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RESUMEN

Pleurotus ostreatus es una de las especies de hongos comestibles-medicinales mas
consumidos en el mundo, no solo por su alto valor nutritivo, sino por la presencia de
metabolitos de importancia farmacologica. En el presente trabajo se emple6 un extracto
acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de P. ostreatus. Se explor6 el
contenido fendlico a través de un tamizaje fitoquimico, espectro de absorcién UV-visible
y por HPLC, asi como se determiné el contenido de fenoles totales, flavonoides, acido
ascorbico y la actividad antioxidante mediante los ensayos de captacién del DPPHe,
estimacion del poder reductor e inhibicion de la peroxidacion lipidica en homogenatos
de higado y cerebro de raton. Por otro lado, también se realiz6 la evaluacion in silico de
fenoles con la proteina CYP2E1l. Los resultados mostraron que el procedimiento
empleado mediante tratamiento térmico, favorecié la liberacion de compuestos
fendlicos. En general, el contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y acido
ascorbico fue de 106+0,04mg/100g, 2,8+0,92mg/100g y 10,29+1,6mg/100g,
respectivamente. El extracto acuoso, ademéas mostré actividad antioxidante in vitro a
través de los ensayos realizados, pudiendo estar asociada a la presencia de
compuestos fendlicos. El acoplamiento molecular arrojé parametros quimico-fisicos de
AG y Ki, en un rango entre -8,05 a -10,39 kcal/mol y 1,26E-8 a 355,69E-10 M,
respectivamente. Los fenoles con mejores resultados fueron los acidos cafeico, ferulico,
homogentisico, p-hidroxibenzoico y protocatecuico. Las evidencias obtenidas en el
trabajo, sugieren que el extracto acuoso de Pleurotus ostreatus presenta potencial
efecto antioxidante, pudiendo ser utilizado en futuras evaluaciones preclinicas y
clinicas.

Palabras clave: actividad antioxidante, acoplamiento molecular, fenoles, Pleurotus
ostreatus,



ABSTRACT

Pleurotus ostreatus is one of the most consumed edible-medicinal mushroom species in
the world, not only for its high nutritional value, but also for the presence of metabolites
of pharmacological importance. In the present work an aqueous extract at high
temperatures of fruiting bodies of P. ostreatus was used. The phenolic content was
explored through a phytochemical screening, UV-visible absorption spectrum and by
HPLC, as well as the content of total phenols, flavonoids, ascorbic acid and antioxidant
activity was determined through assays of scavenging of DPPHs, estimation of the
reducing power and inhibition of lipid peroxidation in liver and mouse brain
homogenates. On the other hand, the in silico evaluation of phenols with the CYP2E1
protein was also carried out. The results showed that the procedure used by heat
treatment favored the release of phenolic compounds. In general, the content of
phenolic compounds, flavonoids and ascorbic acid was 106+0.04mg/100g, 2.8 *
0.92mg/100g and 10.29 + 1.6mg/100g, respectively. The aqueous extract also showed
antioxidant activity in vitro through the tests performed, and may be associated with the
presence of phenolic compounds. The molecular coupling yielded chemical-physical
parameters of AG and Ki, in a range between -8.05 to -10.39 kcal/mol and 1.26E-8 to
355.69E-10 M, respectively. The phenols with the best results were caffeic, ferulic,
homogentisic, p-hydroxybenzoic and protocatechic acids. The evidence obtained at
work suggests that the aqueous extract of Pleurotus ostreatus has a potential
antioxidant effect, and can be used in future preclinical and clinical evaluations.

Keywords: antioxidant activity, molecular coupling, phenols, Pleurotus ostreatus,
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Glosario de términos

ERO: Especies reactivas del oxigeno
GABA: Acido y-aminobutirico

ADN: Acido desoxiribonucleotido

RL: Radical libre

H20:2: Peroxido de hidrégeno
CYP-450: Citocromo P-450

MDA: Malondialdehido

DPPHe-: Radical 2,2 difenil -1-
picrilhidrazilo

Ala: Alanina

Arg: Arginina

Asn: Asparagina
Asp: Acido aspartico
Cys: Cisteina

GIn: Glutamina

Glu: Acido glutamico
Gly: Glicina

His: Histidina

lle: Isoleucina

Leu: Leucina

Lys: Lisina

Met: Metionina

Phe: Fenilalanina
Pro: Prolina

Ser: Serina

Thr: Treonina

Trp: Triptéfano

Tyr: Tirosina

Val: Valina

TBARS: Sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico

TBA: Acido tiobarbittrico
POL.: Peroxidacion lipidica
AG: Energia libre de union

Ki: Constante de inhibicién



Introduccion

Los hongos comestibles son conocidos por su alto valor proteico, su contenido de
vitaminas, minerales, fibra dietética, bajos niveles de sodio y grasas insaturadas
(Maftoun y col., 2015; Piska y col., 2017; Muszynska y col., 2018). Esto los convierte en
un excelente nutracéutico, ya que sus propiedades medicinales estan directamente
relacionadas con su contenido de compuestos bioactivos con potencial terapéutico
(Deepalakshmi y Mirunalini, 2014).

Numerosas propiedades medicinales han sido atribuidas a los hongos comestibles, al
demostrarse que los mismos poseen efectos antitumorales, antioxidantes,
antiinflamatorios, antivirales, inmunomoduladores, entre otros (Shamtsyan, 2016;
Rathore y col., 2017).

Pleurotus sp. es uno de los géneros de hongos comestibles mas popularmente
cultivados y consumidos a nivel mundial (Royse y Sanchez, 2017). Destacan sus
efectos antioxidante, antitumoral e inmunomodulador, los cuales se describen en
extractos crudos y en compuestos obtenidos, tanto del micelio como de los cuerpos
fructiferos (Chang y Buswell, 2010; Morris y col., 2017). En este sentido, los hongos
comestibles medicinales son considerados como alimentos funcionales y pueden ser
consumidos para prevenir y tratar numerosas enfermedades crénicas, como el cancer,
la diabetes mellitus y los desérdenes neurodegenerativos (Patel y col., 2012; Yahaya y
col., 2014).

Actualmente, la capacidad antioxidante de los alimentos esta cobrando cada vez mayor
importancia como medio para combatir el estrés oxidativo. El metabolismo celular
produce de manera natural especies reactivas del oxigeno; cuando el mecanismo
antioxidante no es capaz de detoxificar un exceso de estas especies, el resultado es el
estrés oxidativo (Sanchez y Méndez, 2013; Patlevi€ y col., 2016). Incrementar la ingesta
de antioxidantes ayudaria a proteger al organismo de los radicales libres y retrasaria el
progreso de numerosas enfermedades crénicas. Existe una gran variedad de alimentos
ricos en compuestos con reconocida actividad antioxidante, entre ellos, los hongos
comestibles (Palacios y col., 2011).

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los metabolitos secundarios antioxidantes
mas potentes presentes en los hongos comestibles-medicinales, evidenciada en las
propiedades de inhibicion de la peroxidacion lipidica (POL), el secuestro de los
radicales DPPHe+ y el poder reductor (Jayakumar y col., 2011). Ademas, pueden
interactuar con proteinas involucradas en la cascada redox, pues de manera general,
los compuestos bioactivos de los hongos, actian sinérgicamente con los receptores de
las membranas celulares para activar diversos eventos de sefializacién que conducen a
una alta eficiencia y especificidad farmacolégica (Muszynska y col., 2013).

Resultando importante evaluar las interacciones de los fenoles con determinadas
proteinas de interés, a través de enfoques que permitan ahorrar tiempo y recursos
materiales, con resultados efectivos y seguros. Para ello, se presenta el acoplamiento
molecular, el cual es utilizado frecuentemente para predecir la orientacion de los
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enlaces de farmacos o sustancias candidatos con sus proteinas blancos, en aras de
pronosticar la afinidad y actividad de la molécula. De ahi que el acoplamiento molecular
juegue un rol importante en el disefio de farmacos (Abagyan y Totrov, 2001).

Al respecto, el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), de la Universidad
de Oriente ha desarrollado estudios in vitro e in vivo sobre determinadas actividades
biologicas de la especie Pleurotus ostreatus (inmunomoduladora y antitumoral), sin
embargo, no se han confirmado aun las estructuras quimicas de los compuestos
presentes en esta seta, ni se han completado los estudios de su potencial actividad
bioldgica. En nuestro grupo de investigacion en la actualidad, se necesitan evidencias
experimentales que fundamenten la potencial actividad antioxidante de esta seta, como
candidato futuro para el disefio de suplementos nutricionales y/o alimentos funcionales,
tiles en las industrias médico-farmacéutica y alimentaria. Tomando en consideracion
estos elementos, la presente investigacion pretende abordar el siguiente problema de
investigacion: Necesidad de evaluar a través de métodos in vitro e in silico, las
propiedades antioxidantes de un extracto de la seta comestible Pleurotus ostreatus,
para sustentar sus potenciales efectos farmacolégicos.

Hipotesis

Si los hongos comestibles-medicinales poseen actividad farmacolégica, entonces es
posible que un extracto acuoso de la seta Pleurotus ostreatus presente actividad
antioxidante potencial en ensayos in vitro e in silico.

Objetivo: Evaluar a través de métodos in vitro e in silico, las propiedades antioxidantes
de un extracto acuoso obtenido de Pleurotus ostreatus.

Objetivos especificos:

- Explorar en el extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de
Pleurotus ostreatus, la presencia de compuestos fendlicos, a través de tamizaje
fitoquimico, espectro de absorcion UV-visible y la composicién individual de los mismos
por HPLC.

- Determinar fenoles totales, flavonoides y acido ascérbico en el extracto acuoso a altas
temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus.

- Determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto acuoso de cuerpos fructiferos
de Pleurotus ostreatus a través de los ensayos de captacion del radical DPPHe,
estimacion del poder reductor e inhibicion de la peroxidacion lipidica en homogenatos
de higado y cerebro de raton.

- Evaluacién in silico de compuestos fendlicos de Pleurotus ostreatus con la proteina
CYP2EL.



Capitulo 1. Revision bibliografica
1.1- Hongos basidiomicetos. Generalidades del género Pleurotus

Los hongos basidiomicetos engloban aproximadamente un tercio de las especies de
hongos (alrededor de 30.000 especies) (Kirk y col., 2008), son un grupo muy importante
entre los hongos, pues tienen esencial participacion en la naturaleza por la versatilidad
de especies que lo constituyen dentro de ellos las especies comestibles.

Los hongos comestibles son ampliamente consumidos en el mundo hace miles de afios
por su excelente sabor, aroma y textura, el conocimiento de sus propiedades
nutricionales, funcionales y medicinales data de cientos de afos. Dentro de ellos
encontramos uno los hongos comestibles mas consumidos en el mundo, que
comprende cerca del 40% de la produccién y consumo mundial el Pleurotus ostreatus
(hongo seta u ostra) (Deepalakshmi y Mirunalini, 2014).

El género Pleurotus (Basidiomycota, Agaricales) fue definido por Paul Kummer en 1871.
Es un grupo cosmopolita de hongos con alto valor nutritivo y numerosas propiedades
terapéuticas, ademas de ofrecer una amplia gama de aplicaciones biotecnoldgicas y
ambientales (Knop y col., 2015). Estos basidiomicetos comestibles se encuentran entre
los mas populares en todo el mundo, no solo por su elevado potencial productivo
(Fernandes y col., 2015), como consecuencia de su corto ciclo de vida, la variabilidad
de sustratos en los cuales puede crecer que incluyen desechos agricolas e industriales,
la baja demanda de recursos y tecnologia que requiere, sino también por sus
propiedades nutricionales, organolépticas y medicinales que los convierte en hongos
nutracéuticos (Deepalakshmiy Mirunalini, 2014).

El resurgimiento del interés en los productos naturales para el tratamiento de varios
desordenes fisiolégicos ha potenciado el estudio de los hongos comestibles. En este
sentido, el reconocimiento de numerosos compuestos modificadores de la respuesta
biol6gica en las setas comestibles, conllevd a que fuese acufiado el término de setas
nutricéuticas o nutracéuticas. Dicho término incluye extractos refinados o
parcialmente refinados del micelio o cuerpos fructiferos de hongos comestibles, que se
consumen como suplemento dietético y no como un alimento y poseen un alto valor
terapéutico (Chang y Buswell, 2010).

A su vez, han clasificado al género Pleurotus dentro del grupo de los alimentos
funcionales, producto al aislamiento y caracterizacion de numerosos compuestos
bioactivos (Patel y col., 2012a; Yahaya y col., 2014). Los investigadores Morris y col.,
2017 destacan que los productos con propiedades medicinales derivados de hongos se
obtienen del cuerpo fructifero entre el 80% - 85% y solo el 15% de extractos del micelio.

Estas moléculas bioactivas incluyen polisacaridos (R-glucanos), enzimas, policétidos,
acidos grasos, polifenoles, esteroides, flavonoides, terpenoides, lectinas, alcaloides,
entre otros (Deepalakshmi y Mirunalini, 2014). La presencia de estos ha demostrado las
propiedades medicinales que presentan como inmunomoduladores, la prevencion y/o
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, antihipertensivas, el cancer, exhiben

3



ademas propiedades antifungicas, antiinflamatorias, antivirales, antibacterianas,
antitumorales, hepatoprotectora, hipoglucémica, hipolipidémica, entre otras
(Shamtsyan, 2016; Rathore y col., 2017).

1.2- Clasificacion taxondémica e importancia del cultivo de Pleurotus sp.

La palabra Pleurotus deriva del griego "pleuro”, que significa formado lateralmente o
en posicion lateral, refiriéndose a la posicion del estipite respecto al pileo
(Magdaleno, 2014).

Pleurotus ostreatus se encuentra clasificado taxondmicamente de la siguiente manera
(Quevedo, 2016):

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Clase: Basidiomycetes

Orden: Agaricales

Familia: Pleurotaceae

Género: Pleurotus

El género Pleurotus pertenece al grupo de las setas comestibles. La palabra
ostreatus en latin quiere decir en forma de ostra, y en este caso se refiere a la
morfologia de sus cuerpos fructiferos, recibiendo también la denominacion de hongo
ostra u orellana (Pineda, 2014).

Los hongos del género Pleurotus son sapréfitos degradan la madera contribuyendo de
esta manera al reciclaje de nutrientes. Se consideran de pudricion blanca por degradar
materiales ricos en lignina, celulosa y hemicelulosa. Las especies de Pleurotus se
adaptan con relativa facilidad a una gran cantidad de sustratos lignocelulésicos, y su
capacidad para degradarlos esta en funcion de la diversidad de enzimas que producen,
principalmente hidrolasas que degradan la celulosa y la hemicelulosa, vy
oxidoreductasas que degradan la lignina (Royse y Sanchez, 2017).

La produccion comercial de Pleurotus sp. se ha desarrollado gracias a que su cultivo
es relativamente facil pues no requiere de grandes insumos y el costo es bajo, alto
grado de adaptabilidad al soportar un amplio rango de temperaturas y versatilidad
para diferentes tipos de sustratos constituidos por residuos agricolas y desechos
agroindustriales como el bagazo de cafa, rastrojos, pajas de cereales, pulpa y
cascarilla de café, aserrin de madera, fibras de coco, entre otros, que obtienen un valor
importante al ser utilizados en el cultivo de estos hongos. Ademas, las enzimas
obtenidas durante la transformacion de los residuos se han utilizado para diversos
procesos, como la obtencion de biofertilizantes, biopesticidas, etanol, saborizantes,
metabolitos secundarios, biorremediacion, entre otros (Mata y col., 2017).

Pleurotus sp. es uno de los grupos mas importantes de hongos comestibles cultivados
comercialmente, con una produccién estimada de 6.46 X 10° Kg que los posiciona en
el segundo lugar a nivel mundial después de Lentinula edodes “shiitake” (Royse y col.,
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2017). El 99% de la produccion de Pleurotus se concentra en el continente asiatico,
especialmente en China. En Latinoamérica, la produccion comercial se genera
mayoritariamente en Brasil, México, Colombia, Argentina y Guatemala (Royse y
Sanchez, 2017).

Existen descritas alrededor de 70 especies de Pleurotus, dentro de estas son
cultivadas comercialmente debido a su elevado valor econébmico y sus propiedades
nutracéuticas P. sajor-caju, P. florida, P. eryngii, P. tuber regium, P. pulmonarius, P.
djamor, P. cystidiosus, P. cornucopiae y P. ostreatus. (Pérez-Martinez y col., 2015;
Knop y col., 2015; Bellitini y col., 2019).

1.3- Propiedades nutricionales y medicinales de Pleurotus sp.
1.3.1- Propiedades nutricionales

Pleurotus sp. presenta propiedades nutricionales muy apreciadas, destacada por el bajo
aporte calérico (1 510 kJ kg™) y elevado contenido de agua (80%-90%). Alto contenido
de proteinas vy fibra dietética, bajo aporte graso predominando las grasas insaturadas.
Son fuente importante de vitaminas, minerales y bajos niveles de sodio convirtiéndose
en un excelente nutracéutico (Valverde y col., 2015).

Tradicionalmente las investigaciones cientificas se han centrado en las propiedades
nutricionales de los hongos. En la Ultima década, estd cobrando méas importancia el
estudio de los compuestos biolégicamente activos pues han demostrado que son los
responsables de las propiedades medicinales que poseen los hongos. La concentracion
de éstos compuestos bioactivos dependera de la variedad, composicion del sustrato,
condiciones del cultivo, almacenamiento y procesamiento de los hongos (Rathatore y
col., 2017).

Existe un elevado numero de reportes relacionados con la composicién de Pleurotus
ostreatus segun las investigaciones de Carrasco-Gonzalez y col., 2017 presenta entre
un 7,3 - 53,3 g/100g de peso seco (DW) de proteinas, carbohidratos entre 13,1 — 85,8
g/100g DW, lipidos 0,5 - 7,6 g/100g DW, fibra cruda 7,6 — 15,0 g/100g DW y minerales
4 -10g/100g DW.

Pleurotus es una fuente importante de proteinas, presenta todos los aminoacidos
esenciales, destaca la riqueza de arginina, alanina, acido aspartico y acido glutamico,
asi como del acido y-aminobutirico (GABA) y la ornitina (Deepalakshmi y Mirunalini,
2014), ademas la presencia de lisina y leucina no presente en la mayoria de los
cereales consumidos por el hombre (Maftoun y col., 2015). Especie rica en
polisacaridos con un 57% y un 14% de fibra dietética (Maftoun y col., 2015), dentro de
estos los B-D-glucanos son considerados compuestos bioactivos con actividad
antitumoral e inmunomoduladora (Oloke y Adebayo, 2015), encontrandose el “pleuran”
gue destaca por sus propiedades inmunomoduladoras, antioxidantes vy
anticancerigenas (Devi y col., 2015). Contiene bajos niveles de grasas, predominando
los acidos grasos insaturados que incluyen el 40% de acido oleico y 55% de &acido
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linoleico, con accion hipocolesterolémica (Maftoun y col., 2015; Piska y col., 2017).
Presentan bajos niveles de colesterol, importante para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares (Piska y col., 2017).

Reservorio importante de vitaminas, principalmente del grupo B (B1, B2, B12), vitamina
Dy C (Corréa y col., 2016). Elevado contenido de minerales como el potasio, fésforo,
calcio, hierro, cobre, cinc, magnesio y selenio, esenciales para la sintesis proteica y
como cofactores enzimaticos. Relativamente menor contenido de sodio constituyendo
una opcion para el control de la presién arterial (Piska y col., 2017; Muszynska y col.,
2018).

1.3.2- Propiedades medicinales

Se le han atribuido numerosas propiedades medicinales a Pleurotus sp. constituyendo
una fuente importante de compuestos bioactivos con propiedades anticancerigena,
antihipertensiva, antiinflamatoria, antimicrobiana, antinociceptiva, antioxidante, antiviral,
hipolipidémica, inmunomoduladora, entre otras. Estos compuestos incluyen
polisacaridos, péptidos, proteinas, triterpenos, policétidos, nucleétidos (Deepalakshmi y
Mirunalini, 2014; Ustiin y col., 2018).

Con respecto a la actividad anticancerigena se han descrito diversos extractos de
Pleurotus sp. cuyo efecto es contrarrestar el crecimiento y/o proliferacion de diferentes
células cancerigenas, por ejemplo, triterpenoides obtenidos de extractos de P. eryngii
inhibieron el crecimiento de células tumorales mamarias MCF-7 (Xue y col., 2015); el
pleuroton B (sesquiterpenoide) aislado de P. cystidiosus induce la apoptosis en las
lineas celulares prostaticas humanas DU-145 y C42B (Zheng y col., 2015). Asimismo,
nanoparticulas obtenidas de extractos de P. djamour mostraron efecto antiproliferativo
en células de carcinoma de préstata, al disminuir la sintesis de ADN e inducir la
apoptosis (Raman y col., 2015).

El potencial antihipertensivo se ha analizado en extractos de P. cystidiosus, P.
eryngii, P. flabellatus, P. florida y P. sajor-caju que muestran una elevada inhibicion de
la enzima convertidora de la angiotensina | en ratas (Abdullah y col., 2012), asimismo
los extractos de P. ostreatus redujeron significativamente la presion intraocular en ratas
(Ebigwai y col., 2012).

La actividad antiinflamatoria se ha observado en estudios tanto in vivo como in vitro.
Extractos de P. ostreatus redujeron la produccion del factor de necrosis tumoral alfa en
macrofagos del modelo murino RAW264.7 (Gunawardena y col.,, 2014); asimismo
extractos de P. sajor-caju administrado a ratas por via oral disminuyo
significativamente el edema plantar reduciendo asi la inflamacién crénica (Patel y col.,
2012b). Numerosas especies de Pleurotus exhiben propiedades analgésicas,
aislandose glucanos de P. ostreatus, P. pulmonarius, P. eryngii y P. djamor con potente
actividad antiinflamatoria y antinociceptiva en ratones (Glamoclija y Sokovic, 2017).



Con respecto a la actividad antimicrobiana y antiviral se han reportado extractos de
P. ostreatus, P. sajor-caju, P. eryngii y P. citrinopileatus que mostraron marcada
actividad antibacteriana y antifungica (Gogavekar y col., 2014), polisacaridos aislados
de P. eryngii inhibieron el crecimiento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes (Li y Shah, 2014). La pleuromutilina, aislada de P. mutilis, es
un metabolito con marcada accién antibidtica contra infecciones micoplasmaticas,
empleado en la produccion de medicamentos (Sun y col., 2017). Ademas, el peroxido
de ergosterol aislado de P. ostreatus mostré un efecto antiparasitario contra
Entamoeba histolytica (Meza-Menchaca y col., 2015). Ademas, extractos vy
polisacéaridos aislados de P. ostreatus y P. pulmonarius mostraron actividad contra el
virus del herpes simple tipo 2; la ubiquitina aislada de P. ostreatus inhibio la actividad
del virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1) (Teplyakova y Kosogova, 2015),
lectinas aisladas de P. citrinopileatus mostraron un potente efecto contra la actividad de
la VIH-1 transcriptasa inversa (Hassan y col., 2015), asi como lectinas aisladas de
cuerpos fructiferos de P. ostreatus son empleadas como adyuvantes en vacunas de
ADN contra la hepatitis B (Pérez-Martinez y col., 2015).

En cuanto a la actividad hipoglucémica y hipolipidémica polisacaridos aislados de P.
tuber-regium administrados por via oral a ratas diabéticas restauraron el perfil lipidico y
los niveles séricos de glucosa e insulina (Huang y col., 2014). Los investigadores.
Kanagasabapathy y col. 2014 mostraron resultados de actividad lipolitica de extractos
de P. sajor-caju empleando la linea celular de adipocitos 3T3-L1; igualmente
alimentaron ratas obesas con extractos de B-glucanos de P. sajor-caju obteniendo una
disminucién en el peso, en los niveles de triglicéridos en suero y en las enzimas
hepaticas. El investigador Shamtsyan, 2016 sugiere incluir los extractos etandlicos de
P. ostreatus dentro de las preparaciones terapéuticos para el control de la diabetes
mellitus. La especie Pleurotus es reportada como una de las mayores productoras de
estatinas de origen fangico, para la produccion de medicamentos, que no producen
efectos secundarios, para el tratamiento de pacientes con arterioesclerosis,
hipercolesterolemia y problemas cardiovasculares (Caglarirmak, 2011).

La actividad antioxidante de los hongos comestibles se ha asociado con la presencia
de compuestos bioactivos como la ergotionina, el acido galico y ascoérbico, los
tocoferoles y el selenio asi como con el contenido de polisacaridos y polifenoles
presentes en los extractos (Deepalakshmi y Mirunalini, 2014; Ustiin y col., 2018).

Polisacaridos aislados de P. tuber-regium disminuyeron la hemodlisis e inhibieron la
peroxidacion lipidica en homogenatos de higado de ratas (Wu y col., 2014). A su vez,
estos compuestos aislados de P. eryngii administrados oralmente a ratas con
hepatotoxicidad inducida con tetracloruro de carbono incrementaron la activacién de la
superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa involucradas directamente en la
eliminaciébn de las especies reactivas del oxigeno (Jayakumar y col.,, 2011),
relacionados con su actividad hepatoprotectora.

La actividad antioxidante de P. sajor-caju y P. florida en ratas con hipercolesterolemia
prevé un mecanismo de proteccion contra el estrés oxidativo (Khan y col. 2011).
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Extractos de P. ostreatus, P. cornucopiae y P. salmoneostramineus inhibieron las
células cancerosas del colon humano HT-29 asociadas con el envejecimiento (Kim y
col., 2009). Se ha demostrado que existe un efecto clinico benéfico, en el tejido del
higado y del rifion de ratones con disfuncion mitocondrial sujetos a estrés oxidativo,
gracias al poder antioxidante de P. ostreatus (Naguib y col., 2014).

Con respecto al perfil inmunomodulador el género Pleurotus figura entre los mas
intensamente investigados como fuente natural de compuestos bioactivos, con
demostrada actividad inmunoprotectora y moduladora de la recuperacion inmunoldégica.
Polisacaridos extraidos de P. nebrodensis incrementaron la fagocitosis en macrofagos
RAW 264.7, con un aumento de la produccion de interleucina 6, éxido nitrico, interferén
gamma Yy el factor de necrosis tumoral (Cui y col., 2016).

Los investigadores Llaurado y col., 2015 al administrar a ratones irradiados el extracto
micelial de P. ostreatus, en régimen profilactico, obtuvieron un incremento en la
maduracion, diferenciacion y proliferacion de poblaciones celulares de las lineas
mieloide y linfoide, dicha investigacion aportd novedosas evidencias en cuanto al efecto
radioprotector de los bioproductos de Pleurotus sp.

Diversos estudios in vivo sugieren que la actividad anticancerigena de Pleurotus sp.
esta estrechamente relacionada con la inmunomoduladora (Xue y col., 2015). El interés
en explorar el efecto sinérgico de los micocompuestos presentes en Pleurotus sp.
sobre la modulacién de la respuesta inmune ha estimulado el estudio y el uso de
extractos crudos, asi como preparaciones secas en forma de polvos, capsulas y
tabletas (Deepalakshmi y Mirunalini 2014; Oloke y Adebayo, 2015). Diversas
investigaciones con estos bioproductos han demostrado sus propiedades regenerativas
a nivel celular, que atentan los efectos secundarios derivados de los tratamientos
convencionales contra el cancer. Por ello, constituyen una excelente alternativa,
procedente de productos naturales, para la recuperacion de pacientes sometidos a
regimenes agresivos de quimioterapia, radioterapia y cirugias mayores (Wasser, 2014).

1.4- Radicales libres, especies antioxidantes y estrés oxidativo

Los radicales libres (RL) se generan en los sistemas bioldgicos como resultado del
metabolismo aerdbico celular normal o por factores exégenos como la contaminacion
ambiental, la exposicién a radiaciones ionizantes, el humo del tabaco, las drogas,
aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como pesticidas,
herbicidas y fungicidas (Finkel y col., 2000).

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado, con una notable inestabilidad quimica y una reactividad elevada, que
tienden a captar un electrén de otros atomos con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron
(reduccién) que necesita, la molécula estable que lo pierde (oxidacién) se convierte a
su vez en un radical libre por quedar con un electrén desapareado, iniciandose asi una
reaccion en cadena (Saavedra y col., 2010).



Tales especies pueden clasificarse segun su nucleo funcional, el cual puede estar
conformado por atomos de oxigeno, nitrégeno, azufre, hierro, cobre, entre otros; dando
origen a diferentes tipos de especies reactivas, siendo las del oxigeno, las
comunmente formadas, debido a la participacion de este elemento en el proceso
aerdbico celular. (Herndndez y col.,, 2019). No todas las especies reactivas que
resultan de las reacciones del oxigeno son radicales libres, a las especies reactivas del
oxigeno ya sean o no radicales libres se les llama especies reactivas del oxigeno
(ERO) (Carrillo y col., 2016).

Dentro de las principales ERO encontramos los radicales libres anion superoxido (Oze-)
anion peroxido (ROye), el radical perhidroxilo (HOze-), radical hidroxilo (OHe-), alcoxil
(RO-) y el singulete (*O»*Z) y los no radicales libres como el peréxido de hidrégeno
(H20,), el éacido hipobromoso (HOBr), acido hipocloroso (HOCI), el ozono (Og),
perdxidos organicos (ROOH) (Hernandez y col., 2019).

La mayoria de los tipos celulares son capaces de generar RL bajo determinadas
condiciones, sin embargo, se generan fundamentalmente en células fagociticas
(Patlevi€ y col., 2016). A nivel subcelular en las mitocondrias es donde se genera una
mayor produccion, debido principalmente, a que cuenta con 11 sitios que pueden
generar O,* y H,O, (Saavedra y col., 2010; Patlevi¢ y col., 2016; Hernandez y col.,
2019).

Las ERO tienen una participacion dual en la célula, pueden adoptar un papel benéfico
o perjudicial. Los efectos benéficos de las ERO se presentan a bajas concentraciones,
siendo esenciales para varios procesos fisiolégicos como la fosforilacion de proteinas,
la activaciéon de factores transcripcionales, la diferenciacion celular, la apoptosis, entre
otras. Las ERO excesivas pueden afectar diversas funciones celulares al ocasionar
dafios a acidos nucleicos, a proteinas oxidantes y causar la peroxidacion lipidica o
lipoperoxidacion (Sanchez y Méndez, 2013; Patlevi€ y col., 2016). Existen evidencias
que las ERO excesivas estan implicadas en la incidencia y progresion de varias
enfermedades como el céancer, la diabetes, los trastornos metabdlicos, la
aterosclerosis, las enfermedades cardiovasculares (hipertension, cardiopatia
isquémica, insuficiencia cardiaca cronica) y la neurodegeneracion (Patlevi¢ y col.,
2016).

Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los organismos aerobios
cuentan con sistemas de defensa, que incluyen moléculas, enzimas y secuestradores
quimicos que previenen el dafio oxidativo, mediante mecanismos que pueden ser
preventivos, de reparacion, mediante defensas fisicas y el mas importante que son las
defensas antioxidantes (Sanchez y Méndez, 2013).

Para proteger a la célula en contra de los efectos de la oxidacion, los sistemas de
defensa antioxidante deben actuar en conjunto para formar un sistema integro en
donde la dieta es la mayor fuente de antioxidantes y microelementos para la sintesis de
enzimas antioxidantes. Las enzimas antioxidantes constituyen la primera linea de
defensa celular frente al dafio oxidativo, son muy rapidas en neutralizar, prevenir y/o



eliminar el O, y el H,O,. Unido a éstas, existe una segunda linea de defensa
compuesta por moléculas no enzimaticas que actian mediante la donacion de
electrones a los RL, y ellos se convierten en nuevos RL pero con un menor efecto
dafino o con una mayor facilidad de neutralizacién (Hernandez y col., 2019; Sanchez,
2017a).

Al respecto los investigadores Ighodaro y Akinloye (2018) introducen ademas una
tercera y cuarta linea de actividad antioxidante donde expresan que la tercera linea
juega su papel después que el dafio oxidativo se ha producido mediante la activacion
de enzimas novo capaces de reparar el dafio causado a las biomoléculas y reconstituir
la membrana celular dafiada. Los ejemplos incluyen los sistemas de enzimas
reparadoras del ADN, las enzimas proteoliticas que se encuentran en el citosol y en las
mitocondrias de las células de mamiferos. La cuarta linea esta relacionada basicamente
con un mecanismo de adaptacion, en el que se utilizan las sefiales requeridas en la
produccion y reaccion de los RL para prevenir la formacion o reaccion de nuevo de
dichos RL, o mediante la sefial generada a partir del RL formado que induce la
formacion y el transporte de un antioxidante apropiado al sitio correcto.

En condiciones fisiol6gicas normales, siempre existe un equilibrio entre las ERO y las
defensas antioxidantes para que los organismos se encuentren en las condiciones
necesarias para la supervivencia y la salud del individuo (Catrrillo y col., 2016).

El estrés oxidativo es un fendmeno fisiol6gico que se produce como resultado del
desequilibrio entre los niveles de antioxidantes y oxidantes, a favor de los oxidantes
que conllevan a una interrupcion de la sefializacion y control redox y/o al dafio
molecular (Niki, 2016).

El estrés oxidativo, produce diversas formas de dafio a las biomoléculas (lipidos,
proteinas y acidos nucleicos), estructuras y organulos celulares. Los perjuicios,
implican la activacién de los factores especificos responsables del dafio oxidativo en la
célula: la inflamacién, la generacion de compuestos mutagénicos, la promocién de la
actividad aterogénica y la sobreexpresion de los genes oncogénicos (Rani y col.,
2016). Ocasiona también, disfuncién celular, pérdida de energia metabdlica,
disminucién de la actividad bioldgica, alteraciones del transporte celular, de los
procesos de sefalizacion de la célula y de los ciclos de control, ademas de la
activacion de procesos inflamatorios e inmunitarios (Pisoschi y col.,, 2015). Estas
acciones dafinas, pueden ser atenuadas por las sustancias antioxidantes, las cuales
desempeiian un rol importante en el organismo.

El estrés oxidativo desencadena diferentes procesos fisiolégicos y fisiopatoldgicos
implicados en la patogénesis de numerosas enfermedades como son el cancer, la
arteriosclerosis, el infarto de miocardio, diabetes mellitus, enfermedades inflamatorias,
neurodegenerativas, el envejecimiento celular, entre otras (Patlevi¢ y col., 2016).

No obstante, la efectividad de los sistemas antioxidantes se ve comprometida en el
transcurso de la vida por lo que resulta de vital importancia la incorporacién de
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metabolitos con actividad antioxidante por medio de la dieta, moléculas capaces de
actuar por si mismas en la captacion de radicales libres o de aportar en el aumento
celular de antioxidantes enddégenos (Obodai y col., 2014). En tal sentido las setas
comestibles se alzan dentro de los alimentos de eleccion en los que abundan
moléculas con capacidad secuestradora de radicales libres, pasando a formar parte de
la amplia gama de alimentos con dicha capacidad como verduras, frutas, cereales o
pescados. Se ha demostrado que un buen numero de hongos comestibles podrian ser
utilizados como antioxidantes naturales por su alto potencial frente al estrés oxidativo
(Palacios y col., 2011; Peng y col., 2014).

Al revisar la composicién quimica de los hongos comestibles, los compuestos fendélicos
sobresalen como sustancias antioxidante predominantes, a estos se les unen ademas
los flavonoides, las vitaminas como los tocoferoles, vitamina C y los B-carotenos
(Myburgh, 2014; Deepalakshmi y Mirunalini, 2014; Oloke y Adebayo, 2015).

1.5- Fenoles derivados de hongos comestibles medicinales

Los compuestos fendlicos atraen la atencién por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitumorales, entre otras (Anantharaju y col., 2016; Ferreira y col.,
2017). Constituyen uno de los metabolitos secundarios antioxidantes mas potentes
(Kolayli y col., 2012). Son hidroxilados arométicos que poseen uno o mas anillos, con
uno o mas grupos hidroxilos, derivados de la L-fenilalanina. Ellos incluyen un largo
namero de subclases y gran diversidad de estructuras (Cote y col., 2010). Entre ellos
se encuentran fenoles simples, acidos fendlicos (derivados de los acidos cinamico y
benzoico), flavonoides, cumarinas, taninos condensados e hidrolizables y lignanos
(Naczk y Shahidi, 2004).

Los flavonoides, son un grupo de polifenoles con diversidad estructural. Manifiestan
una potente actividad antioxidante, asi como antiinflamatoria (Vamanu, 2013). Los
investigadores Arct y Pytkowska, 2008 refieren también que son ampliamente
empleados en cosmetologia para disminuir la irritacion por su fuerte actividad
antiedematosa. Numerosas investigaciones reportan que reducen la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, cancer y de enfermedades degenerativas (Vamanu,
2013).

La importancia que revisten estos compuestos se debe a que ademas de ser los
metabolitos secundarios mayoritarios en los hongos (Ferreira y col., 2009), se
encuentra la importante actividad antioxidante que presentan, la cual es debida a
varios mecanismos como son atrapamiento de las ERO, inhibicion de las enzimas
responsables de la produccién de RL como las oxidasas, la quelacion de metales de
transicion involucrados en los procesos de formacién de radicales libres y la prevencion
de los procesos de peroxidacion por reducciéon de radicales peroxilo y alcoxilo. Esto se
debe a que los grupos fendlicos poseen un alto potencial de reduccion y pueden formar
aniones radicales estabilizados por resonancia que aumentan la acciébn de
atrapamiento de radicales libres (Cheynier y Halbwirth, 2017).
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Unido a ello se ha comprobado que también estimulan enzimas con reconocidas
propiedades antioxidantes como la catalasa y la superoxido dismutasa, asi como la
regeneracion de antioxidantes unidos a la membrana como el a-tocoferol (Lushchak,
2014). Los mecanismos de accion de los flavonoides, como la modulacion de las vias
de sefalizacion y la expresion génica, también podrian contribuir a las propiedades
protectoras de los flavonoides. Ademas, los flavonoides pueden actuar como
prooxidantes basandose en el niumero diferente de grupos hidroxilos y la presencia de
iones metalicos transitorios (Kozarski y col., 2015).

1.6- Citocromo P-450, su isoforma CYP2E1

El citocromo P-450 (CYP-450) es un grupo de enzimas (hemoproteinas) con
localizacion principalmente hepética que estan implicadas en el metabolismo de la
mayoria de los farmacos, asi como de otros xenobiodticos como las drogas, alcohol,
pesticidas, pro-carcindgenos, anestésicos y sustancias endégenas como el colesterol,
acidos biliares, hormonas esteroideas y acidos grasos (Aubert y col., 2011).

Precisamente el higado es un érgano de vital importancia, cuya funcién se centra en la
eliminacién de xenobidticos, la destruccion de las células sanguineas remanentes y el
reciclaje de sus constituyentes; asi como en el metabolismo de los carbohidratos,
lipidos y proteinas, especificamente en la sintesis de proteinas plasméticas. Dafos
ocurridos a nivel hepatico conducen, en la mayoria de los casos, al estrés oxidativo, el
cual es caracterizado por una evolucién progresiva que comienza por esteatosis hasta
hepatitis crénica, fibrosis, cirrosis y carcinoma hepatocelular (Grattagliano y col., 2009).

En la figura 1 se muestra la estructura terciaria del P450 que consiste en
aproximadamente 12 alfa hélices, de las cuales las hélices | y L, son altamente
conservadas y estan en contacto directo con el grupo hemo. La zona del nucleo esta
constituida por cuatro alfa hélices, las hélices J y K, dos laminas beta, y una espiral
denominada meandro o serpentina, estd zona abarca entre 7-10 residuos
aminoacidicos y se supone que juega un papel en la union del grupo hemo, y en la
estabilizacion de la estructura terciaria de la proteina (Williams y col., 2003; Miras y
Gualix, 2009).

Ademas, en dicha figura se han destacado tres zonas, en primer lugar la porcion del
amino inicial con estructura predominante en hoja plegada, que se ancla en la
membrana microsomal. Esta zona estd espacialmente proxima al lugar de
reconocimiento del sustrato formado por las hélices G-F. Muchos de los sustratos son
de naturaleza hidrofébica y necesitan incluirse en la membrana antes de ser
reconocidos por el gran embudo hidrofobico en esta zona de reconocimiento. La
cisteina que da la quinta valencia de coordinacién, ancla el grupo hemo y se encuentra
antes del inicio de la hélice I, la cual contiene proxima al hemo una treonina que se
requiere para transferir electrones en la reaccion de hidroxilacién. La zona de
interaccion con la reductasa es fundamentalmente hidrofébica y suele ser una zona
muy conservada en los diferentes citocromos (Williams y col., 2003; Villarejo, 2004,
Miras y Gualix, 2009).
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Interaccion con reductasa

Figura 1. Aspectos generales de la estructura terciaria de las proteinas CYP 450.
Tomado de Miras y Gualix, 2009.



Dentro de este sistema enzimatico merece especial atencion el CYP2EL, que es una
de las enzimas CYP mas estudiadas tanto en animales como en humanos, debido no
solo a su papel en el metabolismo del etanol y por su participacion en la activacion
metabdlica de una serie de pro-carcindgenos, sino por constituir una de las enzimas
gue produce mayor cantidad de ERO (anion superoxido y H,0), las que son formadas
en presencia 0 en ausencia de sustrato y que serian las que posteriormente causarian
dafio tisular (Leung y Nieto, 2013).

Estudios tanto in vitro como in vivo han reportado que el aumento del CYP2E1 seria
uno de los factores que causaria lipoperoxidacion de las membranas hepaticas,
producto a la capacidad para generar radicales libres (Orellana y Guajardo, 2004).

Existen variadas evidencias que muestran la participacién del estrés oxidativo en
numerosas condiciones clinicas y experimentales de la enfermedad hepatica crénica
de diversas etiologias, incluido el consumo de alcohol (Fernandez y col., 2011; Leung y
Nieto, 2013).

1.7- Acoplamiento molecular

Docking es un método para predecir la orientacion preferida de una molécula cuando se
acopla a una segunda para formar un complejo estable. Este método es utilizado
principalmente para predecir la orientacion de enlace de pequefias moléculas
candidatas a farmacos con sus proteinas dianas y la afinidad y actividad de la pequefia
molécula. Producto de esto, las técnicas de docking juegan un rol vital en el disefio
racional de farmacos. El acoplamiento molecular es una herramienta computacional
involucrada en el estudio de las estructuras moleculares de los farmacos, a través del
reconocimiento molecular y que posee como bondades el hecho de poder predecir los
modos de enlace y la afinidad de enlace de los complejos formados, por dos 0 mas
moléculas constituyentes con estructuras conocidas (Kitchen y col., 2004).

El objetivo principal del acoplamiento molecular es predecir con precision la afinidad de
un ligando confinado a un sitio de enlace receptor y estimar correctamente la fuerza del
enlace. Un tipo importante de acoplamiento molecular es el acoplamiento proteina—
ligando, debido a su relevancia terapéutica en el disefio moderno de drogas basadas en
su estructura (Atkovska y col., 2014). En el acoplamiento molecular basado en las
estructuras proteicas, cientos de posibles configuraciones son probadas y evaluadas; la
configuracion obtenida con el menor valor de energia es tomada como el mejor valor de
acoplamiento (Froufe y col., 2011). En el esquema 1 se muestra de manera resumida la
metodologia fundamental para llevar a cabo un estudio de acoplamiento molecular
(Padilla y Rojo, 2002).

El objetivo de un programa de descubrimiento de farmacos es, generalmente, encontrar
una molécula que se una a la proteina deseada, a bajas concentraciones. Cuando un
farmaco tiene el valor de la constante de inhibicion (Ki) muy pequefio, indica que éste y
su objetivo biolégico se unen fuertemente. Valores ideales de Ki estan en el rango de
nanomolar (nM). Por otra parte, los valores de energia libre de union (AG) en complejos
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enzima-ligando, permiten evaluar si la modificacion de un farmaco, aumenta o
disminuye la afinidad con su objetivo bioldgico, estimando la estabilidad relativa de los
diferentes compuestos. Estos parametros quimicos-fisicos se relacionan de forma
directa: a medida que la energia de union 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. Interacciones que son controladas por la entalpia
que son los puentes de hidrogeno formados entre el ligando y la enzima, mientras que
efectos hidrofébicos controlan los cambios en la entropia (Orellana y Guajardo, 2004).

En la figura 2 se muestran las relaciones entre la Ki y el AG, empleando las ecuaciones
1.1 y 1.2, donde [E], [I] y [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 'y T=298 K es la temperatura.
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1a. Etapa 2a. Etapa

BLANCO LIGANDOS
Estructura tridimensional del blanco Base de datos de ligandos
Preparacion de la molécula Preparacién de las moléculas
Definicion del sitio de union Asignacion de cargas atémicas

3a. Etapa
COMPLEJOS

Formacion y evaluacion de los complejos

Analisis y validacion de resultados

Esquema 1. Etapas fundamentales para llevar a cabo un estudio de Docking molecular.
Tomado de Padilla y Rojo, 2002.

L
[E101]

AG = —RTInK, Ecuacion 1.1 Ky = Ki? Ecuacion 1.2

AG weiscs (Kealimol)

Interaccion débil Interaccion fuerte

Ki (moliL) 10 104 10 10-12

Figura 2. Relacion entre las magnitudes quimico-fisicas y la fortaleza de interaccion del
complejo enzima-sustrato. Tomado de Morales, 2019.



Capitulo 2. Materiales y métodos

Las investigaciones se llevaron a cabo en el Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial (CEBI) y el Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales
y Exactas (Universidad de Oriente) de Santiago de Cuba, asi como el Laboratorio de
Microbiologia, Parasitologia e Higiene de la Facultad de Farmacia, Ciencias
Veterinarias y Biomédicas de la Universidad de Amberes, Bélgica.

2.1- Cepa utilizada y condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa de Pleurotus ostreatus (CCEBI 3024), depositada en la Coleccion de
Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI).

Los cuerpos fructiferos fueron obtenidos por fermentacién en estado sélido (FES),
utilizando como sustrato pulpa de café, previamente pasteurizada, bajo las condiciones
de cultivo adecuadas, referidas por Bermadez y col., 2001.

2.2- Obtencion del extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de
Pleurotus ostreatus (CCEBI 3024)

Para la obtencidn del extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de
Pleurotus ostreatus, se utilizaron 500 g de cuerpos fructiferos, cortados en pequefias
piezas de 1 cm? a las que se adiciond 3 mL de agua destilada por cada gramo de
biomasa. Se procedi6 luego a la extraccién durante 8 h a 100 °C. Una vez fresco el
extracto acuoso se filtrd, utilizando una gasa estéril y se centrifugd a 3000 rpm durante
10 min en centrifuga (HealForce, modelo Neofuge 15). El extracto resultante se
concentré a 100 °C hasta llegar a las 2/3 partes y luego fue conservado a 4 °C hasta el
momento de la utilizacion.

2.3- Determinacion del contenido de materia seca del extracto acuoso a altas
temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus (CCEBI 3024)

La determinacién del contenido de materia seca se realiz6 de acuerdo con los
procedimientos referidos por la Asociacion Oficial de Métodos Quimicos Analiticos
(2000). Se depositaron 3 mL del extracto acuoso en capsulas de porcelana previamente
taradas, para concentrar a sequedad se colocaron en una estufa a 105 °C durante 24 h,
hasta mantener el peso constante. El contenido de materia seca se estimé mediante la
ecuacion 2.1

Peso final de la capsula — Peso inicial capsula

% materia seca = x 100 % Ecuacion 2.1
Volumen de muestra (mL)
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2.4- Determinaciéon de los componentes micoquimicos del extracto acuoso a altas
temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus

2.4.1-Tamizaje micoquimico

La técnica del tamizaje fitoquimico (micoquimico cuando se refiere a muestras
provenientes de hongos) es un ensayo cualitativo que se fundamenta en la realizacion
de reacciones quimicas con diferentes reactivos, donde la aparicion o no de un
determinado color o precipitado coloreado, es indicativo de la presencia de un
metabolito. Para el tamizaje micoquimico del extracto hidrosoluble derivado de la seta
Pleurotus, se utilizaron los ensayos descritos segun Harborne (1984) y la “Guia
Metodolégica para la Investigacién de las Plantas Medicinales” del MINSAP (1997).
Entre los metabolitos secundarios ensayados de cuerpos fructiferos de Pleurotus
ostreatus resultaron de interés para la investigacion, la determinacion de fenoles,
taninos y flavonoides, empleando para fenoles y taninos el ensayo de cloruro férrico y
para los flavonoides los ensayos de Shinoda, acido sulfarico concentrado, alcalis y
Rosemheim. En este estudio se emplearon tres réplicas en cada ensayo.

2.4.2- Espectro de absorciéon (200 - 800 nm) UV-visible del extracto acuoso de
Pleurotus ostreatus

El andlisis UV-VIS fue medido en un espectrofotbmetro (T60 UV-Visible
Spectrophotometer). El espectro de absorcidén del extracto acuoso a altas temperaturas
de Pleurotus ostreatus fue medido entre 200 y 800 nm para caracterizar los compuestos
fendlicos.

2.4.3- Analisis de compuestos fendlicos por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC)

La muestra se analiz6 mediante HPLC en un sistema de la serie Agilent 1200 con
desgasificador, bomba cuaternaria, inyeccion automatica, compartimento de columna
termostéatica y un detector de red de diodos (DAD) (Agilent Technologies, Eindhoven,
Netherlands). Se usé una columna Gracesmart C18 basada en silice (250 x 4,6 mm, 5
pm) (Grace Vydac, EE. UU) junto con una precolumna adecuada utilizando gradiente
estandar de acetonitrilo (ACN) / H,O, con un rango de 5% de acetonitrilo (ACN) a 100%
en 60 min a una velocidad de flujo de 1 mL / min. La muestra se prepar6 a una
concentracion de 1 mg / mL en metanol al 50%. Los gradientes estandares a una
absorbancia de 280 nm, fueron los siguientes:

Tiempo % solvente B
(min) (ACN)
0-5 5
45-50 100
55-60 5
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2.4.4- Cuantificacion de fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales se llevé a cabo segun la metodologia
de Slinkard y Singlenton, 1977. Se tomaron 250 pL de las diluciones del extracto
acuoso (200-800 pg/mL) y se les afiadié 250 uL de reactivo Folin-Ciocalteu al 10%,
dejandolos reaccionar durante 5 min a temperatura ambiente. Luego, se adicionaron
250 pL de una solucion saturada de carbonato de sodio (Na,CO3) al 10%. Se prepard
una solucion blanco con agua destilada y reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 1 h de
reposo en cuarto oscuro, se determin6 la absorbancia a 765 nm en un
espectrofotometro UV-visible (T60 UV-Visible Spectrophotometer), y se utilizé una curva
de calibracion realizada con acido galico (y=0,0059x-0,031, R?*=0,9998). Los resultados
fueron expresados como mg en equivalentes de acido galico por 100 g de extracto.

2.4.5- Cuantificaciéon de flavonoides

La determinacion del contenido de flavonoides se realiz6 segun Jia y col., 1999. Se
tomaron 250 pL del extracto acuoso, el cual fue mezclado con 1,25 mL de agua
destilada y 75 pL de una solucion al 5% de nitrito de sodio (NaNOy). Luego de 5 min fue
afnadida a la mezcla 150 pyL de una solucion acuosa de cloruro de aluminio (AICI3) al
10%. Después de transcurridos 6 min se afiadié 500 pL de hidroxido de sodio (NaOH, 1
M) y 275 uL de agua destilada. Se prepard una solucion blanco con agua destilada,
AICIl; y NaNO,. La solucion se mezclo y se ley6é a 510 nm en un espectrofotometro UV-
visible (T60 UV-Visible Spectroghotometer). Se utiliz6 catequina para la curva de
calibracion (y=0,9629x-0,0002; R“=0,9999). Los resultados fueron expresados como mg
en equivalentes de catequina por 100 g del extracto en seco.

2.4.6- Cuantificacion del contenido de acido ascérbico

El contenido de acido ascorbico se determind por el método de Klein y Perry (1982).
100 mg de polvo seco del extracto acuoso, se mezclaron con 10 mL de acido
metafosforico (1%) y se incubaron a temperatura ambiente durante 45 min. Luego el
extracto se centrifugdé a 3 000 rpm durante 10 min a 20 °C en centrifuga (HealForce,
modelo Neofuge 15). Posteriormente se filtr6 en papel de filtro. Luego se mezclé 1 mL
del filtrado con 9 mL de 2,6-diclorofenolindofenol (0,2 mM), posteriormente se incubd
durante 30 min y se ley6 la absorbancia a 515 nm en espectrofotometro UV-visible (T60
UV-Visible Spectrophotometer). El contenido de acido ascérbico se calculé usando una
curva de calibracion de &cido L- ascérbico (y= 3,4127x-0,0072; R?*= 0,9905). Los
resultados fueron expresados en mg de acido ascorbico por 100g del extracto.

2.5- Determinacion in vitro de la actividad antioxidante del extracto acuoso a altas
temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus

2.5.1- Captacion del radical 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH?¢)

La capacidad de las muestras para captar radicales libres se midi6 con el método
DPPHe. (Brand-Williams y col., 1995). EI DPPH+ es un compuesto cromogeno que
simula una especie reactiva de oxigeno en términos de donacion del radical hidroxilo. El
método consiste en la capacidad del radical 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe) que es
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de color azul-violeta y tiene un electrén desapareado, de decolorarse a amarillo palido
por reaccion con una sustancia antioxidante.

Se prepard una solucion patrén del radical libre DPPH+ (0,1 mM, en etanol al 95%), en
recipiente @mbar recubierto con papel aluminio. Luego a 1mL de los extractos a
diferentes concentraciones (0,25 - 1 mg/mL), se adicion6 0,5 mL de la solucién
etandlica de DPPH. La mezcla se agitd con vortex (Heidolph REAX2000) y fue
mantenida en la oscuridad por 20 min. Posteriormente se procedi6 a leer la absorbancia
en espectrofotometro UV-visible (T60 UV-Visible Spectrophotometer) a 517 nm, contra
un blanco. Se utilizo el 4cido ascérbico como sustancia de referencia. La capacidad de
secuestro del radical se determiné por el calculo del porciento de captacion del radical
libre DPPH+ mediante la ecuacion 2.2:

ADPPH — AM

% de captacién del DPPH o= DPPH % 100 Ecuacion 2.2

Donde:

Apppy= Absorbancia del DPPH o control (contiene todos los reactivos excepto la
muestra).
Am= Absorbancia de la muestra.

Ademas, fue estimada la capacidad antioxidante ante este radical en funcion de la
concentracion del extracto a la que se alcanza el 50% de la inhibicion maxima (ECso).

2.5.2- Estimacion del Poder Reductor

A 2,5 mL de cada una de las diluciones del extracto acuoso de Pleurotus ostreatus
(0,25 -1 mg/mL) segun el método de Oyaizu, 1986, se les agregd 2,5 mL de buffer
fosfato de potasio (0.2 M, pH 6.6) y 2,5 mL de ferricianuro de potasio [K3Fe(CN)e] al 1%
W/V en agua. Posteriormente la mezcla se mantuvo a 50 °C por 20 min, en estufa.
Luego se le agreg6 2,5 mL de acido tricloroacético, al 10% W/V en agua destilada y se
centrifugd a 2 000 rpm por 10 min en centrifuga (Tehtnica ZELESNI). De esta solucién
se tomaron 5 mL del sobrenadante y se mezclaron con 5 mL de agua destilada.
Después, se agregd 1 mL de cloruro férrico (FeCls) al 1% y se dej6 reposar por 10 min,
para finalmente medir la absorbancia a 700 nm en un espectrofotometro de UV/Vis (T60
UV-Visible Spectrophotometer). Se utilizé6 acido ascérbico como solucién estandar de
referencia (0,25 - 1 mg/mL).

Ademas, se refirio la ECso del poder reductor como la concentracion del extracto a la
gue se alcanza el 50% de la absorbancia maxima.

2.5.3- Evaluacion del efecto del extracto acuoso en la inhibicion de la
peroxidacion lipidica en homogenatos de higado y cerebro de raton

El método de peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion (POL) se refiere a la produccion
de sustancias reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARS). Se fundamenta en la
cuantificacion de los niveles de malondialdehido (MDA) uno de los productos finales de
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la peroxidacion lipidica (Ohkawa y col., 1979). EI MDA se emplea como un biomarcador
de dafio o lesibn molecular causado por los radicales libres a los lipidos celulares. La
reaccion del acido tiobarbitirico (TBA) con el grupo aldehido del MDA forma el
cromaforo rosado que se nombra TBARS, con un maximo de absorcion a una longitud
de onda de 532 nm.

En nuestra investigacion para realizar la evaluacion del efecto del extracto en el modelo
in vitro de peroxidacion lipidica se emplearon homogenatos de higado y cerebro de
raton. Se realizaron por triplicado los experimentos.

2.5.3.1- Preparacion de homogenatos de higado y cerebro de ratén

Se emplearon ratones machos, de tres meses de edad, libres de patdégenos,
procedentes del Laboratorio de Anticuerpos y Experimentales/Centro de Inmunologia
(LABEX®/CIM, Santiago de Cuba). Se tuvieron en cuenta las consideraciones éticas
para el trabajo con animales, ademas de los procedimientos descritos por Puntel y col.,
2007. En el cuidado de los animales se emplearon condiciones sanitarias
convencionales, local climatizado y se alimentaron ad libitum con pienso comercial para
ratones (Ratonina, Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio,
CENPALAB, La Habana) y agua ad-libitum. Se sacrificaron los ratones por camara de
diéxido de carbono (CO,), se obtuvo el cerebro entero y se extrajo el tejido hepatico, se
colocaron rapidamente en hielo (4 °C) y se pesaron.

Inmediatamente se homogenizaron en un dispersador de laboratorio (IKA®-T25 digital
ULTRA-TURRAX®), suspendido en un medio tampon Tris-HCI, 10 mM a pH 7,5 (1:10
v/v). Los homogenatos se centrifugaron en centrifuga (HealForce, modelo Neofuge 15)
por 10 min a 4 000 rpm. El procedimiento se realiz6 a 4 °C, para reducir el riesgo de
degradacion enzimatica tisular. El sobrenadante obtenido se emple6 en el ensayo de
peroxidacion lipidica.

2.5.3.2- Cuantificacion de la peroxidacién lipidica en homogenatos de higado y
cerebro de raton

La cuantificacion de la peroxidacién lipidica, se realizé al considerar la produccion de
TBARS, de acuerdo al método de Puntel y col., 2007. Se prepararon alicuotas de 100
ML de los homogenatos de higado y cerebro con 50uL de sulfato de hierro (Il) (FeSO4)
(10 uM), sustancia que induce la peroxidacion lipidica, y 100 uL del extracto acuoso de
P. ostreatus a las concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10 y 20 mg/mL. Se incubaron por una
hora a 37 °C en un bafio de agua termostatado (JULABO GmbH, Alemania).

La reaccion del color se desarrollo al adicionar 200 pL de duodecil sulfato de sodio
(SDS) (8%), 500 uL de buffer acido acético (0,1mol/L, pH 3,4) y 500 uL de &acido
tiobarbitdrico (TBA) (0,6%). Las mezclas de la reaccién se incubaron a 100 °C por una
hora. La lectura se realizdé en un Lector de Microplacas (FLUOstar OPTIMA, Alemania)
a una absorbancia igual a 532 nm y se comparé con la curva del patrén de referencia
MDA (y= 6,4267x-0,194, R? = 0,9679), realizada segun método descrito por Espin y
col., 2017.
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Se realizé el calculo del porcentaje de inhibicion de la peroxidacion lipidica segun
ecuacion 2.3:

%4 Inhicién de la peroxidacion lipidica = X100 %

Ecuacion 2.3

Donde:
AC =Absorbancia del control
A= Absorbancia de la muestra

2.6- Relacion de la composicién fendlica con la actividad antioxidante del extracto
acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus

Los resultados obtenidos del contenido fendlico expresados como mg de equivalente de
acido gélico / 100g del extracto en estudio, fueron correlacionados con los valores de
los ensayos antioxidantes in vitro (actividad secuestradora del radical DPPHe,
estimacion del poder reductor y peroxidacion lipidica en homogenatos de higado y
cerebro), evaluadas en el estudio.

2.7- Evaluacion in silico de compuestos fendlicos de Pleurotus ostreatus con la
proteina CYP2E1

2.7.1- Recursos computacionales

Los calculos fueron realizados utilizando los recursos computacionales del Cluster del
Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias Naturales y Exactas, Universidad
de Oriente. Se utiliz6 el sistema operativo Linux distribucién Debian.

La optimizacion de las geometrias moleculares de los fenoles se realiz6 utilizando el
programa Chem3D version 15.0, 2015. Como visualizadores gréaficos de los modelos y
las estructuras espaciales se utilizaron los programas ChemDraw versién 15.0, 2015 y
el paquete de programas UCSF Chimera version 1.9, 2010. Para la realizacion de los
estudios de acoplamiento molecular se utilizaron los programas AutoDock 4.2 y
AutoDockTools 1.5.6, 1999. Para la visualizacion de las interacciones hidrofébicas y por
puente de hidrogeno de los complejos se utilizé el programa Ligplot, 1996.

2.7.2- Representacion y optimizacion de la geometria de los fenoles

Para el trabajo con las estructuras de los fenoles, se utilizé el paguete de programa
ChemOffice, 2015. EI ChemDraw Professional 15.0, 2015 para la representacion de las
estructuras (Tabla 1) y el Chem3D 15.0, 2015 para la optimizacion de sus geometrias,
utilizando para ello el método de mecanica molecular MMFF94 (en inglés Merck
Molecular Force Field). Este método se emplea para obtener geometrias de partida lo
mas cercanas posible al minimo de energia. Una vez optimizadas las estructuras,
fueron guardadas como fichero.pdb, y posteriormente con el programa AutoDockTools
1.5.6, 1999, como fichero.pdbqt.
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2.7.3- Preparacion de la proteina CYP2EL1

Para la preparacion de la proteina se obtuvo su estructura tridimensional en la Base de
Datos de Proteinas (en inglés Protein Data Bank) en formato .pdb, el cual es de acceso
gratuito a través de la pagina web http://www.pdb.org. (Figura 3), (Berman y col., 2000).
Haciendo uso del programa UCSF Chimera version 1.9, 2010 se identificaron todos los
residuos que no pertenecian a la proteina. Luego con el programa AutoDockTools
1.5.6, 1999 se agregaron los &tomos de hidrogeno polares, las cargas Kollman y se
asignaron atomos de tipo AD4 (AutoDock4). Una vez realizados estos pasos la
macromolécula se guardo6 en formato pdbqt.

2.7.4- Identificacion del sitio de unién

En el acoplamiento es necesario escoger una region de la macromolécula para su
interaccidon con los ligandos. La region seleccionada es el sitio activo de la enzima o
receptor, la cual se conoce, mediante el analisis de las estructuras de cada proteina y
de su referencia. Se debe tener en cuenta que, sin el reconocimiento del sitio activo, el
calculo se vuelve mas complicado y su requerimiento en tiempo aumenta
considerablemente, ademas de existir la posibilidad de obtener resultados alejados de
la realidad.

Segun el analisis realizado en la literatura, los residuos de aminoacidos que se reportan
como activos en la proteina de estudio son: Ala®*°, Thr3®, Phe!®, 11e'*®, Phe®'®, val®*,
Leu®® Phe*’® Phe?’ y Phe?® (Porubsky y col., 2008).

2.7.5- Preparacion del centro Grid y acoplamiento molecular

El programa AutoDock requiere de la realizacién de un pre-céalculo 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 tamafio de la caja grid del sitio activo para la proteina
tomada como blanco.

2.7.6- Acoplamiento molecular de los fenoles con la proteina

La metodologia de acoplamiento molecular, consta de una serie de etapas; la primera
es disponer de la estructura tridimensional de la molécula diana; la segunda consiste en
tener una serie de ligandos potenciales con estructura tridimensional conocida; y la
tercera etapa en la utilizacion de un algoritmo computacional, que selecciona cada uno
de los ligandos y los hace interaccionar con la molécula diana en el sitio de union
previamente escogido por el usuario.

Para realizar la tercera etapa se parte de los ficheros grid.gpf y dock.dpf de los ligandos
y la proteina descritos en los epigrafes anteriores, haciendo uso del programa
AutoDockTools version 1.5.6, 1999. En el caso del fichero grid.gpf primero se carga el
ligando y luego la proteina. Posteriormente se afiade la ubicacion de la caja grid, segun
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Tabla 1. Estructura quimica de los fenoles en estudio.

Ligando Nombre Estructura 2D
(0]
- HO
L1 Acido cafeico X oH
HO
[¢]
L2 Acido p-cumarico MOH
HO
[e]
s (@)
L3 Acido ferulico -~ jij/\)kw
HO
(o]
L6 Acido cinamico ©/\)‘\0H
L7 Acido galico :li’;)‘\oka
OH OH
B (0]
L8 Acido homogentisico
HO OH
o
Acido p-
L9 hidroxibenzoico /@)‘\OH
HO
(@]
P HO
L10 Acido protocatecuico OH
HO
(@]
L12 Acido gentisico




Proteina CYP2E1

PDBID: 3e6i

Resolucion: 2.2 A°

Figura 3. Estructura 3D de la proteina objeto de estudio CYP2EL.



las coordenadas y dimensiones descritas con anterioridad (Tabla 2), guardandose con
la extension que se desea.

En la preparacion del fichero dock.dpf, se selecciona la proteina y luego el ligando que
se desea acoplar a esta. Para los pardmetros de busqueda, se eligio el Algoritmo
Genético Lamarckiano, en el cual se establecid6 un numero de 50 corridas para cada
uno de los acoplamientos.

2.8- Anélisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como la Media £ SD para tres réplicas de las
muestras (n=3). Para las evaluaciones de la actividad antioxidante de los extractos a
través de los ensayos de captacion del radical de DPPH y estimacion del
poder reductor, se utilizdé el test T de Student para un nivel de significacion de
p<0,05. Ademas, se determind la correlacién entre la actividad antioxidante en los
ensayos de DPPHe, poder reductor e inhibicion de la peroxidacion lipidica con la
concentracion de fenoles totales en el extracto. Se utiliz6 en el procesamiento de los
datos el software profesional STATGRAPHICS Centurion XV (Statgraphics
Technologies, Inc, E.U.A).
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Tabla 2. Coordenadas y tamafio de la caja grid para la proteina tomada como
blanco.

Coordenadas Tamaifio

Espaciado
X Y z (puntos)

Proteina

3e6i (Hem 500) 5.452 3.331 11.036 0.375 30x30x30




Capitulo 3. Resultados y discusion

El estrés oxidativo causado por la accidén de las especies reactivas de oxigeno, es un
factor de gran importancia en el inicio y la progresion de un namero considerable de
enfermedades cronicas, entre las que se destacan el cancer, la diabetes, procesos
inflamatorios, dafios hepaticos, entre otros (Mitra y col., 2016). Esto ha provocado un
aumento del interés por investigar posibles factores preventivos de estos procesos.

La actividad antioxidante de los hongos comestibles medicinales se ha asociado con la
presencia de compuestos bioactivos como la ergotionina, el acido galico y ascorbico,
los tocoferoles y el selenio asi como con el contenido de polisacaridos y polifenoles
presentes en los extractos (Kozarski y col., 2015).

Los hongos comestibles medicinales del género Pleurotus, en general, son ricos en
antioxidantes naturales, que permiten sean empleados como suplementos nutricionales
para la prevencion de enfermedades. Extractos acuosos de cuerpos fructiferos y
micelio de P. ostreatus juegan un papel importante en el mantenimiento del balance
adecuado entre oxidantes y antioxidantes (Deepalakshmi y Mirunalini, 2014).

3.1- Componentes micoquimicos del extracto acuoso a altas temperaturas de
cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus

En el presente estudio, resulté de interés evidenciar la presencia de compuestos
fendlicos, dentro de estos fenoles totales, taninos y flavonoides, para ello se realizé un
tamizaje micoquimico cualitativo al extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos
fructiferos de Pleurotus ostreatus (Tabla 3).

Como se observa en la tabla 3, en el extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos
fructiferos de Pleurotus ostreatus se obtuvieron resultados positivos para fenoles,
taninos y flavonoides con los métodos de cloruro férrico, acido sulfarico, Shinona,
alcalis y Rosemheim.

La coloracién rojo vino obtenida en el ensayo del cloruro férrico para el extracto, sugiere
la presencia de polifenos, dentro de estos taninos, al tratarse de un extracto acuoso.
Este resultado coincide con los obtenidos en el estudio fitoquimico desarrollado por
Morris y col., 2014 en extractos crudos de Pleurotus ostreatus (cuerpos fructiferos,
micelio y biomasa seca).

Los ensayos de acido sulfarico concentrado, Shinona y Rosemheim resultaron
positivos, sugiriendo la presencia de flavonoides. En el ensayo de acido sulfurico
concentrado la coloracion anaranjada obtenida sugiere la presencia de flavonoides del
tipo flavanonas, la coloracion carmelita—anaranjada clara obtenida en el ensayo
Shinoda sugiere la presencia de flavonas, con el ensayo con alcalis se obtuvo una
coloracién amarilla a anaranjada sin opalescencia que sugiere flavonas, flavanonas e
isoflavonas y con Rosemheim el color anaranjado sugiere antocianidinas, segun Ochoa
y col., 2000.
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Tabla 3. Tamizaje micoquimico del extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos
fructiferos de Pleurotus ostreatus.

Metabolito Ensayo Resultados Observaciones
Cloruro .
. - +++
Fenoles y Taninos Férrico Color rojo vino
Acido
. Color
sulfarico +++ :
anaranjado
concentrado
. Shinona +++ Color carmelita a
Flavonoides anaranjado
Alcall oy Color amarillo a
calis anaranjado
Sin opalescencia
. Color
Rosemheim ++ .
anaranjado

Leyenda: (+++) indica evidencia positiva clara; (++) indica evidencia positiva, (+) indica
evidencia positiva con posibilidades de interferencias o no definida;
(-) indica resultado negativo.



Estos resultados coinciden con reportes realizados por diversos investigadores en
extractos de P. ostreatus, tales como Morris y col., 2014, los cuales, sugirieron la
presencia de fenoles y flavonoides, igualmente Edet y col.,, 2016 reportaron una
presencia positiva clara de fenoles y moderada de flavonoides en extractos acuosos de
P. ostreatus. Los investigadores Menaga y col., 2013, revelaron la presencia positiva de
fenoles y moderada de flavonoides en extractos metandlicos de P. florida, en cambio
Modi y col., 2014 revelaron la presencia de flavonoides en extractos acuosos de P.
ostreatus solo en el ensayo con alcalis.

Al respecto, Alvarez (2009), refiere la presencia de polifenoles en extractos
hidrosolubles crudos de micelio y cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus CCEBI-
3024.

Estos resultados, ofrecen una vision cualitativa de la composicion micoquimica
presente en el extracto de P. ostreatus y no pueden considerarse como un resultado
concluyente, ya que la presencia o la ausencia de un metabolito esta influenciada por
varios factores como, por ejemplo: la composicion del sustrato, las condiciones del
cultivo, almacenamiento y procesamiento de los hongos, entre otras. (Rathatore y col.,
2017).

Asi mismo, el tamizaje fitoquimico permite la evaluacion rapida, con reacciones
sensibles, reproducibles y de bajo costo, la presencia o ausencia de los principales
grupos de metabolitos en una especie vegetal. Constituyen Unicamente una orientacion
y deben interpretarse en conjunto con los resultados de otros ensayos cuantitativos
(Osorio, 2009). Ademas, segun los investigadores Ochoa y col., 2000 estos ensayos no
brindan un criterio absoluto y confirmativo de la presencia de estos compuestos, pues
se pueden producir interferencias en estas reacciones. Sin embargo, concluyen que
esta técnica si da un criterio de la composicion quimica que pueda existir en un
extracto de una droga vegetal.

Los compuestos fitoquimicos cuya presencia fue identificada en el extracto acuoso de
Pleurotus ostreatus podrian contribuir a las numerosas propiedades medicinales que se
le atribuyen.

3.2- Analisis del espectro de absorcién (200 — 800 nm) UV-visible del extracto
acuoso de Pleurotus ostreatus

Se realiz6 el espectro de absorcion (200 — 800 nm) UV-visible del extracto acuoso de
Pleurotus ostreatus para la caracterizacion de los compuestos fendlicos y flavonoides
(Figura 4). Los compuestos fendlicos se encuentran en la banda del rango de 230 a 280
nm, resultados similares a los obtenidos por Ozen y col.,, 2016 en las especies de
Lactarius controversus y Lactarius musteus. Demostrando que los resultados obtenidos
en el tamizaje micoquimico se justifican con la banda obtenida en el espectro de
absorcion. Siendo necesario cuantificar el contenido fendlico presente en el extracto y
analizar su correlacion directa con la actividad antioxidante de P. ostreatus.
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Figura 4. Espectro UV-visible (200 — 800 nm) del extracto acuoso a altas temperaturas
de P. ostreatus.
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3.3- Identificacion de compuestos fendlicos por HPLC

El perfil fendlico se lleva a cabo para identificar y cuantificar compuestos fendlicos
activos en los extractos de hongos comestibles-medicinales. Los compuestos fendlicos
muestran una gran diversidad de estructuras quimicas producto a la presencia de
estructuras isoméricas, que conducen a dificultades en la separacion, asi como, la falta
de patrones estandar, todo ello conduce a que algunos compuestos puedan escapar
de las metodologias habituales de analisis. Por lo tanto, se emplea comunmente el
estudio por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) acoplado a distintos
dispositivos de deteccion (EI-Enshasy y col., 2018).

En la figura 5 se muestra el perfil de HPLC del extracto acuoso de P. ostreatus
obtenido en la presente investigacion. Donde se observan nueve picos eludidos entre
(2 - 58 min) a 280 nm, sin embargo, solo un pico con tiempo de retencion 15.23 min,
mostrado en la figura 5 por una flecha roja, podria ser un compuesto fendlico en
hongos comestibles, tal es el caso del &cido homogentisico. Asi mismo, Llaurado y col.,
2020, reportaron en un extracto acuoso de P. ostreatus obtenido a bajas temperaturas,
el &cido homogentisico con un tiempo de retencion de 15.21 minutos.

El resultado del perfil de HPLC obtenido en la investigacién fue contrastado con otros
reportes, confirmandose la presencia de compuestos fendlicos en el extracto acuoso a
altas temperaturas de P. ostreatus. La corrida del extracto acuoso observada en el
cromatograma fue similar a otros estudios de HPLC reportados por Alam y col., 2010 e
Imy col., 2014. Los picos identificados fueron analogos a los compuestos de referencia
estandar y compuestos fendlicos de Pleurotus florida (Im y col., 2014), utilizando
condiciones cromatogréaficas similares. Especificamente los investigadores Im y col.,
2014 reportaron el acido homogentisico en el extracto acuoso a altas temperaturas de
P. florida, con tiempos de retencion similares a los de nuestro experimento.

Los investigadores Palacios y col., 2011 exploraron las propiedades antioxidantes de
ocho hongos comestibles (Agaricus bisporus, Boletus edulis, Calocybe gambosa,
Cantharellus cibarius, Craterellus cornucopioides, Hygrophorus marzuolus, Lactarius
deliciosus y Pleurotus ostreatus), donde detectaron y cuantificaron a 280 nm por HPLC
el contenido fendlico presente. En particular en la especie P. ostreatus, reportaron la
presencia de los &cidos p cumarico, fellrico, gdlico, gentisico, p- hidroxibenzoico,
homogentisico, protocatecuico y mirecitina, y ademas refirieron que todos los fenoles
detectados son acidos fendlicos. El acido homogentisico fue uno de los fenoles de
mayor concentracion detectados en todas las especies evaluadas, especificamente en
la especie P. ostreatus, refirieron una concentracion de 629,86 + 1,54ug/g.

Por su parte, Oke y Aslim., 2011 obtuvieron en extractos acuosos de P. eryngii, seis
compuestos fendlicos, mediante HPLC, ellos fueron los acidos p-hidroxibenzoico,
galico, cinamico, cafeico, siringico y la vanillina. Estos autores plantean que los
compuestos fenolicos detectados y cuantificados, inhiben la peroxidacion lipidica
inducida por los grupos hierro/azufre de la cisteina y la hemodlisis inducida por el
peréxido de hidrégeno, ademas obtuvieron que la mayor concentracion de fenoles fue
en el acido p-hidroxibenzoico.
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Figura 5. Cromatograma del extracto acuoso a altas temperaturas de P. ostreatus por HPLC.




Estudios realizados por Im y col., 2014, en extractos de cuerpos fructiferos de Pleurotus
florida, detectaron siete compuestos fendlicos en extractos acuosos a altas
temperaturas, ellos fueron los acidos galico, homogentisico, protocatecuico, cafeico y el
resveratrol, naringenina y hesperetina.

El perfil de HPLC del extracto acuoso de P. ostreatus puede ser considerado como una
huella digital en el analisis del espectro, para el control de la calidad de las
preparaciones de la seta. Ademas, la importancia de esta herramienta radica en que
constituye una plataforma para identificar y corroborar la principal o parcial
composicién quimica de las preparaciones herbales (ejemplo, bioproductos de setas
comestibles) (Cheny col., 2012; Xu y col., 2017), los cuales pueden ser principalmente
utilizados como material crudo para formulaciones funcionales o nutricionales (ej,
suplementos dietéticos).

Los puntos claves para garantizar el control de la calidad de los suplementos dietéticos
derivados de hongos comestibles-medicinales necesitan de la estandarizacion de los
protocolos para la identificacion de las sustancias bioactivas, asi como para su
produccion. También es imprescindible el analisis de su seguridad, regulacion, eficacia
y la elucidaciéon de sus mecanismos de accion (Wasser, 2014).

En investigaciones de Yildiz y col., 2015 se realizaron estudios referidos al perfil
individual de compuestos fendlicos en cuatro especies de hongos comestibles
medicinales, Ganoderma lucidum, Morchella esculenta, Lentinula edodes y Hericium
erinaceus, demostrando que, la caracterizacion individual de los compuestos fendlicos
de los hongos, resulta de gran importancia, ya que estos pueden hacer una
contribucion significativa a las fuentes naturales antioxidantes.

En general se plantea que los principales compuestos fendlicos encontrados en
hongos comestibles son los acidos fendlicos (Ferreira y col.,, 2009). Las diversas
especies de hongos contienen diferentes compuestos fendlicos pudiendo ser de tres a
quince, especificamente el acido gélico es el mas comun de ellos (Ferreira y col., 2009;
Imy col., 2014).

Las diferencias en el contenido fendlico observada en las diferentes investigaciones
pueden ser el resultado de los diferentes métodos de cultivo, de preparacion, la
extraccion, asi como la variabilidad geografica de cada hongo comestible (Alam y col.
2010; Palacios y col., 2011; Muszynska y col. 2013; Woldegiorgis y col. 2014; Gasecka
y col. 2015). En este sentido, algunos investigadores consideran que otros analisis son
necesarios para determinar las caracteristicas quimicas de los compuestos bioactivos
de hongos comestibles, incluso mas que sus efectos en diferentes modelos in vivo y
ensayos clinicos (Adebayo y col., 2018).

Otros autores, refieren para Pleurotus ostreatus, la presencia de acido cafeico

(Woldegiorgis y col., 2014); acido cinamico (Muszynska y col., 2013) y acido vanilico
(Gasecka y col., 2015).
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Reportes de Puttaraju y col.,, 2006 informaron entre los principales compuestos
fendlicos detectados en extractos acuosos de diferentes hongos comestibles de la
India, al acido galico, tanico, protocatecuico y el gentisico y refieren la correlacion
existente entre la polaridad del disolvente de extraccion y el contenido fendlico de los
extractos resultantes.

Los investigadores Dundar y col., 2015 en extractos metandlicos de P. ostreatus,
obtuvieron siete acidos fendélicos mediante HPLC, los cuales fueron protocatecuico,
catequina, cafeico, sirengico, vanilico, o-cumarico y quercetina.

El contenido de compuestos fendlicos puede ser utilizado como un importante
indicador de la capacidad antioxidante. Numerosos reportes han mostrado la relacion
entre la actividad antioxidante y el contenido fendlico (Jayakumar y col., 2009). Los
extractos de hongos comestibles tienen elevados niveles de compuestos fendlicos, los
cuales exhiben actividades de captacion de radicales libres como agentes donadores
de electrones, ademas de propiedades de quelacién de iones férricos (Jayakumar y
col., 2011). La elevada actividad antioxidante de los compuestos fendlicos es producto
al niamero de grupos hidroxilos que presentan. En el caso especifico de los
flavonoides, la actividad antioxidante, resulta de la combinacion de sus propiedades
guelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres (Kumar y Pandey, 2013; Gil-
Ramirez y col., 2016).

3.4- Cuantificacion de fenoles totales, flavonoides y acido ascorbico en el extracto
acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus

En este trabajo se refirid la presencia de los fenoles y flavonoides, compuestos que
fueron determinados desde el punto de vista cuantitativo, por constituir uno de los
metabolitos secundarios antioxidantes mas potentes.

En la tabla 4 se refleja el valor de los compuestos fendlicos en el extracto,
obteniéndose el contenido de fenoles totales de 106 + 0,04 mg/100g expresados en
equivalente de acido galico, estos resultados resultan similares a los obtenidos por
Morris y col.,, 2014 (138 mg/100g) en la especie Pleurotus ostreatus en similares
condiciones y por Oke y Aslim, 2011 en la especie Pleurotus eryngii con 142 + 0,01mg
de acido galico/100g.

Por otro lado, Gonzalez—Palma y col., 2016 evaluaron el contenido de fenoles totales
en diversas estados de crecimiento de P. ostreatus, tanto en extractos acuosos como
etandlicos. En el caso de los extractos acuosos a altas temperaturas de cuerpos
fructiferos, la concentracion de compuestos fendlicos fue de 9,92 + 0,05 mg acido
galico/g (992 mg de &cido gélico/100g). Estos investigadores observaron que el
contenido polifendlico de los extractos depende de la fase de crecimiento del hongo
seleccionada y del solvente utilizado.

Es importante destacar que debido a la estructura quimica de los polifenoles, basada
en anillos aromaticos sustituidos con un grupo hidroxilo, justifica que sean solubles en
solventes polares como el agua y el etanol, entre otros, cuando se encuentran en
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Tabla 4. Contenido de fenoles totales, flavonoides y acido ascorbico en el extracto
acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus.

Compuestos fendlicos

Fenoles totales Flavonoides Acido ascorbico
(mg / 1009) (mg / 1009) (mg / 1009)
106 + 0,04 2,8+0,92 10.29+1,6

Los valores son expresados como la media + desviacion estandar



forma libre o conjugada. Sin embargo, el agua tiene dos atomos de hidrégeno que
hacen més fuerte su polaridad, al compararse con el etanol, que tiene dos atomos de
carbono que no ceden sus electrones tan facilmente, por ser medianamente
electronegativos, demostrando asi que con el empleo del agua como solvente se
incrementa el contenido de los compuestos fendlicos (Urquiza y Fenton Navarro,
2016).

En relacion con los solventes empleados es de destacar que Vamanu, 2013 evaluo el
contenido de fenoles en extractos de P. ostreatus, obteniendo resultados desde 70,2 +
0,54mg de acido galico/g en extractos acuosos a altas temperaturas hasta 57,2 = 0,52
mg/g en extractos etandlicos. Este autor refiere ademés que el contenido de
compuestos fenolicos varia dependiendo del solvente empleado.

También, los investigadores Palacios y col., 2011, evaluaron el contenido fendlico en
varios extractos de hongos comestibles medicinales, entre los que se incluye la
especie Pleurotus ostreatus. Los resultados arrojaron que el contenido fendlico en los
hongos comestibles medicinales estudiados, se encuentra entre 1 — 6 mg de fenoles/g
de materia seca (100 — 600 mg/100g), en particular en la especie P. ostreatus
obtuvieron 154 mg/100g en equivalentes de acido gélico.

Otros investigadores como Peraza y col.,, 2019 reportaron un contenido de fenoles
totales en extractos de Pleurotus ostreatus de 73 mg/100g, y ademéas compararon este
resultado con los obtenidos por varios autores en diversas especies de Pleurotus. En
dicho estudio concluyeron que las diferencias en la concentracion de fenoles pueden
atribuirse a diferencias genéticas entre las especies y a las condiciones de cultivo. De
manera similar, reporta Sakamoto, 2018 que la composicién especifica y caracteristica
de cada seta puede estar asociada con factores ambientales entre los que incluye la
temperatura, la luminosidad, la humedad y las condiciones de cultivo como las
concentraciones de los nutrientes, entre otros.

Investigadores como Heleno y col., 2015, plantean la existencia de una correlacion
positiva entre la intensidad del color de los extractos con la presencia de fenoles
totales, asociado a su vez con un aumento de la actividad antioxidante.

Ademas, las diferencias en los resultados de los contenidos de polifenoles totales de
las investigaciones realizadas por los diferentes autores, puede deberse segun Ferreira
y col., 2009 a la influencia de los compuestos no fendlicos como el acido ascorbico, los
azucares y los aminoacidos que podrian producir una sobrevaloracion del contenido de
polifendlico. También, Palacios y col., 2011 refieren que la actividad antioxidante de los
extractos se correlaciona comunmente con el contenido fendlico total, evaluado
mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau; sin embargo, los compuestos fendlicos
individuales pueden mostrar efectos antioxidantes marcadamente diferentes como
resultado del sinergismo, antagonismo, coantioxidacion y la presencia de retardadores
de oxidacion.
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Entre los compuestos fendlicos, a los flavonoides se les brinda una especial atencion
debido al aporte que estos brindan en la actividad antioxidante de plantas y hongos (El-
Enshasy y col., 2018), lo que ha sido demostrado en multiples publicaciones.

En nuestro estudio, se obtuvieron valores de flavonoides de 2,8 + 0,92 mg/100g
expresados como equivalentes de catequina (Tabla 4). Dichos resultados resultan
similares a los reportados por De la Cruz, 2012 en la misma especie, en similares
condiciones de experimentacion, con valores de concentracion de flavonoides de 3,6
mg/100g.

Por su parte, Gasecka y col., 2016 reportaron en extractos etandlicos de P. ostreatus y
P. eryngii valores de flavonoides de 2,11 + 0,19 y 1,26 + 0,17 mg/g de extracto,
respectivamente. Estos autores plantearon que el contenido de flavonoides en diversas
especies de Pleurotus oscila entre 1,2 a 2,9 ug/g de extracto, incluso puede llegar
hasta 7,79 mg/g de extracto. Refirieron ademas que la diferencia obtenida entre las
concentraciones de estos metabolitos en las diversas investigaciones puede deberse a
la variada composicion de los sustratos.

Otros autores como Dandapat y Sinha, 2015 reportaron contenidos de flavonoides de
13,78 + 0,52 mg/100g en extractos acuosos de Pleurotus tuber-regium. En cambio,
Jaworska y col., 2015 refirieron un contenido total de flavonoides en Pleurotus
ostreatus de 170 mg/100g de materia seca. En este sentido, Vamanu, 2013 refiere que,
dependiendo del solvente empleado, el contenido de flavonoides en P. ostreatus se
encuentra en un rango entre 23,1 £ 0,41 hasta 212,25 £+ 0,36 mg de quercetina/g de
extracto.

Algunos investigadores como Jayakumar y col., 2010, reportaron altas concentraciones
de los flavonoides crisina (40 mg/100 g) y rutina (31,2 mg/100 g) en extractos
etandlicos de P. ostreatus, asociandolo a las propiedades antioxidantes del extracto de
dicho hongo comestible.

Existen limitadas evidencias disponibles con relacién a la evaluacion del contenido de
flavonoides totales en las setas comestibles-medicinales, aspecto sefalado por
Palacios y col., 2011. Estos autores evaluaron el contenido de flavonoides en diversas
especies de hongos comestibles medicinales, reportando que la concentracién de
flavonoides se encuentra entre 0,9 - 3 mg/g de materia seca (90-300 mg/1009)
dependiendo de la especie en cuestion, y en particular en la especie P. ostreatus
obtuvieron 1,24 mg/g equivalentes de catequina. Ademas concluyen que el contenido
de flavonoides no se correlaciona necesariamente con el contenido de compuestos
fendlicos.

Resultan controversiales las consideraciones de autores como Gonzéalez-Palma y col.,
2016 que no reportaron flavonoides en estudios realizados en extractos de Pleurotus
ostreatus en diferentes estados de crecimiento. Por su parte, Gil-Ramirez y col., 2016
analizaron el genoma de diversas especies de Pleurotus y plantearon que las mismas
no presentan las secuencias que codifican las enzimas fundamentales en la sintesis de
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los flavonoides. Estos criterios divergentes podrian estar relacionados con las limitadas
evidencias disponibles sefaladas por los investigadores Palacios y col., 2011.

Otro de los compuestos determinados en la presente investigacion fue el acido
ascorbico (vitamina C). Este se considera un importante agente antioxidante in vivo,
en el hombre es considerada una vitamina esencial, incapaz de ser sintetizada debido
a la falta de la enzima gulonolactona oxidasa. Incluye dos compuestos con elevada
actividad antioxidante: el acido L-ascorbico y el acido L-deshidroascorbico (Sies y Stahl
W, 1995; Carocho y col., 2014).

El acido ascorbico presenta numerosos efectos beneficiosos dentro de ellos, actia
modificando las moléculas superoxido y a otras formas reactivas del oxigeno les cede
un electrén para estabilizarlas, protegiendo de esta manera a los lipidos de las
membranas celulares del dafio oxidativo (EI-Enshasy y col., 2018). El acido ascorbico
actla como cofactor de numerosas enzimas por lo que se distingue en la disminucién
de las peroxidaciones lipidicas y lipoproteicas mejorando de esta forma la funcién
vascular (Yavariy col., 2015).

Ademas, facilita la absorciébn del hierro, se incorpora a diversos productos
farmacéuticos como ingrediente esencial, estabilizador del complejo de vitaminas B o
como antioxidante (Sorice y col.,, 2014). Se ha demostrado que juega un papel
importante en la estimulacidon del sistema inmune al atenuar las respuestas
inflamatorias cronicas, ampliamente usado en el tratamiento de diversas enfermedades
como el escorbuto, la anemia, trastornos hemorragicos, entre otras; resulta esencial
para el desarrollo y regeneracion de musculos, huesos, dientes y la piel (Yavari y col.,
2015).

En el presente estudio, los valores de &cido ascérbico (vitamina C) obtenidos se
muestran en la tabla 4, cuyo resultado fue de 10,29 + 1,6 mg/100g expresados en
equivalente de acido L-ascorbico, resultados similares a los obtenidos por Vamanu,
2013 que reportd en extractos acuosos a altas temperaturas de P. ostreatus valores de
acido ascorbico de 6,72 £ 0,27 mg/g de extracto.

Por su parte, Gasecka y col., 2016 reportaron en extractos etandlicos de P. ostreatus y
P. eryngii valores de 10,28 + 0,39 y 16,64 + 0,47 mg/100g de peso seco,
respectivamente, a su vez plantearon que la concentracién de &cido ascérbico
depende de la especie en cuestion y oscila entre 5 y hasta 50 mg/100 g de peso seco.

Estudios realizados por Khan y Tania, 2012, refirieren que en extractos de Pleurotus
ostreatus el contenido de acido ascérbico puede oscilar entre 28 - 35 mg/100g,
empleando diversos solventes. Sin embargo, Jayakumar y col., 2009 obtuvieron un
elevado contenido de acido ascorbico (25 mg/100 g) en extractos de P. ostreatus,
comparado con otras especies de hongos comestibles como Agaricus bisporus, cuyo
contenido oscila entre 17- 21 mg/100g.

Otros estudios, reportan valores de vitamina C entre 3,27 + 0,47 hasta 3,65 + 0,17
mg/100g de materia seca, en cuerpos fructiferos de P. ostreatus, cultivado en diversos
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sustratos (Jonathan y col., 2012). En este sentido, Gasecka y col., 2016 refieren que la
incorporacion de elementos traza en el sustrato incrementa el contenido de acido
ascorbico en los cuerpos fructiferos de P. ostreatus.

Estudios han indicado que el acido ascorbico de los hongos comestibles (Ganoderma.
lucidum y P. ostreatus) reduce los radicales ascorbato, que juegan un papel vital como
antioxidante (Islam y col., 2019), a su vez Jayakumar y col., 2011 refieren que el acido
ascorbico interactia directamente con los radicales O, y OH-+ en el plasma
sanguineo, evitando asi el dafio en la membrana de los glébulos rojos, ayuda ademas
al a-tocoferol en la inhibicion de la peroxidacion lipidica (POL) al reciclar el radical
tocoferol.

3.5- Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto acuoso a altas
temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus

Existen diversos métodos para estimar la capacidad antioxidante de los hongos
comestibles medicinales. Estos tienen en cuenta los variados mecanismos de defensa
antioxidante, destacandose entre los mas importantes la capacidad para secuestrar y
reducir radicales libres, acomplejar metales de transicién e inhibir la peroxidacion
lipidica (Heleno y col., 2010).

Estos métodos pueden ser tanto in vitro como in vivo. In vitro existe un amplio nimero
de ellos, capaz de evaluar la capacidad antioxidante, dentro de estos se encuentran
aguellos que calculan la actividad secuestrante del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH?¢), el poder reductor, o la inhibicion de la peroxidacion lipidica, entre otros;
aunque todavia no existe un consenso sobre la combinacién mas adecuada de estos
(Sharmay col., 2012).

Igualmente, aunque existen marcadores del dafio oxidativo a biomoléculas los
resultados in vivo siguen siendo contradictorios (Heleno y col., 2010). Por su parte,
Shahidi y Zhong (2015) indican que actualmente se han desarrollado una serie de
analisis quimicos y modelos bioldgicos que ayudan a medir, a escala molecular o
celular, la capacidad secuestradora de los radicales, el poder reductor y otras
propiedades especificas de los antioxidantes. Estos mecanismos incluyen la
transferencia de atomos de hidrégeno, la transferencia de electrones, entre otros.

Dentro de los métodos mas utilizados in vitro se encuentra el de captacion del radical
DPPHe, la estimacion del poder reductor y el de inhibicion de la peroxidacion lipidica
(Aksoy y col., 2013).

3.5.1- Actividad frente al radical 2,2 difenil -1-picrilhidracilo (DPPH?¢)

El radical DPPHe+ es un radical estable, por tal motivo ha sido empleado ampliamente
en la determinacién de las caracteristicas antioxidantes de una sustancia o extracto. Si
la sustancia evaluada posee actividad antioxidante directa, entonces la misma sera
capaz de reducir al 2,2 difenil -1-picrilhidracilo por accion directa sobre él, ya sea por
transferencia de un electrén o de un radical hidrogeno y como consecuencia de ello se
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produce una disminucidon del color del radical DPPHe producto de la acciéon del
antioxidante (Mruthunjaya y Hukkeri, 2008).

Para analizar la capacidad de reduccidon de radicales DPPHe por el extracto acuoso a
altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus, se empleé el acido
ascorbico como control positivo, sustancia antioxidante de referencia en
concentraciones de 0,25 — 1 mg/mL.

En la figura 6 se muestran los porcientos de inhibicion del radical DPPH+ para el
extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus y
para el acido ascorbico como patrén estandar. El valor mas alto en cuanto al porciento
de inhibicion del radical DPPH- para el acido ascorbico y para el extracto acuoso de P.
ostreatus fue a 1mg/mL con porcientos de 95,64 y 93,25 respectivamente. El acido
ascorbico como antioxidante de referencia mostr6 mayor capacidad de secuestro del
radical DPPH+ comparado con el extracto en estudio.

Los resultados obtenidos para el extracto y el control positivo indican que existe una
relacion actividad-concentracion dependiente, donde a medida que aumenta la
concentracion va aumentando el poder de captaciéon del radical DPPHe por los
compuestos presentes. Resultado que coincide con los reportes de Abdullah y col.,
2012.

Ademas, como se observa en la figura 6, la muestra presentd actividad secuestradora
del radical DPPHe«, por lo que contiene constituyentes activos capaces de transferir un
atomo de hidrogeno o un electron al radical y con ello manifestar propiedades
antioxidantes.

Al observar los resultados obtenidos, el extracto acuoso manifiesta una actividad
antioxidante inferior a la del acido ascérbico empleado como patrén de referencia, lo
que se considera adecuado si se tiene en cuenta que la concentracion de los
metabolitos responsables de la accion antioxidante en el extracto siempre seria muy
inferior a la concentracion referida de los compuestos puros, pero demuestra las
potencialidades antioxidantes de dicho extracto.

Resultados similares obtuvieron Milovanovi¢ y col., 2014 en extractos etandlicos de
cuerpos fructiferos de P. citrinopileatus que mostraron una alta captacion del radical
DPPHe+ de 94,9% a la concentracion de 5 mg/mL, también refieren que Pleurotus
contiene numerosos compuestos bioactivos que le confieren las propiedades de
antioxidantes naturales que presenta.

Investigadores como Jayakumar y col., 2009 evaluaron la eficacia en la captacion de
radicales libres en extractos etandlicos de P. ostreatus comparado con el acido
ascorbico como solucion estandar, y obtuvieron a la concentracion maxima de 10
mg/mL, un porciento de inhibicion de 56,2 y 60,17, respectivamente.

Del mismo modo, Alispahic¢ y col., 2015 en un estudio sobre la actividad antioxidante de
extractos de hongos comestibles frescos reportaron un 43.88% de inhibicion del radical
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DPPH+s en un extracto metandlico de cuerpos fructiferos de P. ostreatus. Otros
investigadores como Sudha y col.,, 2012 reportaron para P. eous porcientos de
inhibicion entre 12,42 y 70,21 del radical DPPH?e, a una concentracion de 2 - 10 mg/mL.
También, Sharma y col., 2009 reportaron a la concentracion de 10 mg/mL un 56% de
captacion del radical DPPHe« en la especie P. ostreatus. Por su parte, Dundar y col.,
2015 reportaron porcientos de inhibicién de este radical en extractos metandlicos de P.
ostreatus de 95,43 a 20 mg/mL.

Los investigadores Elbatrawy y col., 2015 examinaron las propiedades antioxidantes de
extractos de siete especies de hongos obtenidos con solventes diferentes, entre los
gue se incluyen extractos acuosos a altas temperaturas de P. ostreatus donde
obtuvieron 57,87% de inhibicion del radical DPPHe+ y concluyen que en los ensayos
DPPH?e el extracto mas potente fue el extraido empleando el agua como solvente, asi
como, que las diversas especies de hongos contienen variados compuestos
antioxidantes en diferentes concentraciones con numerosos niveles de hidroafinidad.
Ademas, plantean que las propiedades medicinales de P. ostreatus pueden estar
relacionadas con el contenido de acidos fendlicos, flavonoides, las vitaminas Cy E, y
los polisacéridos.

Asi mismo, reportes de Sanchez, 2017b refieren que existen diferencias importantes en
la capacidad antioxidante y el contenido fendlico de diversas cepas de especies de
Pleurotus y analiza que la capacidad antioxidante por medio de la reaccion de DPPH-
varia segun la especie en estudio.

En la figura 7, se muestran los valores de ECsy, estimados en funcion de la
concentracion del acido ascorbico y del extracto acuoso de Pleurotus ostreatus a la
cual se alcanza el 50% de captacién maxima del radical DPPH-. Obteniéndose un valor
de 14,95 + 0,006 mg/mL para el acido ascérbico y de 21,22 + 0,004 mg/mL en el
extracto de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus.

En la figura 7 se observa que el acido ascérbico presentd un ECso menor que el del
extracto en estudio. Resultados adecuados si se refieren las conclusiones de los
investigadores, Abdullah y col., 2012 que plantean que el menor valor de ECs indica
una mayor capacidad del extracto para actuar como eliminadores de radicales DPPHe,
ademas refieren que los compuestos empleados como controles positivos son
excelentes eliminadores de radicales DPPHe comparada con los extractos de hongos
comestibles estudiados.

Los resultados del ECsp obtenidos en nuestro estudio para el extracto acuoso y para el
acido ascorbico, no mostraron diferencias significativas para una p<0,05, por tal motivo
el extracto posee propiedades antirradicalicas.

En el estudio realizado por Chirinang y Intarapichet, 2009 refirieron valores de ECsy en
el ensayo de eliminacion de radicales DPPHe para extractos acuosos a altas
temperaturas de Pleurotus ostreatus de 11,56 mg/mL, mejores que los obtenidos para
la especie P. sajor-caju (ECso = 13,38 mg/mL). Estos investigadores concluyen que
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probablemente esto es debido al mayor contenido de compuestos fendlicos y fibra
dietética presente en la especie Pleurotus ostreatus.

Investigadores como Kongkla y Poeaim, 2016, evaluaron la actividad antioxidante de
extractos metandlicos de cinco especies de Pleurotus, obteniendo para el extracto de
cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus un valor de ECso de 5,00 mg/mL.

Por su parte, Oke y Aslim, 2011 reportaron en P. eryngii valores de ECs, para extractos
acuosos de 0,545 £+ 0,007 mg/mL y 0,909 £ 0,011 mg/mL para extractos etanolicos.
Estos autores refieren que los extractos acuosos muestran una capacidad de captacion
del radical DPPH+ més efectiva que los extractos metandlicos, por lo que diferentes
extractos pertenecientes a la misma especie pueden mostrar diferentes actividades
antioxidantes, segun el solvente empleado.

Del mismo modo, Milovanovic¢ y col., 2014 plantean que la capacidad antioxidante de
los cuerpos fructiferos de las especies de Pleurotus han sido objeto de numeros
estudios y obtienen valores de ECsy en extractos etanodlicos de cuerpos fructiferos de
P. ostreatus y P. ferulae inferiores a 14 mg/mL y en extractos acuosos de P. sajor-caju
de 9,0 a 10,4 mg/mL.

3.5.2- Estimacion del Poder Reductor

La capacidad reductora de un compuesto puede servir como un importante indicador
de su potencial actividad antioxidante. EI método del poder reductor se basa en la
capacidad de la sustancia que seré evaluada de reducir las especies férricas (Fe®*") a
ferrosas (Fe?") por una transferencia electrénica directa. Este ensayo se presenta en la
literatura en dos variantes: la conocida como FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant
Power) y la conocida como Reducing Power que es la empleada en nuestro trabajo,
diferenciandose una de otra principalmente en la fuente de Fe** que se adiciona al
sistema (Shimada y col., 1992).

En este experimento, se realizé una medicién espectrofotométrica a 700 nm, longitud
de onda donde absorbe el complejo de Fe?* formado. El incremento de la absorbancia
a esta longitud de onda es proporcional a la cantidad de Fe** reducido a Fe?" por la
especie antioxidante evaluada. El poder reductor de los hongos comestibles
medicinales podria estar relacionado con la capacidad de actuar como donantes de
hidrogeno (Shimada y col., 1992).

En la figura 8 se muestran los valores del poder reductor del extracto acuoso a altas
temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus y del acido ascérbico como
compuesto antioxidante de referencia. Observandose que el poder reductor del
extracto y del acido ascorbico aumentan con el aumento de la concentracion, por lo
tanto, a medida que aumenta la concentracion de los extractos, aumenta la
absorbancia a la longitud de onda de 700 nm, donde el incremento de la absorbancia a
esta longitud de onda es proporcional a la cantidad de Fe® reducido a Fe®" por la
especie antioxidante evaluada.
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Al observar los resultados obtenidos, el extracto acuoso manifiesta un poder reductor
inferior al del acido ascérbico, resultado que es adecuado si se tiene en cuenta que el
acido ascorbico es empleado como patron de referencia, pero si demuestra las
potencialidades reductoras del extracto analizado.

En el experimento para estimar el poder reductor se obtuvo para la concentracion de 1
mg/mL valores de absorbancia para el extracto de 0,430 + 0,121 y para el acido
ascorbico de 0,743 £ 0,09, valores comparados con los obtenidos por Im y col., 2014
en extractos acuosos a altas temperaturas de P. florida a 1 mg/mL de 0,54 £ 0,18.

Los investigadores Jayakumar y col., 2009 reportaron a la concentracion de 10 mg/mL
en extractos etanolicos de P. ostreatus, valores de poder reductor de 1,367, los cuales
al compararlos con valores obtenidos en P. citrinopileatus a la misma concentracion,
resulté de 1,05. Estos autores plantean que el poder reductor va a ser dependiente de
la concentracién, donde, a manera que aumenta la concentracién, si posee capacidad
reductora, aumentara la absorbancia.

Asi mismo, los resultados de Gonzéalez-Palma y col., 2016 reportan que en todas sus
muestras investigadas, el poder reductor depende de la concentracion, a su vez
obtienen el mayor valor de poder reductor para el extracto acuoso obtenido por
decoccion de cuerpos fructiferos de P. ostreatus, con un valor de 0,439 £ 0,011 a la
concentracion de 100 mg GAE/L.

Los investigadores Arbaayah y Umi, 2013 obtuvieron en extractos etandlicos de varias
de especies de Pleurotus el mayor poder reductor a la concentracién de 10 mg/mL
para la variedad P. djamor var. djamor, con una absorbancia de 0,874, seguido de P.
djamor var. roseus (0,771), P. pulmonarius (0,429) y finalmente P. ostreatus (0,397).
Estos autores concluyen que el poder reductor de los iones Fe** mostrado por los
extractos podria guardar relacion con la presencia de compuestos que actian como
donadores de hidrégeno, como los fenoles capaces de reducir iones metélicos o de
reaccionar con radicales libres, seguido por la estabilizacién y terminaciéon de la
reaccion en cadena mediada por el radical, ademéas que el poder reductor constituye
un indicador del potencial antioxidante del compuesto evaluado.

Ademas, en la figura 9 se muestra el valor de ECsp en el ensayo del poder reductor que
se refiere a la concentracion a la que se alcanza el 50% de la absorbancia maxima.
Donde, los valores de ECsy obtenidos resultaron para el acido ascoérbico de 0,327 *
0,31 mg/mL y para el extracto de Pleurotus de 0,513 + 0,355 mg/mL, observandose
gue el menor valor de ECsy se corresponde con el acido ascorbico, como sustancia
antioxidante de referencia, que se relaciona con la mayor capacidad antioxidante. Los
resultados del ECso no mostraron diferencias significativas estadisticamente para una
p<0,05.

Al respecto, Grifoll y col., 2015 en extractos metanolicos de P. ostreatus obtuvieron
valores de ECsg para el poder reductor de 2,74 + 0,32 mg/mL.
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Los investigadores Jayakumar y col., 2011 plantean que la capacidad reductora de un
compuesto puede servir como un indicador significativo de su potencial actividad
antioxidante. Asi mismo, las propiedades reductoras de una sustancia estan
generalmente asociadas con la presencia de reductores, como el acido ascérbico, el
cual ha sido reportado que ejerce su accion antioxidante por rompimiento de la cadena
de radicales libres donando un atomo de hidrégeno.

3.5.3- Efectos del extracto acuoso de P. ostreatus en el modelo in vitro de
peroxidacion lipidica en homogenatos de higado y cerebro de raton

La peroxidacion lipidica (POL) es un proceso generado por el efecto de las ERO. Las
ERO provocan la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados y los fosfolipidos de
las membranas celulares, iniciando una reaccion en cadena que resulta peligrosa para
la viabilidad celular, fundamentalmente. Los procesos de POL conducen a la formacién
de numerosos derivados toxicos: los hidroperéxidos, los 4-hidroxialquenales y el
malonildialdehido (MDA), entre otros, que dan como resultado la ruptura de la
integridad de las membranas celulares, afectando su fluidez y permeabilidad (Garcia y
col., 2005).

Se han reportado en diversos estados fisiopatologicos como en enfermedades
cardiovasculares, el cancer, los trastornos neurodegenerativos e incluso en el
envejecimiento, concentraciones elevadas de MDA, donde la oxidacion de los lipidos o
peroxidacién lipidica, constituye un paso crucial (Janero, 1990). Los investigadores
Arbaayah y Umi, 2013 comentan que los productos de la POL ejercen diversas
funciones bioldgicas in vivo como su implicacion en la regulacién de la expresion
génica, la sefializaciébn y activacion de receptores, asi como en las respuestas
adaptativas. Por tanto, las investigaciones han centrado su atencion en los productos
de peroxidaciéon lipidica para dilucidar el mecanismo de oxidacion lipidica y su
participacion en la patogénesis de diversas enfermedades, el desarrollo de
biomarcadores especificos y practicos para diagnosticar enfermedades y evaluar
terapias.

El indicador de la POL méas extensamente utilizado es el MDA, especialmente la
determinacion mediante el ensayo espectrofotométrico del acido tiobarbitirico (TBA),
producto a que ofrece un medio facil de evaluar la peroxidacion lipidica en materiales
biolégicos (Ledn y col., 2005; Gaschler y Stockwell, 2017).

En nuestro estudio se emplearon homogenatos de higado y cerebro de raton. En la
figura 10 se muestra el porciento de inhibicibn de MDA en homogenatos de higado de
ratbn para el extracto acuoso a altas temperaturas de P. ostreatus y para el acido
ascorbico como sustancia antioxidante de referencia. Donde se observa que el valor
mas alto en cuanto al porciento de inhibicion de MDA para el acido ascérbico y el
extracto acuoso correspondid a la concentracion de 20 mg/mL, obteniendo porcientos
de 68,07 y 51,54 respectivamente. El acido ascorbico como sustancia antioxidante de
referencia mostr6 una mayor capacidad inhibitoria comparada con el extracto en
estudio.
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Los resultados obtenidos para el extracto y el control positivo muestran que existe una
relacion directa entre la concentracion y la inhibicion de la POL, donde a medida que
aumenta la concentracion, aumenta el porcentaje de inhibicion de la POL. Estos
resultados fueron similares a los obtenidos por Jayakumar y col., 2009, donde plantean
que a la concentracion de 10 mg/mL del extracto de P. ostreatus ocurre una mayor
inhibicién de la POL, con un porcentaje de 56,20 en el extracto y 67,15 para el
estandar de acido ascorbico.

Existen diversos mecanismos implicados en el incremento de la POL en el tejido
hepatico, donde las ERO deterioran los lipidos de la membrana mitocondrial de los
hepatocitos y con ello se afecta la cadena respiratoria y el genoma mitocondrial. Esto
conduce a la generacion de mas ERO, produciéndose una reaccion en cadena. La
disfuncién mitocondrial también puede provocar apoptosis o necrosis dependiendo del
estado energético de la célula (Noeman y col., 2011).

Para el caso del homogenato de cerebro, en nuestro estudio se muestra en la figura
11, el porciento de inhibicién de la POL para el extracto acuoso a altas temperaturas de
P. ostreatus y para el acido ascorbico como sustancia antioxidante patrén de
referencia. Se observa que el porcentaje mas alto a la concentracién de 20 mg/mL, se
corresponde para el acido ascorbico (53,02) y para el extracto acuoso fue de 37,91. El
acido ascorbico como sustancia antioxidante de referencia mostr6 una mayor
capacidad inhibitoria comparada con el extracto en estudio.

Los resultados obtenidos para el extracto y el control positivo muestran que existe una
relacion directa entre la concentracion y la inhibicion de la POL, donde a medida que
aumenta la concentracion aumenta el poder inhibitorio de la POL.

Los investigadores Cheung y Cheung, 2005 reportaron en homogenatos de cerebro de
ratas, porcientos de inhibicién de la peroxidacién lipidica de 50.09% y 50 %, por las
especies V. volvacea y P. flabellatus, respectivamente.

El cerebro, segun Garcia y col., 2005 es rico en fosfolipidos que pueden ser atacados
por ERO e iniciar el proceso de POL, este ensayo se ha empleado para dilucidar la
posible contribucién de las ERO a dafios cerebrales asociados a procesos cronicos
como isquemias, hemorragias, traumatismos cerebrales, el Alzheimer y el Parkinson.

Se debe significar que se obtuvo una mayor proteccion por parte del extracto, a la
concentracion de 20 mg/mL en ambos tejidos, evidenciandose efectos antioxidantes de
P. ostreatus. La disminucion de POL mas eficiente se observé en el tejido hepatico con
relacion al cerebral, por consiguiente el extracto mostrO un mejor comportamiento
como hepatoprotector y menos como neuroprotector.

Estos resultados indican la capacidad del extracto de P. ostreatus para prevenir o
disminuir el dafio oxidativo a los lipidos en las membranas celulares de higado y
cerebro de raton, todo lo cual puede contribuir al mantenimiento de la integridad y
funcionalidad de estos dos importantes érganos.
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Figura 10. Porcientos de inhibicion de MDA para el acido ascorbico y para el extracto
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Figura 11. Porcientos de inhibicion de MDA para el acido ascoérbico y para el extracto
acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus en
homogenatos de cerebro de raton en el ensayo de POL.



3.6- Relacion entre el contenido fendlico con la capacidad secuestradora del
radical DPPH?e, el poder reductor y la peroxidacion lipidica

Multiples reportes dan cuenta de la relacion directa entre la actividad antioxidante y el
contenido fendlico total en los extractos de hongos comestibles-medicinales. Los
compuestos fendlicos juegan un rol importante como antioxidantes y también
contribuyen eficientemente a estabilizar los procesos de peroxidacion lipidica
(Jayakumar y col., 2011), de ahi la gran importancia que posee su presencia, para ser
empleados estos hongos comestibles como suplementos nutricionales para el uso en
diversas terapias. Lo anterior justificO que se evaluara la correlacion del contenido
fendlico con los ensayos antioxidantes realizados en la presente investigacion.

En la figura 12 se muestra la correlacion existente entre el contenido fendlico y la
actividad secuestradora del radical DPPH« para el extracto acuoso a altas temperaturas,
donde el valor del coeficiente de correlacion (r) obtenido fue de 0,978. Esto evidencio
una correlacion relativamente fuerte entre el contenido de fenoles y la inhibicion del
radical DPPHe. El modelo de la recta reporté un valor elevado de R? = 0,957, ratificando
la relacion directa entre el contenido fendlico y la actividad antirradicélica.

Numerosos investigadores, reportan que las mayores concentraciones de fenoles se
asocian a una mayor captacién del radical DPPHs. Otros como Sudha y col., 2012
refieren que la capacidad de captacion de los extractos de setas podria estar
condicionada por los componentes bioactivos que presentan, compuestos como los
fenoles que pueden donar hidrégeno y captar el radical DPPHe+, mecanismo relacionado
con su actividad antioxidante.

La correlacidn existente entre el contenido fendlico y el poder reductor para el extracto
evaluado se muestra en la figura 13, donde el valor del coeficiente de correlacién (r)
fue de 0,990. Esto evidencia una correlacion relativamente fuerte entre estos dos
aspectos. El modelo de la recta reporté un valor elevado de R? = 0,980, ratificando la
relacion directa entre el contenido fendlico y el poder reductor.

En este sentido, Abdullah y col., 2012 reportaron en la especie P. ostreatus una buena
correlacion entre los fenoles totales y la actividad de barrido del radical DPPH-
(R?=0,8181), asi como en el ensayo de poder reductor (R?=0,8546), sugiriendo que
este potencial antioxidante es debido a la presencia de compuestos fendlicos.

La correlacion existente entre el contenido fendlico y el ensayo de peroxidacion lipidica
en homogenatos de higado de ratdbn se muestra en la figura 14, donde el valor del
coeficiente de correlacion (r) fue de 0,962, evidenciando una correlacion relativamente
fuerte entre el contenido de fenoles y el ensayo de POL. El modelo de la recta reportd
un valor elevado de R?*=0,927, ratificando la relacién directa entre ambos.

En la figura 15 se muestra la correlacion entre el contenido fendlico y el ensayo de POL

en homogenatos de cerebro de raton, donde el coeficiente de correlacion (r) fue de
0,923, evidenciando una correlacion moderadamente fuerte entre el contenido de
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fenoles y el ensayo de POL. El modelo de la recta reportd un valor elevado de
R?=0,925, ratificando la relacion directa entre ambos ensayos.

Estos resultados muestran que la actividad antioxidante del extracto de P. ostreatus
evidenciada en la inhibicion de la peroxidacion lipidica (POL), el secuestro de los
radicales DPPH- y el poder reductor esta posiblemente asociada a su alto contenido de
compuestos fendlicos.

3.7- Analisis del acoplamiento molecular de los fenoles con la proteina de estudio
CYP2E1

El estudio de acoplamiento molecular realizado con los fenoles seleccionados del
hongo comestible-medicinal Pleurotus ostreatus (Tabla 1) y la proteina CYP2E1l se
muestra en la Tabla 5. Los fenoles, muestran una elevada afinidad hacia la proteina,
sustentado en los valores de energia de union (AG) y la constante de inhibicion (Ki). Se
observa que la mayoria de los compuestos fendlicos presentan una buena fortaleza de
union hacia la proteina CYP2EL con valores de AG entre -8,05 a -10,39 kcal/mol y de Ki
entre 1,26E-8 a 355,69E-10 M.

Al analizar los resultados de las interacciones entre los 9 fenoles seleccionados y la
proteina en estudio, se observa que los fenoles presentan una selectividad moderada,
atendiendo a los valores de energia de unién y la constante de inhibicion calculada,
segun la Figura 2.

Asi mismo, se destacan en rojo, en la tabla 5, aquellos fenoles que tienen una afinidad
superior por los correspondientes sitios activos de la proteina. Luego de este anlisis,
se constata que los &cidos cafeico, ferulico, homogentisico, p-hidroxibenzoico y
protocatecuico poseen una buena selectividad con la proteina en estudio, al presentar
los menores valores de Kiy AG.

A continuacion en la tabla 6, se realiza el andlisis de las diferentes interacciones
resultantes de los acoplamientos entre aquellos fenoles que mostraron mejor afinidad
con la proteina estudiada. Se presentan las interacciones por puente de hidrégeno,
donde la cisteina permite el anclaje del grupo hemo, asi como las interacciones
hidrofébicas, sefialdndose con letra roja los aminoacidos que pertenecen al sitio activo
de la proteina y que interaccionan con cada fenol.

Estos fenoles presentan interacciones con algunos de los residuos de aminoacidos que
constituyen los sitios activos de la proteina reportados por Porubsky, 2008, ellos son:
Ala®® Thr®: val®: Leu®® e lle™ en las interacciones hidrofébicas. Estos
investigadores refieren que Thr*® constituye el sitio polar de la cadena altamente
conservado, que orienta su union al hidrégeno de los sustratos, planteando que una
mutacién de la Thr®® por Ser, Val o Ala en ratones mostré cambios en la actividad de la
CYP2EL, como una disminucion en la hidroxilacion de los &cidos grasos y alteraciones
en el metabolismo de las isotiociantinas. Mutaciones en los aminoacidos Val®*** o Leu®®
incrementan la actividad de la 7-etoxi-4-trifluorometilcoumarina, pero disminuyen la
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Tabla 5. Resultados del acoplamiento molecular entre los fenoles seleccionados con la
proteina CYP2E1 en estudio.

CYP2E1l
Ligando AG Ki

(Kcal/mol) (UM)

Acido cafeico -8.05 1.26
Acido p-cumarico -9.01 248.6

Acido ferulico -8.27 2.32
Acido cinamico -9.09 217.34
Acido galico -8.80 355.65
Acido homogentisico -10.39 24.41
Acido p-hidroxibenzoico -10.25 30.73
Acido protocatecuico -9.81 64.52
Acido gentisico -9.41 125.61




Tabla 6. Resultados de las interacciones de la proteina CYP2EL1 en estudio con los
fenoles que mostraron mejor afinidad.

AG Ki Interacciones Por puente de

Ligandos PDBID | caiimol) | (um) hidrofébicas hidrégeno

ALA 443; THR 304; | CYS 437[S...HO];
THR 307; THR 303; | HEM500[Fe...HO]
PHE 430; LEU 296;
GLY 439; ALA 299;
Acido cafeico 3e6i -8.05 1.26 |GLY 300; ALA 438;
VAL 364: PRO 429;
ASN 367; LEU 393;
LEU 368; ILE 115;

ILE114.
THR307;  ALA443: | CYS 437[S...HOJ;
PHE430;  THR304; | HEM500[Fe...HO]
ALA299; THR303;
LEU296; GLY439;
Acido ferulico 3e6i -8.27 2.32 | GLY300; ASN367;
VAL364; LEU393;
PRO429: LEU368;
ALA438; ILE114;
ILE115

THR304;, THR307, |CYS 437[S...HOJ;
THR303; PHE430; | HEMS500[Fe...HO]
ALA299;  ALA443;
GLY439; LEU296;
3e6i -10.39 | 24.41 | ALA438;  GLY300;
VAL364; PRO429:
ASN367; LEU393;

Acido
homogentisico

ILE115:; ILE114:;
LEU368
ALAZ43; THR307; | CYS 437[S...HO];
PHE430;  THR304: | HEM500[Fe...HO]
GLY300; THR303;
Acido p- | ALA299; LEU296;
hidroxibenzoico | 3€61 -10.25 | 30.73 | ALA438; ILE115;
ILE114; LEU368;
LEU393; VAL364;
PRO429;  ASN367:
GLY439

THR304; ALA443; | CYS437[S...HOJ;
PHE430; ALA299: | HEM500[Fe...HO]

GLY300; GLY439;

Acido . LEU296: ILE114;
protocatecuico 3ebi 981 64.52 ALAA438; ILE115;
THR307; PRO429,

VAL364; ASN367;

LEU393, LEU368




hidroxilacion del p-nitrofenol por lo que juegan un rol importante en la especificidad de
la proteina por el sustrato.

El compuesto de mejor energia de union fue el acido homogentisico, el cual presentd
una mayor cantidad de interacciones hidrofébicas (18) con la proteina CYP2EL. Este
elemento es de interés, puesto que el acido homogentisico fue uno de los fenoles
detectados en la huella del HPLC en el extracto.

Al respecto, algunos investigadores como Medina y col., 2018 han referido, que el
acido homogentisico puede ser un buen candidato para la captacion del radical 1-
hidroxyetil y para la proteccién del higado después del consumo de etanol.

Por otra parte, Valencia y Garin, 2010, refieren que ratas sometidas a una dieta con
alcohol etilico y alimentadas con P. ostreatus, mostraron una proteccion de la
estructura hepatica de hasta el 40% en comparacion con el grupo control.

Los fenoles &cidos cafeico, ferulico, y p-hidroxibenzoico mostraron valores de
interaccion con el CYP2E1l muy cercanos entre ellos, ademas el numero de
interacciones hidrofébicas fue similar (17), lo que sugiere que podrian tener
comportamientos analogos, basado en sus estructuras moleculares.

Los resultados de interaccion entre los fenoles y la proteina de estudio se han
representado usando imagenes 2D (software Ligplot), donde se muestran los tipos de
interacciones hidrofébicas y los puentes de hidrégeno.

En la figura 16 se muestran las interacciones del a&cido cafeico con la proteina CPY2E1.
Investigadores como Beltran y col., 2008, han reportado interacciones entre el acido
cafeico esterificado de propdleos de abeja (Apis mellifera) con isoformas de CYP,
atribuyendo un efecto antihepatocarcinogénico.

Ademas, Furuya y col, 2012, plantean que los CYP450 catalizan eficientemente la
hidroxilaciéon del &cido p-cumérico, por lo que podrian proveer una sintesis rapida de
acido cafeico en procesos biotecnolégicos utilizando la Escherichia coli, lo cual resulta
de interés por las propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias y antivirales que
presenta el &cido cafeico.

También, en la figura 17, 18, 19 y 20, se muestran las interacciones de la proteina de
estudio con el acido felurico, homogentisico, p-hidroxibenzoico y protocatecuico,
respectivamente. En este sentido, algunos investigadores como Baer-Dubowska y col.,
1998, reportan interacciones entre el acido protocatecuico y diferentes formas de
CYP450, explicando un posible mecanismo que justifica la accion anticarcinogénica de
este fenol por medio de la inhibicion o activacién de las proteinas estudiadas.

En un estudio realizado por Disotuar, 2018, se evalué el efecto hepatoprotector de un
biopreparado a bajas temperaturas, obtenido de cuerpos fructiferos de setas Pleurotus
sp. en ratones con dafio hepatico inducido por malnutricion proteico energética. Los
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resultados mostraron una marcada recuperacion en el grupo que recibio el extracto de
Pleurotus sp. con respecto al grupo malnutrido y al alimentado con dieta convencional,
la reduccién de la sintesis excesiva de urea a partir de los grupos amino de los
aminoécidos, el restablecimiento adecuado del funcionamiento hepético con relacion al
catabolismo proteico, el restablecimiento de la funcionalidad de la enzima fosfatasa
alcalina, gamma-glutamil transferasa y la aminotrasferasa. Este bioproducto sugiere un
efecto protector en los procesos metabolicos del higado y la posibilidad de una correcta
eliminaciéon de farmacos y xenobidticos glutationados.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, son comparados con el reporte
realizado por Morales, 2019, el cual emplea los mismos fenoles de la especie Pleurotus
ostreatus y los acopla con las proteinas: 5-lipooxigenasa, NFkB/IkBa, NADPH-oxidasa y
la ciclooxigenasa-2. En el estudio se obtuvieron valores de AG entre -10.72 a -12.28
kcal/mol y de Ki entre 2.08E-8 a 9.99E-10 M. Sefiala ademas, que el acido
homogentisico, acido clorogénico y acido gentisico, son los que presentan mejores
resultados en la interaccion con los residuos del sitio activo de la proteina 5-
lipooxigenasa.

El reconocimiento molecular desempefia un rol importante en la ejecucion de eventos
biomoleculares fundamentales como las interacciones enzima- sustrato, farmaco-
proteina y farmaco-acido nucleico. Para entender los principios generales que
gobiernan la naturaleza de las interacciones (Van der Waals, enlace de hidrégeno,
electrostética, entre otras) entre los ligandos y las proteinas o los acidos nucleicos de
interés. Ademas puede proporcionar un marco de trabajo para el disefio de farmacos
con potencial terapéutico (Stevens, 2014).

Especial atencion revisten los compuestos fendlicos, los cuales poseen valor medicinal
(Alves y col., 2013). En este sentido, se conoce que los compuestos fendlicos son
antioxidantes con propiedades redox, lo cual les permite actuar como agentes
reductores, donadores de hidrégeno, captadores de radicales libres y queladores del
oxigeno singlete (Dimitrios, 2006).

Al respecto, los investigadores Aguirre y col., 2018 realizaron estudios in silico, basados
en la similitud estructural de micocompuestos de hongos comestibles medicinales de
bajo peso molecular (fenoles), con respecto a sustancias y moléculas antitumorales con
efectos moduladores en eventos epigenéticos. En particular, de siete compuestos de
hongos estudiados, cinco mostraron un potencial efecto en la acetilacion/desacetilacion
de histonas, y en el caso especifico de Pleurotus ostreatus, se encontraron tres fenoles:
acido protocatecuico, mirecitina y naringina, con similitud estructural a veinte
compuestos antitumorales de referencia, lo cual sugiere que estos compuestos
pudieran actuar como antimetabolitos de DNA, antimitoticos y/o agentes alquilantes.

De manera general, la actividad antioxidante del extracto de P. ostreatus se ha
evidenciado en la inhibicion de la peroxidacion lipidica (POL), el secuestro de los
radicales DPPH- y la estimacion del poder reductor, la cual puede estar posiblemente
asociada a la presencia de compuestos fendlicos (Jayakumar y col.,, 2011). Los
polifenoles pueden proporcionar una proteccion significativa in vitro contra el estrés
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oxidativo, en concentraciones mucho mas bajas de lo que seria necesario para la
proteccion quimica antioxidante (Weichselbaum y Buttriss, 2010). Jayakumar y col.
(2008) sugieren que los extractos de hongos comestibles expresan efectos
antioxidantes a nivel de los genes del sistema de defensa antioxidante.

En funcion de los resultados obtenidos, se puede asumir que la evaluacion in silico de
los compuestos fendlicos de la seta comestible Pleurotus ostreatus, ha servido de punto
de partida para futuras investigaciones ya sea in vitro o in vivo, referidas a la actividad
antioxidante de este hongo comestible-medicinal.

Los estudios computacionales, como el acoplamiento molecular, constituyen una
importante herramienta bioinformatica para elucidar los mecanismos de union de
diferentes compuestos bioactivos derivados de estos hongos comestibles-medicinales,
con proteinas de interés, de manera que se puedan obtener bioproductos mas
selectivos y potentes, dependiendo de la actividad biolégica que se desea evaluar. Por
otro lado, brindarian importante informacién para los futuros estudios preclinicos y
clinicos.
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Conclusiones

- El procedimiento empleado mediante tratamiento térmico para la obtencion del
extracto acuoso a altas temperaturas de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus,
favorecio la liberaciébn de compuestos fendlicos detectados en tamizaje fitoquimico,
espectros UV-visible y por HPLC.

- La concentracion de compuestos fendlicos, flavonoides y acido ascoérbico en el
extracto evaluado mostré valores de 106 + 0,04 mg/100g, 2,8 + 0,92 mg/100g y 10,29 +
1,6 mg/100g, respectivamente.

- El extracto acuoso de cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus mostré actividad
antioxidante in vitro a través de los ensayos de captacion del radical DPPHe, estimacion
del poder reductor e inhibicién de la peroxidacion lipidica en homogenatos de higado y
cerebro de raton, pudiendo estar posiblemente asociada a la presencia de compuestos
fendlicos.

- La fortaleza de union de los diferentes compuestos fendlicos de Pleurotus ostreatus
con la proteina CYP2EL, basado en parametros quimico fisicos presentan una buena
fortaleza de unién con valores de AG entre -8,05 a -10,39 kcal/mol y de Ki entre 1,26E-8
a 355,69E-10 M. Los fenoles con mejores resultados de interaccion fueron los acidos
cafeico, ferulico, homogentisico, p-hidroxibenzoico y protocatecuico.
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Recomendaciones

-Profundizar en la evaluacién de la actividad antioxidante del extracto objeto de estudio
en modelos animales de patologias asociadas al estrés oxidativo.

-Evaluar la interaccion de los fenoles seleccionados y otros compuestos presentes en
Pleurotus ostreatus con otras dianas moleculares involucradas en el céancer,
mecanismos antiinflamatorios, enfermedades neurodegenerativas y metabdlicas.

- Comparar los resultados de acoplamiento molecular con farmacos de referencia como
hepato y neuro protectores.
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