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RESUMEN

Introduccion: Los hongos comestibles, en particular Pleurotus ostreatus,
representan una importante fuente de metabolitos bioactivos con propiedades
inmunomoduladoras, antioxidantes y antiinflamatorias. Trabajos recientes han
demostrado que extractos y compuestos purificados a partir de esta seta, entre
ellos, la fraccion rica en fenoles, inhiben el factor nuclear kappa B(NF-kB), la
cicloxigenasa (COX) y modulan cascadas de sefalizacion relacionadas con el
balance redox. De acuerdo con estos antecedentes, dichos compuestos podrian
actuar, ademas, como inhibidores de la enzima 5- lipoxigenasa (5-LOX).
Objetivo: Evaluar el efecto in silico de trece compuestos fendlicos presentes en la
especie Pleurotus ostreatus sobre la enzima 5-LOX, al utilizar como compuesto de

referencia la mangiferina.
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Métodos: El acoplamiento se llevé a cabo a través del programa AutoDock 4.2
(http://autodock.scripps.edu) y la estructura de 5 LOX se obtuvo con la base de
datos de proteinas, PDB (www.wwpdb.org). Se estimaron la energia libre (AG), la
constante de disociacion (Ki) y la eficiencia de ligando (LE). Se obtuvieron los
parametros de similitud a un farmaco y los relacionados con la absorcion,
distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADME/T) de los mejores modelos
de acoplamiento.

Resultados: Los mejores indicadores de AG y Ki, correspondieron a los acidos
homogentisico, clorogénico y gentisico, con valores de AG (-11,81; -12,28 y -11,67
kcal/moL) y Ki (2,19 10%; 9,99 10", 2,79 10° M), respectivamente. La eficiencia
de ligando alcanzo6 valores adecuados para estos tres compuestos fenolicos. El
modelo de acoplamiento del acido homogentisico mostré los mejores resultados
en cuanto a la similitud a un farmaco y pruebas ADME/T.

Conclusiones: El estudio in silico revelo las potencialidades de la fraccion rica en
fenoles de P. ostreatus, y en particular, del acido homogentisico como inhibidor
de la enzima 5 -LOX, y justifica el desarrollo de ensayos confirmativos in vitro/ in
vivo que corroboren sus efectos antioxidantes y antinflamatorios.

Palabras clave: acoplamiento molecular; ADME/T; compuestos fenélicos; in silico

5 lipoxigenasa; Pleurotus ostreatus.

ABSTRACT

Introduction: Edible mushrooms, Pleurotus ostreatus in particular, are an
important source of bioactive metabolites with immunomodulatory, antioxidant
and anti-inflammatory properties. Recent studies have shown that extracts and
compounds purified from this mushroom, among them the phenol-rich fraction,
inhibit nuclear factor kappa B (NF-kB), cyclooxygenase (COX), and modulate
signaling cascades related to redox balance. According to these antecedents, such
compounds could also act as inhibitors of the enzyme 5-lipoxygenase (5-LOX).
Objective: Evaluate the in silico effect of 13 phenolic compounds present in the
species Pleurotus ostreatus on the enzyme 5-LOX using mangiferin as reference

compound.
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Methods: Docking was carried out with the software AutoDock 4.2

(http://autodock.scripps.edu) and the 5-LOX structure was obtained with the

protein database PDB (www.wwpdb.org). Estimation was performed of free energy

(AG), dissociation constant (Kd) and ligand efficiency (LE). Drug-likeness
parameters were obtained, as well as those related to absorption, distribution,
metabolism, excretion and toxicity (ADMET) of the best docking models.

Results: The best AG and Kd indicators were homogentisic, chlorogenic and
gentisic acids, with AG and Kd values of -11.81, -12.28, -11.67 kcal/mol, and 2.19
10-9, 9.99 10-10, 2.79 10-9 M, respectively. Ligand efficiency achieved adequate
values for these three phenolic compounds. The docking model for homogentisic
acid showed the best results in terms of drug likeness and ADMET tests.
Conclusions: The in silico study revealed the potential of the phenol-rich fraction
of P. ostreatus, homogentisic acid in particular, as an enzyme 5-LOX inhibitor, and
justifies the development of confirmatory in vitro / in vivo assays to corroborate
its antioxidant and anti-inflammatory effects.

Keywords: molecular docking; ADMET; phenolic compounds; in silico; 5-

lipoxygenase; Pleurotus ostreatus.

Recibido: 18/03/2020
Aceptado: 10/12/2020

Introduccion

El estrés oxidativo es un fenomeno que esta implicado en muchos procesos
fisiopatologicos, tales como el cancer, enfermedades cardiovasculares,

neurodegenerativas, y diabetes, entre otras.("

En general, el estrés oxidativo y la inflamacion estan estrechamente relacionados.
Como la oxidacién de numerosas moléculas causa daio a las células y tejidos, esto

puede activar la respuesta inflamatoria.? Dicha respuesta es iniciada por la
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oxidacion de acidos grasos poliinsaturados, reaccion catalizada por tres clases de

enzimas: cicloxigenasas, isoformas de la citocromo P450 y lipoxigenasas. )

En particular, la enzima lipoxigenasa convierte los acidos araquidonicos, linoleico
y otros acidos grasos poliinsaturados, en metabolitos biologicamente activos, como

los leucotrienos, los cuales participan en las respuestas inflamatoria e inmune.®

Varios son los estudios en los que se reporta el papel de los leucotrienos en la
mediacion de la respuesta inflamatoria en enfermedades pulmonares.
Actualmente para el caso de la COVID 19, investigadores como Huang®® plantean
que la busqueda de inhibidores del receptor de leucotrienos o antagonistas de la
5-lipoxigenasa como el zileuton, podria aprovecharse como una estrategia
preventiva eficaz e inmediata para mitigar la inflamacion pulmonar excesiva en
pacientes sintomaticos, que pueden desarrollar una enfermedad grave por Covid-
19.

Por esta razon, la inhibicion de la lipoxigenasa es una estrategia potencialmente,
atil en la prevencion de la de enfermedades asociadas a la inflamacion como:

asma, alergia, artritis reumatoide, osteoporosis y aterosclerosis.®

En este sentido, los productos naturales desempenan un significativo papel en la
salud humana, relacionado entre otros aspectos, con la prevencion y tratamiento

de enfermedades inflamatorias.(©

De ahi que, el consumo de alimentos funcionales/nutracéuticos, como las setas
comestibles,”)  con  propiedades antinflamatorias, hepatoprotectoras,
antidiabética y antioxidantes sea una alternativa efectiva para modular estos

procesos. @)
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Los hongos comestibles medicinales, han sido consumidos como un alimento
funcional, al presentar compuestos bioactivos/nutracéuticos como polisacaridos,®

proteinas, 1% compuestos fenodlicos, lectinas,'? terpenos y otros.(13)

Al respecto, se ha demostrado que, los compuestos fendlicos derivados de hongos
-comestibles medicinales, muestran actividad antioxidante en sistemas biologicos,
actuando como inhibidores de radicales libres, descomponedores de peroxido,

inactivadores de metales y secuestradores de oxigeno.('¥

Dentro de las especies pertenecientes al grupo de hongos comestibles medicinales
(Basidiomicetes) se encuentra Pleurotus ostreatus. Dicha especie ocupa el
segundo lugar en cuanto a su cultivo y significacion econdmica, dietética y

medicinal.(®

Estudios recientes refieren su uso en el desarrollo de alimentos funcionales,
farmacos o nutracéuticos de interés para el tratamiento de muchas enfermedades

que en el mundo representan un serio problema de salud.('®

En este contexto, ha sido demostrado en esta especie, el efecto inmunomodulador
y hepatoprotector,(') antioxidante,('®19.20) antitumoral®" y la presencia de

compuestos fenolicos con potencial modulador sobre eventos epigenéticos. ??)

A partir de estos elementos, el presente trabajo estuvo dirigido a realizar una
evaluacion in silico del efecto de compuestos fendlicos de la seta comestible
Pleurotus ostreatus sobre la proteina 5- lipoxigenasa (5-LOX), mediante la
utilizacion del acoplamiento molecular y de la estimacion de parametros de
similitud a un farmaco y de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion/
toxicidad (ADME/T).

La prediccion de la inhibicion o la activacion de determinadas moléculas de interés

farmacologico, frente a compuestos bioactivos presentes en las setas comestibles,
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reviste gran interés como herramienta complementaria a los estudios in vitro/in
vivo y la dilucidacion de los mecanismos de accion. Es por ello nuestro objetivo
evaluar el efecto in silico de trece compuestos fendlicos presentes en la especie
Pleurotus ostreatus sobre la enzima 5-LOX, al utilizar como compuesto de

referencia la mangiferina.

Métodos

Ligandos y estructura de la enzima
Los calculos se realizaron con el cluster del Departamento de Quimica de la
Facultad de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Oriente. Se utilizd

el sistema operativo Linux distribucion Debian 7.0.

Se realizd una seleccion de los compuestos fendlicos encontrados en la
composicion quimica de P. ostreatus, teniendo en cuenta la revision de la
literatura y estudios de nuestro grupo de investigacion.(':22 Al respecto,
investigadores como Palacios,?® reportan en esta especie, la presencia de acido
p-cumarico, acido feldrico, acido galico, acido gentisico, acido p- hidroxibenzoico,
acido homogentisico, mirecitina y acido protocatecuico. Otros investigadores,
refieren, la presencia de acido cinamico,?* acido vanilico,? acido p-

hidroxibenzoico, cafeico, acido siringico y la vanillina.?®

Se empled el programa ChemBioDraw Professional 15.0, Cambridge, USA?” para
generar las estructuras de los compuestos fendlicos (Tabla 1). Por su parte, el
programa, ChemBio3D Ultra 12.0, Cambridge, USA®?”) permiti6 la optimizacion de
la geometria de dichas moléculas, utilizando el método de mecanica molecular
MM2 y MMFF94 (en inglés Merck Molecular Force Field).

En el presente trabajo se utilizo como compuesto de comparacion a la mangiferina

(1,3,6,7-Tetrahydroxyxantona-C2-8-D-glucésido), debido a que posee una
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significativa actividad bioldgica relacionada con la captacion de radicales libres, 2%

asi como la inhibicion del estrés oxidativo??)y la actividad de la enzima 5-LOX. (30

La estructura tridimensional, correspondiente a la difraccion de rayos X del cristal
de la enzima 5 lipoxigenasa, se obtuvo en formato .pdb de la Base de Datos de
Proteinas (PDB, en inglés Protein Data Bank) del Centro Nacional para la
Informacion en Biotecnologia (del inglés, National Center for Biotechnology
Information) (NCBI, USA). (PDB: cdédigo ID/3V99, resolucion (2.252 A°), depositada
por Gilbert."

A través del programa UCSF Chimera version 1.10.227 (California, USA)©3?) se
identificaron todos los residuos que no pertenecian a la proteina y podian interferir

con su centro activo.

Tabla 1 - Formula y estructuras quimicas de los compuestos fendlicos seleccionados para
el estudio de acoplamiento molecular

Compuestos fenoélicos Foérmula Estructura

Acido cafeico CoHgO4

HoO.
HO

AN OH
o
Acido p-cumérico CoHs03 Q/\)‘\"“
o]
\ OH
.
‘OH

O -
o

Catequina C15H140¢

Ho. I o.

Acido ferulico CioH1004 /O:(j/\)L
Quercetina Cy5H1007 u

o

Acido cindmico CoHs0; w
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Acido galico C7H¢Os
Acido homogentisico CsHsOs4
Acido p-hidroxibenzoico C7H¢03
Acido protocatecuico C7He04
Acido clorogénico C16H1809
Acido gentisico C7HeO4
Naringina C27H3,014
*Mangiferina C19H18011

*Compuesto de referencia

Protocolo de acoplamiento molecular
El estudio de acoplamiento molecular se llevo a cabo con los programas AutoDock
4.2 y AutoDockTools 1.5.6, USA,(? y la estructura de 5 LOX se obtuvo con la base
de datos de proteinas, PDB (www.wwpdb.org). La visualizacion 3D de las
interacciones hidrofébicas y por puente de hidrogeno de los complejos, se efectud

por el programa UCSF Chimera version 1.10.227, California, USA.3?

El programa AutoDock requiere de la realizacion de un pre-calculo de los mapas
grid para cada tipo de elemento presente en la macromolécula, ubicando el
ligando alrededor de la region de interés (sitio activo) en la macromolécula. En la
tabla 2 se muestran las coordenadas y tamano de la caja Grid del sitio activo para

la enzima 5- LOX.
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Se utilizo el algoritmo genético Lamarkiano para explorar la mejor conformacion

espacial de los ligandos, con 50 poses por cada ligando.

Tabla 2 - Estructura 3D de la proteina 5-LOX y parametros de la caja Grid

3 Coordenadas ~
PDB ID ] Proteina Espaciado Tamano
(Resolucioén) 5- LOX X Y yA (puntos)
3V99 (2.252 A°),
Metodo de 20,424 | -72,78 | -36,688 0,375 60 x 60 x 60
difraccion de
rayos X

Los parametros fisico- quimicos utilizados en la investigacion fueron AG y Ki. Estos
parametros se relacionan de forma directa. A medida que la energia libre de unién
disminuye, la constante de inhibicion también decrece, lo cual se traduce en una
mayor estabilidad del complejo enzima-ligando. Por otra parte, los cambios de
entalpia (AH) y de entropia (AS), deben ser considerados en la evaluacion de la
energia de union. Dichas relaciones se observan en las ecuaciones 1.1y 1.2, donde
[E], [11y [EI] son las concentraciones de proteina, inhibidor y el complejo proteina-
inhibidor, respectivamente; en tanto, R= 8,314 JmoL/K es la constante universal
de los gases, T=298K es la tempertura y Ka la

)

constante de afinidad.

AG = —RTInK, y
Ecuacion 1.1

Ecuacion 1.2
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Por otro lado, también se tuvo en cuenta el calculo de la eficiencia del ligando
(LE).

La eficiencia del ligando y las propiedades termodinamicas constitutivas de AG (AH
y AS), pueden proporcionar informacion sobre la union de una molécula con su
ligando, que va mas alla de simples comparaciones de potencia inhibitoria. 34

LE se obtiene al dividir la energia libre de unidon de cada molécula entre el nUmero
de atomos (n) no hidrégenos, presentes en la estructura, y se describe, segun la

ecuacion 1.3:

Ecuacion 1.3

Propiedad de similitud a un farmaco y estudios ADME/T
Dentro del estudio de las propiedades de similitud a un farmaco, se encuentra el
cumplimiento por parte de los compuestos estudiados, de las condiciones de la
regla de Lipinski®®>. Esta regla define cinco rangos de parametros fisicoquimicos:
peso molecular < 500, nUmero de enlaces donores de hidrogeno < 5, nUmero de
enlaces aceptores de hidrogeno < 10, lipofilicidad (Log P) < 5 y refractividad molar
entre 40 a 130 A2, Estos parametros se verificaron a través de la metodologia
SwissADME (http://www.swissadme.ch). 3¢

Para la determinacion de los parametros farmacoldgicos y farmacodinamicos
ADME/T (absorcion, distribucion, metabolismo, eliminacion y toxicidad) en los
ligandos que mostraron los mejores modelos de acoplamiento con la enzima de

estudio, se utilizo el programa ADMET lab.G”)

{cc Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



http://www.swissadme.ch/

eCiMED

\F comonaLciencias MEDicAs Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2021;40(5):e678

Resultados

Simulacién de acoplamiento molecular
Segln el analisis realizado en la literatura, los residuos de aminoacidos que se
reportan como activos en la 5-LOX3" son: Tyr-558, Phe-555, Asn-554, His-367, His-
372, lle-406, Ala 410 y Phe-177, que estan rodeados del centro metalico de Fe?'.

Los parametros del acoplamiento molecular de los compuestos fenodlicos
seleccionados de Pleurotus ostreatus y la enzima 5-LOX, se muestran en la tabla
3. Los resultados revelaron que los compuestos fendlicos muestran una buena

afinidad hacia la enzima.

Tabla 3 - Prediccion de la energia libre de union, la constante de inhibicion y la
eficiencia de ligando de compuestos fenoélicos y la enzima 5 LOX

Compuestos fendlicos AG (Kcal/molL) Ki ( M) LE (kcal/mol/atomo no H)
Acido cafeico -11,44 2,08 108 -0,88
Acido p-cumarico -11,50 3,70 10° -0,95
Catequina -11,57 3,29 107 -0,55
Acido ferulico -7,05 6,83 107 -0,50
Quercetina -11,20 6,17 10° -0,51
Acido cindmico -11,37 4,61 10 -1,03
Acido galico -10,72 1,39 108 -0,89
Acido homogentisico -11,81 2,19 10° -0,98
Acido p-hidroxibenzoico -11,25 5,68 10 -1,13
Acido protocatecuico -11,31 5,09 10 -1,03
Acido clorogénico -12,28 9,99 10-10 -0.49
Acido gentisico -11,67 2,79 107 -1,06
Naringina -5,40 1,11 10 -0,13
*Mangiferina -5,26 1,38 104 -0,18

*Compuesto de referencia; en negrita se destacan los mejores valores en el acoplamiento.

Ello esta sustentado en los valores de energia libre de union (AG) y constante de

inhibicion (Ki). Los intervalos de los valores de energia de union estuvieron entre
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-12,28 'y -5,26 kcal/moL y los de la constante de inhibicion de 9,99 10 -'%a 1,38 104
M.

En la tabla 3, se observaron ademas, los valores de Eficiencia de Ligando (LE) de
todos los compuestos fenodlicos evaluados. Los valores se encontraron en un rango

entre -0,13 y -1,13 kcal/moL/atomo no hidrégeno.

Por su parte, los mejores modelos de acoplamiento se presentan en la tabla 4. Se
constata que los compuestos fenodlicos: acido homogentisico, clorogénico y
gentisico, presentaron mejores valores de AG, con cuatro, diez y cinco
interacciones por puente de hidrégeno, respectivamente, mientras que la

mangiferina presento seis.

Tabla 4 - Interacciones observadas entre los mejores modelos de acoplamiento de los
compuestos fendlicos y la proteina 5-LOX

Compuestos PDBID Interacciones tipo Puente-H Interacciones
fenolicos hidrofébicas
Acido 3v99 HIS372[0...HN]; HIS367[OH...NJ; VAL671; LEU607;
homogentisico ASN554[OH...N]; ASN554[O...HN] ALA672
3v99 HIS367[0...HN]; HIS367[0OH...NJ;
Acido clorogénico HIS372[0...HN]; GLN363[OH...0]; | LEU368; VAL671
GLN363[OH...0]; ASN554[OH...0];
ASN554[OH...0]; ASN554[OH...NJ;
ALA672[OH...0]; HIS550[O0...HN]
3v99 ASN554[OH...0]; GLN557[0...HN];
Acido gentisico HIS372[0...HN]; HIS550[0...HN]; | LEU607
ALA672[OH...O]
3v99 HIS372[OH...NJ; HIS367[0..HN]; | VAL671; GLN557;
Mangiferina HIS550[OH...NJ; ALA672[OH...0]; | LEU607; LEU368;
ASN554[OH...0]; ASN554[OH...0] THR364; GLN363

En negrita se destacan los residuos de aminoacidos presentes en el centro activo de la enzima de P. ostreatus, el
compuesto de comparacion y la proteina 5-LOX. A (acido homogentisico), B (acido clorogénico), C (acido gentisico),
D (mangiferina).

En la siguiente figura se muestran las interacciones 3D de estos mejores modelos

de acoplamiento.
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Fig. - Interaccion 3D de los mejores modelos de acoplamiento entre los compuestos
fenolicos, el compuesto de comparacion y la proteina 5-LOX. A (acido homogentisico), B
(acido clorogénico), C (acido gentisico), D (mangiferina).

Propiedades de similitud a un farmaco y estudios ADME/T
La evaluacidon de las cinco reglas de Lipinski en los modelos de acoplamiento
seleccionados para la proteina 5 LOX se muestra en la siguiente tabla. Se observa
que, los ligandos seleccionados mostraron un peso molecular por debajo de 500

g/moL.

En cuanto al nUmero de enlaces donores de hidrégenos, el acido clorogénico y la

mangiferina, presentaron valores de 6 y 8, respectivamente; por lo que estuvieron
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por encima de lo requerido para el parametro (< 5). También la mangiferina,

supero el numero enlaces hidrogenos aceptores (< 10), con un valor de 11.

Por otro lado, los valores de la superficie topologica polar (TPSA, A?) evidencian
que dos de los ligandos (acido homogentisico y acido gentisico), presentaron
valores aceptables de TPSA; en cambio, el acido clorogénico con 164,75 AZ y la
mangiferina con 201, 28 A%, no se comportan de la misma forma, pues sus valores

sobrepasan los establecidos para este parametro.

Por su parte, la refractividad molar, reportdé valores dentro de los limites
establecidos para todos los ligandos seleccionados, entre 40 y 130. Los valores de
la solubilidad Log S, estuvieron entre (-1,62 a -2, 44) (Tabla 5).

Tabla 5 - Parametros estimados de similitud a un farmaco para los compuestos fendlicos
de P. ostreatus con mejores modelos de acoplamiento

COMPUESTOS
Propiedades de similitud a Acido oo . Acido Mangiferin
un farmaco homogentisico | Acido gentisico clorogénico a
Peso molecular (g/mol) 168,15 154,12 354,31 422,34
Log Po/w consenso 0,65 0,74 -0,42 -0,77
Log S -1,66 -2,33 -1,62 -2,44
Numero de enlaces H 4 4 9 1
aceptores
Nimero de enlaces H 3 3 6 8
donores
Refractividad olar 42,03 37,45 83,50 100,70
Regla de Lipinski Si Si Si No
Regla de Ghose Si No No No
Regla de Veber Si Si No No
Regla de Egan Si Si No No
Regla de Muegge No No No No
Puntuacion de la 0,56 0,56 0,11 0,17
biodisponibilidad
TPSA (A2) 77,76 77,76 164,75 201,28
NUmero de enlaces rotables 2 1 5 2
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Los resultados derivados del analisis de ADME/T de la presente investigacion, se
muestran en la tabla 6. La evaluacion permitié determinar las propiedades

farmacodinamicas de los fenoles seleccionados al interactuar con la enzima de
estudio.
Tabla 6 - Resultados de la evaluacion in silico de las propiedades farmacocinéticas y

farmacodinamicas (ADME/T) de los ligandos fendlicos de P. ostreatus con mejores
modelos de acoplamiento y la enzima 5 LOX
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Clase

Absorcion

Distribucion

Metabolismo

Excrecion

Toxicidad

Propiedades

Permeabilidad Caco-
2

Inhibidor Pgp
Sustrato Pgp
Absorcion Intestinal
Humana (HIA)

Unidn proteinas
plasmaticas

Barrera
hematoencefalica
(BBB)

Inhibidor CYP450 1
A2

Sustrato CYP450 1
A2

Inhibidor CYP450 3
A4

Sustrato CYP4503 A4
Inhibidor CYP450 2
c9

Sustrato CYP450 2
c9

Inhibidor CYP450 2
C19

Sustrato CYP450 2
C19

Inhibidor CYP450 D6

Sustrato CYP450 D6
T1/2 (h)

Bloqueadores hERG

Hepatotoxicidad
humana

Mutagenicidad AMES
Sensibilizacion
cutanea

Lesion hepatica
inducida por
farmacos (DILI)

Acido

homogentisico

-5,118

No inhibidor

No sustrato

HIA positivo

35,14%

BBB positivo

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

Sustrato

No inhibidor

Sustrato

No inhibidor

No sustrato

0,49

No
bloqueadores

H -HT negativo

AMES negativo

No sensible

DILI negativo

Acido
gentisico
-5,099

No inhibidor

No sustrato

HIA negativo

36,48%

BBB negativo

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor
No sustrato

No inhibidor

Sustrato

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

No sustrato
0,36

No
bloqueadores
H-HT
negativo
AMES
negativo

No sensible

DILI negativo

Acido
clorogénico

-6,58*

No inhibidor

No sustrato

HIA negativo

50,68 %

BBB positivo

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

Sustrato

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

No sustrato

0,44
No
bloqueadores
H- HT
positivo

AMES
negativo

No sensible

DILI negativo

Mangiferina

-6,512*

No inhibidor

No sustrato

HIA negativo

67,43 %

BBB positivo

No inhibidor
No sustrato
No inhibidor
No sustrato
No inhibidor
No sustrato
No inhibidor

No sustrato

No inhibidor

No sustrato

1,26
No
bloqueadores
H-HT
negativo
AMES
positivo

No sensible

DILI positivo
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Dosis diarias FDAMDD FDAMDD FDAMDD FDAMDD
maximas positivo positivo negativo positivo
recomendadas
(FDAMDD)
Discusion

La 5 lipoxigenasa (5-LOX), es una enzima clave que cataliza el primer paso de la
biosintesis de leucotrienos. Los inhibidores especificos de la 5- lipoxigenasa,
pueden ser considerados como potenciales farmacos para varias enfermedades

relacionadas con patologias inflamatorias. 38

Los resultados del presente trabajo, mostraron que los fenoles derivados de la seta
P. ostreatus, de manera general se acoplaron satisfactoriamente con la enzima 5-

LOX, teniendo una adecuada interaccion con los residuos del sitio activo.

Cabe senalar que los fenoles - acido homogentisico, clorogénico y gentisico -
presentan una gran variedad de interacciones por puente de hidrégeno, siendo
comunes tres residuos de aminoacidos reportados en el sitio activo de la proteina
(Asn-554, His-367 y His-372). El acido clorogénico, en particular, presento una Ki
muy pequefna, lo que sugiere un mejor acoplamiento con el sitio activo de la

enzima como se mostro en la tabla 3.

En estudios realizados por Lee,?? se observo que cuatro especies de la familia
Hymenochatacea, una especie de la familia Tricholomatacea y dos especies de
Boletaceae, mostraron potentes actividades de inhibicion en mas de un 50 % hacia
la lipoxigenasa. Especificamente Collybiama culata, Tylopilus neofelleus,
Strobilomyces confusus, Phellinus gilvus, P. linteus, P. baumii e Inonotus mikadoi,
a una concentracion de 100 pg/mL, alcanzaron actividades inhibitorias de la
lipoxigenasa en porcientos de 73,3; 51,6; 52,4; 66,7; 59,5; 100 y 85,2,

respectivamente.
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Los valores en cuanto a los parametros fisicos- quimico evaluados en los acidos
homogentisico y gentisico, resultaron promisorios para estudios futuros en cuanto
a su potencial actividad farmacoldgica. De manera general, la potencial actividad
inhibitoria 5- LOX de los compuestos fenolicos estudiados, podria estar relacionada
con la disminucion de la peroxidacion lipidica y menores valores de
malonildialdehido (MDA) detectados en modelos in vitro de membrana de

eritrocitos, donde se han evaluado extractos acuosos de P. ostreatus.('®

En el presente estudio, se compararon, ademas, los resultados de los mejores
modelos de acoplamiento entre los fenoles de Pleurotus ostreatus y la enzima de
estudio, respecto a los valores obtenidos con el compuesto de referencia

(mangiferina).

La farmacologia de la mangiferina ha ganado gran atencién debido a su funcion
protectora contra el dano oxidativo a diversos tejidos. Se ha demostrado, que la
mangiferina reduce la expresion de varios mediadores inflamatorios. Las
propiedades antioxidantes de esta sustancia también pueden contribuir a su
actividad antiinflamatoria y a su efecto hepatoprotector.“® La mangiferina puede
inhibir citoquinas inflamatorias, como el TNFa, la produccion de éxido nitrico y la
expresion de NFkB, tanto en modelos in vitro como in vivo.“*" Ademas, modula
diversos factores de transcripcion, incluyendo NFkB y Nrf-2, y la expresion multiple

de cascadas de senalizacion proinflamatoria.

Se ha postulado que el enlace C-glucosilo y los grupos hidroxilo en la mangiferina,

contribuyen significativamente a su actividad de eliminacion de radicales libres.“?

Por otra parte, segun los valores definidos por Hopkins,*3 la eficiencia del ligando
(LE), (excelentes LE > -0,4, buenos LE > -0,3 y malos LE < -0,2), se observo que en
el caso de los mejores modelos del acoplamiento entre los compuestos fenolicos y

la proteina 5-LOX, los acidos homogentisico, clorogénico y gentisico (Tabla 3),
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presentaron valores de LE excelente. Estos resultados brindan informacion de la

fortaleza de la union entre los ligandos y la enzima.

Por otro lado, al analizar los mejores modelos de acoplamiento de los compuestos
fenolicos con la proteina 5-LOX, se constatdé que el acido clorogénico mostro
valores que indicaron una fortaleza de union mayor. Esto puede estar basado en la
existencia de diez interacciones por puente de hidrégeno y dos electrostaticas con

el Fe?*, que se encuentran mas cerca del sitio activo de la proteina.

Los acidos homogentisico, clorogénico y gentisico presentaron varias interacciones
por puente de hidrogeno. Fueron los mas comunes los tres residuos de aminoacidos
reportados como activos (Asn-554, His-367 y His-372) como se pudo observar (Tabla
4).

En la tabla 5, evidenciamos que todos los ligandos de los mejores modelos de
acoplamiento con la enzima evaluada, tuvieron valores < 10, lo cual puede suponer

una mayor flexibilidad conformacional.

Por otro lado, los valores de la superficie topolodgica polar (TPSA) fueron elevados
en dos de los compuestos: acido clorogénico y el compuesto de referencia, la

mangiferina, lo cual afectaria la disponibilidad de absorcion de los mismos.

El nUmero de enlaces donores de hidrogenos (< 5), enlaces aceptores de hidrogenos
(2 10) y la refractividad molar mas baja fue apreciada en dos de los compuestos:
acido homogentisico y acido clorogénico. Los resultados reflejaron que el acido
homogentisico fue el ligando en el que se verificaron casi todas las reglas
evaluadas: Lipinski, Veber, Ghose y Egan, por lo que pudiera ser un candidato para

evaluaciones farmacoldgicas futuras.

Con respecto a la utilizacion de los parametros ADME/T (absorcion, distribucion,

metabolismo, excrecion y toxicidad), existen numerosos factores que influyen en
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la biodisponibilidad de los farmacos; estos pueden ser fisicoquimicos y bioldgicos.
Los fisicoquimicos comprenden las propiedades intrinsecas del farmaco, como pKa,
tamafno molecular, lipofilicidad y solubilidad; por su parte, los biolégicos incluyen
la permeabilidad de la membrana gastrica e intestinal, tiempo de transito, pH de

la luz y tasa de flujo sanguineo de la mucosa, entre otros.“4

En este sentido, la prueba de la permeabilidad en células Caco-2 es una medida
indirecta de la absorcion intestinal humana. De manera que permitiria predecir si
la absorcion intestinal y el metabolismo podrian reducir la disponibilidad de un

farmaco o molécula en el organismo.*)

Los parametros de absorcion reflejaron que, los mejores valores de permeabilidad
con las células Caco 2, fueron para los compuestos acido clorogénico y
mangiferina, al encontrarse por encima del valor reportado en la literatura (> -
5,15). Al respecto, Llaurado y otros,“®) evaluaron el efecto antitumoral selectivo
de varios extractos de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp, con diferentes
polaridades, en el crecimiento de diferentes lineas celulares tumorales (U937, N2A
y células tumorales Caco2, comparadas con células Vero), lo cual es una evidencia
experimental de la permeabilidad in vitro de las células Caco 2 frente a estos
preparados en cuya composicion estan presentes los compuestos fenolicos (138
mg/ 100 g).

Todos los compuestos evaluados resultaron no inhibidores y no sustrato de la
glicoproteina P, una proteina transportadora de membrana asociada al fenémeno

de resistencia a multiples farmacos.

La absorcion intestinal o HIA (por sus siglas en inglés) en cierta medida podria ser
un indicador alternativo para la biodisponibilidad oral y, por lo tanto, también
desempena un papel importante en la evaluacion preclinica de medicamentos. En

este sentido, solo el acido homogentisico, resulto positivo a este marcador.

{cc Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

\F comonaLciencias MEDicAs Revista Cubana de Investigaciones Biomédicas. 2021;40(5):e678

Con respecto a la distribucion, los porcentajes de unidn a proteinas plasmaticas
estuvieron por debajo del 90 % en todos los ligandos, mientras que tres de los
compuestos (acido homogentisico, acido clorogénico y la mangiferina), resultaron
positivos en cuanto a la barrera hematoencefalica. Es conocido que, cuanto menos
unido esté un farmaco a las proteinas plasmaticas, mas facilmente podra atravesar
las membranas celulares o difundirse, lo que puede condicionar la distribucion y

eliminacion del mismo.

Por otro lado, el metabolismo, mostréo que, ninguno de los ligandos, incluido el
compuesto de referencia, la mangiferina, fueron inhibidores de las isoformas de la
enzima CYP450. Sin embargo, el acido homogentisico resulto ser sustrato de dos
de ellas (CYP450 2C9 y CYP450 2C19). El acido gentisico, fue sustrato de la CYP450
C9 y el acido clorogénico de la CYP450 3 A4.

Con respecto a la toxicidad, ninguno de los compuestos, resultaron bloqueadores
de los canales hERG. Solo el acido clorogénico mostré ser positivo a la posible
hepatotoxicidad humana. En este sentido, estudios realizados por Llaurado,"”)
refirieron el restablecimiento de la funcién hepatica en ratones BALB/C
malnutridos y administrados por via oral con un extracto crudo de cuerpos
fructiferos de Pleurotus ostreatus. En dicho estudio in vivo no se evidenciaron

manifestaciones de hepatotoxicidad.

Dichos investigadores constataron en el perfil de HPLC, la presencia de compuestos
fenolicos, especificamente el acido homogentisico. Este tipo de fenol se reporta
como un buen candidato para la captacion del radical 1- hidroxietil, y atil en la

proteccion del higado después del consumo de etanol. "

Ninguno de los compuestos causo sensibilizacion cutanea y la mayoria, excepto el

acido clorogénico, pueden ser recomendados para una dosis maxima diaria.
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Si bien los parametros a considerar dentro de los estudios de toxicidad son
variados, lo mas importante es que los resultados apunten a un farmaco o producto

que sea seguro desde el punto de vista de su aplicacion.

Muchos agentes terapéuticos potenciales pueden no tener éxito en los ensayos
clinicos debido a que sus parametros ADME/T (absorcién, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad) no son favorables, ademas de no verificarse
sus indicadores de similitud a un farmaco. De ahi que los estudios in silico
constituyan herramientas Utiles para futuros ensayos in vitro/ in vivo, asi como

para la realizacion de ensayos clinicos.

Conclusiones
El estudio predictivo in silico del acoplamiento molecular, las propiedades de
similitud a un farmaco y las propiedades farmacodinamicas (ADME/T) revelaron las
potencialidades de la fraccion rica en fenoles de Pleurotus ostreatus, y en
particular, del acido homogentisico, como inhibidor de la enzima 5-LOX. Ello
justifica el desarrollo de estudios confirmativos in vitro/ in vivo que corroboren

sus efectos antioxidantes y antinflamatorios.
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