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Resumen

Tanto a nivel internacional como nacional, se estima que al menos el 50% de la
poblacion presenta un exceso de masa grasa, la cual esta estrechamente
relacionado con el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas.
Recientemente, se ha considerado a las proteinas como compuestos bioactivos. En
el caso de los aislados proteicos de chicharo (Pisum sativum) y arroz (Oryza sativa),
se han reportado diversos efectos benéficos; sin embargo, existe escasez de
informacion respecto a su efecto en tejido adiposo. El objetivo de este trabajo fue
identificar péptidos, con una longitud de 2 a 5 residuos de aminoécidos, liberados
por enzimas proteoliticas digestivas (pepsina, tripsina y quimotripsina) de las
fracciones proteicas del arroz: prolamina y glutelina, y chicharo: legumina,
convicilina y vicilina, que presenten potencial actividad antiadipogénica por medio la
union a sitios activos de PPARYy. Proteinas de chicharo y arroz (NCBI) se sometieron
a un proceso de hidrdlisis in silico usando el programa informatico BIOPEP-UWM.
Péptidos liberados con longitud de 2 a 5 residuos fueron primeramente evaluados
su energia de union a PAPRy (PDB) por medio del software HPEPDOCK vy los
péptidos con valores inferiores a -160 kcal/mol fueron modelados utilizando el
programa Avogrado, para finalmente analizar las energias y sitios de union a sitios
activos del receptor PPARYy con una region de interaccion ligando-receptor centrada
a 7.745 x 50.606 x 57.552 y con dimensiones de X= 70, Y=40 y Z=40 con un
espaciamiento de 0.375 Angstrom. Los péptidos que presentaron valores inferiores
a -160 kcal/mol fueron 11 (5 del arroz y 6 del chicharo) de los cuales los
oligopéptidos PIVF, IVPQH, IIQGR, QPY (glutelina) y QSPVF (prolamina) del arroz
y AQTF y AAVSH del chicharo fueron los que mayor afinidad tuvieron en sitios
activos del receptor PPARy (Phe264, His266,1le281, Cys285, Arg288, Ser289,
Met348 e His449) con energias de unién comprendidas entre -1.87 a -6.38 kcal/mol.
Los péptidos de la glutelina (PIVF, IVPQH, IQGR, QPY) y prolamina (QSPVF) por
parte de arroz y, los péptidos de legumina (AQTF, AAVSH), convicilina (VIPVN,
PQH) vy vicilina (PVAIN, PGSSH) del chicharo pudieran presentar actividad
antiadipogénica con base a las energias de enlaces intermoleculares formadas en

sitios de unidn claves del proceso de adipogénesis via PPARY.



Abstract

Both internationally and nationally, it is estimated that at least 50% of the population
has an excess of fat mass, which is closely related to the development of chronic
degenerative diseases. Recently, proteins have been considered as bioactive
compounds, such as pea (Pisum sativum) and rice (Oryza sativa), which have
reported various beneficial effects. However, there is a lack of information regarding
its effect on adipose tissue. The objective of this work was to identify peptides, with
a length of 2 to 5 amino acid residues, released by digestive proteolytic enzymes
(pepsin, trypsin and chymotrypsin) from the protein fractions of rice: prolamine and
glutelin, & pea: legumin, convicilin and vicilin, that show potential antiadipogenic
activity by binding to active sites of PPARy. Pea and rice proteins (NCBI) were
subjected to an in silico hydrolysis process using the BIOPEP-UWM computer
program. Peptides released with a length of 2 to 5 amino acid residues were first
evaluated for their binding energy to PAPRy (PDB) by means of the HPEPDOCK
software and the peptides with values lower than -160 kcal / mol were modeled using
Avogrado to finally analyze the energies and sites of binding to active sites of the
PPARYy receptor with a region of ligand-receptor interaction centered at 7,745 x
50,606 x 57,552 and with dimensions of X = 70, Y = 40 and Z = 40 with a spacing of
0.375 angstroms. The peptides that presented values below -160 kcal / mol were 11
(5 from rice and 6 from peas) of which the oligopeptides PIVF, IVPQH, IIQGR, QPY
(glutelin) and QSPVF (prolamine) from rice and AQTF and AAVSH from rice Peas
were the ones with the highest affinity for active sites of the PAPRYy receptor
(Phe264, His266, 11e281, Cys285, Arg288, Ser289, Met348 and His449) with binding
energies between -1.87 and -6.38 kcal / mol. Glutelin peptides (PIVF, IVPQH, IIQGR,
QPY) and prolamine (QSPVF) from rice and legumin peptides (AQTF, AAVSH),
convicilin (VIPVN, PQH) and vicillin (PVAIN, PGSSH) from pea could show
antiadipogenic activity based on the intermolecular bond energies formed at key

binding sites of the adipogenesis process via PPARYy.



l. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reportado una prevalencia de
sobrepeso y obesidad a nivel mundial en adultos del 39% y 13% respectivamente
(Malo et al., 2017). De la misma manera, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) 2018 estim6 que el 75.2% de la poblacion mexicana adulta presenta
exceso de masa grasa, siendo 39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad, el cual

representa una de las mas altas a nivel mundial.

En principio, los factores genéticos, psicolégicos, econémicos y sociales son los
principales factores que se han vinculado con este exceso de masa grasa (Hruby et
al., 2016), estado que puede alterar la fisiologia del adipocito, provocando, asi, la
produccion y liberacion de diversos factores inflamatorios, las cuales pueden alterar

la fisiologia normal de diferentes sistemas (Tremmel et al., 2017).

En las ultimas dos décadas han emergido numerosas investigaciones que sugieren
gue las proteinas de origen vegetal presentan efectos benéficos en diferentes
sistemas del organismo (McCarthy et al., 2013); particularmente en el tejido adiposo
se ha encontrado que muestran actividad antioxidativa, antiinflamatoria, lipolitica y
accion en la sensibilidad de insulina (Esteve et al., 2014; Tsou et al.,, 2013;

Gonzalez-Espinosa et al., 2011).

El arroz (Oryza sativa) y el chicharo (Pisum sativum) son dos vegetales
ampliamente consumidas en nuestro pais el cual sus fracciones proteicas presentan
propiedades fisicoquimicas que han sido ideales para la incorporacién de los
alimentos, sin embargo, existe poca informacion sobre la bioactividad que presentan
los péptidos de estos vegetales en la adipogénesis. Por lo tanto, esta escasez de
conocimiento ha dado a pie a esta investigacion con el propoésito de identificar
componentes proteicos, liberadas por enzimas proteoliticas digestivas, que
presenten potencialidad antiadipogénica en base a la energia y sitios de union que
presentan estas moléculas en sitios activos de PPARYy utilizando como metodologia

el estudio in silico.



Il. Antecedentes
2.1 Chicharo (Pisum sativum)

2.1.1 Antecedentes histéricos

El Chicharo tiene su origen hace unos 10 000 afios en la region suroeste de Asia
(India, Pakistan, Unidén de Republicas Socialistas Soviéticas y Afganistan), donde
fue difundido hacia zonas europeas (Majeed, et al., 2012). Probablemente los
guisantes han sido consumidos desde hace 9,500 afios, y se han cultivado durante
8,500 afios (Elzebroek & Wind, 2008).

Los 5 principales tipos o variedades de guisante producidos en el mundo son
guisante de invierno austriaco, guisante verde, arveja, guisante de medula 6sea y
guisante amarillo, los cuales son cultivados para obtener sus pequefias semillas
comestibles que se encuentran embebidas dentro de una vaina que es igualmente
comestible (Roy et al., 2010).

2.1.2 Caracteristicas bioldgicas

Pisum sativum es una planta trepadora que pertenece a la familia de las
leguminosas (Fabaceae), subfamilia de las Papilionoidea. Tiene una gran cantidad
de nombres alternativos, tal como guisante de jardin, guisante de campo, guisante
de primavera, guisante inglés, guisante comun y guisante verde (D. Joviéevic,
20009).

Las caracteristicas fisicas distinguibles de esta planta es que presenta tallos
elongados y delgados que ocasionan que no puedan sostenerse por si mismo, es
decir, necesitan tener algun soporte el cual les permita sobresalir para obtener los
rayos solares y estar lejos del suelo. En la figura 1 se observa las caracteristicas
fisicas de esta planta donde se aprecia que el tallo principal es de baja rigidez, y
sus ramificaciones presentan una delgadez que permiten a la planta fijarse a lo que

se encuentre alrededor con el objetivo de sobresalir (D. Jovi¢evi¢, 2009).



Figura 1. Planta de chicharo (Pisum sativum)
Fuente: https://www.thoughtco.com/domestication-
history-of-peas-169376

Las semillas de esta planta se encuentran envueltas por una cascara tierna y
alargada, denominada vaina, que miden alrededor de 5 a 10 cm de largo y con un
contenido aproximado de entre 4 a 10 semillas (Multari, Stewart, & Russell, 2015),
en donde, dependiendo del estado en que se coseche puede ser denominado
dentro de dos familias: legumbres u hortalizas. Asi, la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) define
a las legumbres como semillas previamente deshidratadas obtenidas de las
leguminosas, destinados principalmente para consumo humano o como forraje
animal. Sin embargo, aungque taxondmicamente es correcto asociar a los guisantes
frescos dentro de la familia de las legumbres, la FAO incluye a este vegetal dentro
de la familia de las hortalizas (FAO, 2017).

Una de las principales ventajas que presenta esta planta es su capacidad de fijacion
de nitrdgeno ambiental por medio de una relacion simbiética con la bacteria
Rhizobium (Masson-Boivin & Sachs, 2018). Por lo tanto, se ha utilizado para el
restablecimiento de Nitrdgeno en la tierra después de ciertos cultivos. Esta
peculiaridad hace que la planta presente diversos beneficios econémicos y
nutricionales, tal como una mayor velocidad de crecimiento y un contenido mayor
de proteinas ( Razaq et al., 2017; Liu et al., 2014; Jensen et al., 2010).



2.1.3 Caracteristicas de cultivo

2.1.3.1 Factores ambientales

Con respecto a las caracteristicas ideales para la siembra, se distinguen dos
periodos, la primera entre el 20 de octubre y el 10 de noviembre; la segunda entre
el 10 de noviembre y 10 de diciembre. Ademas, esta planta tiene la capacidad de
crecer a temperaturas comprendidas entre 6 y 35°C. El pH requerido para el
crecimiento optimo de esta planta se encuentra entre 5.5-6.6 (Lezaun & Lafarga,
2013).

El tipo de suelo ideal para la siembra de los guisantes debe de ser de tipo limosa,
ya que en los suelos de tipo calizo la planta puede presentar alteraciones en el
crecimiento. De igual manera, los suelos demasiados humedos y excesivamente
arcillosos puede provocar efectos indeseables en su desarrollo (Lezaun & Lafarga,
2013)

2.1.3.2 Produccién

Los guisantes presentan la mayor produccion a nivel mundial seguido de la soya,
cacahuate vy frijol, siendo China el pais con mayor produccién (12.5 millones de
toneladas), seguido de India, Estados Unidos y Francia, con una produccion de 5.3,
2.4y 2.2 millones de toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2017).

Por otro lado, México ha experimentado un aumento del 26 % en la produccion
desde el afio 2011 al 2017, registrando una produccion de 47,077 y 63,934 de
toneladas por afo, respectivamente, colocandose dentro de los primeros 20 paises
productores a nivel mundial (FAOSTAT, 2017).

2.1.3.3 Rendimiento
La densidad de poblacion de esta planta consta de 312,500 plantas por hectarea
(ha), alcanzando, asi, una densidad de 56,808 hectogramos de guisantes verdes
por ha (figura 2). Estos datos nos indican que presenta un rendimiento elevado,
estando por encima de otros vegetales como garbanzos, cacahuates y soja
(FAOSTAT, 2017).
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Figura 2. Niveles de rendimiento de leguminosas hectogramo/hectarea (hg/ha) (FAOSTAT,
2017).

2.1.4 Consumo a nivel nacional

A pesar de que el chicharo no es un alimento de procedencia mexicana, ha sido
ampliamente aceptada en la cocina mexicana, ya que sus caracteristicas
fisicoquimicas y nutricionales han ocasionado que sea ideal en la incorporacion de

diversos productos alimenticios.

La FAO reporta que el suministro de este vegetal a la poblacion mexicana es de
0.13 g/persona/dia (tabla 1). Ademas, tiene un aporte energético de 1
kcal/persona/dia y contribuye con 0.07 gramos de proteina/persona/dia,
posicionandose como la tercera legumbre que mayor contribucion tiene en la
ingesta proteica y energética, solo por debajo del frijol y cacahuate (FAOSTAT,
2013).



Tabla 1. Cantidad de suministro de leguminosas

en México.
Frijol 10.38
Cacahuate 1.26
Chicharo 0.13
Soya 0.02

Fuente: FAOSTAT (2013)

2.1.5 Composicion nutricional

El chicharo ha sido ampliamente consumido a nivel mundial debido a que contiene
diversos componentes nutricionales. Es alto en fibra (soluble e insoluble) y proteina,
bajo en sodio y grasa, y es un excelente recurso de carbohidratos complejos,

vitamina B, folato y minerales (tabla 2)(Roy et al., 2010).

Tabla 2. Composicion nutricional del chicharo (Pisum sativum)

Energia (Kcal) 81
Lipidos () 0.54
Cenizas (g) 0.87
Carbohidratos 14.45
)

Fibra () 5.7
Proteinas (g) 5.42
Tiamina (mg) 0.266
Riboflavina 0.132
(mg)

Niacina (mg) 2.09
Folato, total 65
(n9)

Fuente: USDA DATABASE (2017)



2.1.5.3 Proteinas: propiedades nutricionales y fisicoquimicas.

Por otra parte, este vegetal presenta un contenido de proteinas que oscila entre
23.1-30.9 % (Nx5.6), siendo los componentes de almacenamiento proteico
principales la albumina y globulina (vicilina y legumina), las cuales se encuentran

alrededor del 20% y 55%, respectivamente (Lefebvr et al., 1987).

Foster & Tyler reportan que la composicion aminoacidica consta principalmente del
aminoacido glutamina, seguido por acido aspartico, arginina y lisina, presentando
los valores mas bajos los aminoacidos metionina, triptéfano y cisteina (Dahl, Foster,
& Tyler, 2012). Igualmente, la base de datos de la USDA reporta que el componente
predominante es la glutamina, seguido por valina, leucina y acido aspartico; siendo
lisina, isoleucina y arginina los componentes de menor contenido. A pesar de que
este vegetal no sea rico en el aminoacido lisina, es el componente que mas
contribuye a los requerimientos de la poblacion (WHO/FAO/ONU., 2007). El
contenido proteico estd en funcion de las condiciones ambientales y factores
genéticos, por lo que es importante destacar el tipo y origen del vegetal en estudio
(tabla 3) (Hood-Niefer, Warkentin, Chibbar, Vandenberg, & Tyler, 2012).



Tabla 3. Perfil de aminoéacidos de las fracciones proteicas de chicharo (Pisum
sativum) (g AA por 16 g N)

Arginina 4.09 8.08
Histidina 2.87 2.23
Isoleucina 4.43 4.74
Leucina 5.22 8.94
Lisina 10.33 7.01
Metionina 0.97 0.61
Fenilalanina 4.55 5.49
Treonina 4.52 3.24
Triptéfano 1.23 0.97
Valina 5.21 4.86
Alanina 5.19 4.00
Acido aspartico 11.40 11.96
Cistina 3.13 1.18
Acido glutamico 16.61 16.94
Glicina 6.41 3.84
Prolina 5.38 4.47
Serina 4,11 4.87
Tirosina 4.32 3.40

A pesar de su contenido proteico, este vegetal contiene componentes que pueden
interferir con la biodisponibilidad de las proteinas. Tal es el caso de los inhibidores
de proteasas, las cuales son resistentes a la pepsina y al pH acido del tracto
digestivo, teniendo asi, la capacidad de unirse a enzimas proteoliticas (tripsina y
guimotripsina) contenidas en el tracto digestivo provocando disminucion en su
capacidad catalitica (Roy et al., 2010). Por lo tanto, junto con las lectinas, los
inhibidores de proteasas disminuyen la digestibilidad de las proteinas. No obstante,
es posible disminuir la actividad de estos compuestos “antinutricionales” por medio
de procesos como remojo, cocinado, autoclave y germinacion (Jood, Chauhan, &
Kapoor, 1989).

Las propiedades tecnologicas de los alimentos estan dadas por los componentes
presentes en estos, tales como los macronutrientes. Los parametros fisicoquimicos
dependen de la naturaleza de los enlaces y los tipos de fuerza i6nica que pueden

forman, y estos determinan las propiedades tecnoldgicas y nutricionales.
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Con respecto a la solubilidad, la mayoria de las legumbres presentan una alta
solubilidad a un pH bajo (a4cido) y a un pH alto (alcalino). Obteniéndose una
solubilidad baja a su punto isoeléctrico, entre 4-6 para la mayoria de las legumbres
(Boye, Zare, & Pletch, 2010). De la misma manera, Fernandez-Quintela et al. (1997)
analizaron la solubilidad de proteinas provenientes de chicharo, en donde se mostré
gue la capacidad de absorcion mas alta se obtuvo a un pH entre 8 y 9 (pH alcalino),
mientras los valores mas bajos de solubilidad se obtuvieron entre 4 y 6. Asimismo,
Rangel et al. (2003) obtuvieron resultados similares al analizar la solubilidad de la
porcion proteica vicilina proveniente del chicharo, en donde se obtuvieron
resultados que indican que la menor solubilidad de este polipéptido se encuentra
entre un pH de 5.0-6.0, presentandose una solubilidad moderada (~65%) a un pH

de 4.0 y una alta solubilidad a un pH de 7.

Los valores de solubilidad dependen fuertemente del método de extraccion utilizada
(Mession et al., 2012) , asi como también, puede ser modificada por medio de
aplicacion de radiacion gamma, fermentacion y tratamiento térmicos ( Obatolu et al.,
2007; Elik et al., 2004).

Ademas de su alta solubilidad, se ha reportado que presenta alta estabilidad y
capacidad emulsificante y espumante, lo cual ha provocado que sea altamente
utilizada en la incorporacion de diversos alimentos (Rangel et al., 2003; TOmoskozi
et al., 2001).
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2.2 Arroz (Orzya sativa)

2.2.1 Antecedentes histéricos

Es uno de los cultivos mas antiguos cuyo origen se cree que provienen de China,
India y al sureste de Asia hace unos 7,000 afios; siendo la India el lugar donde
probablemente se cultivo por primera vez, debido a la abundancia de los arroces de
tipo silvestres. Su desarrollo como cultivo domesticado tuvo lugar en China, donde
en el dltimo milenio se ha dispersado progresivamente hacia el resto del mundo.
Alrededor del afio 1718 fue introducido en América gracias a los esclavos negros
que provenian del oeste de Africa (Dogara & Jumare, 2014).

Este vegetal es basico en muchas culturas (en especial en la cocina asiatica) que
presenta una calidad nutricional elevada y ademas es considerado como el
componente alimentario mas importante en muchas regiones del mundo. Siendo
este cereal predominante en 17 paises de Asia, 9 paises de América del Norte y del
Sur y 8 paises de Africa (Bhosale, 2015).

2.2.2 Caracteristicas bioldgicas

Planta herbacea de la familia de las Gramineas (cereales), conocida botanicamente
como Oryza sativa. De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) se define a los
cereales como los cultivos que son recolectados para obtener solamente los granos
secos (FAO, 2002).

La planta presenta una altura de 0.6-1.5 metros. Presenta hojas con ligula
membranosa de hasta 2 centimetros y se conoce también como arroz rojo, arroz
salvaje, arroz borde y arrozal (Mercedes, 2015). En la figura 2 se muestra los
componentes del grano de arroz donde alrededor del 74% del grano esta disponible
como alimento. La cascarilla contribuye alrededor del 20% del peso total del arroz
(Shih, 2003a), el cual es poco aprovechado como alimento debido al alto contenido
de silicio (Rong et al., 2013).

El rendimiento después de la molienda y el subsecuente pulido consta alrededor del
50% del grano entero, 10% salvado de arroz y 17% de fragmento de arroz quebrado
(Singh, 2010).
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El salvado de arroz es un recurso atractivo de proteinas debido a su abundancia y
bajo costo, sin embargo, es particularmente destinado hacia consumo animal. Se
ha mostrado dificultad para procesar las proteinas contenidas en este grano, debido
a gue se cree que las proteinas estan unidas entre si fuertemente por enlaces
disulfuro, dificultando su extraccion debido a la baja solubilidad en agua que

presentan (Tran et al., 2018).
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Figura 3. Partes del grano de arroz (Oryza sativa) (Singh, 2010).

2.2.3 Caracteristicas de cultivo

2.2.3.1 Factores ambientales

La fecha de siembra ideal de este grano es de septiembre a diciembre, sin embargo,
tiene la capacidad de crecer en cualquier mes del afio. Es importante considerar
ciertas caracteristicas ambientales para el desarrollo de este cereal, tal como una
temperatura minima de 10 a 13 °C y un 6ptimo entre 30 y 35 °C para su germinacion.
De igual manera, para florecer necesita un minimo de 15 °C e ideal de 30 °C.
Ademas, se ha reportado que tiene alta tolerancia a un rango amplio de pH, entre
4.3-8.7, siendo el requerido 6.6 (SAGARPA, 2017). Sin embargo, durante ciertos
periodos de crecimiento, el arroz tiene una alta tolerancia a suelos con alta salinidad,

por lo que se ha utilizado en la recuperaciéon de suelos salados (Duke, 1983).

También, este cultivo es difundido en diferentes tipos de suelo, tal como tierras

grises, negras Yy lateriticas (FAOSTAT, 2017), siendo importante que la textura de
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la tierra de cultivo tenga caracteristicas finas capaces de contener el agua o tener

un subsuelo que contenga agua con poca filtracion (Duke, 1983).

2.2.3.2 Produccién

El arroz (Oryza sativa) es el tercer cereal con mayor produccion en todo el mundo
con 769.6 millones de toneladas, solo por debajo del maiz y trigo, con 1,134.7 y
771.7 toneladas, respectivamente, siendo las regiones del este y sur de Asia, el
medio Este, Latinoamérica e India Occidental los principales productores
(FAOSTAT, 2017).

De la misma manera, México ha experimentado un aumento en la produccion,
presentando en el afio 2011, 173,461 toneladas y yendo en aumento hasta el afio
2017, con una produccion de 265,567 toneladas (figura 4) (FAOSTAT, 2017). Dicha
produccion proviene principalmente de tres sistemas de cultivo: trasplante bajo
riego, que se da en la zona centro-sur, siembra directa bajo riego, que abarca las

zonas noreste y occidente y de temporal, que comprende el sureste (SIAP, 2016).

Aunque la produccion nacional este en aumento, la satisfaccion de los
requerimientos que se puede cubrir con la produccion interna es de solo 21.61 %,
por lo que se establece una dependencia de importaciones provenientes de Estados
Unidos, Uruguay y Argentina (SAGARPA, 2017).
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Figura 4. Produccion de arroz (toneladas) en México (2011-2017)
(FAOSTAT, 2017).

2.2.3.3 Rendimiento
En nuestro pais, este vegetal presenta el mayor nivel de rendimiento de cultivo
(Figura 5), con un valor de 63,900 hectogramo/hectarea (hg/ha). Siendo

considerado como un cultivo altamente productivo (FAOSTAT, 2017).
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Figura 5. Niveles de rendimiento de cada cereal medido en hectogramo/hectarea(hg/ha) (FAOSTAT, 2017).
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2.2.4 Consumo a nivel nacional

Los cereales son el principal grupo de alimento que contribuyen al consumo
energético en nuestro pais (Aburto, Pedraza, Sanchez-Pimienta, Batis, & Rivera,
2016), posicionandose el arroz como el mayor consumido en la poblacion mexicana,
solo detras del maiz y trigo (tabla 4). Ademas, es el segundo cultivo que representa
mayor gasto para las familias mexicanas (Figura 6) (FAOSTAT, 2017), por lo que
es considerado uno de los cultivos basicos en la ley de Desarrollo Rural Sustentable
(SAGARPA, 2017).

Tabla 4. Cantidad de suministro de alimentos en México

Maiz 116.34
Trigo 35.21
Arroz (elaborado) 5.64
Avena 0.66
Cebada 0.01
Centeno 0.0

Fuente: (FAOSTAT, 2017)
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Figura 6. Suministro de energia de cada cereal (Kcal/persona/dia) (FAOSTAT, 2013).
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Actualmente, este alimento es destinado a consumo humano debido a su alto valor
nutricional, que va desde el energético hasta lo proteico, aportando alrededor de 59
kcal/persona/dia y 1.17 gr/persona/dia, respectivamente. Sin embargo, también es
utilizado para el consumo animal (salvado o harina), fabricacion de alimentos
destinados a animales (cascarilla) y destinado a la industria cervecera (granillo)
(SAGARPA, 2017).

2.2.5 Composicion nutricional

El arroz es uno de los cereales mayormente consumidos a nivel mundial y nacional,
el cual aporta numerosos beneficios. Presenta un contenido elevado de
carbohidratos, bajo contenido en grasa, sal y no contiene colesterol, es un excelente
recurso de proteinas y minerales (USDA, 2017), contiene grandes cantidades de
vitaminas del complejo B, especialmente tiamina, riboflavina y niacina, y, ademas,
contiene numerosos compuestos fendlicos (tabla 5) (Cho & Lim, 2016;
Ravichanthiran et al., 2018).

Tabla 5. Composicion nutricional arroz integral (Oryza sativa)

Energia (Kcal) 360
Lipidos (9) 0.58
Cenizas (g) 0.58
Carbohidratos (g) 79.34
Proteinas (g) 6.61
Tiamina (mg) 0.578
Riboflavina (mQ) 0.048
Niacina (mg) 5.093

Fuente: USDA DATABASE (2017).
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2.2.5.1 Proteinas: propiedades nutricionales y fisicoquimicas

A pesar de que el contenido proteico del arroz sea bajo, es uno de los alimentos
gue mas contribuye al consumo de proteinas debido a su amplio consumo a nivel
mundial. Ademas, se ha considerado ser nutricionalmente equivalente a las
proteinas de procedencia animal, con la ventaja de que las proteinas del arroz son

hipoalergénicas, de bajo costo e inocuo para el consumo humano (Shih, 2003b).

La fraccion que posee un mayor contenido de proteinas es el salvado de arroz, con
un aproximado de 12 % (tabla 6), sin embargo, esta fraccidbn no es destinado al
consumo humano, ya que es eliminado durante el procesamiento, siendo

principalmente utilizado para el consumo animal (Shih, 2003b).

Tabla 6. Contenido aproximado de proteinas en arroz entero.

Arroz con cascara 5.6-7.7
Arroz integral 7.1-8.3
Arroz blanco 6.3-7.1
Salvado de arroz 11.3-14.9
Cascara de arroz 2.0-2.8

Fuente: Shih (2003b)

La composicion proteica de este cereal consta principalmente de glutelina, fraccion
soluble en &lcali y acido, y prolamina, fraccion soluble en alcohol, constituyendo
alrededor del 80% y 7.5%, respectivamente (Adebiyi, Adebiyi, Hasegawa, Ogawa,
& Muramoto, 2009; Tanaka, Sugimoto, Ogawa, & Kasai, 1980). Estas dos proteinas,
junto con las albuminas, fraccion soluble en agua, y globulinas, fraccion soluble en
sal, representan el contenido total de proteinas del arroz, las cuales se localizan en
diferentes partes del endospermo Yy precisamente, en la cascarilla (Amagliani,
O’Regan, Kelly, & O’Mahony, 2017; Shih, 2003b).

En la tabla 7 se muestra la composicion aminoacidica de cada fraccién proteica del
grano de arroz. Se observa que el aminoacido lisina, aminoacido limitante en
cereales, treonina e histidina se encuentran en mayor concentracion en la fraccion
de la albumina, fraccién proteica encontrada predominantemente en el salvado de

arroz, fraccibn no destinada al consumo humano. Por otro lado, la proteina
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prolamina contiene los niveles mas bajos del aminoéacido lisina, no obstante,
contiene los niveles mas altos de fenilalanina, isoleucina y leucina. La fraccion
globulina contiene las mayores cantidades de los aminoé&cidos cisteina y metionina
(Amagliani et al., 2017).

Tabla 7. Perfil de aminoéacidos de las fracciones proteicas de arroz (Oryza sativa) (g AA por

16 g N)

Alanina 7.1-8.5 5.6-6.3 5.6-5.9 6.7-7.6
Arginina 7.9-10 7.2-14 9.0-11 6.1-9
Acido aspartico 10-11 7.1-14 10-11 8.3-8.7
Cisteina 1.9-2.3 3.3-4.0 1.2-1.8 Traza-0.8
Acido glutamico 13-18 17-19 19-21 23-33
Glicina 6.3-8.4 5.8-6.4 4.3-5.3 3.0-3.7
Histidina 2.9-34 1.7-2.7 2.6-2.7 1.3-2.1
Isoleucina 3.5-3.8 24-4.1 4.3-4.7 4,6-5.2
Leucina 6.6-8.0 6.6-8.0 7.3-9.3 13-15
Lisina 5.1-6.4 1.9-3.7 2.7-45 0.3-1.2
Metionina 1.9-2.1 3.0-54 2.0-3.1 0.5-0.9
Fenilalanina 3.7-4.6 3.3-4.8 5.4-6.0 5.8-6.7
Prolina 45-7.1 3.8-75 4.9-6.2 5.0-6.7
Serina 4.2-5.4 5.5-6.5 4.5-6.2 4.2-6.1
Treonina 4.2-5.2 2.5-2.7 2.8-5.1 2.5-2.8
Tirosina 4.4-5.1 5.5-6.3 5.3-5,5 9.2-9.8
Valina 5.9-7.8 5.4-6.5 6.3-6.9 6.5-7.1

Fuente: (Amagliani et al., 2017)

La utilizacion de la proteina proveniente del arroz esta en funcion de las propiedades
funcionales que posee. Los factores que afectan estas propiedades dependen de la
naturaleza y la interaccion de estas con otros componentes de la matriz del
alimento. Para que la proteina presente una funcionalidad en la industria
alimentaria, debe de presentar buenas propiedades de solubilidad, estabilidad al

calor, capacidad de absorcion de agua y de aceite (Amagliani et al., 2017).

Una de las principales propiedades funcionales que posee este cereal es su buena
capacidad de absorcion de agua, lo cual es esencial para la reduccion de pérdida
de humedad en alimentos horneados, mantener frescura y aumentar la sensacién

del alimento en la boca (Chandi & Sogi, 2007). De la misma manera, presenta buena
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capacidad de absorcidn de aceite, caracteristica importante para la retencion del

sabor de ciertos alimentos (Cao, Wen, Li, & Gu, 2009).

Por otro lado, al someter las proteinas de arroz a enzimas hidroliticas, provoca
diversos cambios conformacionales en este, lo que causa que adquiera diferentes
caracteristicas fisicoquimicas que favorecen las propiedades funcionales, tal como
espumosidad, capacidad emulsificante y solubilidad. (Thamnarathip, Jangchud,
Jangchud, & Vardhanabhuti, 2016).

Ademas, la baja solubilidad que presenta las proteinas sin hidrolizar provenientes
del arroz puede ser utilizados en la incorporacion de alimentos que no requieren alta
solubilidad, tal como analogos de carnes, alimentos horneados, cereales para
desayuno, barras de proteinas y alimentos para mascotas. Por otro lado, el
incremento de la solubilidad al someter a las proteinas a hidrolisis, lo hace ideal
para la incorporaciéon en alimentos como salsas, aderezos para ensaladas, cremas
para café, fortificacion de bebidas, productos de nutricion enteral y parenteral y en
la produccién de farmacos (Amagliani et al., 2017).

A pesar de que las proteinas provenientes de este vegetal presenta caracteristicas
peculiares, el interés de las industrias e investigadores es limitada debido a que el
contenido de proteinas en arroz es minimo, y ademas, tiene una baja solubilidad en

agua, lo que hace dificil su extraccion y aplicacion (Tran et al., 2018).

Shih (2003) report6 que las proteinas pueden ser facilmente desnaturalizadas por
medio de tratamiento térmico. Sin embargo, en un analisis realizado por Zhao et al.
(2014), se encontr6 que a pesar de desnaturalizarse facilmente durante el
procesamiento, estas proteinas presentan una alta estabilidad al calor, por medio
de un reordenamiento estructural de las proteinas desnaturalizadas. Incluso, la
estabilidad térmica de este compuesto es mayor que otros vegetales, por lo que es
ampliamente utilizada en productos especificos que requieren altas temperaturas

durante su procesamiento.
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lll. Sobrepeso y obesidad: generalidades

En la Norma Oficial Mexicana para el Manejo Integral de la Obesidad (NOM-008-
SSA3-2010), define a la obesidad como "la enfermedad caracterizada por un exceso
de tejido adiposo en el organismo”. La presencia de sobrepeso y obesidad
representa un factor de riesgo que incrementa la morbilidad y mortalidad. Incluso en
el siglo IV A.C. Hipdcrates afirmé que: “La muerte subita es mas comun en aquellos

gue son naturalmente gordos que en los delgados”.

Esta adiposidad es de etiologia multifactorial, en el que intervienen factores
genéticos, sociales, metabdlicos, conductuales, psicolégicos y moleculares, Siendo
principalmente, el consumo excesivo de energia, acompafiado a un bajo gasto

energético, el principal causante de la alta incidencia de este padecimiento.

Debido a que el grado de adiposidad es una variable continua, se han determinado
medidas antropométricas que presenten una relacion con el volumen de grasa
corporal. Tal es el caso del indice de Masa Corporal (IMC), el cual se ha definido
como un estado de sobrepeso en valores por encima de 25, asi como también, se
ha determinado que valores de 30 o mas es clasificado como obesidad (Pasco et al.,
2012).

En la mayoria de los estudios grandes, bien disefiados y prospectivos, se han
encontrado que hay una menor morbilidad y mortalidad en individuos con un IMC
comprendido entre 20 a 25. De igual manera, en estos estudios se han reportado
gue el riesgo de presentar enfermedades relacionadas al exceso de tejido adiposo,
se hacen presentes de manera paulatina por encima de un IMC de 25, registrando
un aumento entre el 50 al 100% de riesgo de mortalidad y/o morbilidad comparado
con las personas que presentan un IMC normal (Abernathy & Black, 1996; Adams
et al., 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Relacion masa corporal y mortalidad (Casanueva, Kaufer-Horwitz, Perez-
Lizaur, & Arrollo, 2001)

Por lo tanto, aunado a los problemas sanitarios que conlleva el exceso de masa
grasa, en los ultimos afios ha emergido investigaciones que estudian el efecto que
posee, en la fisiologia del adipocito diferentes componentes alimentarios (Hruby
et al., 2016).

Debido a las numerosas funciones metabdlicas que presenta el tejido adiposo
blanco, la disfuncién celular, causada frecuentemente por el crecimiento
hipertrofico, hiperplasico o ambos, estado frecuentemente observado en individuos
con obesidad, se ha considerado como el principal factor de riesgo para el desarrollo
de complicaciones metabdlicas e incremento de riesgo cardiovascular (Q. A. Wang
et al., 2014).

Por lo tanto, aunado a la alta incidencia de sobrepeso y obesidad y el papel clave
gue presenta en la patogénesis en diversas enfermedades, se ha visto necesario la
deteccion de péptidos bioactivos en el proceso de adipogénesis en tejido adiposo.
Para ese proposito, se han utilizado ampliamente métodos in silico como

herramienta de simulacién para la medicién de afinidad de ligandos a proteinas
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claves de la adipogénesis, tal como el receptor nuclear factor de proliferacion de

peroxisomas gamma (PPAR-y).

IV. Generalidades de PPAR-y

Factor de proliferacion de peroxisomas (PPARs) son un grupo de receptores
nucleares esenciales para la regulacion de varios procesos fisioldgicos, tales como
diferenciacion celular, tumorogénesis y el metabolismo energético de proteinas,
grasas y carbohidratos. Existen tres isoformas diferentes, PPARa, PPARB/S y
PPARYy, cuyas funciones estan integradas dentro de la regulacién del metabolismo
de la glucosa y de lipidos (figura 8). Dentro de las funciones que realiza PPARa se
encuentran la regulacion del catabolismo de acidos grasos en higado. PPARB/® se
encarga de la regulacién del metabolismo lipidos y de glucosa, asi como también
en la regulacion del proceso inflamatorio (Palomer et al., 2018). Por ultimo, se
encuentra PPARYy, encargada de la regulacion de la expresion genética de enzimas
involucradas en el almacenamiento de acidos grasos en tejido adiposo, tales como
acil-CoA sintasa, lipoproteina lipasa y fosfoenol pirtuvato carboxiquinasa (de Sa
et al., 2017).
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Figura 8. Estructura de las tres isoformas de PPARs. A. PPARaq, B. PPARB/3, C. PPARY (Berman et al., 2000)

Debido a la actividad que presenta PPARy en la lipogénesis, diferenciacion de
adipocito, proliferacion celular y sensibilidad a la insulina (figura 9), se ha visto como
un blanco terapéutico para el tratamiento de trastornos metabdlicos tales como

diabetes, inflamacion, dislipidemias, hipertension y cancer. Por otra parte, se ha
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reportado en estudios con modelos animales, que al ser eliminado el gen ppary en
tejido adiposo produce un efecto protector en el desarrollo de enfermedades
vinculadas con el sobrepeso y obesidad al ser expuestos a una ingesta alimentaria
con alto contenido de grasas (Jones etal., 2005). Incluso, un grupo de
medicamentos son utilizados clinicamente como ligandos activadores de PPARy
para el tratamiento de hiperglucemia en diabetes tipo 2 y para la estimulacion de la
adipogénesis (Choi et al., 2014). Sin embargo, a pesar de su efectividad clinica, el
consumo de este grupo de medicamentos se ha visto acompafado de efectos
adversos tales como ganancia de peso, edema e insuficiencia cardiaca congestiva
(Lebovitz, 2019).

C/EBPp ’—\

PPARy

/|
| PPARY ligands |
— —— adipogenic genes

C/EBPx _)

Figura 9. Expresion y actividad de PPARYy. Por medio de exposiciéon de hormonas adipogénicas, C/EBPB induce
la expresion de PPARy permitiendo la produccién de ligandos de PPARYy, activando la expresién de genes
proadipogénicos (Xue et al., 2020).

Estos descubrimientos han impulsado la biusqueda de agentes naturales que
presenten efectos antagonistas o agonistas parciales en PPARYy, esperando que
estos compuestos puedan ser utilizados para el tratamiento de diferentes
enfermedades crénico degenerativas derivadas de un crecimiento anormal del tejido

adiposo con minimos efectos adversos.

Dentro de estos se han encontrado diversos resultados que indican un efecto
estimulante de la lipdlisis, aumento de la sensibilidad a la insulina y efectos
antiinflamatorios por parte de proteinas hidrolizadas provenientes de soya (Glycine
max) (Kwak et al., 2016; Trayhurn, 2014; Tsou et al., 2013). De igual manera, se ha
reportado en estudios a nivel in vitro que proteinas hidrolizadas provenientes del
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) tiene el potencial de aumentar la sensibilidad a

la insulina, a través de la modulacion y expresion de transportadores de glucosa, y
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la capacidad de disminuir la via de la adipogénesis (Oseguera Toledo, Gonzalez de

Mejia, Sivaguru, & Amaya-Llano, 2016).

Esto nos indica la actividad en tejido adiposo que presentan diversos péptidos
procedentes de proteinas vegetales; Sin embargo, existe escases de informacion
en lo referente a péptidos procedentes de proteinas de chicharo y arroz y su

actividad en adipogénesis.

Esta escasez de informacion ha provocado el uso de métodos bioinformaticos para
la deteccién de compuestos bioactivos de una manera rapida, confiable y
econdmica. PPARYy es la principal proteina estudiada para la identificacion de
compuestos antiobesogénicos en estudios in silico (tabla 8), y se ha visto que la
unibn de ligandos a los residuos de aminoacidos del receptor Phe264,
His266,1le281, Cys285, Arg288, Ser289, Met348 e His449 ejerce efectos
antagonistas en adipogénesis (Aranaz et al., 2019; Ye et al., 2006). Por lo tanto, con
el uso de la bioinformética es posible la deteccion de moléculas con potencial
actividad antiadipogénica procedente de la hidrélisis de proteinas de chicharo y
arroz mediante el uso de enzimas proteoliticas digestivas pepsina, tripsina y
guimotripsina, los cuales tienen diferentes sitios de corte dentro de la proteina.
Brevemente, Pepsina, la mayor enzima proteolitica producido por el estbmago, sus
sitios de corte son fenilalanina, leucina y acido glutamico del lado carboxilo terminal.
Por otro lado, los sitios de corte de la enzima quimotripsina son enlaces peptidicos
en el lado carbono terminal de tirosina, fenilalanina, triptéfano y leucina. Por ultimo,
la enzima tripsina preferentemente corta en el lado carbono terminal de los residuos

lisina y arginina (Minkiewicz et al., 2019; Van Spaendonk et al., 2017).

25



Tabla 8. Mayores receptores estudiados en la identificacion de ligandos anti-obesogénicos.

Factor de proliferacion de peroxisomas gamma
Receptor de leptina

Coactivador de receptor nuclear 1

Coactivador de receptor nuclear 2

Alfa-cetoglutarato dependiente dioxigenasa FTO
Amilasa Alpha pancreatica

Receptor de acido retinoico RXR-alpha

Lectina 5 similar a Ig que se une al acido sialico

Factor de proliferacion de peroxisomas gamma
Corticosteroide 11-beta-deshidrogenasa isoenzima 1 53

Hoo~vwous~wnpr

Fuente: (Kumar, 2019)
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V. Justificacion

En Meéxico, el arroz y el chicharo son dos alimentos vegetales altamente
consumidos por la poblacibn mexicana, donde a pesar de no ser originarios de
México, han sido considerados como un alimento basico en nuestro pais. En ambos
casos, el aislado proteico se ha obtenido comercialmente debido a que la industria

alimentaria los utiliza en la elaboracion de diversos productos.

A pesar de que el arroz es un alimento con bajo contenido de proteinas, es uno de
los alimentos que mas contribuye a la ingesta proteica, debido a su amplio consumo
a nivel mundial. Tiene la ventaja de ser hipoalergénico, de bajo costo e inocuo para
el consumo humano (Shih, 2003b). Asimismo, las leguminosas, como el chicharo,
ha destacado por su alto contenido de proteinas y, de igual manera, por su
inocuidad (Rubio et al., 2014).

Existe evidencia cientifica que relaciona los componentes proteicos de chicharo y
arroz con actividad antidiabética, antihipercolesterolémica y antioxidante
(Rungruangmaitree & Jiraungkoorskul, 2017; Yang et al., 2012). Proveyendo
informacion de que las proteinas provenientes de estos dos vegetales tienen

diversas funciones fisioldgicas.

Por otro lado, las estadisticas a nivel nacional sefiala que alrededor del 70% de la
poblacion mexicana padece sobrepeso y obesidad (Avila et al., 2016), alcanzando
niveles epidémicos, a su vez, predisponiendo al desarrollo de enfermedades

cronicas degenerativas no transmisibles.

Por lo tanto, debido a que el factor dietético es el componente principal de la
patogénesis del sobrepeso (Kroker-Lobos, Pedroza-Tobias, Pedraza, & Rivera,
2014), y a la poca informacion existente en la literatura cientifica con respecto el
efecto de proteinas hidrolizadas de chicharo y arroz en la adipogénesis, se propone
evaluar el efecto antiadipogénico in silico de péptidos bioactivos de chicharo y arroz,
liberados por medio de enzimas proteoliticas y su afinidad al receptor nuclear PPAR-

y, de suma importancia en la adipogénesis. .
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VI. Hipotesis
Los hidrolizados proteicos de chicharo (Pisum sativum) y arroz (Oryza sativa)

generan ligandos antagonistas de PPARYy in silico

VII. Objetivo general

1. Determinar la presencia de ligandos de PPARYy con actividad antagonistas
en los hidrolizados proteicos de chicharo (Pisum sativum) y arroz (Oryza
sativa) in silico.

VIII. Objetivos especificos
1. Determinar la digestibilidad in silico de la fraccion proteica de chicharo

(Pisum sativum) y arroz (Oryza sativa).
2. Medir la energia de unién ligando-receptor de los hidrolizados proteicos in
silico de chicharo y arroz y el receptor PPAR-gamma.

3. Analizar los enlaces intermoleculares formados de ligando-receptor.

IX. Metodologia

9.1 Tabla de operacionalizacion de variables

Tabla 9. Tabla de operacionalizacion de variables

Variable Tipo Unidad de Instrumento de medicion
medida
Determinacion de la Independiente BIOPEP-UWM
fraccion hidrolizada
Afinidad Dependiente Kcal/mol HPEPDOCK
Energia de unién Dependiente kcal/mol Autodock Tools

ligando-receptor
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9.2 Diserio del estudio

Disefio de estudio experimental, descriptivo, analitico y transversal.

9.3 Poblacion de estudio
Para la realizacion de esta investigacion se utilizé metodologia in silico para la
deteccion de péptidos liberados de hidrdlisis con enzimas proteoliticas y el analisis

de energia de union receptor-ligando mediante el software Autodook tools.

9.4 Esquema general de trabajo

En la figura 10 se presenta el esquema general de la investigacion y los objetivos
especificos planteados para cada paso. La metodologia del proceso digestivo
utilizada en esta investigacion fue basada por Yao, Luo, & Zhang. (2020) y la
metodologia utilizad para la deteccidn de los enlaces intermoleculares y las energias
de unién fue por medio de Ye et al. (2006). Primeramente, se realizé un proceso
proteolitico in silico con enzimas gastrointestinales (pepsina, tripsina y
guimotripsina). Se utilizaron los péptidos hidrolizados con una longitud de 2 a 5
aminoéacidos para la medicion de afinidad con el receptor PPARy (cédigo PDB:
3v9v). Finalmente, los péptidos con un valor de afinidad menor -160 puntos de
vinculacion fueron considerados como moléculas con alta afinidad, por lo que estos
oligopéptidos fueron utilizados para el analisis de ligando-receptor PPARy en
autodock tool (ADT 4.0). Como control se utilizé la molécula GW9662 y G3335, el
cual se ha demostrado su efecto antagénico en contra de PPARYy en estudios in

silico e in vitro.
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Arroz: Prolaminay
glutelina.

Chicharo:
legumina,
convicilina y vicilina

Hidrdlisis in silico con
nzimas gastrointestinales

(pepsina, tripsinay

quimotripsina)

—

Determinacion de puntos de
vinculacidn para la fraccién
hidrolizada (2-5
aminoacidos)

Por medio del software BIOPEP-
uwm (Yao, Luo, &
Zhang, 2020)

Figura 10. Esquema general de investigacion.
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Realizado por medio del
software HPEPDOCK.
Se utilizé péptido con un
puntaje> -160 kcal/mol para

Preparacion de los péptidos
para evaluar la afinidad
ligando-receptor (<-160
kcal/mol).

Modelamiento por medio de
Dendrimer Builder ®.
Disposicion de los atomos con
base a los grupos funcionales

con Avogrado® Y€ et al.,
(2006).

Medicidn de las
interacciones ligando-
receptor (PPARYy).

Autodock tools delimitando la
zona de interaccion ligando-
receptor centrada a 7.745 x

50.606 x 57.552 y con
dimensiones de 70 x 40 x 40




9.5 Procedimiento

9.5.1 Proteinas vegetales

BIOPEP-UWM
BIOPEP-UWM es una base de datos de acceso libre que se ha utilizado

ampliamente para la blusqueda de péptidos, especialmente aquellos derivados
de alimentos y de constituyentes dietéticos, con potencialbioactividad para el
tratamiento y prevencion de enfermedades crénicas. De igual manera, se utiliza
para la realizacion de protedlisis enzimaticas de proteinas in silico (Minkiewicz
et al., 2019).

En este estudio, las fracciones proteicas principales procedentes del arroz
(prolamina (ID:1153) y glutelina (ID: 1536)) y chicharo (legumina (ID: 1503),
convicilina (ID: 1491) y vicilina (ID: 1237)) fueron sometidas a un proceso
proteolitico con enzimas digestivas: pepsina (EC 3.4.23.1), quimotripsina (EC
3.4.21.1) y tripsina (EC 3.4.21.4).

Finalmente se realizé el analisis de afinidad de los péptidos liberados (longitud
de entre 2 a 5 residuos de aminoacidos) en el receptor PPARy (codigo: 3v9v)

utilizando el programa informéatico HPEPDOCK server.

HPEPDOCK SERVER

Debido a que alrededor del 40% de las interacciones proteicas son mediados por
péptidos cortos, el conocimiento sobre la energia de uniébn que presentan
oligopéptidos hacia diferentes proteicas ha sido clave para el entendimiento de
procesos fisiologicos importantes (Petsalaki & Russell, 2008). Por lo tanto,
HPEPDOCK es una herramienta bioinformatica ampliamente utilizada el cual
mide de una manera confiable la afinidad que presentan péptidos pequefios con
proteinas, tomando en consideracion factores fisicoquimicos que podrian

interferir con la interaccion péptido-proteina (Zhou et al., 2018).

HPEPDOCK server fue utilizado en el presente proyecto con el proposito de
medir el grado de energia de afinidad que presentan estos compuestos en
regiones del receptor nuclear PPARy que se ha visto involucrada en la

modulacion y/o antagonismo del proceso adipogénico.
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Posteriormente, péptidos con valores de vinculacion por debajo de -160 kcal/mol
fueron convertidos a formatos SMILES (Simplified molecular-input line-entry
system, por sus siglas en inglés) y modelados utilizando los programas
Dendrimer Builder y Avogrado, respectivamente. Para finalmente realizar un
analisis de afinidad y puntos de union ligando-receptor de dichos péptidos
mediante el software AUTODOCK 4.

AUTODOCK 4

Autodock 4 es un programa informético que se utiliza para conocer la interaccion
ligando-receptor y para el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Este
programa se basa en las diferentes conformaciones que puede tomar el ligando,

los sitios y la energia de union que este presenta en el receptor (Forli et al., 2016).

De igual manera, Autodock 4 se utilizé para modelar los péptidos resultantes de
la digestién y el receptor nuclear PPARy. Atomos de hidrégenos fueron
agregadas al receptor. Cargas de Kollman y de Gasteiger fueron agregadas al
receptor y a los ligandos, respectivamente. Posterior a las modificaciones
fisicoguimicas realizadas, ambas moléculas fueron guardadas en formato
PDBQT para su posterior andlisis en Autodock Tool. Se empleé una zona de
interaccion centrada a 7.745 x 50.606 x 57.552 y con dimensiones de X= 70,
Y=40 y Z=40 con un espaciamiento de 0.375 angstroms (figura 11).. Para
finalmente observar los puntos de uniones intermoleculares y sus energias de

union ligando-receptor (figural2) (Gupta et al., 2017; Ye et al., 2006).
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Figura 11. Sitio de la region activa de PPARy (ADT 4.0).
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Figura 12. Complejo ligando-receptor. Arroz (glutelina ((A) PIVF, (B) IVPQH, (C)IIQGR)), prolamina
((D)AQTF, (B)AAVSH))), Chicharo (legumina ((E)AQTF, (F)AAVSH), convicilina ((G)VIPVN, (H)PQH),
vicilina ((I)PVAIN, (J)PGSSH))).
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9.6 Etica
La presente investigacion no plantea ningun aspecto ético ya que se trabajo con

softwares informaticos.

9.7 Bioseguridad
La presente investigacion no plantea aspectos de bioseguridad debido a que la
metodologia in silico utilizada en la presente investigacion no presenta ningun

riesgo.
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X. Resultados

10.1 Proteolisis in silico de proteinas vegetales

El proceso de hidrdlisis se realiz6 por medio del software BIOPEP UWM en el
cual fueron sometidas las principales fracciones proteicas de cada vegetal a las
enzimas proteoliticas digestivas pepsina, quimotripsina y tripsina. Fueron
analizadas 2 y 3 fracciones para el arroz y chicharo, respectivamente,

obteniéndose un total de 768 péptidos liberados (tabla 10).

En el caso del arroz, las fracciones glutelina y prolamina fueron utilizadas para el
proceso proteolitico, obteniéndose un total de 127 oligopéptidos liberados, 85
fracciones para la glutelina y 42 para la prolamina. Por otro lado, para el caso del
chicharo se obtuvieron un total de 543 péptidos liberados, siendo 126, 244y 173

péptidos para las fracciones de legumina, convicilina y vicilina, respectivamente.

La cantidad de compuestos resultantes del proceso proteolitico de las fracciones
glutelina y prolamina, de mayor a menor, comprenden aminoacidos libres,
péptidos con una longitud entre 2 a 5 residuos y, finalmente, las fracciones con
una longitud mayor a 5 aminoacidos. Por otro lado, para las fracciones de
legumina, vicilina y convicilina provenientes del chicharo se obtuvieron en mayor
cantidad péptidos con una longitud de entre 2 a 5 aminoacidos, seguido de
aminodcidos libres y, por ultimo, en menor cantidad, péptidos con una longitud

mayor a 5 residuos (tabla 11).
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Tabla 10. Péptidos liberados del proceso de hidrélisis in silico.

Arroz

Chicharo

Glutelina

Prolamina

Vicilina

Convicilina

Legumina
A

M-ASIN-R-PIVF-F-TVCL-F-L-L-CDGSL-AQQL-L - GQSTSQW - QSSR
-R-GSPR-GCR-F-DR-L-QAF-EPIR - SVR - SQAGTTEF - F - DVSN - EL - F
-QCTGVSVWVR -R-VIEPR-GL-L-L-PH-Y-TN - GASL - VY - lIQGR -
GITGPTF - PGCPETY - QQQF - QQSGQAQL - TESQSQSH - K - F - K - DEH - QK -
IH-R-F-R-QGDVIAL - PAGVAH - W - CY - N - DGEVPVVAIY - VTDIN - N - GAN
-QL-DPR-QR-DF-L-L-AGN-K-R-N-PQAY-R-R-EVEEW - SON - IF -
SGF - STEL - L - SEAF - GISN - QVAR - QL - QCQN - DQR - GEIVR - VER - GL -
SL-L-QPY - ASL - QEQEQGQM - QSR - EH - Y - QEGGY - QQSQY - GSGCPN -
GL-DETF-CTM-R-VR-QN-IDN-PN-R-ADTY -N-PR-AGR-VTN-L-N-
SON-F-PIL-N-L-VQM-SAVK-VN-L-Y-QN-AL-L-SPF-W-N-IN-AH
-SIVY - ITQGR - AQVQVVN - N -N - GK - TVF - N - GEL-R - R - GQL - L - IVPQH
-Y - VVVK - K - AQR - EGCAY - IAF - K - TN - PN - SM - VSH - IAGK - SSIF - R - AL
-PTDVL-AN-AY-R-ISR-EEAQR-L-K-H-N-R - GDEF - GAF - TPL - QY -
K - SY - QDVY - N - VAESS
M-K-IIF-F-F-AL-L - AEAACSASAQF - DAVTQVY - R - QY - QL - QQQM - L -
SPCGEF - VR - QQCSTVATPF - F - QSPVF - QL - R - N - CQVM - QQQCCQQL - R
- M - IAQQSH - CQAISSVQAIVQQL - QL - QQF - SGVY - F - DQAQAQAQAM - L - GL

-N-L-PSICGIY - PSY - N - TVPEIPTVGGIW - Y

SR - SDQEN-PF-IF-K-SN-R-F-QTL-Y-EN-EN-GH-IR-L-L-QK-F-
DK-R-SK-IF-EN-L-QN-Y-R-L-L-EY-K-SK-PH-TL-F-L-PQY -
TDADF - IL - VVL - SGK - ATL- TVL-K-SN-DR-N-SF-N-L-ER - GDAIK - L -
PAGTIAY - L - AN - R - DDN - EDL - R - VL - DL - AIPVN - K - PGQL - QSF - L - L -
SGTQN - QPSL - L - SGF - SK - N - IL - EAAF - N - TN - Y - EEIEK - VL - L -
EQQEQEPQH-R-R-SL-K-DR -R - QEIN - EEN - VIVK - VSR - EQIEEL - SK - N
-AK - SSSK - K - SVSSESGPF -N-L-R-SR-N-PIY-SN-K-F-GK-F-F-
EITPEK - N - QQL - QDL - DIF - VN - SVDIK - EGSL - L -L -PN - Y - N - SR -
AIVIVTVTEGK - GDF - EL - VGQR - N - EN - QGK - EN - DK - EEEQEEETSK - QVQL
-Y -R - AK - L - SPGDVF - VIPAGH - PVAIN - ASSDL - N - L - IGF - GIN - AEN - N -
ER-N-F-L-AGEEDN - VISQVER - PVK - EL - AF - PGSSH - EVDR - L - L - K - N
-QK-QSY-F-AN-AQPL-QR-E

M-ATTVK -SR-F-PL-L-L-F-L-GIIF-L-ASVCVTY - AN - Y - DEGSETR -
VPGOR - ER - GR - QEGEK - EEK - R - H - GEW - R - PSY - EK - EEH - EEEK - QK
-Y-R-Y-QR-EK-K-EQK - EVQPGR - ER - W - ER - EEDEEQVEEEW - R -
GSQR-R-EDPEER-AR-L-R-H-R-EER-TK-R-DR-R-H - QR - EGEEEER
-SSESQEH-R-N-PF-L-F-K-SN-K-F-L-TL-F-EN-EN-GH-IR-R-L
-QR-F-DK-R-SDL-F-EN-L-QN-Y-R-L-VEY-R-AK-PH-TIF-L-PQH
- IDADL - IL-VVL -N - GK - AlL - TVL - SPN - DR - N -SY - N - L - ER - GDTIK -
IPAGTTSY - L - VN - QDDEEDL - R - VVDF - VIPUN - R - PGK - F - EAF - GL - SEN
-K-N-QY-L-R-GF-SK-N-IL-EASL-N-TK-Y-ETIEK - VL - L - EEQEK - K
-PQQL-R-DR-K -R - TQQGEER - DAIIK - VSR - EQIEEL - R - K - L - AK - SSSK
-K-SL-PSEF-EPF-N-L-R-SH-K-PEY-SN-K-F-GK-L-F-EITPEK - K
-Y-PQL- QDL -DIL-VSCVEIN-K-GAL-M-L-PH-Y-N-SR-AIVL-L-VN
-EGK-GN-L-EL-L-GL-K-N-EQQER-EDR-K-ER-N-N-EVQR-Y -EAR
-L - SPGDVVIIPAGH - PVAISASSN -L-N-L-L-GF-GIN-AK-N-N-QR-N-F
- L - SGSDDN - VISQIEN - PVK - EL - TF - PGSSQEVN - R- L - IK - N - QK - QSH -
F - ASAEPEQK - EEESQR - K - R - SPL - SSVL - DSF - Y
L-R-EQPEQN-ECQL-ER-L-N-AL-EPDN-R -IESEGGL - [ETW-N - PN - N
-K-QF-R-CAGVAL-SR-ATL-QH-N-AL-R-R-PY-Y - SN - APQEIF -
IQQGN - GY - F - GM - VF - PGCPETF - EEPQESEQGEGR - R- Y -R-DR - H - QK
-VN-R-F-R-EGDIIAVPTGIVF - W -M- Y - N - DQDTPVIAVSL - TDIR - SSN - N
-QL-DQM-PR-R-F-Y-L-AGN-H-EQEF-L-R-Y -QH-QQGGK - QEQEN
~EGN-N-IF-SGF-K-R-DF-L-EDAF-N-VN-R-H-IVDR-L-QGR-N -
EDEEK - GAIVK - VK - GGL - SIISPPEK - QAR - H - QR - GSR - QEEDEDEDEER -
QPR - H - QR - GSR - QEEEEDEDEER - QPR - H- QR - R - R - GEEEEEDK - K - ER
-R-GSQK-GK-SR-R-QGDN - GL - EETVCTAK - L -R - L - N - IGPSSSPDIY -
N -PEAGR - IK-TVTSL-DL-PVL-R-W-L-K-L-SAEH-GSL-H-K-N-AM -
F-VPH-Y-N-L-N-AN-SIY-AL-K-GR-AR-L-QVVN -CN -GN - TVF -
DGEL - EAGR - AL - TVPQN - Y - AVAAK - SL - SDR - F- SY - VAF - K - TN - DR -
AGIAR - L - AGTSSVIN - N - L - PL - DVVAATF-N-L-QR-N-EAR-QL-K - SN -
N-PF-K-F-L-VPAR-QSEN-R-ASA
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Tabla 11. Hidrdlisis in silico de proteina de arroz (Oryza sativa) y chicharo (Pisum sativum).

Aminoacidos reiresentados con nomenclatura de una sola letra.

1 66
Glutelina 2a5 16
>5 3
Arroz 1 18
Prolamina 2a5 14
>5 10
1 45
Legumina 2a5 68
>5 13
1 110
Chicharo Convicilina 2a5 114
>5 20
1 67
Vicilina 2a5 95
>5 11
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10.2 Punto de vinculacion

Los péptidos liberados del proceso digestivo in silico con una longitud de entre 2
a 5 aminoacidos fueron medidos en su puntaje de afinidad al receptor de
proliferacion de peroxisomas gamma (PPARy) usando el programa
HPEPDOCK®. En la tabla 12 se presentan los oligopéptidos que presentaron un
puntaje de afinidad menor a -120 puntos, y la frecuencia en los que estos péptidos
se encuentran presentes en la proteina. Referente a la proteina del arroz, los
oligopéptidos obtenidos que presentaron alta afinidad hacia PPARy fueron 36
para glutelina y 7 para prolamina con una frecuencia de 19.45% y 16.66%,
respectivamente. Por otro lado, para los péptidos procedentes del chicharo se
obtuvo un mayor nimero de péptidos con un puntaje menor a -120 por parte de
la fraccidén de convicilina con 23 péptidos, seguido por vicilina con 22 péptidos vy,
finalmente, legumina con 17 péptidos, con frecuencias de 9.43%, 12.57% vy

13.49%, respectivamente.

En la tabla 13 se muestra los péptidos que presentaron puntos de afinidad menor
a -160. Entre estos oligopéptidos con alta afinidad, los péptidos provenientes del
arroz 4 oligopéptidos (PIVF, IVPQH, IIQGR y QPY) estuvieron presentes en la
fraccion de la glutelina y 1 oligopéptido (QSPVF) se presenté en la fraccion
prolamina. Para las fracciones proteicas provenientes del chicharo, se presentd
2 oligopéptidos (AQTF y AAVSH) en la fraccion legumina, 2 oligopéptidos (VIPVN
y PQH) en la fraccion convicilina y 2 oligopéptidos (PVAIN y PGSSH) en la

fraccion de vicilina.

De igual manera, en la tabla 13 se muestra los valores de energia de afinidad
ligando-receptor PPARy obtenidos por AutoDock Tools para los péptidos que
obtuvieron un valor de puntos de vinculacién por debajo de -160, asi como
también, en la figura 13 se muestran los enlaces intermoleculares formados entre
ligando y receptor. Las energias de union de los péptidos provenientes de la
fraccion glutelina del arroz fueron de -2.18, -1.87 y -2.07 kcal/mol para los
oligopéptidos PIVF, IVPQH e IIQGR, respectivamente. Los amino&cidos

involucrados en la formacién de puentes de hidrogeno fueron, para el caso del

39



tetrapéptido PIVF, el residuo Phe del ligando y Cys285 del receptor e lle del
ligando y Ser289 del receptor. Para el caso de los pentapéptidos IVPQH y QSPVF
tuvieron energia de unién de -1.87 y -2.07 kcal/mol, respectivamente. Siendo los
residuos de aminoacidos involucrados en la formacién de puentes de hidrogeno
GIn del ligando y el Cys285 del receptor para IVPQH, y Arg del ligando y Arg288
del receptor para el pentapéptido IQGR. Siguiendo con las fracciones proteicas
del arroz, el pentapéptido QSPVF proveniente de la fraccion prolamina presento
una energia de union ligando-receptor de -6.38, siendo el aminoacido Phe del
ligando con Gly284 del receptor y, Ser con Cys285 los involucrados en la

formacion de puentes de hidrégenos.

Por otro lado, los dos péptidos procedentes de la fraccion legumina del chicharo,
fueron de -5.57 y -5.27 kcal/mol para AQTF y AAVSH, respectivamente. Los
aminoacidos implicados en la formacién intermolecular de puentes de hidrégenos
fueron entre Ala y Ser289, Alay Tyr473 y Thr y Cys285 para el caso del tetra-
AQTF, y Ser y Leu340 y dos enlaces de His con Ser342 Para el pentapéptido
AAVSH.

Continuando con el chicharo, las fracciones VIPVN y PQH de la convicilina
presentaron energias de union de -4.6 y -5.98 kcal/mol respectivamente. El
pentapéptido VIPVN presentd formacién de puentes de hidrogeno entre el
residuo Val5 y Cys285, y para el tripéptido PQH His y Cys285, y GIn y Ser342.

Finamente, los pentapéptidos PVAIN y PGSSH provenientes de la fraccion
vicilina presentaron energia de unién de -3.1 y -5.06 kcal/mol, respectivamente.
Para el pentapéptido PVAIN los puentes de hidrogenos formados fueron entre
Asn y Ser342, y Pro y Ser289 y, para el pentapéptido PGSSH fue entre His e
His323, y Sery Cys285.
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Tabla 12. Secuencia y frecuencia de oligopéptidos resultantes de digestién con enzimas gastrointestinales
in silico en PPARy

Glutelina PIVF [-188.223], IVPQH [-170.395], IlQGR [- 19.46%
170.12],QPY [-168.948], PQAY [-159.799], QQQF
[-153.57], SIVY [-152.764], GQSTSQW [-
151.769], PTDVL [-151.741], QQSQY [-151.415],
PIL[-149.902], SSIF [-149.765], SPF[-147.424],
ITQGR [-143.941], IAF [-143.063], EGCAY [-
142.863], QVAR [-139.737], TVCL[-139.499],
TVF[-139.346], VVVK[-139.113], VSH [-137.911],
GEIVR [-137.838], QAF [-133.953], VOM [-
132.911], ADTY[-132.729], QEGGY [-132.451],
VIEPR [-130.835], EPIR [-130.529], GSPR [-
128.692], PH [-125.485], SGF [-123.917], CTM |-
123.233],"QCON [-122.618], ISR [-121.517],
GISN [-120.731], SEAF [-120.368]

Arroz

Prolamina QSPVF [-175.734], SGVY [-157.495], PSY [- 16.67%
157.239], QQF[-144.903], QQQM [-144.213],
IF[-142.119], CQVM [-134.411]

Legumina AQTF [-166.561], AAVSH [-165.524], PVGR [- 13.49%
159.281], IPY [-159.236], GIY[-150.29], PETEF [-
141.052], VAISL [-140.641], SQIVR [-139.168],
VVF [-137.156], VQQVL [-135.375], DSTPR [-
132.924], PVL [-130.292], APH [-128.503], VIR [-
127.673], SAEY [-125.219], VF [-123.234], IIN [-
122.986]

Convicilina VIPVN [-163.782], PQH [-162.75], AIVL [- 9.43%
158.794], PSY [-157.239], PEY [-155.179],
VPGQR [-155.102], GIIF [-152.917], PSEF [-
142.851], PQQL [-142.728], ATTVK [-140.428],

Chicharo TIF [-139.536], PF [-137.518], PQL [-135.661],

GEW [-133.69], GSQR [-129.27], QSH [-128.733],
PH [125.485], EPF [-124.156), PVK [-123.918],
VVDF [-123.416]

Vicilina PVAIN [-187.42], PGSSH [-179.949], PIY [ 12.57%
159.076], PQY [-155.287], AIPVN [-152.403],
VGQR [-148.786], VIVK [-147.641], PGQL [-
146.859], QSF [-141.194], PF [-137.518], QSY [-
136.693], EAAF [-132.917], IGF [-132.898], QPSL
[-132.545], DIF [-130.767], SGTQN [-129.115],
AQPL [-128.016], QvQlL [-127.612], PH [-
125.485], PVK [-123.918], SGF [-123.917], SVDIK
[-120.912]
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Tabla 13. Energias de unién y aminoacidos de unién de péptidos que presentaron puntos de vinculacion
Por debajo de -160 Kcal/mol.

Arroz Glutelina PIVF -188.22 -2.18 Ser289
Cys285

IVPQH -170.40 -1.87 Cys285

IIQGR -170.12 -2.07 Arg288

QPY -168.94 -5.61 Ser289

Tyr473

Cys285

Prolamina QSPVF -175.73 -6.38 Cys285
Gly284

Chicharo Legumina  AQTF -166.56 -5.57 Ser289
Cys285

Tyrd73

AAVSH -165.52 -5.27 Leu340

Ser342

Convicilina VIPVN -163.78 -4.60 Cys285
POH -162.75 -5.98 Cys285

Ser342

Vicilina PVAIN -187.42 -3.10 Ser342
Ser289

PGSSH -179.95 -5.06 His323

Cys285
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Figura 13. Uniones intermoleculares ligando-receptor. Arroz (glutelina ((A) PIVF, (B) IVPQH, (C)IIQGR)),
prolamina ((D)AQTF, (B)AAVSH))), Chicharo (legumina ((E)AQTF, (F)AAVSH), convicilina ((G)VIPVN,
(H)PQH), vicilina ((I)PVAIN, (J)PGSSH))).
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Xl Discusién

11.1 Digestion in silico

Hay dos importantes factores que influencian la biodisponibilidad de las
proteinas. Estas son la resistencia a la degradacion y el transporte a través de la
pared intestinal. El proceso por el cual los componentes proteicos son absorbidos
estd en funcion de la longitud de la cadena de aminoacidos. Aunque hay
informacion que indica que proteinas en su estado intacto pueden ser absorbidos
por medio de transporte pasivo a través de los espacios intercelulares del
intestino, la mayor absorcién se presenta en péptidos que comprenden una
longitud menor a 6 residuos de aminoacidos (Aito-Inoue et al., 2007; Miner-
Williams et al., 2014). La absorcion de di-péptidos vy tri-péptidos se lleva a cabo
por medio de proteinas transportadoras intestinales denominadas PepTl y
PepT2 (SLC15A1, oligopéptido transportador dependiente de protén) (Vij et al.,
2016). Por otro lado, el proceso de absorcién de péptidos con una longitud de 4
y 5 residuos de aminoacidos es llevada a cabo por proteinas trasportadoras
denominadas SOPT1/SOPT2. Ademas, los péptidos con una longitud de 4y 5
aminoacidos se pueden transportar, al igual que las proteinas intactas, por medio
de difusién pasiva entre espacios intercelulares de enterocitos (Chothe et al.,
2011). Por otro lado, se reporta que péptidos que presentan una cadena de
aminodcidos por encima de 3 residuos son mas susceptibles a que se expongan
a un proceso hidrolitico y, por lo tanto, presentan una menor biodisponibilidad
(Ganapathy et al., 2008).

Sin embargo, los oligopéptidos analizados en este proyecto de investigacion
fueron resultado de un proceso proteolitico con enzimas digestivas (pepsina,
guimotripsina y tripsina), por lo que estos péptidos con longitudes comprendidas
entre 2 a 5 residuos de aminoacidos podrian estar intactos en las porciones del
intestino donde se realiza el proceso de absorcion. A su vez, hay que considerar
la composicibn de amino&cidos de las fracciones proteicas, ya que ciertos
aminodacidos pueden afectar la conformaciéon de las proteinas, provocando un
cambio en el grado de su protedlisis. Tal es el caso de la fraccion de la prolamina

en el arroz. El alto contenido del aminoacido cisteina que presenta la prolamina
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puede formar agregados proteicos por medio de la formacion de enlaces
disulfuros, los cuales son los principales enlaces que determina el ordenamiento
espacial de la proteina, afectando asi el grado de hidrdlisis de la molécula
(Carbonaro etal., 2015). Igualmente, se ha reportado que las proteinas
procedentes del chicharo presentan cierta resistencia a enzimas proteoliticas
debido a la conformacion proteica de laminas beta que presentan estas
(Carbonaro etal., 2015). Ademas, ciertas caracteristicas fisicoquimicas
presentes en la proteina podrian afectar el proceso proteolitico, tal como residuos
especificos presentes, carga, peso molecular, sitios potenciales de union de
puentes de hidrogenos y la presencia de residuos hidrofébicos, ya que esto
podria afectar la biodisponibilidad, bioaccesibilidad y bioactividad por medio de
la interaccion que presentan con otros componentes encontrados dentro de la
matriz alimentaria, tales como lipidos, hidratos de carbono, minerales,

polifenoles, entre otros (Udenigwe & Aluko, 2012).

proteolitico de germinado de soya (2-5 dias) presenta un efecto en la inhibicion
de la acumulacion lipidica e incremento en el proceso de adipdlisis en la linea
celular 3T3-L1. Los investigadores concluyeron que el aumento de los
fitoquimicos y protedlisis, aunado al proceso de germinacion, fueron los

principales causantes del efecto antiadipogénico.

Ademas, existen diversas técnicas culinarias de procesado de alimentos,
utiizadas ampliamente, que afectan las conformaciones de las proteinas vy
elimina factores “antinutritivos” que pudieran afectar la hidrolisis proteica,
mejorando asi, la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de las proteinas (Mohan
et al., 2016).

Por lo tanto, debido a que el proceso proteolitico de la presente investigacion se
realizo por medio de un programa bioinformatico, no se toma en consideracion
factores que pudieran interferir en el grado de hidrélisis de las proteinas

estudiadas en un modelo in vitro e in vivo, tales como la conformacion proteica,
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la presencia de componentes de naturaleza no proteica en la matriz del alimento,
cinética enzimatica causada por los cambios de pH y la inaccesibilidad estérica y
ratio enzima:sustrato . Por lo tanto, las enzimas utilizadas solamente se basa en
la afinidad que presentan a ciertos enlaces peptidicos sin tomar en cuenta la
naturaleza dinamica compleja que se lleva a cabo en el proceso digestivo, desde
la preparacion del alimento hasta los procesos digestivos realizadas en la ultima
porcion del tracto gastrointestinal (Boland, 2016). Sin embargo, la digestion in
silico ha sido una herramienta importante en la identificacién y deteccion de

moléculas con bioactividad potencial (Nongonierma & FitzGerald, 2018).

11.2 Afinidad ligando-receptor

El factor de proliferacion de peroxisomas gamma (PPARY) es la principal proteina
involucrada en el proceso de la adipogénesis, por lo tanto, este receptor ha sido
uno de los mas estudiados para la deteccion de moléculas con actividad potencial
antiadipogénica (tabla 7). Siendo los residuos de aminoacidos Phe264,
His266,lle281, Cys285, Arg288, Ser289, Met348 e His449 del receptor los sitios
de uniéon de moléculas con actividad antiadipogénicas conocidas (Aranaz et al.,
2019; Ye et al., 2006).

Utilizando el programa HPEPDOCK se obtuvo que 11 péptidos presentaron
valores de afinidad alto (<-160 kcal/mol). Estos péptidos son los que mayor
bioactividad pudieran presentar ya que son los que menor energia de unién
presentan en sitios activos del receptor PPARYy. De hecho, se ha reportado que
la determinacion de energia de union basado en métodos experimentales in silico
exhiben buena correlacion con resultados obtenidos experimentalmente
(Kandemir-Cavas et al., 2019; Li et al., 2013).

Para ello se tiene que analizar los tipos de enlaces involucrados en las
interacciones intermoleculares. Siendo los puentes de hidrogeno los que mayor
contribucién representa en la estabilidad del complejo ligando-receptor. En la
figura 13 se muestra de manera grafica los puntos de unién intermoleculares en

la que se formd puentes de hidrogenos. Se encontré que el tripéptido QPY
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presento el valor de energia mas bajo, comparado con los otros péptidos de la
fraccion glutelina, con enlaces de puentes de hidrogeno formados en los residuos
del receptor Ser289, Tyr473 y Cys285. Sin embargo, el pentapéptido QSPVF fue
el que mayor afinidad presentd dentro de las proteinas del arroz, con una
vinculacion hacia los residuos Cys285 y Gly284. En el caso de las proteinas
procedentes del chicharo, los péptidos AQTF y AAVSH presentaron energia de
unién similares, -5.57 y -5.27 kcal/mol; no obstante, solo el tetrapéptido AQTF
presentd la formacién de puentes de hidrégenos en los residuos del sitio activo
Ser289 y Cys285. Los dos péptidos procedentes de la fraccion convicilina
presentaron uniones al principal residuo con actividad antagonista en PPARy
(Cys285), de igual manera para el pentapéptido PGSSH de la vicilina, que
presentd una energia de union de -5.06 kcal/mol a esta misma regién del
receptor. Por ultimo, el pentapéptido PVAIN presento una energia de unién de -

3.1 kcal/mol con el residuo del sitio activo Ser289.

De igual manera, los resultados obtenidos de la molécula GW9662 muestra
energia de union de -7.98 kcal/mol, con formacion de puentes de hidrogenos a
Ser289 y Cys285, mismo que se ha reportado ampliamente en la literatura
cientifica su efecto antiadipogénico en PPARy (Ohtera et al., 2015; Seargent
et al., 2004, p. 96). De igual manera, la molécula G3335, el cual es de naturaleza
peptidica, y es conocida ampliamente el efecto antiadipogénico por medio de
unién PPARYy, mostro una energia de union de -5.64 kcal/mol con formacion de
puentes de hidroégenos Tyr473, Met364, His323 y Ser289 .

Por lo tanto, tomando como referencia la energia de union reportadas por
compuestos con ya conocidos efectos antiadipogénicos via PPARYy, se puede
establecer que los compuestos con una energia de unién menores a -4.8 kcal/mol
pudieran presentar bioactividad antiadipogénica, siendo los péptidos QPY vy
QSPVF de las fracciones glutelina y prolamina del arroz, y AQTF y AAVSH de la
legumina, PQH de la convicilina y, PGSSH de la vicilina, del chicharo (tabla 13)
(Aranaz et al., 2019; Ye et al., 2006).
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Ademas de los puentes de hidrégenos, es crucial considerar las interacciones
hidrofobicas, lo cual esta dada por el contenido de aminoacidos de naturaleza
hidrofébica. Los péptidos estudiados presentaron un contenido de 81.8% de
aminodcidos hidrofébicos en nitrdgeno terminal. Asi como también, péptidos con
un contenido de amino&cidos hidrofébicos en carbono terminal y, en las dos
porciones terminales fue de 27.7%. La bioactividad que pudieran presentar estos
péptidos con base a su contenido de aminoacidos hidréfobos esta determinada
por reportes que indican que el contenido de aminoacidos hidrofébicos (V, L, I,
A, F, W, M, P) en péptidos es crucial para su funcionalidad como compuestos
bioactivos (Choe et al., 2019; Nongonierma & FitzGerald, 2019). De igual
QQEG y LVLL, los cuales presentan aminoacidos hidrofébicos en ambas
terminaciones, excepto para el tetrapéptido QQEG, presentan una inhibicién de
la acumulacion lipidica del 13-28% en la linea celular 3T3-L1 (tabla 14). De igual
manera, se ha reportado que las regiones hidrofébicas presentan efecto en la
reduccion de triglicéridos sanguineos, asi como también, estimulacion lipolitica

en células grasa (Kagawa et al., 1996).

Por lo tanto, la hidrofobicidad de estas moléculas es de importancia ya que su
efecto antiadipogénico se establece principalmente por medio de la interaccién
de PPARYy en tejido adiposo. Ademas, se ha reportado que péptidos que poseen

bioactividad por lo general son de naturaleza hidrofébica (Li-Chan, 2015).

Tabla 14. Energias de union in silico de ligandos al sitio activo de PPARYy.

GW9662 -7.98
G3335 -5.64
QPY -5.61
QSPVF -6.38
AQTF -5.57
AAVSH -5.27
VIPVN 4.6
PQH -5.98
PGSSH -5.06

Fuente: Aranaz et al. (2019); Ye et al. (2006)
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De igual manera, numerosos estudios a nivel in vitro, utilizando la linea celular
3T3-L1, ampliamente usada para la generaciéon de conocimiento de la biologia
de la adipogénesis, corroboran la bioactividad antiadipogénica que presentan
proteinas hidrolizadas procedentes de diferentes vegetales. Tal es el caso del
péptido RLLPH procedente de avellana (Corylus avellana) el cual mostré una
disminucion del 82.06% de la acumulacion lipidica comparado a las células que
no recibieron tratamiento alguno (J. Wang et al., 2020). Igualmente, péptidos
hidrolizados de la fraccién proteica de la quinoa (Chenopodium quinoa) ha
mostrado actividad antiadipogénica de una manera proporcional a la cantidad de

péptidos que fueron expuestos a la linea celular 3T3-L1 (Shi et al., 2019).

También se ha reportado efectos antadipogénicos de proteinas de origen animal.
Tal como proteinas derivadas de productos y coproductos de pescado, con
actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina conocida
previamente, en el que se reportd un contenido de lipidos 20.9% menor
comparada con las células controles en el que no se les expusieron los
hidrolizados proteicos (Ben Henda et al., 2015). De la misma forma para la
caseina, proteina encontrada mayoritariamente en la leche, se ha reportado que
sus hidrolizados ejercen una disminucion del 4% de la adipogénesis en la linea
celular 3T3-L1 (Martinez-Villaluenga et al., 2008), en donde también se ha
reportado actividad antiobesogénica en ratones expuestos a una dieta alta en

grasa (Lillefosse et al., 2013).

Si bien, PPARYy, es una de las proteinas receptoras principalmente estudiadas
para la deteccion de compuestos con actividad antiadipogénica, hay otras vias
implicadas en este proceso en el cual se ha reportado que diferentes péptidos de
origen vegetal presentan actividad modulatoria en la diferenciacion de adipocitos,
tales como C/EBPa, C/EBPB, Ap2, SREBP-1c, FAS, HMGCCR y [B-Actina
(Oseguera Toledo et al., 2016; Tsou et al., 2013; J. Wang et al., 2020), las cuales
serian importantes estudiar en un futuro. De igual manera, se ha reportado que
péptidos vegetales pueden interferir en el proceso de acumulacion de masa grasa

por medio de la inhibicién de enzimas implicadas en la digestion de compuestos
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de naturaleza lipidica, tal es el caso de inhibidores de la enzima lipasa, Alfa-
amilasa o por medio de la union a las sales biliares inhibiendo su reabsorcién
(Jakubczyk et al., 2017; Yang et al., 2012). Ademas, los diferentes compuestos
gue pudieran encontrarse unidos a las proteinas (ej. polifenoles) podrian tener un
impacto en la bioactividad del compuesto, pudiendo asi, presentar un efecto
antagonico a la actividad ejercida por las proteinas en su estado puro, asi como
también, un efecto sinérgico en la que podria presentar una bioactividad mayor
comparada con su estado puro (Gonzalez-Espinosa de los Monteros et al., 2011;
Prabhu & Rajeswari, 2018).

XIl. Conclusién

Ademas del papel nutricional que presentan las proteinas dentro de la
alimentacion, también se ha reportado ampliamente la bioactividad presente en
péptidos liberados por procesos proteoliticos. Este estudio nos indica que los
péptidos liberados de la glutelina (PIVF, IVPQH, IIQGR, QPY) y prolamina
(QSPVF) por parte de arroz (Oryza sativa) y, los péptidos liberados de legumina
(AQTF, AAVSH), convicilina (VIPVN, PQH) y vicilina (PVAIN, PGSSH)
procedentes del chicharo (Pisum sativum), por medio de un proceso enzimatico
con enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina y pepsina) pudieran presentar
actividad antiadipogénica con base a las energias de enlaces intermoleculares
formadas en sitios de unién claves antagonicos del procesos de adipogénesis via
PPARYy. Sin embargo, debido a las limitaciones que presentan la metodologia in
silico es necesario la realizaciéon de estudios a nivel in vitro e in vivo, en el que
tome en consideracion los diferentes factores claves que intervienen en los
procesos digestivo de cada organo del tracto gastrointestinal, asi como también
los diferentes factores alimentarios que pudieran afectar la biodisponibilidad y
bioaccesibilidad del proceso digestivo de las proteinas. De igual manera, es
necesario laimplementacion de lineas celular y/o modelos animales para conocer
la actividad y el mecanismo de accion que pudieran presentar estos péptidos en

la biologia de la adipogénesis.
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