrecion de ciertas hormonas implicadas en el eje
Hipotalamo-pituitaria gonadal, ya que permiten estimular al receptor y de este modo
se envia la sefial a la hipofisis a través de su via de sefalizacién, favoreciendo la
produccion de las hormonas FSH y LH.

Sapogeninas Antagonistas

En esta seccion, podemos observar a las sapogeninas que tienen la
caracteristica de comportarse como antagonistas frente al receptor KISS1R, de este
modo se ha analizado las diferentes interacciones que presenta y los aminoacidos
que estan dentro de la misma.

En la figura 21, podemos observar 3 sapogeninas, a la Sp-33, 122 y la 145,
las cuales tienen un aminoacido en comun formando un puente de hidrégeno como
lo es la GLN-123, lo cual le confiera una caracteristica particular como lo es la de
actuar como un antagonista del receptor, ademas de compartir la mayoria de los
aminoacidos que le dan estructura. De este modo logran una gran similitud con el
antagonista comercial por excelencia para el receptor KISS1R como lo es la p-234.
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Figura 26. Sp-33, Sp-122 y Sp-145, comparacién como antagonistas y aminoacidos de importancia
para su accion.

Encontrar estas sapogeninas, permite un nuevo panorama terapéutico, ya
que a través de ello se puede emplear como tratamiento de diferentes canceres
donde la expresidon de Kisspeptina se ve aumentado o incluso la misma expresion
del receptor, de modo que se pueda controlar y asi tener una nueva alternativa de
tratamiento, considerando la dosis minima para que ejerza su efecto terapéutico.
Incluso emplear estos farmacos en patologias como el sindrome de ovario
poliquistico, ya que permitiria una mejor regulacion de la secrecion de hormonas y
asi controlar la maduracién sexual.

También podemos encontrar a las Sp-10, 18, 24, 35, 38, 77, 102, 105, 110, 126,
130, 142, 146. Uno de los enlaces que le diferencia para su comportamiento como



antagonista es la interaccion de GLN 123 con los hidroxilos ademas de tener varias
zonas con carga negativa.

Sapogeninas con actividad dual

Existen una serie de sapogeninas que presentan una actividad dual, aunque

esto no es benéfico pues esta dualidad podria generar incertidumbre en el
comportamiento de las moléculas y no ejercer el efecto terapéutico deseado,
ocasionando asi un efecto adverso. Resulta de gran interés ver codmo un aminoacido
puede provocar una dualidad en su comportamiento y a partir de esto se pueden
probar frente a otros receptores.
Existen ciertas similitudes entre ambas moléculas y cabe destacar que tienen
interacciones que estan tanto como agonistas como lo es la interaccion del GLU-
193 y de forma antagonista como lo es con la GLN-123, estas tres sapogeninas
presentan las mismas interacciones (24, 38, 97), ademas de tener similitud en sus
aminoacidos.

En la figura 26, podemos observar un diagrama de Venn que involucra a las
sapogeninas de son moduladores positivos y negativos, ademas de la relacion que
existe entre los que presentan una actividad dual.

Sp-5,
14, 23, 28, e Sp-10, 18, 24,
43, 45, 47, 33, 35, 38, 77,
56, 59, 74, gf'é‘;’ ?E’f;’ 52, ) 102, 105, 110,
75, 85, 91, Sor 154 122, 126, 130,
147, 148, 1% 142, 145, 146.
151,

AGONISTAS ANTAGONISTAS

Figura 27. Diagrama de Venn para la correlacion de las sapogeninas con actividad dual y
moduladores positivos y negativos.

La particularidad de estas sapogeninas, se da porque tienen interacciones tanto
de la KP-10 como de la P-234, por tanto comparte propiedades de ambos
moduladores, confiriéndoles dicha dualidad.
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Figura 28. Sp-24, Sp-38 y Sp-97, comparacién como moléculas duales y aminoacidos de
importancia para su accion.

También podemos encontrar a las Sp-52, 81, 82, 101, 154.

presentar interacciones

Estas sapogeninas se caracterizan por
fundamentales de ambas moléculas, tanto de la KP-10, como de la p-234. De este

modo permite actuar ya sea como agonista o antagonista, la desventaja de esto es



que puede comportarse como un modulador positivo o negativo, lo cual implica que
para una patologia en particular que se quiera abordar, seria una incertidumbre y
muy probablemente cause efectos adversos que puedan condicionar la salud del

paciente.

Sapogeninas sin Actividad

Dentro del analisis, se pudo observar sapogeninas que no presentan alguna
actividad frente al sitio de unién al receptor, por tanto se descartan en su totalidad,
pero para fines del estudio, se puede ver que pese a cumplir con la energia de
acoplamiento, es necesario comprender y analizar las distintas interacciones y
aminoacidos que estan presentes en las moléculas.

Sp-13, 17, 26, 31, 36, 55, 62, 76, 80, 83, 84, 91, 100, 102, 103, 106,
107, 108, 109, 111, 114, 115, 134, 138, 128, 134, 135, 138, 141, 143,

150, 152, 153.
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Figura 29. Sp-134, Sp-135 y Sp-138, comparacion como moléculas sin actividad y aminoacidos
que presentan.




Todas estas moléculas no han cumplido con las caracteristicas necesarias
para la interaccién con el sitio de unidn al receptor, por tanto no tiene una mayor
importancia dentro del analisis.



CONCLUSION

Se tiene 154 moléculas esteroidales llamadas sapogeninas, las cuales
pueden ser un nuevo blanco terapéutico para el abordaje de distintas
enfermedades, tal es el caso del cancer ya sea de higado, pulmoén o sindromes
asociados al desarrollo y madurez sexual como el sindrome de ovario poliquistico.

De 154 sapogeninas analizadas, cabe destacar que no todas tienen un efecto
modulador sobre el receptor KISS1R, dado que para que esto se cumpliera, tenia
qgue tener los enlaces necesarios, asi como los sustituyentes que son necesarios
para llevar acabo un acoplamiento, tomando en cuenta la energia de acoplamiento
que estas presentaban y comparados con las moléculas comerciales que existen
para dicho receptor como lo es la KP-10 (agonista) y la P-234 (antagonista).

De este modo tenemos a las Sp-5, 14, 23, 28, 43, 45, 47, 56, 59, 74, 75, 85,
91, 147, 148, 151 comportandose comp moduladores positivos y a las Sp-10, 18,
24, 35, 38, 77, 102, 105, 110, 126, 130, 142, 146 como moduladores negativos.

La importancia de este proyecto recae en los hallazgos que se encontraron
con la actividad que presenta cada sapogenina, hablando primeramente de las
sapogeninas que funcionan como moduladores positivos, se sugiere que pueden
actuar en patologias asociadas a enfermedades donde la maduracién sexual es
lenta ya que con respecto a la via de sefalizacion, se puede hacer una deduccion
del comportamiento de dicha molécula, utilizandose en la pubertad tardia por citar
un ejemplo, cabe destacar que con estas sapogeninas, cambiaria totalmente el
mecanismo para abordar estas enfermedades, ya que al llegar al receptor de
kisspeptina, permitiria un flujo pulsatil y constante de las hormonas sexuales como
losonlaLHyla FSH, a través de la estimulacion del receptor de Kisspeptina, donde
a futuro lo importante es conocer las dosis minimas efectivas para que de este
modo se pueda alcanzar el efecto terapéutico deseado, para esto se deben hacer
mas analisis a profundidad, pero se tienen moléculas potencialmente importantes
para esta serie de patologias.

Por otro lado aquellas moléculas que funcionan como moduladores
negativos, se sugiere que tienen la capacidad de inhibir esa secrecion pulsatil de
las hormonas sexuales, ya que inactiva o disminuye la actividad del receptor por
como se analiza la via de sefalizacion y su comportamiento en la misma, por tanto
el estudio ha permitido encontrar dos alternativas terapéuticas bastantes
alentadoras, con las sapogeninas antagonistas, se puede tener un nuevo enfoque
terapéutico en patologias como el SOP, permitiendo que exista un control y
desarrollo correcto de los caracteres sexuales sin necesidad de condicionar la salud
de las pacientes con los tratamientos hormonales mal regulados.

Existieron moléculas duales, aunque de esto cabe resaltar que no son
seguras porque no se sabe con exactitud como actuarian frente a una enfermedad,
donde puedes obtener una mejoria o agravar la enfermedad. Para fines de
investigacion, seria importante analizar esos aminoacidos que les confieren esa
caracteristica dual.



A través de este trabajo de investigacion se abre una nueva brecha de
investigacion con el uso de estas moléculas que pueden ser una nueva alternativa
terapéutica a las distintas patologias antes mencionadas y asi poderlas abordar de
mejor manera. Nota general de la conclusion. Re-escribir
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