7 ?EICM(E;MEm Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2024; 40:€1951

Articulo orginal

Acoplamiento molecular de hidrofobinas de Pleurotus ostreatus con el

factor nuclear de células T

Molecular coupling of Pleurotus ostratus hydrophobins with T cell

nuclear factor

Linet Vega Oliva'* https://orcid.org/0000-0002-0796-4553

Yaixa Beltran Delgado? https://orcid.org/0000-0002-7149-5069

Julio Alberto Rojas Vargas® https://orcid.org/0000-0002-8877-1592

Humberto Joaquin Morris Quevedo* https://orcid.org/0000-0002-3916-8594

Isabel Marten Powell® https://orcid.org/ 0000-0003-1067-3463

Marcos Meneses Mayo® https://orcid.org/0000-0001-7381-6690

"Hospital Provincial Saturnino Lora, Santiago de Cuba, Cuba.

2Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), Universidad de Oriente,
Santiago de Cuba, Cuba.

3Universidad de Oriente, Santiago de Cuba, Cuba.

“Universidad de Ciencias Médicas de Santiago de Cuba, Santiago de Cuba, Cuba.
SInstituto de Ciencias de la Salud (ICSA), Universidad Andhuac México Campus

Norte, México.

*Autor para la correspondencia: vegalinet92@gmail.com

(G evtic |

Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES



https://orcid.org/0000-0002-0796-4553
https://orcid.org/0000-0002-7149-5069
https://orcid.org/0000-0002-8877-1592
https://orcid.org/0000-0002-3916-8594
https://orcid.org/%200000-0003-1067-3463
https://orcid.org/0000-0001-7381-6690
mailto:vegalinet92@gmail.com

7 ?EIME;ME“ Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2024; 40:€1951

RESUMEN

Introduccion: En la actualidad existen farmacos inmunosupresores que inhiben el
complejo Calcineurina/Factor Nuclear de Células T Activadas (CN/NFAT)
utilizados para prevenir el rechazo de érganos trasplantados. Sin embargo, no se
pueden emplear en enfermedades inflamatorias, pues su uso prolongado produce
efectos secundarios graves. Por ello, se investigan nuevos compuestos, entre ellos
péptidos fungicos, capaces de interferir selectivamente con la senalizacién
CN/NFAT y que, a su vez, resulten seguros.

Objetivo: Evaluar el efecto in silico de hidrofobinas de Pleurotus ostreatus sobre el
factor transcripcional NFAT.

Métodos: La estructura de las hidrofobinas se obtuvo de la base de datos MeFSAT
y el acoplamiento se realiz6 con el programa AutoDock 4.2. Se estimaron la energia
libre (AG), la constante de disociacion (Ki) y la eficiencia de ligando (LE). Se
modelaron parametros de similitud a un farmaco y los relacionados con la
absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad (ADME/T).
Resultados: El acoplamiento molecular entre las hidrofobinas y la proteina NFAT
presenté una fortaleza de union moderada (valores de AG en un intervalo de -4.6 a
-5.7 kcal/mol). Las hidrofobinas evaluadas mostraron resultados favorables en
cuanto a los eventos de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion/toxicidad
(ADME/T).

Conclusiones: Las hidrofobinas investigadas poseen potencialidades para el
desarrollo de novedosos farmacos de interés en la terapéutica de afecciones del
sistema inmune. Los resultados justifican la realizacion de ensayos in vitro/in vivo
que corroboren sus efectos inmunomoduladores y antinflamatorios.

Palabras clave: CN/NFAT,; respuesta inmune; in silico; hidrofobinas; Pleurotus

ostreatus; acoplamiento molecular.
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ABSTRACT

Introduction: Currently there are immunosuppressive drugs that inhibit the Cal-
kineurin/Activated T Cell Nuclear Factor (CN/NFAT) complex used to prevent
rejection of transplanted organs. However, they cannot be used in inflammatory
diseases, since their prolonged use produces severe side effects. For this reason,
new compounds are being investigated, including fungal peptides, capable of
selectively interfering with CN/NFAT signaling, and which, in turn, are safe.
Objective: To evaluate the in silico effect of hydrophobins from Pleurotus ostreatus
on the transcriptional factor NFAT.

Methods: The structure of the hydrophobins was obtained from the MeFSAT
database and the docking was carried out with the AutoDock 4.2 program. Free
energy (AG), dissociation constant (Ki) and ligand efficiency (LE) were estimated.
Parameters of similarity to a drug and those related to absorption, distribution,
metabolism, excretion and toxicity (ADME/T) were modeled.

Results: The molecular coupling between hydrophobins and the NFAT protein
presented moderate binding strength (AG values in a range of -4.6 to -5.7 kcal/mol).
The evaluated hydrophobins showed favorable results in terms of absorption,
distribution, metabolism, excretion/toxicity (ADME/T) events.

Conclusions: The investigated hydrophobins have potential for the development of
novel drugs of interest in the therapeutics of immune system disorders. The results
justify the performance of in vitro/in vivo tests to corroborate its
immunomodulatory and anti-inflammatory effects.

Keywords: NC/NFAT; immune response; in silico; hydrophobins; Pleurotus

ostreatus; molecular docking
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Introduccion

El estudio de las enfermedades del sistema inmune ha cobrado relevancia en las
ultimas décadas, debido al incremento de los factores que inciden en su
fisiopatologia, por ejemplo, estilos de vida inadecuados como los habitos
nutricionales, el estrés, los cambios medioambientales, la incidencia de diversos
padecimientos, etc.() Diferentes enfermedades se asocian al estrés oxidativo
resultante del daino originado por las especies reactivas de oxigeno (EROs), entre
ellas, las que tienen como base un estado “proinflamatorio” sostenido.®

Por esta razon, en la actualidad se intensifica la busqueda de compuestos con
propiedades preventivas o terapéuticas, capaces de modular la sefalizacién redox
y las respuestas inmunitarias.® Dentro de las “biofabricas naturales” de
sustancias bioactivas mas promisorias figuran los hongos comestibles,
investigados por sus  efectos antitumorales,  antioxidantes e
inmunomoduladores.®

Pleurotus ostreatus es una de las especies mas consumidos a nivel mundial.
Estudios recientes refieren su actividad antitumoral e inmunomoduladora en
extractos crudos y compuestos purificados a partir del micelio y cuerpos
fructiferos.®

Entre los compuestos presentes en los hongos se encuentran las hidrofobinas,
péptidos atractivos para la biotecnologia por sus aplicaciones industriales, y
propiedades antitumorales® y antimicrobianas.(”) Su accion se ha relacionado con

la modulacién de la respuesta inmune.® En P. ostreatus se han identificado 40
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genes de hidrofobinas con funciones en el crecimiento y desarrollo del hongo;®
sin embargo, no se han reportado aun sus posibles efectos farmacolégicos.

Las proteinas NFAT (factor nuclear de células T activadas), constituyen dianas
importantes para el abordaje de procesos inflamatorios relacionados con la
inmunidad, crecimiento y diferenciacién celular, tumorigénesis y apoptosis. Esta
familia de factores transcripcionales realiza sus funciones unidos a la fosfatasa
calcineurina (CN), pero en presencia de estimulos sostenidos, como ocurre en la
inflamacion crénica, su sefalizacion ocasiona dafios al organismo.® En la
actualidad existen inhibidores exdgenos que disminuyen la actividad del complejo
CN/NFAT pero solo se emplean para evitar el rechazo a trasplantes, debido a la
gran variedad de reacciones adversas que presentan.(10

La modelaciéon molecular del acoplamiento de hidrofobinas de Pleurotus ostreatus
con las proteinas NFAT podria aportar nuevas evidencias cientificas para el
desarrollo de farmacos capaces de interferir selectivamente con la ruta de
senalizacion CN/NFAT. El acoplamiento molecular desempefia hoy dia un rol
importante en el disefio de farmacos como herramienta complementaria a los
estudios in vitro/in vivo y la dilucidacion de los mecanismos de accién.()

El presente trabajo tuvo como objetivo realizar una evaluacién in silico del posible
efecto de hidrofobinas de P. ostreatus sobre proteinas NFAT, mediante la
utilizacion del acoplamiento molecular y la estimacién de parametros de similitud
a un farmaco y de absorcién, distribucion, metabolismo, excrecién/ toxicidad

(ADME/T).
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Métodos

Contexto y clasificacion de la investigacion
Se realiz6 una investigacion experimental in silico utilizando los recursos
computacionales de la estacion de Calculos Complejos de la Universidad de
Oriente (Santiago de Cuba, Cuba).
Ligandos y estructura de las proteinas

Se seleccionaron tres hidrofobinas de P. ostreatus depositadas en la base de datos
MeFSAT (Medicinal Fungi Secondary metabolites and Therapeutics): POHIT
(Ca1He7N13017S), POH2 (Ca4H79N13015) y POH3 (Ca1HesN12015S)

(http://cb.imsc.res.in/mefsat, consultada: diciembre 2, 2022).('2 Se empleé el
programa ChemBioDraw Professional 15.0 (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA)(3)
para generar las estructuras de las hidrofobinas, cuya geometria se optimizé con
el programa ChemBio3D Ultra 12.003 utilizando los métodos de mecanica
molecular MM2 y MMFF94. Se modelaron las proteinas NFAT 5SVE y NFAT 2P6B,
cuyas estructuras 3D estan depositadas en el Banco de Datos de Proteinas (PDB,

del inglés Protein Data Bank) (http://www.wwpdb.org, consultada: diciembre 2,

2022) (tabla 1). La identificacion de los residuos no pertenecientes a las proteinas
y que podrian interferir con su centro activo se realiz6 a través del programa UCSF

Chimera version 1.10.227 (RBVI, San Francisco, CA, EUA).(%
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Tabla 1- Estructura 3D de las proteinas NFAT y parametros de la caja Grid

Proteinas Estructura de la PBD ID Coordenadas Tamano
NFAT NFAT (Resolucion) X Y YA (puntos)
5SVE ”;&f 2,60 A 9,569 -17,736 29,233 80x80x98,7

55
HER A
g .
2P6B _ﬁ?g - 2,30 A -19,765 21,336 -10,956 76x42x64
A

Protocolo de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se llevé a cabo con los programas AutoDock 4.2,
Autodock Vina y AutoDockTools 1.5.6 (http://autodock.scripps.edu; Scripps
Research, Center for Computational Structural Biology, CCSB, San Diego, CA,
USA).(09 La visualizaciéon 3D de las interacciones hidrofébicas y por puentes de
hidrogeno de los complejos, se efectudé con el programa UCSF Chimera version
1.10.227.0% El programa AutoDock requiere de la realizacion de un pre-célculo de
los mapas grid ubicando el ligando alrededor de la regién de interés (sitio activo).
Se utilizo el algoritmo genético Lamarkiano para explorar la mejor conformacion
espacial de los ligandos, con 50 poses por cada ligando.
Los parametros fisico-quimicos estimados en la investigacion fueron AG y Ki
(ecuaciones 1y 2).

AG = -RT In Ka Ecuacion 1

Ka=K'=_[El]  Ecuacién?2

[EIN]

donde AG es la energia libre, Ki, la constante de disociacién, [E], [I] y [EI] son las

concentraciones de proteina, inhibidor y el complejo proteina-inhibidor,
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respectivamente; en tanto, R= 8,314 J mol/K es la constante universal de los gases,
T=298 K es la temperatura y Ka, la constante de afinidad.

Se estimd, ademas, la eficiencia del ligando (LE), al dividir AG entre el nimero de
atomos (n) no hidrégenos presentes en la estructura (ecuacion 3):

LE = AG Ecuacion 3

Propiedad de similitud a un farmaco y estudios ADME/T

El estudio de las propiedades de similitud a un farmaco se realizé a través del
cumplimiento de la regla de Lipinski, que define rangos de parametros
fisicoquimicos: peso molecular <500, nimero de enlaces donores de hidrogeno <5,
nimero de enlaces aceptores de hidrogeno <10 vy lipofilicidad (Log P) <5. Estos
parametros se verificaron a través de la metodologia SwissADME
(http://www.swissadme.ch).(™® En la prediccion de los parametros
farmacodinamicos (absorcion, distribucion, metabolismo, eliminacion y toxicidad)

se empleo el programa ADMETIlab 2.0.07)

Resultados

Parametros fisico-quimicos del acoplamiento molecular

Los parametros del acoplamiento molecular de las tres hidrofobinas de Pleurotus
ostreatus y las proteinas NFATc1 y NFATc3 se muestran en la tabla 2. Los
resultados revelaron que los ligandos presentaron una afinidad moderada teniendo
en cuenta lo establecido en la literatura.(8)

Los intervalos de los valores de energia de unién estuvieron entre -5,7 y -4,6
kcal/moly los de la constante de inhibicién entre 0,42 y 0,066 mM. Por su parte, los
valores de eficiencia de ligando de todas las hidrofobinas se encontraron en el

rango de -0,06 y -0,08 kcal/mol/atomo. Se usé la posicion de un péptido propio de

8
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la proteina investigada para la localizacion de los péptidos estudiados, y evitar asi
la unién de la CN a la NFAT. Los mejores valores de acoplamiento se obtuvieron

para la hidrofobina POH1 frente a 5SVE-NFATc3 y para POH3 con 2P6B-NFATc1.

Tabla 2- Prediccidon de la energia libre de union, la constante de inhibicion y la eficiencia

de ligando en el acoplamiento de las hidrofobinas con las proteinas NFAT

5SVE-NFATc3 2P6B-NFATc1
Hidrofobinas AG Ki LE AG Ki LE
(kcal/mol) (mM) (kcal/mol/atomo) (kcal/mol) (mM) (kcal/mol/atomo)
POH1 -5,7 0,066 -0,08 -4,6 0,42 -0,06
POH2 -4,7 0,36 -0,07 54 0,11 -0,08
POH3 -5,2 0,15 -0,08 -5,6 0,078 -0,08

AG: energia libre, Ki: constante de disociacion y LE: eficiencia de ligando

En las figuras 1 y 2 se presentan las interacciones 2D y 3D de los modelos de
acoplamiento. Las hidrofobinas, presentaron 13 interacciones con la 5SVE por
puentes de hidrégeno, mientras que con la 2P6B mostraron 18 interacciones, lo

que evidencia la fortaleza de unién de las hidrofobinas con estas proteinas.
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Fig. 1- Interacciones 2D (panel izquierdo) y 3D (panel derecho) de las hidrofobinas con la

proteina 2P6B.
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Fig. 2. Interacciones 2D (panel izquierdo) y 3D (panel derecho) de las hidrofobinas

con la proteina 5SVE.
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Propiedades de similitud a un farmaco y estudios ADME/T

En la evaluacién de la regla de Lipinski para las hidrofobinas, los tres ligandos

mostraron un peso molecular por encima de 500 g/mol. En cuanto al niumero de

enlaces donores de hidrégenos, éste fue mayor de lo requerido para el parametro

(<5), al igual que los valores de la superficie topolégica polar (TPSA, A?) entre

472.24 y 497.6 A2 que resultaron superiores al recomendado de 140 A2,

Los resultados derivados del andlisis de ADME/T de la presente investigacion se

muestran en la tabla 3. La evaluacién permitié determinar las propiedades

farmacodinamicas de las hidrofobinas seleccionadas al

interactuar con las

proteinas de estudio, las que evidenciaron en general, un comportamiento

favorable.

Tabla 3- Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas (ADME/T) de las

hidrofobinas de Pleurotus ostreatus

Parametro Propiedades POH1 POH2 POH3
Permeabilidad Caco-2 -6,922 -6,375 -6,569
Inhibidor Pgp Inhibidor Inhibidor Inhibidor
Absorcién Sustrato Pgp Sustrato Sustrato No Sustrato
Absorcién intestinal
Negativo Negativo Negativo
humana (HIA)
Unidn proteinas
42,28 % 41,45 % 43,36 %
plasmaticas
Distribucién
Barrera hematoencefalica
Negativo Negativo Negativo
(BBB)
Inhibidor CYP450 1A2 No inhibidor No inhibidor No inhibidor
Sustrato CYP450 1A2 No sustrato No sustrato No sustrato
Inhibidor CYP450 3A4 Inhibidor Inhibidor Inhibidor
Metabolismo Sustrato CYP4503 A4 No sustrato No sustrato No sustrato
Inhibidor CYP450 2C9 No inhibidor No inhibidor No inhibidor
Sustrato CYP450 2C9 No sustrato No sustrato No sustrato
Inhibidor CYP450 2C19 No inhibidor No inhibidor No inhibidor
12
{cc) ERECE
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Sustrato CYP450 2C19 No sustrato No sustrato No sustrato
Inhibidor CYP450 D6 No inhibidor No inhibidor No inhibidor
Sustrato CYP450 D6 Sustrato Sustrato Sustrato
Excrecién T1/2 (h) 1,831 2,015 1,891
Bloqueadores hERG No bloqueadores | No bloqueadores | No bloqueadores
Hepatotoxicidad humana Negativo Negativo Negativo
Mutagenicidad (AMES) Negativo Negativo Negativo
Toxicidad
Sensibilizacion cutanea No sensible No sensible No sensible
Lesion hepatica inducida
Negativo Negativo Negativo
por farmacos (DILI)
Discusion

En la actualidad, la estrategia mas importante de la industria farmacéutica se
enfoca al disefo de farmacos basado en sus propiedades moleculares, que se
sustentan en parametros estructurales y de ADME/T, los cuales influyen en la
biodisponibilidad de los farmacos.(9)

En investigaciones precedentes, se refirio la utilizacion del péptido CNI103
disenado con estrategias de quimica computacional, y que inhibe la interaccién
CN/NFATc3. CNI103 resulté altamente efectivo en su accion inhibitoria, permeable
a la célula y metabdlicamente estable. Por ello, representa un promisorio
tratamiento para el sindrome del distrés respiratorio y otras enfermedades
inflamatorias.?

En nuestro trabajo, las hidrofobinas de P. ostreatus presentaron una afinidad
moderada por sus dianas NFAT y de manera general, no cumplieron con laregla de
Lipinski. Ello sugiere su optimizacion y la utilizacién de grupos funcionales de
dichas moléculas que pudieran tener acoplamientos mas fuertes con las proteinas
NFAT para el posterior disefio de farmacos. Los mejores valores de acoplamiento

se obtuvieron para la hidrofobina POH1 frente a 5SVE-NFATc3 y para POH3 con

13
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2P6B-NFATc1, lo cual podria estar relacionado con la naturaleza de las
interacciones por puentes de H e hidrofébicas que presentan.

Existen numerosos factores que influyen en la biodisponibilidad de los farmacos.
Dentro de los fisicoquimicos figuran las propiedades intrinsecas del farmaco,
como pKa, tamano molecular, lipofilicidad y solubilidad; por su parte, los biolégicos
incluyen la permeabilidad de la membrana gastrica e intestinal, tiempo de transito,
pH de la luz y tasa de flujo sanguineo de la mucosa.@"

Las tres hidrofobinas presentaron buenos valores de permeabilidad en células
Caco 2 (>-5,15). Esta linea es muy utilizada para estimar la absorcion in vitro de
farmacos, dada su similitud morfofuncional con los enterocitos humanos. ?? Sin
embargo, los resultados de la absorcion intestinal humana (HIA) fueron negativos.
En este sentido, la informacién acerca de la absorciéon intestinal de péptidos es
muy limitada, y algunos investigadores han desarrollado modelos para predecir la
permeabilidad intestinal de péptidos basados en su secuencia aminoacidica.@?
Con respecto a la distribucién, los porcentajes de unién a proteinas plasmaticas
estuvieron por debajo del 90% en los tres ligandos. Es conocido que cuanto menos
enlazado esté un farmaco a las proteinas plasmaticas, mas facilmente podra
atravesar las membranas celulares, lo que puede condicionar su distribucion y
eliminacion.@)

Todos los compuestos resultaron negativos para el transporte a través de la
barrera hematoencefalica, atribuible al peso molecular de los péptidos (>400-600
Da).(3)

Acerca del metabolismo, la mayoria de los compuestos evaluados resultaron no
inhibidores y no sustratos de las isoformas de la citocromo CYP450; mientras que
todos fueron inhibidores del citocromo CYP450 3A4 y sustratos de la enzima
CYP450 D6. La CYP450 3A4 es una enzima involucrada en la oxidacién de muchos

farmacos, y su inhibicion en muchos casos conduce a una acumulaciéon no

14

(G evrric___| Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




7 ?EIME;ME“ Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2024; 40:€1951

deseada del agente terapéutico.?¥ La CYP450 D6 es una enzima implicada en la
biotransformacion de los farmacos, y el ser sustratos de dicha enzima, les podria
conferir la hidrosolubilidad suficiente para ser eliminados mas facilmente del
organismo.?¥ El tiempo de vida media estuvo por debajo de las tres horas,
conforme con los parametros establecidos en la literatura.2V)

Ninguno de los compuestos resulté bloqueador de canales hERG, y de igual
manera, fueron negativos para la hepatotoxicidad, mutagenicidad y sensibilizacién
cutanea. Se han descrito inhibidores de la calcineurina como la ciclosporina A
(CsA) y FK506, efectivos para la prevencion del rechazo al trasplante, pero no se
han utilizado en otras enfermedades inflamatorias, al causar efectos adversos
severos, particularmente nefrotoxicidad.??

En estudios previos, la hidrofobina SC3 de Schizophyllum commune mostré efecto
antitumoral en modelos murinos de sarcoma y melanoma, asociado a su actividad
inmunomoduladora, sin presentar manifestaciones de toxicidad.®

Muchos agentes terapéuticos pueden no tener éxito en los ensayos clinicos debido
a que sus parametros estructurales y de ADME/T no son favorables. Los estudios
in silico constituyen herramientas utiles para futuros ensayos in vitro/in vivo, asi
como para la realizacion de ensayos clinicos.

Las hidrofobinas de Pleurotus ostreatus presentaron afinidad y fortaleza de unién
moderadas a sus dianas NFAT, asi como resultados favorables en cuanto a los
eventos ADME/T, lo que ademas de su potencial efecto terapéutico, evidencia su
seguridad con vistas al desarrollo de formulaciones de origen natural para el

tratamiento de afecciones inflamatorias del sistema inmune.

ALACI22 - 13th Latin American and Caribbean Immunology and 7th Cuban Immunology

Society Congresses
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