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Sapogeninas de Chenopodium quinoa Willd como activadores
potenciales de AMPKf2 para la homeostasis independiente de
insulina

Sapogenins from Chenopodium quinoa Willd as potential activators of AMPK2 for insulin-independent

glucose homeostasis
Brenda Gisela Martinez- Oliva'®, Dayana Pamela Bello- Kopa®, Ricardo Enrique Grados-Torrez*

Resumen

La isoforma AMPK[32 (proteina quinasa activada por AMP) favorece la homeostasis glucémica a través de un mecanismo independiente
de insulina. Muchos “importagogos” de glucosa como SC4 actian como activadores de AMPK, pero su consumo prolongado se asocia a
efectos indeseables. Objetivo: en este trabajo se utilizé el acoplamiento molecular para analizar la posible interaccién entre sapogeninas
y AMPK. Métodos: se ha procedido a la preparacién de los blancos proteicos, preparacion de los ligandos y el acoplamiento molecular
Resultados : los resultados mostraron que ocho sapogeninas presentes en Chenopodium quinoa interacttan en el mismo sitio de unién
que SC4 correspondiente al sitio ADaM de AMPK. Estas interacciones puntuaron valores de AG que oscilan entre -6,2 y -7,7 kcal/mol,
siendo el acido serjanico la sapogenina con el AG mas bajo. La adicién de grupos hidrofilicos como ~OH y -COOH en la estructura quimica
del acido serjanico mejoré su afinidad de unién a la isoforma AMPKP2 abriendo la posibilidad de generar formacos semi-sintéticos a
partir de compuestos naturales con mayor actividad bioldgica y mejor especificidad.

Palabras claves: sapogeninas, Chenopodium quinoa, proteina cinasa activada por AMP cinasas, insulina.
Abstract

The AMPKB2 (AMP-activated protein kinase) isoform promotes glycemic homeostasis through an insulin-independent mechanism.
Many glucose "importers" such as SC4 act as AMPK activators, but their prolonged consumption is associated with undesirable effects.
Objetive: in this work, molecular docking was used to analyze the possible interaction between sapogenins and AMPK. Methods: the
preparation of the protein blanks, preparation of the ligands and molecular coupling have been carried out. Results: the results showed
that eight sapogenins present in Chenopodium quinoa interact at the same binding site as SC4 corresponding to the ADaM site of AMPK.
These interactions scored AG values ranging from -6.2 to -7.7 kcal/mol, with Serjanic acid being the sapogenin with the lowest AG. The
addition of hydrophilic groups such as -OH and -COOH in the chemical structure of Serjanic acid improved its binding affinity to the
AMPK2 isoform opening the possibility of generating semi-synthetic drugs from natural compounds with higher biological activity and

better specificity..

Keywords: sapogenins, chenopodium quinoa, AMP-activated protein kinase kinases, insulin.

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad
progresiva caracterizada, en su etapa temprana, por la
disfuncion de células  pancredticas y la resistenciaalainsulina
en distintos grados. Muchos “secretagogos” insulinicos
como las sulfonilureas son empleados como tratamiento
convencional para estimular la secrecién de insulina en el
resto de células B funcionales y asi, compensar el déficit de
produccion de insulina en pacientes con DM2'~. Sin embargo,
el tratamiento prolongado con sulfonilureas esta relacionado
con cardiotoxicidad, hipoglucemia, desensibilizacion,
apoptosis y agotamiento de células . Estas complicaciones,
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ponen en evidencia la necesidad de promover el desarrollo de
otras terapias con mecanismos de accion alternativos. Ademas,
el mantenimiento de homeostasis de glucosa en pacientes con
DM2 requiere a la larga de una terapia mas combinada.

Estudios indican que el musculo esquelético consume mas
del 70% de la glucosa sanguinea, este proceso esta favorecido
por el ejercicio fisico y se encuentra notablemente afectado
en pacientes diabéticos. Por tanto, el musculo esquelético
juega un rol preponderante en la regulacion de la glucemia
dando lugar, con base en estas evidencias, a una estrategia
de tratamiento que apunta a la Proteina Quinasa Activada
por AMP (AMPK), que es la principal enzima encargada de
promover la eliminacién y almacenamiento de glucosa en
musculo esquelético*®.

La AMPK es un heterotrimero (con subunidades a, py y)
que realiza una importante funcion regulando el metabolismo
celular y produciendo un balance entre el suministro de
nutrientes y la demanda de energia”®. El incremento en la
proporcion AMP/ATP o ADP/ATP induce la activacién
de AMPK que desencadena una ruta de senalizacién que
involucra la fosforilacién de numerosas enzimas metabdlicas,
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resultando en la inhibicidén de rutas anabdlicas que consumen
ATP y promoviendo procesos catabolicos generadores de
ATP. Existe una gran variedad de isoformas de AMPK (al, a2,
B1, B2, y1, y2 y y3 que potencialmente dan lugar a 12 posibles
combinaciones) en todo el organismo. Las subunidades al,
B1y yl se expresan en casi todos los tejidos y generalmente
representan la mayor actividad de AMPK. Sin embargo,
estudios basados en ensayos de inmunoprecipitacion indican
que en tejido muscular esquelético se encuentran solo tres
posibles isoformas de AMPK: alf2yl, a2p2yl y alp2y3,
siendo el comtin denominador en todas ellas la presencia de
la subunidad 2.

En el proceso de captacion de glucosa por el musculo
esquelético, la activacion de la AMPK juega un papel
importante (aunque no exclusivo) puesto que promueve el
reclutamiento de Transportadores de Glucosa tipo 4 (GLUT4)
hacia la membrana plasmatica de las células, de hecho, esta
accion desencadenada por la AMPK se produce por un
mecanismo independiente al de la insulina. Ademis, la
actividad de AMPK induce la expresion de este transportador
mediante la activacion del factor de transcripcion MEF2
(Myocyte-specific enhancer factor 2). Por otra parte, existen
evidencias de que AMPK también puede regular el transporte
de glucosa a través de GLUT1. Asi, el aumento de la absorcion
de glucosa por el tejido muscular dard como resultado al
incremento en la glucdlisis y la produccion de ATP.

Muchas drogas estudiadas en ratones diabéticos,
incrementan la captacién celular de glucosa por el musculo
esquelético mediante un mecanismo dependiente de la
activacion de AMPK, mejorando los niveles sanguineos
de glucosa. Drogas activadoras de AMPK preclinicamente
validadas como PF-739° y MK-8722¢ actGian a manera
de “importagogos” de glucosa. Sin embargo, su consumo
prolongado estd asociado con complicaciones cardiacas
(acumulaciéon de glucégeno e hipertrofia) debido a la
activacion crénica de la AMPK, comprometiendo asi su uso
terapéutico en ensayos clinicos. Otras drogas que actiian
directamente sobre la AMPK como el salicilato, A769662, PF-
06409577 y 991 muestran una selectividad muy marcada hacia
la isoforma de AMPK-B1 lo que representa una desventaja.
Sin embargo, estudios recientes realizados con la droga SC4
sefialan su capacidad activadora pero sobretodo, selectiva
hacia la isoforma muscular AMPK-a2B2y1 (EC50: 17 nM)
uniéndose a una region conocida como sitio ADaM (Allosteric
Drug and Metabolite) formada entre la Subunidad f (CBM:
Carbohidrate Binding Module) y la Subunidad a (KD: Kinase
Domain)®'". Estos estudios atribuyen la especificidad de SC4
al Nitrégeno en posicion 4’ del anillo -2(imidazopiridina) que
interacciona con el residuo f2D111 de AMPK-a2p2yl. Este
residuo es caracteristico de la Subunidad B2 y se encuentra
bastante conservado. Asi, la enzima AMPK-a2p2y1 constituye
un potencial blanco terapéutico, puesto que es el principal
encargado de dirigir la homeostasis de glucosa por el musculo
esquelético a través de una ruta independiente a la Insulina.

Las sapogeninas de Chenopodium quinoa Willd conocido
comunmente como Quinua, es una alimento bdasico en las
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comunidades andinas, sus semillas contienen proteinas de alta
calidad y es particularmente rica en aminodcidos esenciales,
con un contenido de carbohidratos que tienen valores
nutricionales mas altos que los cereales como el maiz, el trigo
o el arroz. Uno de los principales retos en la comercializacién
de productos elaborados con base en granos de quinua, es su
amargor que esta relacionado con la presencia de saponinas'.

Las saponinas son un grupo de metabolitos secundarios
ampliamente estudiados por sus propiedades biologicas
como antimicrobianos y antivirales, con efectos reductores
de colesterol y actuando como adyuvantes inmunoldgicos
mejorando la produccién de anticuerpos especificos y la
respuesta inmunologica de tejidos y mucosas'>'.

Las saponinas estan constituidas estructuralmente por un
anillo terpenoide o esteroidal conocido como sapogenina
o aglicona. Este anillo puede estar unido a oligosacaridos
a través de enlaces glucosidicos confiriéndole caracter
anfipatico. Las sapogeninas mds representativas de la Quinua
son el Acido Oleandlico (A), la Hederagenina (B), el Acido
3p,23,30-trihidroxi olean-12-en-28-oico (C), la Gipsogenina
(D), el Acido 3B-hidroxi-27-oxoolean-12-en-28-oico (E), el
Acido Espergulagénico (F), El Acido Serjénico (G) y el Acido
Fitolacagénico (H)'>'¢.

Estudios realizados en el Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (IIFB) en el area de Farmacologia,
evidenciaron que en pacientes con DM2 y sobrepeso, el
consumo de un producto nutracéutico elaborado con harina
de Chenopodium quinoa Willd promovié un mejor control
de la homeostasis de la glucosa’. Por tanto en este trabajo
se analizd6 mediante acoplamiento molecular, la unién de
distintas Sapogeninas presentes en Chenopodium quinoa
Willd con el sitio ADaM de la isoforma muscular de AMPK
(a2P2yl) y la isoforma constitutiva a2Pplyl distribuida en
todo el organismo, para determinar la especificidad de las
sapogeninas y su posible papel bioldgico como activadores de
AMPK.

Material y métodos

Preparacion de los blancos proteicos

La estructura de AMPK(1 y AMPK2 fueron obtenidas de
la base de datos PDB!.

PDB 6B1U: Estructura cristalografica de la isoforma
AMPK-a2p1y1 humana en complejo con el activador SC4 y
AMP.

PDB 6B2E: Estructura cristalografica de la isoforma
AMPK-a2p2y1 humana en complejo con el activador SC4 y
AMP.

Para obtener la estructura de ambas proteinas con el estado
energético mas bajo (estado de minima energia), se empled
una combinacién del método Steepest descent (10 000) y
Conjugate gradient (1 000) con el software Chimera 1.11.2.

Preparacion de los ligandos

Los Ligandos de prueba corresponden a ocho Sapogeninas
(Agliconas) identificadas en Chenopodium quinoa Willd.
Sus estructuras quimicas se obtuvieron de la base de
datos PubChem®”. El estado iénico de los atomos de los



Ligandos a pH 7 fue corregida con el software OpenBabel
3.1.1 empleando la Especificacién de Introduccién Lineal
Molecular Simplificada o “SMILES” (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification) de cada estructura quimica.

SMILES (pH 7) de 8 Sapogeninas (A-H) de Chenopodium
quinoa Willd

A. Acido Oleanélico

CC1(CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC3C4(CCC(C3(C)C)
0)C)C)C2C1)C)C(=0)[O-])C

B. Hederagenina

CCI1(CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC3C4(CCC(C3(C)
C0O)0)C)C)C2C1)C)C(=0)[O-])C

C. Acido 34,23,30-trihydroxy olean-12-en-28-oico

CCI(CO)CCC2(C(=0)[0O-])CCC3(C)C(=CCC4C5(C)
CCC(0O)C(C)(CO)C5CCC34C)C2Cl

D. Gipsogenina

CCI1(CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC3C4(CCC(C3(C)
C=0)0)C)C)C2C1)C)C(=0)[O-])C

E. Acido 3B-hydroxy-27-oxo-olean-12-en-28-oico

CC1(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C=0)C(=CCC4C5(C)
CCC(O)C(C)(C)C5CCC34C)C2Cl

F. Acido Espergulagénico

cci1(ca2cccs3(c(cz2(ccc10)cC)
CC=CIC3(CCC2(CICC(CC2)(C)C(=0)[O-])C(=0)[O-])CO)
c)C

G. Acido Serjanico

COC(=0)C1(C)CCC2(CCC3(C)C(=CCC4C5(C)CCC(O)
C(C)(C)C5CCC34C)C2C1)C(=0)[0O-]

H. Acido Fitolacagénico

CC1(CCC2(CCC3(C(=CCC4C3(CCC3C4(CCC(C3(C)
C0O)0)C)C)C2C1)C)C(=0)[0O-])C(=0)0C

Se introdujeron cinco modificaciones quimicas en la
estructura del acido Serjanico, obteniendo un total de 17
posibles combinaciones o variantes quimicas del acido
Serjanico. Estas modificaciones quimicas fueron realizadas
con el servidor en linea OpenBabel®:

SMILES (pH 7) de 17 variantes quimicas de acido
Serjanico

M1

COC(=0)C1(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C)

C(=CCC4C5(C)[NH2+]CC(0O)C(C)(C)C5CCC34C)

C2Cl1

M2

COC(=0)C1(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C)

C(=CCC4C3(C)CCC3C(C)(C)C(O)CC([NH3+])C43C)

C2Cl1

M3

COC(=0)C1(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C)

C(=CCC4C5(C)CCC(O)C(C)(C)C5C(0)CC34C)C2Cl

M4

COC(=0)C1(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C)

C(=CCC4C5(C)CCC(O)C(C)(C)C5C([NH3+])CC34C)

C2Cl1

M5

COC(=0)C1(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C(=0)[O-])

C(=CCC4C5(C)CCC(O)C(C)(C)C5CCL34C)C2Cl

M1_3
COC(=0)C1I(C)CCC2(C(=0)[0-])CCC3(C)
C(=CCC4C5(C)[NH2+]CC(O)C(C)(C)C5C(0)CC34C)
C2Cl1
M1_4
COC(=0)C1I(C)CCC2(C(=0)[0O-])CCC3(C)
C(=CCC4C3(C)CC([NH3+])C3C(C)(C)C(O)C[NH2+]
C43C)C2Cl1
M1_5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[0O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C5(C)[NH2+]CC(0O)C(C)(C)C5CCC34C)
C2Cl1
M1_3.5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C5(C)[NH2+]CC(0O)C(C)(C)C5C(0)CC34C)
C2Cl1
M1 4.5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C3(C)CC([NH3+])C3C(C)(C)C(O)C[NH2+]
C43C)C2C1
M2_3
COC(=0)C1I(C)CCC2(C(=0)[0O-])CCC3(C)
C(=CCC4C3(C)CC(O)C3C(C)(C)C(O)CC([NH3+])
C43C)C2Cl1
M2_4
COC(=0)C1I(C)CCC2(C(=0)[0O-])CCC3(C)
C(=CCC4C3(C)CC([NH3+])C3C(C)(C)C(0O)
CC([NH3+])C43C)C2Cl1
M2_5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C3(C)CCC3C(C)(C)C(O)CC(INH3+])C43C)
C2Cl1
M3_5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C5(C)CCC(O0)C(C)(C)C5C(0)CC34C)C2Cl
M4_5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C5(C)CCC(O)C(C)(C)C5C(INH3+])CC34C)
C2Cl1
M2 3.5
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C5C([NH3+])CC(O)C(C)(C)C5C(0)CC34C)
C2Cl1
M2 45
COC(=0)CI1(C)CCC2(C(=0)[0O-])CCC3(C(=0)[0-])
C(=CCC4C5C([NH3+])CC(O)C(C)(C)C5C([NH3+])
CC34C)C2C1
A partir de la nomenclatura de SMILES a pH 7, las 8
sapogeninas y 17 variantes quimicas del acido serjanico
fueron convertidas en modelos tridimensionales con el
software Chimera 1.11.2. La configuracién estructural de
minima energia para cada ligando, fue obtenida empleando el
software PyRx (Cojugate gradient: 200).
Acoplamiento molecular
Para el ensayo de acoplamiento molecular se utilizo el
software PyRx con una exhaustividad de 8 y una rejilla de 25
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A3 que fue posicionada en el sitio ADaM de cada proteina
blanco utilizando como punto de referencia el residuo de
BIN111 para AMPKp1 y el residuo p2D111 para AMPK2.
Los resultados estructurales y de energia de interaccion del
acoplamiento molecular de cada Ligando fueron analizados
con el software Phyton Molecule Viewer (PMV 1.5.6) y
Chimera 1.11.2.

Resultados y Discusion

Sapogeninas de  Chenopodium
interaccionan con AMPK- 1Y AMPK-32

El analisis por acoplamiento molecular realizado con cada
una de las sapogeninas presentes en Chenopodium quinoa
Willd sefiala que éstas tienen la capacidad estructural de
interaccionar con la region de AMPK-B1 (Figura 1 A y B)
y AMPK-B2 (Figura 2 A y B) equivalente al Sitio ADaM.
La estructura del sitio ADaM de acuerdo a su densidad
electronica muestra que cada sapogenina interacciona con
las regiones polares (con carga positiva o negativa) y apolares
de acuerdo a su estructura quimica evitando impedimentos
estéricos. En el Sitio ADaM, cada sapogenina adquiere
distintas configuraciones de unidén que corresponde a su
energia de interaccion mds favorable (AG de interaccion)
calculado en kcal/mol (Tabla 1).

Estructuralmente, muchos activadores sintéticos como
SC4, 991, PF-739, MK-8722 y PF-06409577 comparten el
anillo de imidazolpiridina que actda como una estructura
nucleo del que se extienden generalmente sustituyentes con
anillos aromaticos, como el acido 2-metilbenzoico en el
caso de SC4. Mientras que las Sapogeninas de Chenopodium

quinoa  Willd

Sitio :
ADaM:

quinoa Willd presentan una estructura base denominada
como P-amirina que tiene un nucleo esteroidal formado
por cinco anillos hexaciclicos con un solo doble enlace y
diferentes grupos funcionales constituidos principalmente
por -OH, -COOH y -CHO que van variando de posiciéon
de acuerdo a la estructura de cada Sapogenina. La presencia
de anillos hexaciclicos en lugar de anillos arométicos hace
posible que las sapogeninas presenten mayor flexibilidad en
su estructura quimica haciéndolas menos rigidas y planas
pero manteniendo su caracter hidrofébico, lo que les otorga
una mayor versatilidad en su configuracion estructural
durante la interacciéon con el sitio ADaM (Figura 1B y 3B).
Ademas, la presencia de grupos funcionales polares en sitios
especificos hace posible su interaccién con aminoacidos
hidrofilicos como a2K51, a2D88, f2R82 pero sobretodo con
B2D111 que es el aminoacido conservado mas caracteristico
del sitio ADaM de la isoforma muscular de AMPK (a2p2y1).
El peso molecular de SC4 es de 471,89 g/mol que es similar al
promedio del peso molecular de las Sapogeninas estudiadas
(487,03 g/mol) lo que indica que tienen el tamafio adecuado
para poder ajustarse adecuadamente en el Sitio ADaM
evitando impedimentos estéricos (Figura 1B y 2B).
Representacion esquematica de AMPK-B1. Subunidad o
(verde), Subunidad P (celeste) y Subunidad y (amarillo). El
recuadro negro sefiala la region de unién de las Sapogeninas
que coincide con el sitio ADaM. B. Superposiciéon de la
estructura quimica de las Sapogeninas en el sitio ADaM,
ademas, se indican los principales aminoacidos presentes en
este sitio (codigos de una letra). C. Acoplamiento Molecular
del Acido Serjanico (parpura) con un AG de Interaccion de

»~ 7 L
Figura 1. Unién de ocho sapogeninas de Chenopodium quinoa Willd con AMPK-f1. A
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-7,2 kcal/mol.

La energia de interaccion (AG) de las diferentes
sapogeninas de Chenopodium quinoa Willd presentan valores
muy variados, desde -6,9 a -7,7 kcal/mol para la interacciéon
con AMPK-B1 y de -6,2 a -7,7 kcal/mol para AMPK-p2
(Tabla 1). Esta diversidad en la energia de interaccién pone en
evidencia que todas las Sapogeninas evaluadas en este estudio
son potencialmente capaces de unirse al sitio ADaM para
activar ya sea el AMPK-a2p1yl que se encuentra distribuida
ampliamente en casi todo el organismo, como también activar
a AMPK-a2f2yl que se encuentra casi exclusivamente en
tejido muscular esquelético.

Existen evidencias de que diferentes sapogeninas
y saponinas como Damulin A y B, Foenumosida B,
Soyasapogenol B y Dioscin, aisladas de fuentes naturales
y plantas medicinales como Gynostemma pentaphyllum,
Lysimachia foenum-graecum, Platycodon grandiflorum,
tienen actividad anti-adipogénica disminuyendo la expresion
de factores de transcripcion adipogénicos a través de una
ruta de sefializacién que involucra la activaciéon de AMPK
en adipocitos, ademas, inhiben la acumulaciéon de lipidos
en lineas celulares como HepG2 y 3T3-L1, previniendo
la acumulacién de grasa abdominal en ratones obesos
y contribuyendo también a la inhibicién de la lipasa
pancreatica. Yao y colaboradores (2015) evidenciaron que
las saponinas de Chenopodium quinoa Willd tienen actividad
inhibitoria en la acumulacién de triglicéridos en adipocitos, y
ademas disminuyen la expresion de factores de transcripcion
adipogénicos clave como PPAR y C/EBPa reduciendo también
los niveles de expresion del elemento regulador de esteroles

10

(SREBP-1c¢) a nivel proteico y de RNAm'". Por tanto, muchas
sapogeninas y saponinas derivadas de Chenopodium quinoa
no sdlo presentan actividad hipoglucemiante y esto se debe
probablemente a que muchas de estas interaccionan activando
diferentes isoformas de AMPK teniendo efectos benéficos
diversos en el organismo tras su consumo.

Representacion esquematica de AMPK-B2. Subunidad «
(verde), Subunidad B (celeste) y Subunidad y (amarillo). El
recuadro negro sefiala la regién de unién de las sapogeninas
que coincide con el sitio ADaM. B. Superposiciéon de la
estructura quimica de las sapogeninas en el Sitio ADaM,
ademas, se indican los principales aminodacidos presentes en
este sitio (codigos de una letra). C. Acoplamiento Molecular
del Acido Serjanico (ptrpura) con un AG de Interaccién de
-7,7 keal/mol.

La comparacion del AG de interaccién de todas las
sapogeninas evaluadas senala que, el d4cido Serjanico
interacciona con una mayor afinidad por AMPK-a2p2yl
(-7,7 kcal/mol, Figura 2C) que es la isoforma predominante
del tejido muscular esquelético, sin embargo, esta sapogenina
también podria interaccionar, aunque con una menor afinidad
(AG: -7,2 kecal/mol, Figura 1C), con la isforma AMPK-a2p1y1l
distribuida en la mayoria de los tejidos en todo el organismo
(Tabla 1).

Estudios recientes indican que los 4cidos Serjanico y
Oleandlico son las sapogeninas predominantes en semillas
de Quinua especialmente en variedades amargas (saponinas
>0,11 %) cuya procedencia es principalmente la regién andina,
donde se determinaron en promedio 8,1 g de sapogeninas por
kg de materia seca. Estudios recientes sefialan que los dcidos
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Tabla 1. AG de Interaccién de 8 Agliconas de Chenopodium quinoa Willd con AMPKP1 y AMPK[(2

AG de Unién (Kcal/mol)
AGLICONAS DE Chenopodium quinoa Wild AMPKp1 AMPKB2
Acido Oleanélico -6,9 -6,9
Hederagenina -6,9 -7,2
Acido 3B, 23,30-trihidroxi olean-12-en-28-oico -6,9 -6,2
Gipsogenina -7,4 -7,3
Acido 3B-hidroxi-27-oxo-olean-12-en-28-oico -7,1 -6,4
Acido Espergulagénico -7,7 -6,9
Acido Serjénico -7,2 -7,7
Acido Fitolacagénico -7,1 -7,2

Serjanico y Oleandlico tienen un efecto antiproliferativo en
lineas celulares de cancer de colon (Caco-2) actuando como
inductores de apoptosis. Otros estudios empleando fracciones
alcoholicas de saponinas de semillas de quinua a diferentes
concentraciones, sefialan su efecto antiinflamatorio debido
a su capacidad en cultivo celular de disminuir la produccién
de NO e inhibir la liberacién de citoquinas proinflamatorias
(como IL-6 y TNF-a), no obstante, esta actividad fue
atribuida principalmente a los acidos Serjanico y Oleandlico®.
Estudios clinicos realizados en el Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (IIFB, Bolivia) sefialan la capacidad
hipoglucemiante e hipolipemiante de un producto elaborado
con base en harina de quinua en pacientes con DM2',
sin embargo, surge la necesidad de realizar estudios con
sapogeninas purificadas que permitan elucidar su actividad.

Mejoramiento de la especificidad del Acido Serjanico

Puesto que la activacion de la isoforma AMPK-a2fB2y1 es
de especial interés a nivel clinico debido a su localizacion en
musculo esquelético y su funcién bioldgica relacionada con
la homeostasis de glucosa por una ruta independiente de
insulina, se realizaron diferentes modificaciones quimicas
en el Acido Serjanico (M1-5), introduciendo algunos grupos
funcionales hidrofilicos como -NH-, -NH2, -COOH y -OH
en posiciones concretas que permitan una interacciéon mas
favorable y especifica con el residuo f2D111 caracteristico del
sitio ADaM en la isoforma muscular de AMPK (a2p2y1). Con
las cinco diferentes modificaciones quimicas se analizaron
un total de 17 posibles combinaciones. La variante quimica
del Acido Serjénico M4_5 obtuvo un AG de interaccién mds
favorable y especifico (-7,6 kcal/mol) con relacion al resto de
moléculas ensayadas (Tabla 2). Aunque este valor se aproxima
al AG calculado para el Acido Serjénico sin modificar (-7,7
kcal/mol), la variante M4_5 reduce en gran medida su
especificidad por la isoforma AMPK-a2f1yl, debido a que su
AG de interaccién con esta isoforma se incrementa de -7,2 a
-6,7 kcal/mol (Tabla 2).

A nivel estructural, la comparacion de la interaccion de la
variante M4_5 con las isoformas AMPK-a2p1yl y AMPK-
a2p2yl, muestra que los dos grupos funcionales -NH2 (M4)
y ~-COOH (M5) afiadidos al Acido Serjanico forman una red
de puentes de hidrégeno con los residuos f2D111, B2R82 y
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a2D88 en el sitio ADaM de la isoforma muscular de AMPK
(a2p2y1) (Figura 3B). Sin embargo, estos grupos funcionales
afladidos se orientan hacia el exterior del sitio ADaM
al interaccionar con la isoforma AMPK-a2fB1lyl debido
probablemente a la ausencia del residuo D111 (Figura 3A). La
formacion de esta red de puentes de hidrégeno permite que
la interaccién de la variante M4_5 sea mds especifica para la
isoforma muscular de AMPK, debido a que no estd presente
con la isoforma AMPK-a2B1yl, lo que concuerda con los

Tabla 2. AG de Interacciéon de 17 variantes de Acido
Serjanico con AMPKP1y AMPKf2

Modificaciones AG de Union (Kcal/mol)
del Acido
Serjanico
AMPKp1 AMPKp2

Acido Serjéncio 7,2 7.7
SM

M1 -7,1 -7,3
M1_3 -6,8 -7,4
M1_4 -7,1 -6,8
M1_5 -7,3 -6,7
M1_3 4 -7,3 -6,6
M1_3_5 -6,9 -6,2
M2 -6,7 -6,5
M2_3 -6,9 -7
M2_4 -6,6 -6,9
M2_5 -6,2 -6,4
M2 .3 5 -6,7 -6,7
M2_4 5 -6,9 -6,2
M3 -6,6 -7,3
M3_5 -6,8 -6,5
M4 -7,1 -6,1
M4_5 6,7 7,6
M5 -6,8 -6,6
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valores de AG calculados anteriormente.

El circulo amarillo indica la ubicacién de los grupos
funcionales afiadidos en el Acido Serjénico (M4: -NH3+ y
MS5: COO-). En ambos casos (A y B) se muestra la densidad
electrénica del sitio ADaM y el esquema de interaccién con
los principales aminoacidos involucrados (cédigos de una
letra). Los puentes de hidrégeno se observan como lineas
punteadas rojas.

Por otro lado, si comparamos la configuracion de

Sapogeninas para la homeostasis independiente de insulina

interaccion del Acido Serjénico sin modificar (SM) con la
variante M4_5, se observa que la configuraciéon de ambos
ligandos en el sitio ADaM de la isforma muscular de AMPK
(a2p2yl) es muy similar orientadas en la misma direccién
(Figura 4B). Por el contrario, la configuraciéon de ambos
ligandos con la isoforma AMPK-a2p1yl es muy diferente,
con direcciones casi perpendiculares una respecto a la otra
(Figura 4A).

Los grupos funcionales afiadidos en el Acido Serjénico_

!

Figura 4. Superposicién dela configuracién del Acido Serjanico (Sin 1-\/1(_)diﬁcar) (rosado) y

del Acido Serjanico_M4_5 (parpura) unidos al sitio ADaM de AMPK1 (A) y AMPKp2 (B)
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M4 5 se muestran en amarillo y los puentes de
hidrégeno como lineas punteadas rojas. Los aminodcidos
involucrados en la interaccién se nombran de acuerdo al

cddigo de una letra.

Conclusiones

Las sapogeninas presentes en Chenopodium quinoa
Willd tienen caracteristicas quimicas y de peso
molecular similares a firmacos sintéticos como SC4,
permitiendo su interaccion con el sitio ADaM de las
isoformas de AMPK a2p1yl y a2P2yl. De acuerdo

el Acido Serjanico afiadiendo grupos funcionales hidrofilicos y el
analisis por acoplamiento molecular evidencia la importancia del
residuo p2D111 en la especificidad de las sapogeninas por el sitio

ADaM de AMPK-a2B2yl. Finalmente, con base en las evidencias
de varios estudios clinicos, el consumo de quinua tiene efectos
beneficiosos en la regulacion de la glucemia y el perfil lipidico, por

en modelos animales.

a los parametros energénicos (AG de interaccién), el

Acido Serjénico es la sapogenina con mayor afinidad
por la isoforma muscular de AMPK (a2B2yl) que
es la principal enzima reguladora de los niveles de
glucosa sanguineos por una ruta independiente de
insulina. Las modificaciones quimicas realizadas en
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