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RESUMEN

La germinacion es parte escencial de las plantas para su desarrollo, ademas los
germinados tienen un potencial en la alimentacién por su uso como nutracéutico,
alimento funcional, el aumento de nutrientes en cereales, y los compuestos
bioactivos que nos ofrecen. En los ultimos afios las sequias y la falta de fertilidad
del suelo han complicado la capacidad de germinacion, para esto el uso de
fitohormonas es necesario para potenciar el proceso, sin embargo su extracion es
de gran costo y muchas veces complicado de obtener, por lo que la busqueda de
nuevas moléculas que apliquen a la germinacion se ha intensificado y, en particular
con el uso de herramientas bioinformaticas para el disefio dirigido para seleccién de
nuevas alternativas. El docking molecular nos permiti6 conocer la energia de
afinidad hacia receptores asociados al proceso de germinacion y observar posibles
interacciones con cada uno de estos, se realizé este estudio con un grupo de
moléculas esteroidales 22-oxocolestanicas y espirostanicas, con 5 receptores
asociados a la germinacion siendo Receptor a brasinoesteroides (BR1), Receptor a
Giberelinas (GID), Receptor a Jasmonatos (CO1), Receptor a estrigolactonas (D14)
y Receptor a auxinas (TIR) para observar por cual via interactuarian los promotores
esteroidales, comparando con los ligandos especificos de cada uno, obteniendo
como una de las mejores opciones SPGP19 sin embargo tiene una gran desventaja
al ser insoluble, por lo tanto se proponen SPGP11 por via BR1y TIR o SPGP10 por
la via TIR y CO1 para posteriormente ser utilizadas en estudios in vivo.



ABSTRACT

Germination is an essential part of plants for their development, in addition,
germinated plants have potential in food for their use as a nutraceutical, functional
food, increasing nutrients in cereals, and bioactive compounds that offer us.In recent
years droughts and the lack of fertility of the soil have complicated the germination
capacity, for this, the use of phytohormones is necessary to enhance the process,
however, its extraction is very expensive and often difficult to obtain, therefore the
search for new molecules that apply to germination has intensified and, in particular,
with the use of bioinformatics tools for directed design for the selection of new
alternatives.Molecular docking allows us to know the energy of affinity to receptors
associated with the germination process and observe possible interactions with each
of these, this study was performed with a group of steroidal molecules 22-
oxocolestanicas and spirostanicas, with 5 receptors associated with germination
being Brassinosteroid Receptor (BR1), Gibberellin Receptor (GID), Jasmonate
Receptor (CO1), Strigolactone Receptor (D14) and Auxin Receptor (TIR) to observe
via which steroidal promoters interact, compared with the specific ligands of each,
obtaining one of the best options SPGP19, however, it has a great disadvantage to
be insoluble in water, therefore SPGP11 (with a radical H) are proposed via BR1
and TIR or SPGP10 (similar to SPGP11 with the difference of the radical by a group
Ac) by way of TIR and CO1 to be later used in in vivo studies.
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ANTECEDENTES

La Salud y la alimentacion son los principales problemas de los que la ciencia actual
tiene como meta de solucién, el area biotecnologica no esta excenta de estos, el
enfoque debera ser integral, particularmente hacia la alimentacién, se busca el
disefio de productos mejorados, técnicas de cultivo novedosas y disefio de nuevos
productos alimenticios, en este ultimo aspecto sale a relucir los germinados, que se
destacan por su facil cultivo y alto valor nutritivo, pero presenta bajas tasas de exito,
es por esto que continuamente se busca el uso de fitohormonas que incrementen la

tasa de germinacion y reduzcan el tiempo.

1. GERMINADOS

Los germinados son alimentos que por su agradable frescura e interés nutricional
son usados y acompafados en diversos platillos en la actualidad, aunque su uso
estd muy extendido surgen dudas sobre su denominacién, desde el el concepto
germinado que no se define como tal en el Diccionario de la Lengua Espafiola,
donde si aparece la palabra germinar, para la que se indica que es: “dicho de un
vegetal: comenzar a desarrollarse desde la semilla”; mientras que la Asociacion
Europea de Semillas Germinadas (ESSA), define a los brotes como producto
obtenido a partir de la germinacion de semillas y su desarrollo en agua o en otro
medio, recolectado antes de que aparezcan hojas verdaderas y destinado a ser
consumido entero, incluida la semilla. [1] La germinacioén de semillas (Figura
1), principalmente frijol mungo (Vigna radiata) y alfalfa (Medicago sativa), esta
ampliamente extendida en los paises del Este, y la frescura, las caracteristicas
crujientes y dulces, junto con aspectos saludables, hacen que los brotes de

leguminosas sean aceptables para los consumidores occidentales [2]. Ademas la
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germinacion de estas plantas traen consigo importantes beneficios, un ejemplo es
la alfafa.

Figura 1. Algunos de los germinados mas consumidos en el occidente a) frijol
mungo b) alfalfa c) arroz integral d) avena .

1.1 ALFALFA

Medicago sativa L., cominmente conocida como alfalfa, pertenece a Fabaceae, y

su primera forma cultivada probablemente se origina en el oeste de Persia. Luego
se extendié a muchas regiones de Asia, Europa y América. Ademas se ha informado
que la alfalfa ocupa el cuarto lugar en términos de superficie cultivada y valor
economico, después del maiz, la soja y el trigo. El potencial biolégico y agronémico
de la alfalfa, como todos los demas miembros de la familia de las leguminosas, es
extraordinario porque requiere poco o ningun fertilizante nitrogenado para un
crecimiento optimo . Ademas, la alfalfa juega un papel importante como fertilizante
gratuito que aporta nitrdgeno a los cultivos posteriores [3]. Es un cultivo
autotetraploide, cruzado, caracteristica que ha limitado su ganancia genética. Una
coleccion sustancial de germoplasma se mantiene en repositorios en todo el mundo,
lo que brinda a los criadores materiales para ayudar a mejorar la tolerancia a
numerosas enfermedades e insectos y su valor nutritivo.[4]
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La alfalfa contiene varios fitoquimicos utiles, incluidos compuestos fendlicos,
saponinas y medicarpin, que poseen propiedades inhibidoras contra varias
plantulas de plantas. Otros fitocompuestos importantes extraidos de esta especie
incluyen acido linoleico y linolénico, vitaminas y compuestos de hierro. Aunque se
han documentado las propiedades alelopaticas de la alfalfa sobre las malas hierbas,
la naturaleza exacta de los fitoquimicos alelopaticos y sus mecanismos de accion

siguen siendo poco conocidos. [5]

La alfafa es una hierba cultivada en nuestro pais desde el siglo XVI utilizada
principalmente para ganado bovino leche y otros alimentos para animales, gracias

a que la alfafa es rica en calcio y vitamina D se usa como complemento alimenticio,

y como nutraceUtico para diversos problemas del aparato digestivo,respiratorio | (Comentado [M-TJL3]: espacio

urinario y nervisoso [6]. Otra cuestion médica para el colesterol alto, asma,

osteoartritis, diabetes, ademas la alfalfa parece prevenir la absorcién de colesterol [c‘;mentado [M-TJL4]: espacio

en el intestino [7].

1.2 PROCESO DE GERMINACION

En el proceso ocurren cambios quimicos de las semillas que activan procesos
enzimaticos que se mantienen en etapas posteriores de crecimiento. El proceso de
germinacion esta constituido por tres parciales procesos, incluida la imbibicion, la
activacion proceso y crecimiento intra-seminal que se completa con protuberancia
embrionaria [8]. La germinacion del grano ocurre al exponerse al agua, iniciando un

extenso proceso fisioldgico y bioquimico para apoyar el crecimiento de las plantas.

La germinacién se desencadena en condiciones especificas para diferentes granos,
incluida la temperatura, la luz y la humedad 6ptimas (Figura 2) (A) La imbibicion de
agua facilita la rehidratacion de las semillas, lo que a su vez estimula la sintesis de
giberelina embrionaria de novo que promueve la expresion génica de la enzima
hidrolitica. (B) La giberelina se moviliza desde el embrién a la capa de aleurona, lo

que indica un cambio de una actividad metabdlica baja durante la latencia a una
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actividad metabdlica alta durante la germinacién. (C) Enzimas como amilasas,
proteasas y enzimas desramificantes se secretan en el endospermo, mientras que
los inhibidores enzimaticos disminuyen la actividad. (D) Los sustratos de nutrientes
utilizables se catabolizan a partir de moléculas de almacenamiento (almidén,
proteina y triglicéridos) para (E) el brote en desarrollo y las raicillas dentro del

germen. [9]

Temperature =——a»

D) Starch  Protein

sucrose amino acids
maltose
glucose

ENDOSPERM

B) Gibberellin

Embryo root

D) Tﬁgly&s/
alycerol and FFAs

Figura 2. Representacion esquematica de seccion longitudinal del grano del trigo y

Moisture A K0

muestra los principales evento(s) metabdlicos durante la germinacion temprana.

Poco después del inicio de la imbibicion de la semilla seca, se restablece el
metabolismo; La restitucion de la integridad quimica y estructural de las células
requiere la coparticipacion de eventos sintéticos y protectores. La sintesis de
proteinas y la actividad respiratoria involucran inicialmente componentes
almacenados dentro de la semilla seca madura, aunque la transcripcioén y traduccion

comienzan temprano durante la imbibicion, como lo demuestran los analisis de
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transciptomas y metabolomas. Los aumentos o modificaciones de las hormonas,

especialmente la GA, juegan un papel importante en lograr la finalizaciéon de la

\germinacién, al \menos en semillas intactas [1 0] [Comentado [M-TJL5]: Después de punto, iniciar con
mayuscula

1.3 INTERES EN LA GERMINACION

Los germinados son alimentos ricos en fitonutrientes, como glucosinolatos,

fendlicos e lisoflavonas, adicionado a esto otros estudios han demostrado que [comentado [M-TJL6]: espacio

también tienen altas concentraciones de vitaminas y minerales, ademas de la alta
concentracion de nutrientes los brotes pueden presentar una reduccion de factores
antinutricionales que aumentan la bioaccesibilidad de minerales [11] como taninos
e inhibidores de tripsina en diferentes semillas de leguminosas el interés se esta
desplazando hacia las semillas de leguminosas, como la soja, el guisante amarillo
(Pisum sativum L.), el garbanzo (Cicer arietinum) y la lenteja (Lens culinaris). [12]
Por otra parte, se ha buscado mejorar la cantidad y la actividad antioxidante por
medio de compuestos fendlicos presentes en germinados para incluirlos a la dieta
y prevenir eficazmente la oxidacion de lipidos [13]. [En los ultimos afios, estos
alimentos han sido muy demandados porque estan asociados a muchos efectos
positivos para la salud. Ademas beneficiar la germinacién beneficia la agricultura, y
los procesos de la obtencidon de nuevas moléculas que favorezcan la germinacion
(Figura 3).

15



S

Figura 3.Intereses de beneficiar alla germinacion [social, alimentario y econémico. ( comentado [M-TIL12]: a la

((comentado [M-TJL13]: espacio

CComentado [M-TJL14]: punto

AN

Se ha explorado el uso de germinacion principalmente para las leguminosas y asi
obtener una disponibilidad de nutrientes como proteinas vegetales, estas
generalmente se perciben como alternativas mas saludables a las proteinas
animales, ciertas semillas son mas ricas en proteinas en comparaciéon con otras
(Tabla 1). [12]

Tabla 1. Efecto de la germinacion en los componentes de semillas. [9]

Almidén Disminuido Trigo

Azlcares Incrementado,variado Trigo
con tejido y tiempo

de germinacién

Carbohidratos Sin cambios Arroz
Aminoacidos Incremento (63 Trigo
proteinas)




Disminuido (35

proteinas)

Sin cambios (28

proteinas)
Gluten Disminuido Trigo
Grasa Sin cambios Arroz
Incremento (Cebada, avena ly sorgo
Fibra total Incremento Cebada
Polifenoles Disminuido Avena y centeno
totales
Incremento Amaranto y quinoa
Antioxidanes Incremento \Amaranto, arroz, alforfc')nl
Fitatos Disminuido Arroz
Calcio Disminuido Cebada,arroz
Magnesio Incremento Trigo
Cobre Incremento Trigo
Sodio Disminuido Trigo
Potasio Incremento Trigo
Tiamina Sin cambios Trigo y cebada
Fésforo Incremento Trigo
Vitamina C Incremento Cbada
Riboflavina Incremento Trigo y cebada
Piridoxal Incremento Arroz
Tocoferol Incremento Trigo [6]
Caroteno Incremento Trigo [6]

Ademas, la germinacion es un proceso simple y econémico que se puede realizar
sin equipo sofisticado, tiene un ciclo de produccion rapido (de dos a tres semanas
como maximo), ocupa muy poco espacio en la produccién de invernadero [8]. El

proceso de germinacion es sencillo debido a que no se necesita ni tierra ni luz y
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faciimente se puede realizar en casa sin embargo muchas veces asegurar la

seguridad alimentaria es importante ya que son vulnerables a tener infecciones de

patogénos, ademas de ser alimentos consumidos en crudo cominmente.

1.4 GERMINACION PARA ALIMENTOS FUNCIONALES Y BENEFICIOS
POTENCIALES A LA SALUD.

Los alimentos funcionales tienen una alta relevancia actual, debido a un estilo de
vida mas sano y con alimentos que nos proporcionen suficiencia alimentaria y un
beneficio médico, dado esto, los cereales integrales (semillas comestibles derivadas
de la cariopsideo fruto de las gramineas) son una linea para abordar, son fuentes

ricas de energia, principalmente a partir de ‘carbohidratos, asi como una fuente

dietética util de una multitud de otros nutrientes y fitoquimicos; La ingesta de

cereales integrales se asocié con un mejor IMC, colesterol total y colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad (LDL) [14] asimismo, son fuentes ricas en fibra,
vitaminas, minerales y fitoquimicos, incluidos fendlicos, carotenoides, vitamina E,
lignanos, B-glucano, inulina, almidon resistente, esteroles y fitatos [15]. Sin
embargo, la preferencia de alimentos de granos refinado y falta de productos han
dafado la reputacion de estos alimentos ademas los factores antinutricionales
presentes en los cereales, como el acido fitico, pueden afectar la biodisponibilidad
de minerales como el hierro y el zinc al inhibir la absorcion. La germinacion sirve
como meétodo para mejorar la aceptacion de los alimentos para aumentar los

contenidos nutricionales y efectos a la salud (Tabla 2) [16].

Tabla 2. Ejemplos de germinados usados para beneficio a la salud.
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Arroz integral

Arroz integral

Trigo sarraceno

tartario

Jugo de pasto de
trigo

Gran potencial para un mejor control

gliicemico, correccién| de la dislipidemia,

0]

mejora del estrés oxidativo

Redujo las complicaciones de la obesidad
en ratas obesas inducidas por una dieta
alta en grasas, mediante la mejora de los
perfiles de lipidos y la reduccién del nivel
de leptina y la masa de tejido adiposo
blanco

Se ha demostrado que reduce el riesgo
cardiovascular y los transtornos
metabdlicos, como la hipertension en
ratas.

Los pacientes alimentados con jugo de
pasto de trigo durante la terapia de
transfusion mostraron una reduccién de
hasta un 25% en el volumen requerido de
transfusion, sin comprometer los niveles
de hemoglobina y un aumento del 29,5%
en el intervalo de tiempo medio entre

transfusiones

1.3. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN GERMINADOS

Los estudios indican que la germinacion acumula compuestos bioactivos en
semillas y brotes como son vitaminas, acido y- aminobutirico (GABA y polifenoles

que se sintetizan o se transforman de novo en el proceso de germinacion (Figura

4).
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Soja
germinada

Vitaminas

Antioxidantes

Vitaminas B,C
yE

Compuestos

Relacién con

microbioma

del intestino
humano

bioactivos en

germinados Polifenoles

Aminécido no
proteico

En GABA (acidoy- Frijoles

frioles,arroz,av aminobutirico)
enay trigo

Figura 4.Caracteristicas de compuestos bioactivos en germinados.

1.3.1 Vitaminas.

Las vitaminas se consideran nutrientes necesarios para el buen funcionamiento
celular del organismo (Figura 5) y a diferencia de algunos minerales, actuan en dosis
pequefias, como el cuerpo no puede fabricarlas por si mismo es necesario

consumirlas a través de los alimentos| [20], se ha encontrado que la germinacion

aumenta el contenido de algunas vitaminas B en diferentes [semillas
B incluyen varios miembros, que incluyen vitamina B1 (tiamina), vitamina B2
(riboflavina), vitamina B3 (niacina), vitamina B6 (piridoxina),vitamina B9 (folato) y

vitamina B12 (cobalamina).

En cambio la vitamina C conocida como acido ascorbico esta asociada con la

enfermedad del |escorbuto, y la germinacién aumenta significativamente el

; las vitaminas

contenido de vitamina C en algunas semillas y brotes germinados como en trigo

sarraceno, garbazo, frijol, etc. Por otro lado, |a vitamina E o tocoferoles es el nombre

colectivo de un grupo de compuestos liposolubles con actividades antioxidantes

distintivas; La vitamina E es un antioxidante soluble en grasa que detiene la
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produccién de ROS que se forman cuando la grasa se oxida. Los cientificos estan
investigando si, al limitar la produccion de radicales libres y posiblemente a través
de otros mecanismos, la vitamina E podria ayudar a prevenir o retrasar las
enfermedades cronicas asociadas con los radicales libres (NIH); en varias semillas

comestibles se incremento la vitamina E en soja germinada en un 1,55% -164% en

comparacién con semillas crudas, sin embargo se redujo en altramuz y frijol mungo.

Tiamina es vital para la liberacién de energia a partir de
hidratos de carbono,grasas y alcohol.Ademas de una
buena digestion

Vitamina B1

Riboflavina. Ayuda a prevenir cataratas y contiene las

. Vitamina B2 . -
pr que la Bl

Niacina. Juega un papel importante en el sistema
nervioso y la circulacién

Piridoxina. Es vital para el sistema nervioso , se
i enel i de las pr

Cobalami i un nervioso sano y se
para la produccién de globulos rojos

. Vitamina B12

Acido ascorbico.Interviene en mas de 300 procesos
biolégicos,importante para el sistema inmunitario y la
produccién de colageno.

Participa en la formacién de glébulos rojos, misculos y
otros tejidos. Puede ayudar en la proteccién del cuerpo
contra ciertas formas de cancer y en la reduccion del riesgo
de enfermar del corazén.

Vitamina E

Figura 5. Funciones de vitaminas incrementadas en el proceso de germinacion. [15]

1.3.2 Acido y-aminobutirico

Tambien llamado GABA es un aminoacido no proteico que esta distribuido
ampliamente en la naturaleza (

Figura 6. Estructura molecular del acido gamma-aminobutirico
) entre |microorganismos, plantas ly animales actGa como el principal inhibidor

neurotransmisor en el sistema nervioso central de los mamiferos, Ademas, GABA
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tiene efectos hipotensores, tranquilizantes, diuréticos y antidiabéticos y reduce la

presion arterial en animales y humanos [21].

Se ha informado que los frijoles comestibles, como el frijol adzuki, el frijol, las
lentejas, el lupino, el guisante y la soja, aumentan el contenido de GABA en
comparacion con sus frijoles crudos. Ademas, los granos de cereales germinados,
como el arroz integral, el trigo sarraceno, la avena y el trigo ceroso, también pueden
acumular significativamente a GABA. Por ejemplo, se ha informado que los brotes
de soja y trigo sarraceno germinados aumentan entre 0,50y 2,60 y entre 0,60 y 37,5

veces el GABA en comparacion con las semillas respectivas [22].

|
O

H,N
OH

Acido gama-aminobutirico (GABA)

Figura 6. Estructura molecular del acido gamma-aminobutirico

1.3.3 Polifenoles

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes en la dieta. Su ingesta
dietética total podria ser tan alta como 1 g/dia, que es mucho mas alta que la de
todas las demas clases de fitoquimicos y antioxidantes dietéticos conocidos,
aunque las deficiencias en la ingesta de polifenoles no dan lugar a enfermedades
por deficiencia especificas, la ingesta adecuada de polifenoles podria conferir
beneficios para la salud, especialmente en lo que respecta a las enfermedades

cronicas, normalmente se encuentranen productos como el té, el cacao, las frutas y

las bayas, asi como las verduras [23], sin embargo los polifenoles constituyen un

gran grupo de fitoquimicos bioactivos que incluyen multiples subclases como
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flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos y lignanos, hay una relacién bidireccional [ [Comentado [M-TJL35]: bidireccional

entre polifenoles y el microbioma del intestino humano (Figura 7) que imita en cierta
medida la relacion entre polifenoles y poblacion microbiana patdégena y simbidtica

en el sistema radicular de las plantas.

ACTO GASTROINTESTIN:

1IRACL T L O L UNAL H

FLAVONOIDES

(1)

- e
Compuestos pare‘males Microbiofa 1:}." ) -
(altas concentraciones) g o Metabolitos de

Intestinal A 3
flavonoides tisulares

EFECTOS LOCALES
‘ SANGRE
' . LAl J AN,
- = | ’ Ac’n(?os
e *f. aromaticos y EFECTOS SISTEMICOS
fenolicos y Bajas concentraciones
EFECTOSSISTEMICOs ~ CAMBIOS EN otros Mayoria de metabolitos
LA metabolitos
MICROBIOTA ‘ NDRGANOS
URNGTANUS

Figura 7. Absorcion metabdlica de polifenol en el colon

La influencia de la germinacion en el contenido fendlico total se ha investigado en
muchas semillas comestibles, como los frijoles comestibles y los cereales, los

estudios indican que la germinacién acumula gradualmente fendlicos solubles en

semillas y brotes comestibles germinados en comparacién con semillas crudas [24]. [Comentado [M-TJL36]: punto

2. FITOHORMONAS

Las fitohormonas son un grupo de origen natural, estas sustancias organicas

participan en procesos fisiolégicos en concentraciones bajas, ya sea en fases del

crecimiento y desarrollo de las plantas, division celular, formacion de érganos, [Comentado [M-TJL37]: espacio
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enlogacién de tallos, germinacion de semillas entre otros. Se acepta que las

hormonas vegetales se agrupan en varias clases las cuales son auxinas, etileno, |
citoquininas (CK), giberelinas (GA), acido abscisico (ABA), acido salicilico ( SA ),

jasmonatos, brasinoesteroides (BR) y hormonas peptidicas [25] (Figura 8).

Actualmente estas fitohormonas son sintetizadas quimicamente y usadas para la

agricultura, horticultura ly viticultura para obtener ventajas especificas, disminucion

al estrés abidtico y bidtico ya sea una sustancia para el crecimiento de plantas,

también| para el aumento o reduccion en el crecimiento longitudinal de plantas,

ademas otros procesos se pueden ver afectados como floracién, formacion de

frutos, maduracién calidad, etc, es por eso que se uso el término biorregulador de

plantas.
0 H\N/R
OH 7 N
N
\ LD
X N
Citoquininas Giberelina A1

Acido Indol-3-acético

OH 0o

1,
",
"y,
”,

>==< HO"

H H
o

HO/,,,,/ Etileno

o Ho~ N
H O\\ O /\/\/N H2 .
0 HoN Acido abscisico
Homobrasinolida Putrescina

Figura 8. Estructuras de los diferentes grupos de fitohormonas.

2.1 IMPLICACION EN LA GERMINACION
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Los aumentos o modificaciones de las hormonas, especialmente la GA, juegan un

papel importante en lograr la finalizacién de la lgerminacién, al menos en semillas

intactas. La eliminacion o desactivacion de ABA también es importante; las
interacciones entre esto y GA juegan un papel regulador [10]. La latencia de las

semillas ha asegurado que las semillas germinen en el momento adecuado; ken

estado de reposo, | los genes que promueven la germinacién no se expresan

activamente, y la radicula no penetra la testa ni el endospermo. Se han informado
de muchas genes relacionados con la remodelacion de la cromatina [26]. En los
helechos, existe una semejanza con el antagonismo GA-ABA que es el mecanismo

central de la latencia de las semillas en las angiospermas [10].

Los genes catabdlicos de ABA regula negativamente a CYPJOJA1 y CYPJOJA3
(Figura 9) mientras que los genes de biosintesis ABA, incluidos genes NCED estan

regulados positivamente por ABI4 y otros reguladores, ABA se acumula para iniciar

latencia. Los otros genes reguladores clave que controlan la latencia, incluidos ABI3, |
ABI4, DOG1

la semilla para inducir y mantener la latencia primaria de la semilla, y algunos de

, DEP y SPT, se ha reportado que se activan durante la maduracion de

estos genes interactian entre si para regular los niveles de latencia de las semillas.
Entre ellos, SUVH4, SUVH5, LDL1 y LDL2 regulan negativamente la transcripcion
de DOG1 y ABI, mientras que WRKY41 y RAF10 / 11 controlan directamente
ABI3expresioén [26].
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Figura 9. Cambios en la acumulacion de hormonas clave y expresién de

reguladores clave durante la maduracion de la semilla.

La Figura 9 denota los genes implicados, las lineas activas con flechas hacia arriba
indican el cambio de nivel de ABA, mientras que las lineas discontinuas indican los
cambios de nivel de auxina y GA. El simbolo (+) indica el nivel de transcripcién
elevado, mientras que (-) indica el nivel de expresion disminuido durante la
maduracion de la semilla. Las flechas y barras negras indican las funciones

reguladoras positivas y negativas, respectivamente.

2.2 Brasinoesteroides

Desde la investigacion de los promotores de crecimiento y los extractos de polen en
el siglo XX se demostré que Brassica napus y Alnus glutinosa contenia estos
reguladores de crecimiento denomindado brassinos [27]; se definen como un grupo
de hormonas vegetales esteroides polihidroxiladas involucradas en procesos del
desarrollo lo cual incluye crecimiento de las raices, enlogacion de hipocdlito,
germinacion de polen etc. Ademas, de estar involucradas en adaptacion de sefales

ambientales [28]. Las moléculas de los brasinoesteroides tienen cuatro anillos y una
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cadena lateral (Figura 10) se forman a partir de la compactacioén en bloque de cinco
atomos de carbono, denominados isopreno, poseen 28 atomos de carbono con
diferentes sustituyentes en dos anillos estan presentes en las plantas, asi como en
la cadena lateral [29]; no obstante, estudios recientes han demostrado que los BR
naturales tienen una aplicacion potencial en la medicina debido a su actividad
antiviral, inmunomoduladora y neuroprotectora, y efectos antiproliferativos en

células animales in vitro.

OH . OH ; OH

HO.,, HO,,,
Castasterona 24-epicastasterona 28-homocastasterona
HO g HO"
(0] OH (o] OH O P
HO, HO,
HO™™" HO™"

28-homobrasinolida
24-epibrasinolida

Figura 10. Estructuras de los brasinoesteroides naturales

Las hormonas esteroides también son importantes para los animales, incluidos los
insectos, y los compuestos no esteroides que imitan a las hormonas esteroides son
usadas en las industrias farmaceutica y agricola; tienen la capacidad de inducir

semillas a germinacion siendo tan importantes como GA y ABA [29].

Los Brasinoesteroides y GA interactuan con la luz en una enlogacién regulado de
fotomorfogenesis de las plantulas que pueden aparecer de maneras independientes
[9]. Steber y McCourt (2001) informaron por primera vez que BR juega un papel en
la promocion de la germinacion al analizar la frecuencia de germinacion de mutantes
hormonales que fueron tratados con BR y ABA. Las semillas mutantes biosintéticas
de GA ( ga1-3, ga2-1 y ga3-1 ) que no pueden germinar sin la aplicaciéon de GA
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podrian germinar con el tratamiento de BR, esto sugiere que BR puede reemplazar
funcionalmente a GA y promover la germinacion al dirigirse a los genes de
germinacion descendentes de la sefializacion de GA. La inhibicion de la germinacion
de semillas de tipo salvaje por ABA se reduce por la sobreexpresién del gen de
biosintesis de BR, DWF4 , que codifica una enzima del citocromo P450 que media
un paso limitante de la velocidad en la biosintesis de BR [9],la primera estructura
aisalada en 1970 del polen de Brassica napus se denomino Brassinolida (BL); sin

embargo este compuesto natural se encuentra en las plantas en baja cantidad y

tanto el aislamiento vegetal como la sintesis son extremadamente caros, segun los
estudios los cientificos encontraron 24-epibrassinolida un esterecisomero de BL
[30], no obstante sigue siendo de gran costo limitando sus aplicaciones practicas,
por ello la importancia de buscar moléculas nuevas con bajo coste y buena

actividad.

Es por ello, que en este trabajo nos enfocamos en la evaluacion de estas moléculas

en beneficio de la germinacién de planta y su actividad mediante docking molecular,
asi como posibles efectos en consumo humano para pasar a una experimentacion

in vivo de germinados de alfalfa.
3.3.1 BRI

Brasinosteroide-insensible 1 (BRI1) es una proteina de membrana que se ha
establecido como el principal receptor de brasinoesteroides en plantas, pertenece a
una familia de receptores repetidos ricos en leucina como las quinasas (LRR-RLK)
[31]; la estructura tipica de proteinas en esta familia contiene un dominio
extracelular, una region transmembrana de un solo paso y un dominio quinasa
intracelular. Si bien muchas LRR-RLK tienen funciones desconocidas, BRI1 y su via

de sefializacidn estan bien caracterizadas, tras |a union de los brasinoesteroides, la

quinasa BRI1 se activa a un nivel basal, lo que da como resultado la fosforilacién y
liberacion del inhibidor de la quinasa BRI11 (BKI1) de la membrana, la quinasa 1
asociada a BRI1 (BAK1), otra LRR-RLK con solo cinco LRR, interactia y activa
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completamente BRI1, inmediatamente BRI1 desencadena una via de sefalizacion [Comentado [M-TJL55]: espacio

y regula la expresién de genes posteriores (Figura 11) [32] .
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Figura 11. Receptores y genes activados BRI1- BAK1

3. PROTEINAS

3.1 CO1 Receptor a Jasmonatos (Ja-lle)

La subunidad | del citocromo ¢ oxidasa (CO1 o MTCO1) es 1 de las 3
subunidades codificadas por ADN mitocondrial (ADNmt) (MTCO1, MTCO2,
MTCO3) del Complejo respiratorio IV, es una enzima transductora de energia
respiratoria. Desempefia un papel en la patogenia de la anemia sideroblastica,
idiopatica adquirida esta enfermedad se caracteriza por la formacion inadecuada

de hemo y acumulaciéon excesiva de hierro, la acumulacién se atribuye a
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mutaciones del ADN mitocondrial que pueden causar disfuncién de la cadena

respiratoria el cual altera la produccion de hierro férrico a hierro ferroso [33]

Los jasmontas regulan una amplia gama de procesos de desarrollo en el

crecimiento de raices, fertilidad masculina y femenina,
acumulacién de antocianinas; la proteina F-box CORONATINE INSENSITIVE1
(COI1) que forma una ubiquitina ligasa E3 funcional SCF COI1 y actia como un

componente esencial de la maquinaria de percepcién JA [34].

formacion| de| tricomas y

3.2 DWARF14 Receptor a estrigolactonas (Estrigolactona)

Las estrigolactonas han tenido importancia en la germinacion de semillas de
malezas parasitas y como inhibidor de ramificacion y hormona vegetal [35].

Derivan de precursores carotenoides [que| se sintetizan por la ruta de los

terpenos. Este precursor es el intermediario carlactona (CL) y|su descubrimiento

supuso un gran avance en la comprension de la ruta de sintesis de las SLs. La
percepcion de los SL depende de un mecanismo novedoso que emplea un
receptor enzimatico DWARF14 (D14) que hidroliza los SL y se modifica
covalentemente. [36]

La percepcion de SL depende de un mecanismo novedoso que implica la
formacion de una molécula intermedia unida covalentemente (CLIM) a partir de
la unién de una molécula de SL al receptor D14 y su hidrolizacion por D14. Esta
reaccion promueve un cambio conformacional de D14, lo que lleva a la

interaccién entre D14 y D3 y desencadena la transduccién de la sefial SL [37].

Ademas, los SL activos son catabolizados por D14 y un producto de reaccién D-
OH queda atrapado en la cavidad de D14. Sobre la base de estos hallazgos, se

propone un mecanismo molecular avanzado de D14 en el que D-OH funciona
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como una forma madura de SL para transmitir la sefializacion de SL (Figura 12)
(a) La forma vacia de D14. ( b ) limite SL D14. ( ¢ ) SL es catabolizado por D14
y se produce D-OH. Entonces, D-OH permanece en el area de apertura de la
cavidad de union de D14. ( d ) La superficie hidréfoba de la estructura del
casquete de D14 es reconocida por una proteina diana, como SLR1, y el

complejo de proteina diana D14-SL modula la sefalizacion corriente abajo. [38]

Residuos--
Cataliticosy

Proteinas-diana-
DELLA-u-otrosy

REGULACION-DE DERIVACION, -
CRECIMIENTO DE-RAIZ, ETC{

Figura 12.Reaccion D-OH interaccion entre D14 forma madura para transmitir

la sefalizacion de SL

3.3 GID1 3ED1- Receptor de Giberelinas GID1 (Giberelina A3)

Las Giberelinas son hormonas vegetales con un papel en el crecimiento de la

planta,|la identificaciéon del gen GID1 de arroz, como un receptor soluble de GAs, .- '[Comentado [M-TJL63]: punto?

constituyd un gran avance en la descripcion de la ruta de sefializacién de estas

hormonas, la Ga es percibida por el recptor soluble GID1; fen Arabidopsis hay - [Comentado [M-TJL64]: Punto o coma

tres genes GID1s (GID1A, GID1B, GID1C ) [39].

Estructuralmente, GID1 es una proteina monomérica (Figura 13) que contiene

una cubierta N-terminal extendida que es flexible que consiste en dominio
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carboxi terminal a/f. La cavidad que se extiende bajo la cubierta corresponde

con el sitio de sustrato de union HSL (Hormone Sensitive Lipasa), en la que es

retenida la GA bioactiva [40]. _ ( comentado [M-TJL65]: punto

Los receptores GID1 activan la ruta de sefializacion de Gas mediante la

formacion del complejo GA-GID1 que media la rapida degradacion del represor

de crecimiento, las proteinas DELLA \[41]\. - ""CComentado [M-TJL66]: punto

Ser198

Figura 13.Arquitectura del complejo GA-GID. Se representa en color lila la zona
HSL (Hormone Sensitive Lipasa) en la que la GA se une a GID1 y las 4 hélices

en la regién N-terminal en azul.

3.4TIR1 2P1P- Receptor a Auxinas (IAA)
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La hormona vegetal auxina regula diversos aspectos del crecimiento y
desarrollo de las plantas. Estudios recientes indican que la auxina actia
promoviendo la degradacion de los represores transcripcionales Aux / IAA a

través de la accion de la proteina ligasa ubiquitina SCF (\TIR1\).

TIR1 es una proteina del tipo “caja F”, que se une a reguladores
transcripcionales AUX/IAA que reprimen genes que responden a auxina y los
marca para ser ubiquitinados y luego degradados por el proteasoma 26S. La
unién de auxina a TIR1 activaria su interaccion con AUX/IAA incitando la

degradacion de estos represores [42].

Los estudios demostraron que las proteinas Aux / IAA interactdan con TIR1 y

que la auxina estimula esta interaccién, la auxina actua promoviendo la

degradacién de Aux / IAA a través de la accién de SCFTIR1 (Figura 14).La

auxina regula la transcripcion promoviendo la ubiquitina (Ub) mediada
degradacion de los represores Aux / IAA. La auxina (A) se une a la proteina F-
box TIR1 en SCFTIR1 y estabiliza la interaccién entre TIR1 y un Aux / I1AA
sustrato. El represor es poliubiquitinado y degradado por el 26S proteasoma. La
pérdida de Aux / IAA permite el factor de respuesta de auxina (ARF) -
transcripcion  dependiente de genes regulados por auxina.(auxin

receptor,Keithanne).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Disefar in silico fitohormonas de crecimiento que afecten positivamente la

germinacion.

Objetivos particulares

e Analizar la energia de acoplamiento de estructuras esteroidales en los

receptores a hormonas de brasinoesteroides, auxinas, jazmonatos y

giberilinas. ( Comentado [M-TJL69]: y

e Caracterizar interacciones moleculares de las dianas a partir del Docking

\moleculaﬁ. [Comentado [M-TJL70]: punto

e Seleccionar una estructura que tenga potencial como fitohormona multidiana

de crecimiento para su estudio in vivo de germinados de [alfalfal. ) [Comentado [M-TJL71]: punto
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JUSTIFICACION

Lo germinados tienen un potencial en area medica por ejemplo el Alfalfa (Medicago

sativa) es una hierba que se puede utilizar en el campo médico

para afecciones|renales, de la vejigay de la prostata , y para aumentar el flujo de

orina, asimismo, para el colesterol entre otras debido a su contenido de vitaminas

como A,C,E y K4 y minerales como calcio, potasio, fésforo y hierro [7], presentado una

de sus aplicaciones en los sumplementos; ademas la alfalfa es uno de los forrajes

perennes mas ampliamente cultivados en todas las regiones del mundo por lo cual
va de la mano con la alimentacién en rumiantes y a su vez con productos derivados
de origen animal; la importancia de esta especie se debe a la cantidad de forraje
obtenido por unidad de superficie, y al alto valor nutritivo, por ser apetecible y
consumido por gran nimero de animales, sea en estado fresco, henificada o

ensilada.

Factores como urbanizacion y cambio climatico |han influido negativamente en

practicas jagricolas, forzando al sector a buscar y desarrollar tecnologias que nos

permitan seguir produciendo kfectivamente; lasi mismo producir en épocas y

situaciones poco favorables para el desarrollo de la planta; es por eso que la
busqueda de compuestos que ayuden al crecimiento del alfalfa es de suma
importancia tanto para el area de investigacién médica como el area alimenticia.

Hoy en dia la investigacién de medicamentos y de moléculas con aplicaciones
biotecnoldgicas se empieza en un estudio bioinformatico que nos ayude a evaluarlas
y caracterizarlas, asi mismo discriminar varias que pudieran no llegar a una fase de
experimentacioén, es por eso que en este trabajo mediante el uso de herrmientas
bioinformatica se lleva acabo el estudio de moléculas y sus interacciones con
proteinas diana y su analisis, y asi obtener una “hormona de crecimiento” factible

con fines de ayudar a la germinacion de la planta.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La importancia de los germinados como alimento funcional o nutracéutico es de
gran relevancia, el uso de fitohormonas es una excelente alternativa para
incrementar la viabilidad y el rendimiento de la produccién de estos, para lo cual en
el presente trabajo se estudio un grupo de moléculas esteroidales 22-
oxocolestanicas y espirostanicas, con 5 proteinas asociadas a la germinacion, como
se observa en la figura 15, posteriormente, se estudio a nivel estadistico la

selectividad entre el efecto sobre cada proteina y/o efecto simultaneos.
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Figura 15. Estructuras de las fitohormonas evaluadas.
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1.0 PROTEINA ASOCIADA EN GEN BRI1 (BRASINOESTEROIDES)
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Grafica 1. Resultados de docking de las estructuras acoplado a BRI1

Las hormonas acopladas a BRI1 comparando con su ligando natural (Grafica 1)
siendo Brasinolida con un valor de -10.6, la Unica hormona que superé el valor es
SPGP19 con un valor de 11, y las que llegaron a un valor cercano fueron SPGP17,
SPGP18, SPGP20 y SPGP11 con un valor de -10.4, -10.6, -10.6 y -10.3
respectivamente.

Tenemos buena respuesta de interaccion desde la molécula SPGP17 hasta
SPGP20, estas hormonas esteroidales tienen el problema de ser insolubles en
agua, por lo tanto nos enfocamos en SPGP11 que aunque tiene un valor menor que

el de referencia, puede tener un efecto por la cercania del valor.
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Figura 16. Interaccion BRI1 y A) Brasinolida B) SPGP11 C) SPGP19

La interaccion entre BRI1 y Brasinolida (Figura 16) interactuan con un enlace fuerte
siendo Carbon-Hidrégeno con lle:706, de igual forma el enlace Hidrégeno que
podria ser un enlace fuerte con TYR:597, encontramos enlaces mas debiles Pi-Alky
y Pi-Sigma comparando con B) SPGP11 nos damos cuenta que no tiene enlace
Carbon-Hidrégeno, muestra un enlace Hidrogeno con TYR:642 e interacciones de

tipo alkyl; por otro lado SPGP19 supera las interacciones de tipo alkyl y 2 enlaces
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Pi-Sigma. Esto nos indica que las interacciones de tipo alkyl llegan a superar la

energia de afinidad a comparacion de su ligando natural Brasinolida.

2.0 PROTEINA ASOCIADA EN GEN CO1 (JASMONATOS)
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Grafica 2. Resultados de docking de las estructuras acoplado a CO1

Para la via de Jasmonatos comparando con su ligando natural 7JA Grafica 2)
obtuvo el valor de -7,8, observamos que se encuentra una mejor respuesta de las
hormonas teniendo solo 8 moléculas que estuvieron igual o muy poco por debajo
del valor, Los mejores resultados son SPGP18 y SPGP17 con -8.8 y -8.7
respectivamente, obstante dentro de las moléculas solubles en agua encontramos
SPGP8 y SPGP9 con valor de -8.1, SPGP10 con un valor mas alto de -8.3.
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Figura 17) observamos 4 enlaces de jhidrégeno con ARG: 85,348, y 409 asi como

TYR: 386 comparando con B)SPGP18 con 2 enlaces de hidrégeno

GLU: 94; C) SPGP10 con 3 enlaces de este tipo siendo TYR:444, TYR:472 y
ARG:496 e interacciones de tipo alquil, a pesar del enlace no favorable donador-
donador la interaccion B) es mayor que el propio ligando natural debido a las

posiciones en la que se encuentra y los aminoacidos con los que forma enlace.

3.0 PROTEINA ASOCIADA EN GEN D14 (Estrigolactonas)
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Grafica 3. Resultados de docking de las estructuras acoplado a D14

Por la via de estrigolactonas tenemos 3 resultados mayores a su ligando natural
(Grafica 3) con valor de -9,9; siendo SPGP16, SPGP19 y SPGP20 con valores de
-10.5,-10.1 y -9.9 respectivamente; dentro de las moléculas solubles en agua el mas

cercano es SPGP11 con valor de -9./1.
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Figura 18. . Interaccion D14 y A) ligando natural B) SPGP16 C)SPGP19 D)
SPGP11

Dentro de las interacciones D14 con su ligando natural (Figura 18) observamos los

enlaces convencionales de jhidrégeno en SER:97 y VAL:98 asi como interacciones

de tipo alquil, dentro de las moléculas con mayor energia de afinidad es decir B) y
C) notamos en su mayoria interacciones de tipo alquil y enlaces donador-donador
no favorables; dentro de las moléculas solubles D) se repite el patréon con el mismo
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tipo de enlaces, esto nos indica que este tipo de enlaces podrian ser mas

asociativos a la proteina que el mismo ligando natural.

4.0 PROTEINA ASOCIADA EN GEN GID (Giberilinas)

GID
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Grafica 4. Resultados de docking de las estructuras acoplado a GID

Como observamos en la Gréfica 4 la energia de afinidad del ligando natural es

superior a las demas hormonas esto nos indicaria que nuestros promotores a
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evaluar no funcionarian por esta via, obtenemos una energia GA4-GID de -12.8, la

molécula mas cercana fue SPGP4 con -10.1 quedando muy lejano al valor.
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Figura 19. Interaccién entre GID A) ligando natural (GA4) B) SPGP4
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En este caso se analiz6 la interaccion de GID con su ligando natural (Figura 19
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puente de sal, a comparacion de la molécula con la mayor energia de afinidad

mantiene interacciones de hidrégeno,fuerzas de van der waals y enlaces de tipo [Comentado [M-TJL85]: acento

alquil sin embargo, la energia no nos demuestra ser suficiente para algun efecto,

descartando todas las moléculas por esta via.

5.0 PROTEINA ASOCIADA EN GEN TIR (AUXINAS) ( Comentado [M-TJL86]: ACENTO
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Grafica 5. Resultados interaccion de promotores-TIR

Contrario a la via de giberelinas, en esta via de las auxinas observamos (Grafica 5)
que todos los promotores podrian ser eficientes debido a que superan la energia de
su ligando natural que tiene un valor de -6.7, dentro de las moléculas mas
destacadas se encuentran: SPGP16 al SPGP20 llegando o superando el valor de -
9; para enfocarnos dentro de las solubles en agua tenemos SPGP19,SPGP3 y
SPGP10 con valor de -9, -8.7 y -8.5 sin embargo SPGP11 se acerca al valor con -

8.4 que podria ser importante en la eleccion de las 3 mejores.
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Figura 20. Comparacion Interaccién entre A) ligando natural B) C) D)

Para el caso de TIR [comparado lcon el ligando natural (Figura 20) encontramos

muchas interacciones como puente de sal, cargas de atraccién y Catiéon Pi, a

diferencia de las otras que contienen enlaces de jhidrégeno convencionales, fuerzas

de van der waals, y de tipo alquil; las primeras interacciones representadas en color
naranja podrian ser la causa de la baja energia de afinidad por su ligando natural,
evaluando las moléculas B), C) y D); SPGP19 tiene la mayor energia de afinidad

con enlaces de tipo alquil, sin embargo, como ya antes mencionado se evaluan
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moléculas solubles en agua siendo C) como la segunda mejor energia y D) en tercer
lugar debido a la interaccién no favorable aceptor-aceptor.

Puesto los resultados anteriores, se buscaron las siguiente moléculas para posibles
predicciones de las moléculas que incluye no solo humanos sino otros organismos

tomando en cuenta que los germinados se usah [de forma muy importante en la

alimentacion animal, a pesar de obtener mejores resultados dentro de las moléculas
insolubles en agua se toman en cuenta solo las 2 mas relevantes de este tipo. La

Tabla 3 nos muestra la comparacion por las vias de interaccion.

Tabla 3. Comparacién de resultados de moléculas

SPGP4 CO1yTIR. Valor mas alto en GID

SPGP10 CO1yTIR Interaccion posible en D14

SPGP11 CO1,TIR Posible interaccion en BRI1
y D14

SPGP19 BRI1,CO1,D14,TIR Insoluble en agua

SPGP16 CO1,D14,TIR Insoluble en agua, posible

interaccion BRI1

SPGP11 la tomamos en cuenta por las posibles interacciones y su solubilidad en
agua, SPGP4 aunque tuvo el valor mas alto en GID no llega a acercarse al valor del
ligando natural por lo tanto para la eleccién la descartamos, SPGP10 se toma en
cuenta por su solubilidad en agua, y su posible interaccién con D14, del lado de
insolubles en agua se toma SPGP19 por destacar ser la Gnica con mayor energia

de afinidad que Brasinolida en BRI1.

Tabla 4. Posibles efectos de las hormonas seleccionadas

52

e [Comentado [M-TJL89]: agregar lan

[Comentado [M-TJL90]: agragar la

NN

| Comentado [M-TJL91]: recorrer la linea para que la s, no
quede sola

)




SPGP11

SPGP10

0.935
0.914
0.910
0.854
0.841
0.842
0.835

0.826

0.803

0,869

0.860

0.833
0.822
0.813

0.790

Actividad

Antihipercolesterolemico

Antagonista colesterol
Reductasa inhibidor
Prostaglandin E2
Alkenylglicerofosfocolin
a hidrolasa inhibidor
Inhibidor oxidoreductasa
Substrato CYP2C
Inhibidor reductasa
DELTA12- esterol
Glucoronosyltransferasa
substrato UDP
Tratamiento de
enfermedades
proliferativas

Inhibidor de la
alquenilglicerofosfocolin

a hidrolasa

Antineoplastico

Antiseborreico

Inhibidor Dextranasa
Inhibidor de
alquilacetilglicerofosfata
sa

Inhibidor de la

acilcarnitina hidrolasa
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0.938
0.922
0.914
0.905
0.901
0.895
0.878

0.822

0.817
0.808
0.794

0.952
0.862
0.838
0.839
0.831
0.832
0.821
0.819
0.811

0.809

Actividad

Conjuntivitis

Toxicidad Ocular
Disturbacion de suefio
Teratogeno
Embritdxico
Téxico
Distorsion del
comportamiento
Disfuncion
reproductiva
Somnolencia
Neurotdxico

Irritacion

Irritacién

Téxico
Teratogeno
Neurotoxico
Embriotoxico
Conijuntivitis
Necrosis
Excitabilidad
Toxicidad Ocular

Alteracion del

comportamiento



0.790

0.771
0.773
0.772
SPGP19 0.865
0.822
0.816
0.809

0.776

0.747

0.749

0.727
0.736

Tratamiento poliposis
adenomatosa
Antagonista Colesterol
Analéptico respiratorio
Inmunosupresante
Antineoplastico
Antagonista de la
integridad de membrana
Inmunosupresor
Inhibidor de la
permeabilidad de
membrana
Alkenylglicerolfosfocolin
a hidrolasa
Tratamiento poliposis
adenomatosa

Sustrato UDP-
glucuronosiltransferasa
Sustrato UGT2B
Inhibidor de la
prostaglandina-E2 9-

reductasa

0.771

0.969
0.925

0.914
0.907
0.889
0.886
0.863
0.859
0.855
0.853

Disfuncion

reproductiva.

Irritacién
Disfuncion
reproductiva
Conijuntivitis
Toxico

Necrosis
Toxicidad Ocular
Teratogeno
Embriotoxico
Neurotdxico

Hepatdxico

Segun la Tabla 4 SPGP19 y SPGP10 comparten puntos interesante al ser

antineoplastico y beneficios en algunos casos como inmunosupresor, ademas

SPGP10 es antagonista de colesterol, que podria ser beneficioso en un punto de

tratamiento como en hipercolesterolemia donde se presentan niveles altos de

colesterol, tambien tiene (caracteristicas como analéptico respiratorio y en

tratamiento poliposis adenomatosa que tambien comparte con SPGP19, mientras

que, SPGP19 tiene mayor efectividad como inmunosupresor y antineoplastico. Sin
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embargo hay que tomar en cuenta los posibles efectos a la salud ya que prodian
causar no solo irritacion, si no problemas en la reproduccion, problemas oculares,

hepatotdxico|| etc.

SPGP11 tiene caracteristicas relevantes al ser antagonista de colesterol y usado

para tratamiento |de enfermedades proliferativas; y potencial como

antihipercolesterolemico, ademas tiene efectos muy parecidos a los 2 antes

mencionados como la disfuncién reproductiva, [conjuntivitis, irritacion y toxico; que

habra que tomar en cuenta analizar en plantas principalmente para alimentacion.

A partir de la lista de moléculas se obtuvo una lista de las mayores interacciones
entre todas las moléculas para obtener targets moleculares para su posterior
analisis. Siguiendo el criterio S+1, la maxima frecuencia siendo 21 se tom6 desde

una frecuencia de 11 empezando por la proteina PRKCA (Grafica 6).

Dianas moleculares

1

mHSD11B1 mHMGCR CYP19A1 PTPN1 mOPRK1 mVDR mPRKCA

25

20

[
o

w

0

Grafica 6.Dianas moleculares con mayor frecuencia de interaccion

Posteriormente se realizé el analisis en PDB donde se tomaron en cuenta las

métricas aceptables y el método de extraccion preferentemente Difraccion de

Rayos X, ademas se tomo en cuenta aquellas estructuras acopladas a un [Iigandol,m

55

( comentado [M-TJL93]: coma

'[Comentado [M-TJL94]: acento

( comentado [M-TJL95]: espacio

'[Comentado [M-TJL96]: espacio

'[Comentado [M-TJL97]: punto

g [Comentado [M-TJL98]: espacio

h [Comentado [DGS99R98]:

NN




de esto se obtuvieron 4 posibles dianas moleculares a analizar con los parametros

ya mencionados; se realizé6 un busqueda mas detallada de las proteinas en The

Protein Atlas Human (

Tabla 5).

Tabla 5. Informacién obtenida en The Human Protein Atlas.

Proteina
(nombre
comun)
CYP19A1

OPRK1

VDR

Funcién
Molecular

Monooxigena = Mitocondria
sa,Oxidoredu

ctasa

Acoplador Membrana
proteina
G,receptor,
transductor
DNA,

Unidén Intracelular

receptor
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Localizacion

Enfermedades

relacionadas

Genes

relacionados con
el cancer,
mutacion de

enfermedad,diana
s farmacolodgicas

aprobadas por
FDA,
pseudohermafrodit
ismo.

dianas

farmacologicas
aprobadas por
FDA

dianas
farmacologicas
aprobadas por
FDA , Mutacién de

enfermedad,

Ligandos

Hemo,hierr
0, Unién a

metales

Union
metales,

Zinc



raquitismo

hereditario
PRKCA Kinasa, Intracelular dianas Union-
serina farmacologicas ATO,
Jtransferasa aprobadas por Calcio,
FDA, genes union a

relacionados con metales,

cancer, proto unién de
oncogeénicos nucleétido
s, zinc

Consecutivamente una busqueda detallada de la funcién biolégica nos otorga
informacién mas especifica y una justificacion biolégica como se reporta en la Tabla
6.

Tabla 6. Proteinas y evaluacion bioldgica

CYP19A1 Es la responsable de la conversiéon de andrégenos en estrégenos en
una reaccién secuencial de 3 pasos [43].Hay sindromes de exceso
de aromatasa, se presenta aumento de aromatizacion extraglandular
como deficiencia se presenta hirsutismos, retraso de la pubertad,
hipoplasia mamaria [44].

OPRK1 La sefalizacién conduce a la inhibicién de la actividad de la adenilato
ciclasa. Inhibe la liberacion de neurotransmisores al reducir corrientes
de iones de calcio y aumentar la conductancia de iones de potasio.
Desempeiia un papel en la percepcion del dolor, en la mediacion de
la actividad fisica y en la regulacion de la saliva en respuesta de

opioides sintéticos [45] .
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VDR El VDR se une al ligando ingresa al nucleo y produce un heterodimero
RXR se une a los elementos de respuesta de vitamina D y transactiva
los genes diana. Si se interrumpe un paso se produce HVDR [46].

PRKCA Participa en la regulacion positiva y negativa de la proliferacion
celular, apoptosis, diferenciaciéon, migracion y adhesion,
tumorigénesis, hipertrofia cardiaca, angiogénesis, funcién plaquetaria
e inflamacién , mediante la fosforilacion directa de dianas como
RAF1, BCL2, CSPG4, TNNT2 / CTNT, o activando la cascada de
sefializacion que involucra a MAPK1 / 3 (ERK1 / 2) y RAP1GAP.
Interviene en la proliferacion celular y la detencion del crecimiento

celular mediante la regulacion positiva y negativa del ciclo celular [47].

Observamos que podrian tener algun efecto ya sea positivo en el caso de CYP19A1
para tratamiento de ginecomastia y en las nifias pubertad precoz y gigantomastia o
por ejemplo VDR responsable junto con su ligando la vitamina D responsable de
muchos procesos fisioldgicos e implicado en enfermedades como raquitismo
hereditario y alopecia; asi como implicaciones negativas que llegaran a tener el

exceso de las hormonas.
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CONCLUSIONES

El docking molecular permitid optimizar y economizar costos en la evaluacion de
nuevas moléculas con objetivos especificos, dentro de este trabajo se aprovecha
su potencial para realizar una eleccion sin tener necesariamente los recursos para
un experimento, o previo a una investigacion in vivo; en este caso el objetivo es el
uso de fitohormonas que potencien la germinacién ya sea con fines de
aprovechamiento de la planta, uso como alimentos funcionales o nutraceuticos,
cabe destacar los probables efectos que causan el uso de fithormonas ya sean
positivos 0 negativos; se proponen las moléculas SPGP11 y SPGP10 con mayor
posibilidad de interaccion, ademas, SPGP19 tiene un gran potencial al ser la Unica
cercana a interactuar con BRI1 sin embargo el nuevo reto recae en su solubilidad
del agua, la propuesta mantiene mientras tanto las moléculas antes mencionadas
descartando efectos negativos tanto la salud, como agronémicamente, ademas se
explora el uso de estas fitohormonas para aumentar el valor nutricional de alimentos

y explotarlos como alimentos funcionales o nutraceuticos.

Sin duda alguna el uso de la bioinformatica nos ha ayudado a realizar grandes

\avances, es importante mantenerse actualizados en los progamas y nuevas

versiones que nos permitan tener resultados mas confiables y veraces; buscando

asi un avance significativo en los estudios in silico.
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METODOLOGIA

A partir de las estructuras que se han utilizado previamente como promotres de

crecimiento vegetal (Figura 21) se utilizaron 5 proteinas asociadas a la activacion

de vias de proceso de crecimiento vegetal y de germinacion (proteina asociada en

gen BRI1, la asociada en gen CO1 -jasmonatos-, asociada en gen D14 -
estrigolactonas-, asociada en gen GID -giberilinas- y la asociada en gen TIR -
auxinas-), iniciando con la preparacion de la proteina, el disefio y preparacion de
ligando de referencias y SPGPs, el estudio de acoplamiento molecular y el analisis
interaccional; para proceder al estudio de efecto beneficos y adversos de estas

estructructuras para una eleccion de nuevos candidatos.

OR

SPGP1 R:H
SPGP2 R: Ac

O SPGP10 R: Ac
SPGP11 R: H
Y . . ;

AcO

AcO SPGP3 Rj: aH,Ry: O SPGP12 Ry: A,
Ry SPGP4 Rj:A,Ry:H o R4 SPGP13 R;:
o

SPGP14 R;:
SPGP15 R;:
O

o

R1
SPGPY Ry

SPGP16 R;: H, Ry: BOH, Ry: aH, Ry: aOH
SPGP17 R;: H, Ry: BOH, Ry: aH, R,: BOH
SPGP18 R: aOH, Ry: aOH, R3: aH, R4:0
Ry SPGP19 R;: H, R,: BOH, Ry: aOH, Ry: H
SPGP20 R;: H, Ry: BOH, R3: aH, Ry: O

Re SPGP5 R;: aOAc, R,: aOAc

SPGP6 R;: BOAc, Ry: H

Rz

Figura 21. Promotores de crecimiento a evaluar

1. Preparacion de las [proteinas|.
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Cada uno de los receptores la jproteina asociada en gen BRI1(3RGZ [48]) , la

asociada en gen CO1 -jasmonatos- (30GL[49]), asociada en gen D14 -
estrigolactonas- (5DJ5 [50]), asociada en gen GID -giberilinas- (3ED1 [51]) y la
asociada en gen TIR -auxinas-(2P1P [52]) se eliminaron estuctruras de cristalizacion
y ligandos de referencia, para proceder a adicionar los protones polares y \minimizé\
la estructura para determinar el sitio activo del receptor de cada uno para generar

el archivo pdbqt para los estudios de acoplamiento molecular.
2. Preparacion de los ligandos de referencia y SPGP.

Los ligandos de referencia se obtuvieron de los cristales correspondientes a cada
receptor, los SPGP se disefiaron en ChemDraw y optimizaron por MM2 y MOPAC
a nivel APM7 en Chem3D para generar los archivos .mol2 para asignar hidrégenos

polares y generar los archivos pdbqt.
3. Docking Molecular
Con los archivos pdbqt tanto del receptor como del ligando o SPGP se realiz6 la

interaccion por docking molecular utilizando un algoritmo lacramiano en autodock

Vina con una n=30, determinando la estructura Gptima la de mayor energia de

acoplamiento.

4. Analisis de STP y PassOnline.
Con los Smile obtenidos en el programa ChemDraw se colocaron en las plataformas
SwissTargetPrediction y en PassOnline de Way2Drug obteniendo para el primero

las interacciones positivas y para el segundo las que presentan una interaccion con
Pa>0.7.
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