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RESUMEN 

 

 

El consumo de alimentos ricos en compuestos fenólicos (CF) ha sido asociado 

con benéficos a la salud debido a su capacidad antioxidante, antiinfamatoria y 

antimicrobiana. Además se ha reportado que los CF tienen la capacidad de inhibir 

enzimas digestivas como la lipasa pancreática (LP), lo cual sugiere su potencial 

como agentes antiobesogénicos naturales. En este contexto, el mango 

(Mangifera indica L.) cv. ‘Ataulfo’ por su alto contenido en CF, representa un 

modelo de estudio para evaluar la capacidad de los mismos como inhibidores de 

la LP. El objetivo del estudio fue evaluar el potencial de CF identificados en pulpa 

[ácido gálico (AG), clorogénico (AC), protocatéico (AP) y vanílico (AV)] y cáscara 

[ácido tánico (AT), penta-O-galoil-β-D-glucosa (PGG) y mangiferina (MG)] de 

mango, como inhibidores de la LP porcina, su mecanismo cinético y posibles 

interacciones, mediante ensayos de inhibición enzimática, espectroscopia de 

fluorescencia y anclaje molecular in silico (docking). Los resultados indican que 

AT, PGG y MG inhibieron la actividad de la LP, mostrando un IC50 de 22.40 µM, 

64.6 µM y 144.3 µM, respectivamente; mientras que AG, AC, AP y AV mostraron 

menor efectividad para inhibir a la LP con un IC50 > 500 µM. Los ensayos cinéticos 

de inhibición mostraron que AT y PGG disminuyeron Vmax y Km de la LP, 

sugiriendo que ambos compuestos muestran un mecanismo de inhibición 

acompetitivo. Además se encontró que AT y PGG presentaron alta afinidad por 

la LP, de acuerdo a sus valores de Ki (AT: 0.018 µM y PGG: 0.0094 µM). 

Asimismo, el patrón de emisión de fluorescencia de la LP cambió en presencia 

de los CF, presentándose opacamiento en todos los casos, y desplazamiento 

batocrómico e hipsocrómico en el caso de AT, PGG y MG. Respecto al docking, 

se observó que AT y PGG podrían unirse en la cavidad formada por la interface 

dominio C-terminal y lid de la LP, en su conformación abierta, y colipasa, lo que 

puede apoyar el mecanismo cinético de inhibición determinado. Además, los CF 

mostraron interaccionar con residuos de naturaleza polar expuestos en dicha 

cavidad. Por lo tanto, se concluye que AT y PGG mostraron interacción específica 
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con la LP; lo cual sugiere que CF de alto peso molecular presentes en cáscara 

de mango, un subproducto de la industria agroalimentaria, podrían ser 

aprovechados para la formulación de nutracéuticos dirigidos a la prevención y 

tratamiento de la obesidad.  

 

Palabras clave: Compuestos fenólicos, lipasa pancreática, inhibición, interacción, 

cambios conformacionales 
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ABSTRACT 

 

 

Consumption of foods rich in phenolic compounds (PC) has been associated with 

various positive health effects, which have been attributed mainly to their 

antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory capacity. Recently, studies have 

indicated that PC are able to inhibit digestive enzymes such as pancreatic lipase 

(PL), which suggests the potential of PC as natural antiobesity agents. In this 

context, mango (Mangifera indica L.) cv. ‘Ataulfo’, due to its high PC content, 

represents a model study to evaluate the ability of these compounds as PL 

inhibitors. The aim of this study was to evaluate the potential of PC identified in 

mango pulp [gallic (GA), chlorogenic (CA), protocatechuic (PA) and vanillic (VA) 

acids] and peel [tannic acid (TA), penta-O-galloyl -β-D-glucose (PGG) and 

mangiferin (MG)] as LP inhibitors, as well as their kinetic inhibition mechanism 

and possible interactions. Enzyme inhibition assays, fluorescence spectroscopy 

and molecular docking were carried out. Enzyme inhibition assays indicated that 

TA, PGG and MG effectively inhibited the PL activity, showing IC50 values of 22.40 

µM, 64.6 µM and 144.3 µM, respectively. Furthermore, GA, CA, PA and VA 

showed less effectiveness to inhibit this enzyme (IC50 > 500 µM). LP kinetic 

inhibition assays were performed in the presence of TA and PGG (more effective 

compounds). It was found that these compounds decreased both LP Vmax and Km 

values, indicating that TA and PGG followed uncompetitive inhibition mechanism. 

The calculated Ki values (TA 0.018 µM and PGG 0.0094 µM) revealed that both 

compounds exhibited high PL affinity. It was also noted that, the PL fluorescence 

emission pattern changed in the presence of PC, showing in all cases a quenching 

effect. In some other cases (TA, PGG and MG), large displacements in the PL 

center of spectral mass (bathochromic and hypsochromic shift) were also 

observed. Results for TA and PGG docking to PL showed that both compounds 

could bind in the cavity formed by the PL C-terminal and lid domain interface (in 

its open conformation), and colipase, supporting kinetic inhibition mechanism
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determined experimentally. Moreover, the compounds interact mainly with 

exposed polar residues in the cavity. The results in this study suggest the 

existence of a close relationship between PC structure and PL inhibition, and 

regarding to TA and PGG the interaction was found to be specific. Furthermore, 

high molecular weight PC present in mango peel, which is a food industry 

byproduct, could be exploited for the development of nutraceuticals for obesity 

prevention and treatment. 

Keywords: Phenolic compounds, pancreatic lipase, inhibition, interaction, 

conformational changes. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Las frutas y verduras son la principal fuente de compuestos fenólicos (CF) en la 

dieta, por lo que su consumo frecuente puede brindar un beneficio integral a la 

salud, no sólo por disminuir la ingesta de azúcares refinados y lípidos, sino por 

aportar una buena cantidad de CF al organismo (Liu, 2013a, 2013b). El consumo 

de alimentos ricos en CF se ha asociado a diversos efectos benéficos a la salud, 

lo cuales se han atribuido principalmente a la capacidad de estos compuestos 

para actuar como antioxidantes, antiinfamatorios, anticancerígenos, entre otros 

(Balsano y Alisi, 2009; Carocho y Ferreira, 2013; Sergent et al., 2010). Además, 

estudios recientes han reportado que los CF podrían desempeñar un papel 

importante en la prevención y tratamiento de la obesidad (Lai et al., 2015; 

Williams et al., 2013; Yun, 2010a), por lo que estudios a mayor profundidad en 

este aspecto son necesarios.  

La obesidad es una creciente pandemia que se ha elevado a niveles alarmantes 

en el mundo desarrollado, e incluso se ha difundido en el mundo en desarrollo 

debido a la occidentalización de los hábitos alimenticios y el estilo de vida 

(George et al., 2014; Kim et al., 2013b). Diversos factores de riesgo constituyen 

las causas de la obesidad, entre los que se encuentran la insuficiente actividad 

física, el consumo de alimentos hipercalóricos y ricos en lípidos, y predisposición 

genética (Colagiuri, 2010; Robinson y Niswender, 2009). En 2013, la Asociación 

Americana de Medicina reconoció oficialmente a la obesidad como una 

enfermedad (Kim et al., 2013a). Sin embargo, el hecho más inquietante respecto 

a esta enfermedad es que predispone al desarrollo de padecimientos graves 
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como enfermedades cardiovasculares (ECV), diabetes, dislipidemia y algunos 

tipos de cáncer (Wang et al., 2011).  

Claramente la mejor manera de abordar esta enfermedad es a través de la 

modificación del estilo de vida, sin embargo, en los últimos años han surgido 

diversas estrategias terapéuticas para combatirla, tales como el uso de fármacos 

(Sergent et al., 2012). Entre los fármacos utilizados actualmente se encuentran 

orlistat, lorcaserina y fentermina/topiramato, los cuales han sido permitidos por la 

FDA (Food and Drug Administration). Aunque se ha demostrado la efectividad de 

dichos fármacos, los efectos adversos a la salud que han sido reportados tras su 

uso no deben ser ignorados (Fidler et al., 2011; Kim et al., 2013a; O'Neil et al., 

2012; Smith et al., 2010). Debido a lo anterior, existe la necesidad de explorar 

nuevos compuestos que sean efectivos y seguros (Chakrabarti, 2009; Robinson 

y Niswender, 2009).  

Actualmente, el uso de compuestos bioactivos de fuentes naturales, en especial 

los compuestos fenólicos (CF), puede ser una estrategia alternativa para la 

prevención y tratamiento de la obesidad (George et al., 2014; Hsu y Yen, 2008; 

Sergent et al., 2012; Wang et al., 2014b; Williams et al., 2013). Se han propuesto 

diferentes mecanismos a través de los cuales los CF pueden actuar como 

agentes antiobesogénicos (Williams et al., 2013; Yun, 2010a), siendo de gran 

interés el efecto que éstos pueden tener a nivel gastrointestinal (Williamson y 

Clifford, 2010). Estudios recientes han indicado que los CF tienen la habilidad de 

inhibir enzimas digestivas como la α-amilasa pancreática, la α-glucosidasa 

intestinal y las lipasas pancreáticas (Fei et al., 2014; Gondi y Prasada Rao, 2015; 

Liu et al., 2013; Oliveira et al., 2015; Wang et al., 2014a; Worsztynowicz et al., 

2014; Wu et al., 2013; Wu et al., 2014).  De estas enzimas, la lipasa pancreática 

(LP) en una de las de mayor interés debido a su función clave en el proceso de 

digestión y absorción de lípidos dietarios (Shi y Burn, 2004a; Whitcomb y Lowe, 

2007). De acuerdo a lo anterior, los CF podrían actuar como reguladores del 

consumo de energía proveniente de los lípidos y así podrían representar una 
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alternativa natural para reemplazar a orlistat ®, fármaco comercial que actúa 

sobre esta misma vía metabólica.  

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto tropical cultivado en todo el mundo con 

excelente valor nutricional y es reconocido por sus propiedades benéficas a la 

salud (Yahia, 2010), siendo de particular interés las altas concentraciones de CF 

presentes en este fruto (Manthey y Perkins-Veazie, 2009). Entre los principales 

compuestos de esta clase se encuentran los ácidos fenólicos, galotaninos y 

mangiferina (Manthey y Perkins-Veazie, 2009; Palafox-Carlos et al., 2012; 

Sáyago-Ayerdi et al., 2013), los cuales, por su estructura, pueden actuar como 

potenciales inhibidores de la LP, sin embargo, el estudio y conocimiento en este 

campo es escaso. Por lo que el propósito de este trabajo es evaluar el potencial 

de los principales CF identificados en pulpa y cáscara de mango cv. ‘Ataulfo’ y 

determinar su mecanismo cinético de inhibición y posibles interacciones con la 

enzima.  
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ANTECEDENTES  

 

 

Obesidad y Terapias Actuales para su Tratamiento 

 

La obesidad se ha convertido en un grave problema de salud pública a nivel 

mundial (Haslam y James, 2005). Este padecimiento se define y caracteriza por 

la acumulación anormal o excesiva de grasa corporal, lo cual puede afectar 

negativamente la salud. En 2013 la Asociación Americana de Medicina reconoció 

a la obesidad como una enfermedad (Kim et al., 2013a). La causa de este 

padecimiento implica una compleja interacción entre factores ambientales, 

biológicos y de conducta, tales como insuficiente actividad física aunada a una 

dieta hipercalórica o rica en lípidos, así como predisposición genética (Colagiuri, 

2010; Farooqi, 2015; Marti et al., 2008; Robinson y Niswender, 2009). 

Actualmente, se considera que la prevalencia de la obesidad ha alcanzado 

proporciones epidémicas alrededor del mundo (Kit et al., 2014; Morgen y 

Sorensen, 2014). Sin embargo, la principal preocupación dado este padecimiento 

es la alta propensión a enfermedades más graves como la diabetes, síndrome 

metabólico, enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de cáncer (Iyengar 

et al., 2015; Kim et al., 2013a). En este contexto, es imprescindible mejorar las 

estrategias utilizadas para el control de peso en personas que padecen 

sobrepeso u obesidad.  

Si bien, la prevención mediante un cambio en el estilo de vida es la mejor 

estrategia para controlar y vencer la obesidad, el uso de terapias alternativas 

como cirugía y el uso de ciertos fármacos ha ganado popularidad recientemente 

(Sergent et al., 2012). Por un lado, existen diversos tipos de cirugías bariátricas 
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para el tratamiento de la obesidad, las cuales incluyen bypass gástrico, 

gastrectomía vertical, banda gástrica, entre otras (Arterburn y Courcoulas, 2014; 

Buchwald et al., 2004; DeMaria, 2007). No obstante, a pesar de su efectividad,  

este tipo de intervenciones conllevan serios riesgos como complicaciones post-

quirúrgicas y metabólicas. Debido al acelerado ritmo de vida de las personas y 

por ende, el fracaso en la modificación de hábitos de vida saludables, y a las 

evidentes limitaciones de las intervenciones quirúrgicas, el uso de fármacos 

como coadyuvantes en la terapia contra la obesidad ha ganado popularidad en 

los últimos años.  

Los fármacos antiobesidad se introdujeron al mercado a finales del siglo XIX, 

como agentes capaces de modificar el metabolismo de nutrientes, regular el 

apetito o favorecer la termogénesis, por lo cual actualmente son conocidos como 

agentes antiobesogénicos (Colon-Gonzalez et al., 2013). En este sentido, un 

agente antiobesogénico se define como “cualquier compuesto químico capaz 

reducir la ingesta de alimentos, incrementar el gasto energético, limitar la 

absorción intestinal o modificar la digestión de nutrientes en el cuerpo humano” 

(Hainer y Hainerová, 2012; Manning et al., 2014; Medeiros-Neto et al., 2003). 

Según Bray (1995) y Rodgers et al. (2012), un fármaco o agente antiobesogénico 

adecuado es aquel que es activo vía oral, que reduce grasa corporal a manera 

dosis dependiente, que ayuda a la pérdida de peso de manera continua y que 

presenta efectos adversos mínimos. En este contexto, el desarrollo, aprobación 

y uso de estos fármacos debe ser regulado por un balance entre efectividad y 

seguridad.  

Actualmente se han desarrollado diferentes tipos de fármacos antiobesidad, los 

cuales han sido diseñados para actuar en rutas metabólicas específicas, ya sea 

en el sistema nervioso central o en tejidos periféricos como músculo, tejido 

adiposo, hígado o tracto gastrointestinal (Barja-Fernandez et al., 2014; Morton et 

al., 2006; Valentino et al., 2010). En este contexto, los principales mecanismos 

de acción de los fármacos antiobesidad son: 1) reducción del apetito o inducción 

de la saciedad; 2) incremento del gasto energético y oxidación de lípidos, y 3) 
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reducción de la absorción de lípidos dietarios en el tracto gastrointestinal (Hainer 

y Hainerová, 2012). Hasta el 2014, sólo orlistat®, lorcaserina® y 

fentermina/topiramato® han sido aprobados por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos de Estados Unidos de América (FDA) como medicamentos de 

uso a largo plazo para reducir de peso (Kakkar y Dahiya, 2015; Kim et al., 2013a) 

(Cuadro 1). A pesar de que los fármacos actuales han demostrado ser efectivos, 

los potenciales efectos adversos tras su uso no pueden ser ignorados. Los 

efectos adversos generalmente reportados incluyen ciertos tipos de toxicidad, 

desórdenes cognitivos y riesgos cardiovasculares (Comerma-Steffensen et al., 

2014; Cheung et al., 2013; Nathan et al., 2011). En este sentido, surge la 

necesidad de buscar y estudiar nuevas alternativas para el desarrollo de agentes 

antiobesogénicos efectivos y seguros, donde el potencial de los compuestos de 

origen natural aún sigue siendo un campo poco explorado (González-Castejón y 

Rodriguez-Casado, 2011; Yun, 2010a).  

 

 

Compuestos Fenólicos como Potenciales Agentes Antiobesogénicos: Inhibición 

de Enzimas Digestivas 

 

Los compuestos bioactivos naturales se definen como aquellos compuestos de 

origen natural que pueden afectar procesos biológicos y por tanto, tener un 

impacto positivo en las funciones del organismo humano y finalmente en la salud 

(Biesalski et al., 2009; Möller et al., 2008). Este tipo de compuestos están 

ampliamente distribuidos en la naturaleza, encontrándose en fuentes de origen 

vegetal, animal y microbiano (Tang et al., 2015; Zhang et al., 2015b; Zhao et al., 

2015). Existe una gran variedad de compuestos bioactivos, los cuales varían
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Cuadro 1. Fármacos para el tratamiento de la obesidad actualmente aprobados para su uso por la FDA. 

 

Adaptado de Kim et al. (2013a) 
 
 
 
 
 

 
Medicamento 

 
Mecanismo de Acción Efectos Adversos Referencias 

Orlistat 

 
Inhibidor reversible de las lipasas 

intestinales 
 

Esteatorrea, daño al hígado, pancreatitis 
aguda, lesiones precancerosas de colon 

(Filippatos et al., 2008; 
Sumithran y Proietto, 

2014) 

Lorcaserina 

Inhibidor de la re-captación de serotonina, 
dopamina y norepinefrina que potencia la 
actividad neurotransmisora en el sistema 

nervioso central 

Posible riesgo de cáncer, dolor de 
cabeza, infección, sinusitis, nausea, 

depresión, ansiedad, pensamientos de 
suicidio 

(Fidler et al., 2011; 
Smith et al., 2010) 

Fentermina/Topiramato 
Aumenta la señalización de ácido ϒ-

aminobutírico para promover la eñalización 
anorexigénica. Suprime el apetito 

Fatiga, nausea, vomito, pérdida de 
coordinación, diarrea. Problemas 
mentales como confusión, lento 
procesamiento de ideas, falta de 

concentración, problemas en la memoria 
y/o lenguaje; depresión, pensamientos 

de suicidio 

(Allison et al., 2012; 
Gadde et al., 2011) 
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en su estructura química y función, e incluyen vitaminas, proteínas o péptidos 

bioactivos, oligosacáridos, ácidos grasos y  compuestos fenólicos (CF) (Baboota 

et al., 2013). Diversos estudios señalan que estos compuestos pueden ejercer 

funciones biológicas como antioxidantes, anti-inflamatorios, anti-cancerígenos, 

hipocolesterolémicos, antimicrobianos, anti-hipertensivos, inmunomoduladores, 

entre otras (Balsano y Alisi, 2009; D’Orazio et al., 2012; Liu, 2013a; Mozaffarian 

y Wu, 2011; Phelan y Kerins, 2011; Shirakami et al., 2015). Además, estudios 

recientes han sugerido que los compuestos bioactivos naturales podrían jugar un 

papel importante en la prevención y tratamiento de la obesidad (González-

Castejón y Rodriguez-Casado, 2011; Lai et al., 2015; Scapagnini et al., 2014). El 

potencial de estas sustancias naturales radica en que son más seguras para el 

organismo humano, ya que se encuentran en diversos alimentos, y por ello 

podrían ser más aceptadas para el tratamiento de padecimientos como la 

obesidad en comparación con compuestos de origen sintético.  

Se ha reportado que alimentos de origen vegetal tales como frutas, verduras, 

granos, semillas, nueces y legumbres contienen diferentes compuestos 

bioactivos (Zhao et al., 2015). Entre estos compuestos se encuentran la fibra 

dietaria, vitamina C, carotenoides, tocoferoles y CF, siendo estos últimos de 

especial interés (Liu, 2013b). Los CF son metabolitos secundarios ampliamente 

distribuidos en todas las plantas y son los compuestos bioactivos más 

abundantes en la dieta humana (Zhao et al., 2015). Químicamente, los CF están 

constituidos por uno o más grupos hidroxilo unidos directamente a un anillo 

aromático y se dividen en 15 clases principales de acuerdo a su estructura (Xiao 

y Kai, 2012). Las principales clases de CF se muestran en la Figura 1. Estudios 

recientes indican que los CF pueden brindar distintos beneficios a la salud 

humana, además de su ya conocido potencial antioxidante, tales como la 

prevención y tratamiento de la obesidad (Torres-Fuentes et al., 2015). En este 

sentido, se ha propuesto que los CF pueden actuar como agentes 

antiobesogénicos mediante distintos mecanismos. Los principales son: 1) 

Supresión del apetito, 2) estimulación del gasto energético, 3) regulación del 

metabolismo de lípidos y 4) disminución de la ingesta de energía proveniente de
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Figura 1. Principales clases de compuestos fenólicos. Adaptado de Zhao et al. (2015) y González-Castejón y Rodriguez-
Casado (2011)
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carbohidratos y lípidos (Wang et al., 2014c; Yun, 2010b). Sin embargo, se ha 

visto que el mecanismo de acción de los CF depende de factores como su tipo y 

biodisponibilidad.  

Diversos factores, tales como la estructura de los CF, influyen de manera directa 

en su biodisponibilidad, lo que se piensa puede determinar su sitio y mecanismo 

de acción (Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Se ha reportado que, tras su 

ingestión, parte de los CF permanecen en el tracto gastrointestinal (TGI), en 

donde podrían llevar a cabo diversos efectos benéficos a la salud (Gee y 

Johnson, 2001). En este contexto, estudios recientes sugieren que los CF son 

capaces de disminuir la ingesta de energía mediante la regulación de la digestión 

y absorción de carbohidratos y lípidos (Buchholz y Melzig, 2015; Hanhineva et 

al., 2010). La condición para que estos nutrientes puedan ser absorbidos en el 

intestino delgado, es que primero deben ser sometidos a la acción de las enzimas 

que llevan a cabo su proceso de digestión (Sanders, 2016). Las enzimas que 

participan en el complejo proceso de digestión de carbohidratos y lípidos son α-

amilasas, α-glucosidasas y lipasas, respectivamente. Por lo tanto, la inhibición 

de estas enzimas representa un mecanismo por el cual los CF podrían actuar 

como agentes antiobesogénicos (Buchholz y Melzig, 2015; Xiao et al., 2013a; 

Xiao et al., 2013b).  

La digestión de carbohidratos dietarios se lleva a cabo principalmente por la α-

glucosidasa intestinal (E.C. 3.2.1.20) y la α-amilasa pancreática (E.C. 3.2.1.1). 

Por ello, el control de la absorción de glucosa en el intestino delgado mediante la 

inhibición de estas enzimas se considera una manera de prevenir el desarrollo o 

la exacerbación de la obesidad (Samaha et al., 2003). Diversos estudios han 

reportado la capacidad de los CF para inhibir la actividad de estas enzimas. Fei 

et al. (2014) estudiaron la inhibición de α-amilasa pancreática por galato de 

epigalocatequina (EGCG) y epigalocatequina-O- (3-O-metil) galato (EGCG’’Me), 

CF provenientes del té oolong. Los autores reportaron que ambos compuestos 

fueron capaces de inhibir la actividad de esta enzima (IC50 0.35 mg/mL y 0.57 

mg/mL, respectivamente), siendo EGCG el compuesto que mostró mayor
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efectividad. Asimismo, Worsztynowicz et al. (2014) estudiaron el efecto del 

extracto de Aronia melanocarpa L. (chokeberry negro) y sus compuestos 

mayoritarios (ácido clorogénico y cianidina-3-glucósido) en la actividad de α-

amilasa pancreática, encontrando que ambos compuestos fueron capaces de 

inhibir su actividad (IC50 0.57 mg/mL y 1.74 mg/mL, respectivamente), siendo 

ácido clorogénico el compuesto más efectivo. Por otro lado, se ha reportado que 

compuestos identificados en fresa como kaempferol 3-(6-metilglucurónido) 

mostró inhibir a baja concentración (65.22 µM) el 50% de la actividad de α-

glucosidasa intestinal  (Yang et al., 2016). Así mismo, se ha reportado que ácido 

tánico fue capaz de inhibir la actividad de esta enzima con un IC50 de 0.44 µg/mL, 

mostrando ser más efectivo que acarbosa (IC50 > 0.60 µg/mL), el cual es un 

inhibidor sintético de la α-glucosidasa intestinal y la α-amilasa pancreática (Xiao 

et al., 2015).  

Asimismo, es bien conocido que los lípidos dietarios representan la principal 

fuente de calorías indeseadas y que el metabolismo de estos nutrientes está 

estrechamente relacionado al desarrollo de la obesidad. A la fecha se conoce un 

gran número de enzimas involucradas en las diferentes etapas del metabolismo 

de lípidos, las cuales son blancos terapéuticos para la prevención y tratamiento 

de la obesidad (Loli et al., 2015; Shi y Burn, 2004b). Entre estas enzimas destaca 

la LP, que juega un papel fundamental en la digestión de lípidos dietarios para su 

posterior absorción en el intestino delgado (Whitcomb y Lowe, 2007). 

Actualmente, la LP es el blanco de orlistat ®, un inhibidor específico de esta 

enzima, el cual se ha reportado reduce la absorción de lípidos dietarios hasta un 

~30% (Sumithran y Proietto, 2014). Se ha descrito que este fármaco es el más 

utilizado para el tratamiento de la obesidad dada su facilidad de adquisición sin 

receta médica, sin embargo, los efectos adversos tras su uso no deben ignorarse 

(Beyea et al., 2012). En este sentido, al igual que como se ha visto con otras 

enzimas digestivas, los CF podrían representar una alternativa prometedora para 

actuar como agentes antiobesogénicos naturales al inhibir la actividad de la LP 

(Birari y Bhutani, 2007; Buchholz y Melzig, 2015). Más adelante en esta revisión   
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se describirá el conocimiento actual acerca de los   CF como inhibidores de la LP 

y las posibles interacciones que sustentan este efecto. Sin embargo, para el 

mejor entendimiento de lo anterior, a continuación se describirá el rol de esta 

enzima en el proceso de digestión de lípidos, así como los componentes clave 

en su estructura que determinan su función.  

 

 

Proceso de Digestión y Absorción de Lípidos 

 

Los lípidos desempeñan diversas funciones esenciales dentro del cuerpo 

humano, incluyendo la provisión de energía, funciones estructurales y 

específicas en las membranas celulares y actividades hormonales (Yaqoob, 

2013). Las principales clases de lípidos dietarios son los triacilglicéridos (TAG), 

lípidos más consumidos en la dieta (90-95%), así como los ésteres de colesterol, 

fosfolípidos y vitaminas liposolubles (Yaqoob, 2013). Los TAG dietarios constan 

de una estructura química formada por tres moléculas ácidos grasos de diversos 

pesos moleculares (C6 – C22) y saturaciones unidos mediante un enlace éster a 

una molécula de glicerol. Diversos estudios han tratado de entender los 

mecanismos de digestión y absorción de TAG, dada su importancia en un estado 

normal de nutrición y/o de enfermedad en el organismo humano (Sitrin, 2014). El 

esclarecimiento y entendimiento de los pasos clave involucrados en el 

metabolismo de TAG, representa una herramienta importante para el estudio y 

desarrollo de agentes antiobesogénicos naturales.  

La digestión de lípidos es un proceso complejo que ocurre en tres regiones del 

tracto gastrointestinal, boca, estómago y duodeno, previo a su absorción en la 

mucosa intestinal (Figura 2). Sin embargo, este proceso varía dependiendo del 

tipo de lípidos debido a la acción de enzimas específicas necesarias para  

hidrolizarlos de su forma compleja a una más sencilla. Todo proceso de digestión 

de los alimentos comienza en la boca, la cual representa la primera estación de  

disrupción de la matriz alimentaria, donde la masticación y la saliva comienzan 
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su rompimiento. En el caso de alimentos ricos en lípidos, especialmente en TAG, 

a pesar de que en esta etapa no hay liberación de éstas moléculas, la 

masticación y la saliva ayudan a disminuir el tamaño de partícula de las gotas de 

lípidos y asimismo incrementar el área de superficie de contacto para facilitar la 

subsecuente acción de las enzimas. Se ha reportado que pequeñas cantidades 

de lipasa lingual están presentes en la saliva, lo que facilita la digestión de una 

pequeña cantidad de TAG. Después de la masticación, las gotas de lípidos que 

contienen TAG junto con el bolo alimenticio y saliva pasan al estómago para 

continuar su digestión.  

Hasta aquí, debido al corto tiempo de residencia en la boca, no se observan 

cambios significativos en la estructura química de los TAG. Sin embargo, 

después de que el bolo alimenticio ha migrado a través del esófago hacia el 

estómago, éste es mezclado con los jugos digestivos ácidos bajo un pH entre 1-

3, lo que facilita la activación de las enzimas digestivas en esta región y la 

hidrólisis de los componentes en el alimento (Ekmekcioglu, 2002; Kalantzi et al., 

2006; McClements y Li, 2010). En esta etapa, la lipasa gástrica y la lipasa lingual 

son responsables de la hidrólisis de un 10-30% de TAG en el estómago (Hamosh, 

1990). Estas enzimas se unen a la superficie de las gotas de lípidos para convertir 

TAG en diacilglicéridos (DAG) y ácidos grasos libres (AGL) (Armand, 2007; 

Jurado et al., 2006), teniendo preferencia de hidrólisis de ácidos grasos en la 

posición sn-3 del esqueleto de glicerol (Carriere et al., 1993). Después, los 

productos de hidrólisis son incorporados en la superficie de las gotas de lípidos, 

deteniendo la actividad de ambas lipasas pero a su vez propiciando la 

subsecuente formación de las emulsiones lipídicas y por ende, la completa 

digestión de TAG en el duodeno (Pafumi et al., 2002). 
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Figura 2. Proceso de digestión y absorción de TAG en el tracto gastrointestinal. 
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Hasta este momento, las condiciones fisicoquímicas y enzimáticas del estómago 

han propiciado la hidrólisis parcial de TAG y un aumento en el área de superficie 

de las gotas de lípidos, lo cual favorecerá su digestión total y final absorción en 

el intestino delgado. Al entrar al duodeno, el quimo es mezclado con bicarbonato 

de sodio, sales biliares y fosfolípidos, provocando un incremento en el pH del 

medio (5.8-6.5) y ayudando a la formación de emulsiones lipídicas, 

respectivamente (Tso, 2006). Estas condiciones son necesarias para que las 

lipasas pancreáticas trabajen de manera eficiente sobre su sustrato. En esta 

etapa y particularmente para el caso de TAG, la digestión continúa hasta 

completarse gracias a la acción de la LP específica de triglicéridos (LP), enzima 

responsable de la hidrólisis de 50-70% de éstas moléculas (Armand, 2007; 

Mukherjee, 2003; Whitcomb y Lowe, 2007). Para catalizar esta reacción, LP en 

complejo con colipasa, debe adsorberse en la interface agua – aceite de las 

emulsiones que contienen a las moléculas de TAG y DAG (Reis et al., 2009), 

para dar como producto monoacilgliceroles (MAG) y AGL, mostrando preferencia 

por las cadenas acilo en las posiciones sn-1 y sn-3 (Lowe, 2002). 

Una vez obtenidos los productos de digestión de TAG (MAG y AGL), estos son 

solubilizados en micelas mixtas para su absorción en las células epiteliales. Las 

micelas mixtas atraviesan la mucosa que recubre las paredes del epitelio y de 

esta región subsecuentemente son absorbidos por los enterocitos (Roger et al., 

2010). Por un lado, los ácidos grasos de cadena larga tienden a ser 

reensamblados en TAG dentro de las células epiteliales, empaquetados en 

lipoproteínas y después transportados hacia otros tejidos por medio del sistema 

linfático (Abia et al., 2004; Bauer et al., 2005; Fave et al., 2004). Por otro lado, 

los ácidos grasos de cadena corta y de cadena media tienden a ser absorbidos 

directamente en la vena porta y pasan al hígado antes de entrar en la circulación 

sistémica (Porter et al., 2007). A pesar de su complejidad estructural, la digestión 

de TAG es un proceso altamente eficiente y >95% de éstos lípidos son 

normalmente absorbidos gracias a la acción de las lipasas (Lowe, 2002; 

Whitcomb y Lowe, 2007). Estas enzimas representan un punto clave en la 
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regulación de la digestión y absorción de TAG, por lo que cualquier alteración en 

su actividad y/o eficiencia puede afectar este proceso. 

 

 

Estructura y Función de la Lipasa Pancreática 

 

Como se ha mencionado en la sección anterior, las lipasas son esencialmente 

importantes para que se lleve a cabo el proceso digestión, absorción y 

metabolismo de lípidos dietarios de manera eficiente. Para ello, diversas lipasas 

participan en este complejo proceso, siendo de gran importancia aquellas que 

están involucradas en las etapas de digestión de lípidos a lo largo del tracto 

gastrointestinal (Whitcomb y Lowe, 2007). La mayor parte de la hidrólisis de 

lípidos se lleva a cabo en el duodeno, por lo que las lipasas que actúan a este 

nivel son de especial interés (Lowe, 2002). El páncreas exocrino secreta distintas 

lipasas que han vencido el reto cinético que representa la inclusión de su sustrato 

insoluble en el medio acuoso dentro de una interface aceite-agua o emulsiones 

lipídicas (Keller y Layer, 2005; Lowe, 2002).  

Entre estas enzimas se encuentra la lipasa pancreática específica de triglicéridos 

(LP), la cual predomina sobre el resto de las lipasas secretadas por el páncreas 

(Lowe, 2002). La LP pertenece a la familia génica de las lipasas y está 

estrechamente relacionada con otras dos proteínas exocrinas, llamadas 

proteínas relacionadas a la lipasa pancreática 1 y 2 (PLRP1 y PLRP2) (De Caro 

et al., 1998; Wong y Schotz, 2002; Xiao et al., 2011b). Por su función, 

particularmente la LP ha sido el blanco de fármacos como orlistat ® para el 

tratamiento de la obesidad (Tiss et al., 2009). En este contexto, resulta importante 

conocer la relación estructura-función de la LP, para evaluar el potencial de 

compuestos naturales como inhibidores de su actividad y su posible mecanismo 

desde el punto de vista cinético.  

La LP (triacilglicerol acil hidrolasa, E.C. 3.1.1.3) presenta una marcada 

preferencia por acilglicéridos sobre fosfolípidos, ésteres de colesterol y 
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galactolípidos (Fojan et al., 2000). Esta enzima se ha adaptado para trabajar en 

interfaces aceite-agua, por lo que muestra mucha mayor actividad frente a 

sustratos insolubles en agua como TAG de cadena larga (C14-C22) (Brockman, 

2000; Miled et al., 2000). Sin embargo, para llevar a cabo eficientemente su 

función, la LP requiere la presencia sales biliares (Brockman, 2000; Lowe, 

1997b). Por un lado, las sales biliares pueden modificar la superficie de las 

emulsiones lipídicas, despejando proteínas y oligosacáridos dietarios. Esta 

acción remueve potenciales inhibidores de la LP de la interface aceite-agua de 

las emulsiones lipídicas (Maldonado-Valderrama et al., 2011; Wilde y Chu, 2011). 

A pesar de ello, la misma presencia de sales biliares impide que la LP se una a 

la interface, inhibiendo su actividad (Reis et al., 2009). Para vencer dicha 

inhibición, la LP se une a la interface de las emulsiones en complejo con otra 

proteína exocrina, colipasa, la cual se ha demostrado restaura la actividad de la 

LP en este medio tan complejo (Brockman, 2000; van Tilbeurgh et al., 1999).  

El entendimiento de la estructura y función de lipasa pancreática es posible 

gracias al conocimiento de su estructura tridimensional. La LP humana es una 

proteína N-glicosilada que consta de 449 aminoácidos y presenta una masa 

molecular de 48 kDa (De Caro et al., 1977; Winkler et al., 1990).  Está conformada 

por dos dominios distintos, un dominio N-terminal que comprende los residuos 1 

al 336, y un dominio C-terminal que incluye los residuos 337 al 449 (van Tilbeurgh 

et al., 1992). El dominio N-terminal presenta una estructura de plegamiento α/β 

hidrolasa, la cual también está presente en otras lipasas y esterasas (Ollis et al., 

1992; van Tilbeurgh et al., 1993). Este dominio contiene al sitio catalítico formado 

por los residuos Ser153, Asp177 e His263 y es similar al presentado por las 

serina proteasas (Lowe, 1992; Winkler et al., 1990). Dichos residuos están 

conservados en todas las LP conocidas, incluyendo la porcina (Akoh et al., 2004; 

Hermoso et al., 1996; van Tilbeurgh et al., 1993). En la estructura de la LP, un 

lazo o bucle de superficie (residuos 240-260), definido por un puente disulfuro 

entre Cys238 y Cys262, cubre el sitio catalítico (Lowe, 2002; Secundo et al., 

2006; van Tilbeurgh et al., 1993). Este lazo, llamado dominio lid, forma 

interacciones de van der Waals con el lazo β5 (residuos 76-85) y el lazo β9 
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(residuos 204-224). Juntos, el dominio lid y los dos lazos, impiden estéricamente 

el acceso del sustrato al sitio activo (van Tilbeurgh et al., 1992; Winkler et al., 

1990). En esta conformación, a la cual se le llama cerrada, la LP es 

catalíticamente inactiva (Figura 3A), por lo que es necesaria una segunda 

conformación con el sitio activo expuesto (Secundo et al., 2006; Yang y Lowe, 

2000).  

En presencia de una interface aceite-agua, el dominio lid y el lazo β5 adoptan 

una nueva conformación, mientras que la posición del lazo β9 permanece sin 

cambios (van Tilbeurgh et al., 1993). Este fenómeno es conocido como activación 

interfacial (Jennens y Lowe, 1994; Miled et al., 2001; Reis et al., 2009). Por un 

lado, el dominio lid se aparta del sitio activo, moviéndose en dirección al dominio 

C-terminal, mientras que el lazo β5 se pliega hacia afuera del sitio catalítico. En 

conjunto, estos movimientos abren el sitio catalítico y reconfiguran la región para 

crear el agujero o cavidad oxianión, una región electrofílica formada por Phe78 y 

Leu154, cuya función es estabilizar a los intermediarios de la catálisis en el 

estado de transición (Lowe, 2002; van Tilbeurgh et al., 1993). Además, dichos 

movimientos organizan los sitios de unión de la cadena acilo de los TAG, los 

cuales han sido identificados en el lazo β9 y en el dominio lid (Secundo et al., 

2006; Yang y Lowe, 2000). Una segunda consecuencia de estos movimientos es 

la formación, junto con colipasa, de una superficie hidrofóbica extensa y continua. 

Esta superficie facilita la interacción de la LP con la interface aceite-agua para 

formar el complejo ternario LP-colipasa-emulsión e iniciar la catálisis (Thomas et 

al., 2005). En esta conformación, a la cual se le llama abierta, la LP es 

catalíticamente activa (Figura 3B) (Belle et al., 2007; Lowe, 2002; Neves 

Petersen et al., 2001).  
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Figura 3. Estructura tridimensional en representación de listón del complejo 
lipasa pancreática-colipasa en dos diferentes conformaciones. A) Complejo 
lipasa pancreática-colipasa en conformación cerrada (PDB 1N8S). B) Complejo 
lipasa pancreática-colipasa en conformación abierta o catalíticamente activa 
(PDB 1ETH).  Estructura de lipasa pancreática representada en amarillo y 
colipasa en magenta. Las coordenadas se tomaron del Banco de Datos de 
Proteínas (PDB) y las figuras se prepararon en el software MOE.
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Como se ha mencionado hasta aquí, la apertura del sitio activo a través de la 

reorganización del dominio lid representa el cambio conformacional 

másimportante en la LP, lo cual es fundamental para que se lleve a cabo el 

proceso de catálisis. Una vez que el dominio lid se abre, diversas interacciones 

nuevas estabilizan esta conformación (Lowe, 1997a; van Tilbeurgh et al., 1993). 

Entre estas interacciones se encuentran dos puentes de hidrógeno, formados 

entre  

Glu15 de la colipasa y Asn241 de la LP, y entre Arg38 de la colipasa y Val246 de 

la LP (van Tilbeurgh et al., 1999; van Tilbeurgh et al., 1993). Se ha comprobado 

que dichas interacciones son imprescindibles para mantener la actividad 

catalítica de la LP. En particular, se ha reportado que la sustitución de Glu15 en 

colipasa provoca la disminución de la actividad de la LP, sin afectar la habilidad 

de la colipasa para anclar a la LP a la interface aceite-agua (Lowe, 1997a). Esto 

sugiere que la colipasa es capaz de estabilizar al dominio lid en su conformación 

abierta y catalíticamente activa, facilitando el proceso de lipólisis (Lowe, 1997a; 

Yang y Lowe, 2000). Además, se conoce que otro conjunto de interacciones 

ocurren entre residuos del dominio lid y residuos ubicados en el centro de la LP. 

Los residuos Arg257 y Asp258 del dominio lid en su conformación abierta forman 

puentes salinos con Tyr268 y Lys269, ubicadas en el centro de la LP (van 

Tilbeurgh et al., 1993). Estudios han reportado que estas interacciones son 

también fundamentales para lograr mantener a la LP en su conformación 

catalíticamente activa (Bezzine et al., 1999; Yang y Lowe, 2000). Por tanto, 

cualquier ruptura de las interacciones antes mencionadas impedirá que el 

dominio lid mantenga una conformación óptima, lo cual es crítico para el proceso 

catalítico de la LP (Lowe, 2002).  

El dominio C-terminal de la LP presenta una estructura tipo β-sándwich y 

presenta dos funciones notables. Por un lado, representa el sitio de unión de la 

colipasa, y por otro lado, participa en la interacción del complejo LP-colipasa con 

la interface aceite-agua, como lo han revelado las estructuras tridimensionales 

del complejo LP-colipasa (Hermoso et al., 1996; van Tilbeurgh et al., 1993; van 
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Tilbeurgh et al., 1992). Existe una estrecha relación entre el dominio C-terminal 

y la colipasa, y su rol en el proceso catalítico de la LP, por lo que es necesario 

comprender algunos puntos importantes. La colipasa es una proteína 

pancreática exocrina de bajo peso molecular (10 kDa) y no presenta actividad 

enzimática por sí misma (Erlanson-Albertsson, 1992). Esta proteína forma un 

complejo con la LP en relación 1:1 para mantener a la LP activa. En este sentido, 

la colipasa desempeña dos funciones importantes: primeramente, funciona como 

ancla entre la LP y su sustrato, y segundo, estabiliza a la LP en su conformación 

activa o abierta (Lowe, 1997a; Ross et al., 2013).  

Estructuralmente, la colipasa es una molécula aplanada compuesta por tres 

regiones en forma de dedos, definidas por puentes disulfuro. Dos lazos en forma 

de horquilla, formados por los residuos 44-46 y 65-87 y Asp89 interactúan con 

aminoácidos en varias hojas β del dominio C-terminal de la LP (van Tilbeurgh et 

al., 1999; van Tilbeurgh et al., 1993). Particularmente, las interacciones polares 

entre la colipasa y el dominio C-terminal de la LP juegan un papel importante 

(Egloff et al., 1995; Lowe, 2002). En este contexto, se ha visto que la interacción 

iónica entre Glu45 de la colipasa y Lys400 de la LP, son críticas para la formación 

del complejo funcional LP-colipasa. De esta manera, al afectar alguna de estas 

interacciones, se ha visto que la afinidad de la colipasa por la LP disminuye, lo 

que finalmente repercute en la actividad de la LP (Ayvazian et al., 1998; Crandall 

y Lowe, 2001).  

 

 

Mecanismo Catalítico de la Lipasa Pancreática 

 

La catálisis de las lipasas sigue el mecanismo clásico de las serina hidrolasas 

(Long y Cravatt, 2011). En general, la descripción más acertada y aceptada de 

la acción catalítica de las lipasas es un mecanismo secuencial Bi Bi al azar 

(también conocido como Ping Pong Bi Bi) (Paiva et al., 2000). La hidrólisis del 

sustrato comienza con la unión de TAG al sitio activo, donde la serina catalítica 
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Ser153 ataca al  átomo de carbono del grupo carbonilo que forma el enlace éster 

con el glicerol. Esto genera un intermediario tetraédrico (oxianión), el cual se 

caracteriza por la formación de una carga negativa en el átomo de oxígeno del 

grupo carbonilo, y el enlace de cuatro átomos al carbono del grupo carbonilo. El 

intermediario es estabilizado por dos puentes de hidrógeno entre el átomo de 

oxígeno del grupo carbonilo (el cual está cargado negativamente) y el grupo 

amino  (–NH) de la cadena principal de Phe78 y Leu154 (residuos que forman el 

agujero oxianión). La nucleofilicidad de  Ser153 aumenta gracias a la histidina 

catalítica His263, a la cual se le ha transferido un protón del grupo hidroxilo de la 

serina. Esta transferencia es facilitada por el residuo catalítico ácido Asp177, el 

cual orienta el anillo imidazol de His263 de tal manera que neutraliza la carga 

generada. Subsecuentemente, el protón es donado al átomo de oxígeno del 

enlace éster, el cual es hidrolizado, con la posterior liberación de una molécula 

de alcohol, mientras que la cadena acilo se encuentra esterificada a Ser153. El 

paso final es la desacilación, en donde una molécula de agua hidroliza el enlace 

covalente, con la subsecuente liberación de un ácido graso y la regeneración de 

la LP (Anobom et al., 2014; Borrelli y Trono, 2015) (Figura 4).  
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Figura 4. Mecanismo de hidrólisis del enlace éster de triglicéridos por lipasa pancreática. 1) Ataque nucleofílico del grupo 
hidroxilo de serina al átomo de carbono del grupo carbonilo que forma el enlace éster en TAG; 2) Formación del 
intermediario tetraédrico; 3) Intermediario enzima-acilo, liberación de un alcohol y ataque nucleofílico por una molécula de 
agua; 4) Enzima libre y ácido graso liberado. Triada catalítica Ser153, His177 y Asp263 se muestra en color negro, verde 
y azul, respectivamente; Residuos que forman cavidad oxianión (Phe78 y Leu174) se muestran en magenta; Molécula de 
sustrato y agua se presentan en negro. Modificado de Borrelli y Trono (2015).
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Compuestos Fenólicos como Potenciales Inhibidores de la Lipasa Pancreática 

 

Estudios recientes se han enfocado en destacar la capacidad de los CF para 

inhibir a la LP in vitro. McDougall et al. (2009) y Boath et al. (2012) han reportado 

que extractos de bayas como fresa y arándano inhibieron el 80-85% de la 

actividad de la LP, atribuyendo dicho efecto a CF de alto peso molecular como 

los elagitaninos. Sergent et al. (2012) en su estudio con estándares de CF, 

reportaron que los compuestos que mostraron ser más efectivos en la inhibición 

de la LP fueron EGCG, kaempferol y quercetina (IC50 0.8 µM, 13.4 µM y 21.5 µM, 

respectivamente) en comparación con orlistat® (IC50 32 µM). Asimismo, se ha 

encontrado que polímeros de floroglucinol (florotaninos) (como 7-floroeckol) y 

flavonas C-glicosiladas (como orientina) inhibieron la actividad de la LP a bajas 

concentraciones (IC50 31.6 µM y 12.7 µM, respectivamente) (Eom et al., 2013; 

Lee et al., 2010). Por otro lado, Rahim et al. (2015) y Hu et al. (2015) han 

reportado que ácido gálico y algunos ácidos cafeoil-quínicos (como ácido 3,4-

dicafeoil-quínico) inhibieron a la LP a concentraciones mayores (IC50 387.2 µM y 

252 µM, respectivamente). Aunque los estudios reportados sugieren el potencial 

de diferentes CF como inhibidores de la LP, los resultados no proporcionan 

conocimiento acerca del mecanismo de inhibición enzimática de estos 

compuestos.  

Recientemente ha crecido el interés por explicar, desde el punto de vista cinético 

y molecular, el posible mecanismo de acción e interacciones que sustentan el 

efecto de inhibición de la LP por los CF. Por un lado, estudios cinéticos de 

inhibición de la LP han reportado que compuestos como EGCG, epicatequina, 

algunas proantocianidinas y taninos condensados actúan como inhibidores no 

competitivos (Oliveira et al., 2015; Wang et al., 2014a; Wang et al., 2014d; Wu et 

al., 2013). También se ha visto que compuestos como cianidina-3-glucósido y 

ácido clorogénico inhiben de manera competitiva la actividad de la LP (Hu et al., 

2015; You et al., 2011), mientras que compuestos como procianidinas de alto 

peso molecular (pentámeros) actúan como inhibidores mixtos (González-

Castejón y Rodriguez-Casado, 2011). Dichos estudios sugieren que los CF 
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pueden inhibir la actividad de la LP mediante diferentes mecanismos cinéticos, lo 

cual indicaría que dichos compuestos son capaces de interactuar con esta 

enzima de manera específica y que dicha interacción depende en gran medida 

de la estructura química de cada CF.  

El estudio de las interacciones entre CF y enzimas digestivas, como la LP, podría 

contribuir al esclarecimiento del mecanismo de inhibición y su posible 

significancia in vivo. Evidencias científicas han demostrado que los CF son 

capaces de interaccionar con proteínas (enzimas) y que dicha interacción puede 

ocasionar cambios en la estructura y función de las mismas (Le Bourvellec y 

Renard, 2012; Ozdal et al., 2013; Papadopoulou y Frazier, 2004). Estudios in vitro 

indican que los CF pueden unirse con proteínas principalmente mediante enlaces 

no covalentes, como interacciones hidrofóbicas que subsecuentemente son 

estabilizadas por puentes de hidrógeno (Frazier et al., 2010; Nagy et al., 2012; 

Yuksel et al., 2010). Los enlaces no covalentes incluyen puentes de hidrógeno, 

fuerzas de van der Waals, interacciones iónicas e hidrofóbicas (Johnson et al., 

2010). Una característica de este tipo de enlaces es que son débiles en 

comparación con los enlaces covalentes y además son siempre reversibles 

(Nagy et al., 2012). Sin embargo, es necesario considerar que diversos factores 

fisicoquímicos y estructurales afectan la afinidad, tipo, fuerza y estabilidad de 

dichas interacciones (Ozdal et al., 2013). 

En este sentido, factores como temperatura, pH, tipo, estructura y concentración 

de proteína en el medio de reacción, así como el tipo y estructura de los CF 

afectan las interacciones entre estos compuestos y las proteínas (Le Bourvellec 

y Renard, 2012; Ozdal et al., 2013). De manera general la temperatura puede 

afectar los enlaces por puentes de hidrógeno y causar la formación de enlaces 

hidrofóbicos (Rawel et al., 2005). Mientras que en algunas ocasiones el aumento 

de temperatura afecta tanto la cantidad máxima de sitios de unión como la 

afinidad de interacción CF-proteína, en otras ocasiones la temperatura puede 

favorecerla (Rawel et al., 2005). Respecto al pH, por un lado, se ha visto que 

existe una interacción más fuerte a valores de pH cercanos al punto isoeléctrico 
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de las proteínas, ya que su disociación promueve un mayor número de puntos 

de unión a estas condiciones (Le Bourvellec y Renard, 2012). Por otro lado, las 

posibles interacciones también dependen del pH al que los CF sean estables, lo 

cual determinará el tipo de enlaces que se formarán entre estas moléculas. De 

igual manera, las características particulares de cada proteína como 

hidrofobicidad, punto isoeléctrico, estructura y composición de aminoácidos 

determina la afinidad y por tanto el tipo de asociaciones que los CF puedan tener 

hacia estas macromoléculas (Papadopoulou y Frazier, 2004). Asimismo, la 

concentración molar proteína/CF afecta las interacciones, puesto que 

generalmente, a mayor concentración de proteína, las interacciones son menores 

(Ozdal et al., 2013).  

De igual forma, el tipo y estructura de los CF juegan un papel importante en las 

interacciones CF-proteína (Jakobek, 2015). Algunos de los elementos 

estructurales que influyen en la afinidad de los CF por las proteínas son: 1) peso 

molecular  (Frazier et al., 2010), el cual se ha descrito debe ser lo suficientemente 

pequeño para penetrar las regiones interfibrilares de las proteínas, pero a su vez 

lo suficientemente grandes como para entrecruzar cadenas peptídicas en más de 

un punto (Mulaudzi et al., 2012); 2) el número y posición de los grupos hidroxilo 

en la estructura de los CF favorece su interacción con las proteínas, no siendo 

así cuando dichos grupos funcionales se encuentran metilados o glicosilados 

(Hasni et al., 2011) y,  3) la presencia de grupos galoil en los CF favorece la 

afinidad de interacción (Xiao et al., 2013a).  

En este contexto, dada la diversidad y complejidad de factores que afectan las 

interacciones CF-proteína y por tanto su mecanismo de inhibición, es importante 

investigar a mayor profundidad cómo se da dicha interacción. Esto constituye un 

paso importante para elucidar el efecto de los CF en la digestión de lípidos 

(inhibición de la LP) y su posible significancia in vivo, para su uso como terapia 

natural en la prevención y tratamiento de la obesidad. 
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Compuestos Fenólicos de Mango como Modelo de Estudio para la Inhibición de 

la Lipasa Pancreática 

 

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto tropical cultivado en todo el mundo 

con excelente valor nutricional. Es una fuente rica de fibra dietaria, vitamina C y 

compuestos bioactivos, entre los que destacan los CF (Wall-Medrano et al., 

2014). Se ha reportado que la pulpa de este fruto presenta altas concentraciones 

de ácidos fenólicos, galotaninos y mangiferina Por un lado, en la cáscara y 

semilla del fruto se han identificado compuestos tales como xantona-C-

glucósidos, galotaninos, benzofenonas, glucósidos de flavonol y 5-

alquenilresorcinoles (Manthey y Perkins-Veazie, 2009). El mango cultivar 

‘Ataulfo’ es una de las principales variedades cultivadas en México y se ha 

reportado que éste presenta el más alto contenido de CF y capacidad 

antioxidante respecto a otras variedades tales como Kent, Tommy Atkins, Keitt y 

Heiden (Manthey y Perkins-Veazie, 2009).  

Estudios recientes reportan la composición de CF de pulpa y cáscara de mango 

cv. ‘Ataulfo’. Manthey y Perkins-Veazie (2009) encontraron que en pulpa existe 

una concentración de fenoles totales de hasta 107 mg equivalentes de ácido 

gálico/100 g de peso fresco, una concentración de galotaninos hasta de 708 

mg/100 g de peso fresco, mangiferina hasta 996.1 µg/g de peso fresco y ácido 

elágico hasta 187.1 µg/g de peso fresco. Asimismo, Palafox-Carlos et al. (2012) 

identificaron y cuantificaron los CF mayoritarios en pulpa de mango, los cuales 

son ácidos fenólicos clorogénico, gálico, vanílico y protocateico. Las 

concentraciones reportadas por cada 100 g de peso seco de pulpa de mango en 

el estado de madurez 4 fueron: 301 mg (ácido clorogénico), 98.7 mg (ácido 

gálico), 24.4 mg (ácido vanílico) y 1.1 mg (ácido protocateico). Por otro lado, 

Sáyago-Ayerdi et al. (2013)  en su estudio con cáscara de mango de la misma 

variedad, identificaron galotaninos de alto peso molecular que van desde 

unidades penta hasta trideca-O-galoilglucosa.   



  

28 
 

Diversos efectos benéficos a la salud se han asociado al consumo de CF 

encontrados en mango. Estudios in vivo hechos recientemente han demostrado 

que el consumo de mango tiene un efecto en la reducción de la concentración de 

lípidos en sangre, así como en la reducción de la grasa corporal. Robles-Sánchez 

et al. (2011) estudiaron el efecto de la suplementación con mango entero y fresco 

cortado a individuos normolipidémicos por 30 días. Encontraron que los 

triglicéridos séricos fueron significativamente reducidos, un 37% debido al efecto 

del mango entero y un 38% al mango fresco cortado. Lucas et al. (2011) en su 

estudio con ratones suplementados con una dieta rica en lípidos encontró que al 

incluir pulpa de mango en la dieta (1-10%) redujo la grasa corporal. Estos 

estudios sugieren que el consumo de mango podría tener un efecto en la 

prevención y tratamiento de la obesidad, lo cual puede deberse a los CF 

presentes en el mismo. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el 

efecto de los CF mayoritarios identificados en pulpa y cáscara de mango ‘Ataulfo’ 

como inhibidores de la actividad de la lipasa pancreática (Figura 5).    
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Figura 5. Estructuras químicas de los principales compuestos fenólicos 

identificados en pulpa y cáscara de mango cv. ‘Ataulfo’.   

Ácido gálico Ácido protocateico Ácido vanílico 

Ácido clorogénico Mangiferina  

Ácido tánico Penta-O-galoil-β-D-glucosa 
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HIPÓTESIS  

 

Los compuestos fenólicos de mango cv. ‘Ataulfo’ inhiben la actividad de la 

lipasa pancreática porcina, al interaccionar con la enzima y ocasionar un 

cambio en su conformación. 
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OBJETIVOS  

 

Objetivo General 

 

Evaluar el efecto de los compuestos fenólicos de mango cv. ‘Ataulfo’, sobre la 

inhibición de la lipasa pancreática porcina y el mecanismo mediante el cual su 

actividad disminuye. 

Objetivos Específicos  

 

1. Evaluar el potencial de los compuestos fenólicos de pulpa y cáscara de 

mango cv. ‘Ataulfo’, como inhibidores de la actividad de la lipasa 

pancreática porcina. 

2. Determinar el mecanismo cinético de los compuestos fenólicos con mayor 

inhibición de la actividad de la lipasa pancreática porcina. 

3. Determinar el efecto de los compuestos fenólicos de pulpa y cáscara de 

mango cv. ‘Ataulfo’, sobre la estructura terciaria (conformación) de la 

lipasa pancreática porcina.  

4. Modelar las posibles interacciones entre la lipasa pancreática porcina y 

los compuestos fenólicos de mango cv. ‘Ataulfo’, que presentaron la mayor 

inhibición de la actividad enzimática, de acuerdo a su mecanismo cinético 

de inhibición.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Reactivos  

 

Los reactivos lipasa pancreática porcina Tipo II (L3126), p-nitrofenil laurato (p-

NFL), ácido tánico (AT), penta-1,2,3,4,6-O-galoil-β-D-glucosa (PGG), 1,3,6,7-

Tetrahidroxixantona C2-β-D-glucocósido (mangiferina, MG), ácido gálico (AG), 

ácido clorogénico (AC), ácido protocateico (AP), ácido vanílico (AV), 

tetrahidrolipstatina (orlistat®), dimetilsulfóxido (DMSO), base Tris, clorhidrato Tris 

y albúmina de suero bovino (BSA) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MI, EUA). El reactivo de Bradford (azul de Coomassie) fue adquirido en Bio-Rad 

(Hercules, CA, EUA). Alcohol etílico absoluto anhidro fue adquirido en J.T. Baker. 

La preparación del buffer se realizó con agua ultrapura Milli-Q (Merk Millipore, 

Billerica, MA, EUA).  

 

 

Preparación del Extracto Enzimático de Lipasa Pancreática Porcina 

 

El extracto enzimático se preparó a partir de lipasa pancreática porcina tipo II de 

acuerdo al método de Mohammad et al. (2013) con algunas modificaciones. Se 

pesaron 110 mg de lipasa pancreática porcina comercial, se dispersaron en 10 
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mL de buffer Tris-HCl 2.5 mM, pH 7.5, con NaCl 2.5 mM y se colocaron en una 

placa magnética con agitación suave durante 15 min a 4°C. La solución 

resultante se centrifugó a 15,000 x g por 10 min a 4°C y se recuperó el 

sobrenadante. Dicho sobrenadante representa el extracto enzimático que 

contiene a la lipasa pancreática, el cual fue utilizado para los ensayos 

subsecuentes. Cada extracto enzimático se preparó en fresco para cada ensayo 

y se le determinó el contenido de proteína total por el método de Bradford 

(Bradford, 1976), utilizando BSA (1 mg mL-1) como proteína estándar.  

 

 

Preparación del Sustrato para la Actividad de Lipasa Pancreática 

 

El sustrato p-nitrofenil laurato se disolvió en alcohol etílico absoluto anhidro. El 

porcentaje en volumen de sustrato presente en la mezcla de reacción fue de 

0.5%.  

 

 

Preparación de las Soluciones de los Compuestos Inhibidores 

 

Los estándares de los compuestos fenólicos y orlistat® (control positivo) se 

disolvieron en DMSO. El porcentaje en volumen de la solución del compuesto 

inhibidor presente en la mezcla de reacción fue de 2%.  

 

 

Determinación de la Actividad de Lipasa Pancreática  

 

La actividad de lipasa se midió por el método espectrofotométrico que monitorea 

la formación de p-nitrofenol (ε410 nm = 11.8 mM-1 cm-1) como producto de la 

hidrólisis del sustrato p-nitrofenil laurato, por acción de la lipasa (Kademi et al., 

2000; Mohammad et al., 2013). Para ello, se montaron reacciones de 1 mL de 
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volumen final, en donde 100 µL del extracto enzimático (125 µg mL-1 en la mezcla 

de reacción) y 20 µL de DMSO se pre-incubaron en buffer Tris-HCl (2.5 mM, pH 

7.5, con NaCl 2.5 mM), por 5 min en un baño de agua a 37°C. Pasado el tiempo 

de incubación, se agregaron 5 µL de p-nitrofenil laurato (50 µM en la mezcla de 

reacción) para iniciar la reacción. La actividad de lipasa se midió a 410 nm 

durante 7 min a 37°C, contra un blanco sin enzima para monitorear la auto-

hidrólisis del sustrato. Las reacciones se realizaron en una celda de cuarzo de 1 

cm de longitud de paso de luz con un espectrofotómetro de UV Cary-50 (Varian) 

equipado con un sistema Peltier para el control de temperatura. La actividad total 

de lipasa se calculó mediante la ecuación 1, donde una unidad de actividad de 

lipasa se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar un µmol de 

p-nitrofenol por minuto bajo las condiciones de ensayo. 

 

 

Ensayo de Inhibición de la Actividad de Lipasa Pancreática por Compuestos 
Fenólicos 

 

Se utilizó como base el ensayo enzimático para la determinación de la actividad 

de lipasa descrito anteriormente. El volumen de reacción total fue de 1 mL, en 

donde 100 µL del extracto enzimático (125 µg mL-1 en la mezcla de reacción) y 

20 µL de la solución del compuesto fenólico se pre-incubaron en buffer Tris-HCl 

(2.5 mM, pH 7.5, con NaCl 2.5 mM), por 5 min en un baño de agua a 37°C. 

Pasado el tiempo de incubación, se agregaron 5 µL de p-nitrofenil laurato (50 µM 

en la mezcla de reacción) para iniciar la reacción. Los compuestos fenólicos AT, 

PGG y MG se evaluaron en un rango de concentración de 10 a 200 µM; mientras 

que AG, AC, AP y AV se evaluaron en un rango de 50 a 500 µM. Como control 

positivo se evaluó orlistat ®, en un rango de concentración de 0.005 a 0.4 µM. De 

cada reacción se calculó la actividad total de lipasa mediante la ecuación 1. 

Posteriormente, el porcentaje de actividad residual de lipasa se determinó 

considerando la actividad total de lipasa sin inhibidor como 100%, y se le restó la 

actividad total del ensayo con compuesto fenólico u orlistat ® a cada 



  

35 
 

concentración evaluada.Los datos experimentales se midieron por triplicado y en 

los casos donde el comportamiento de éstos lo permitió, se calculó la 

concentración inhibitoria media (IC50) mediante el ajuste de los datos a un modelo 

de dosis-respuesta por regresión no lineal utilizando el software GraFit Versión 

7.0.3 (Erithacus Software, Ltd. Horley U.K.) (Leatherbarrow, 2010).   

 

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = 𝑚 [
𝑣𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛

(Ɛ)(𝑣𝑜𝑙ú𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛)(𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑢𝑧 𝑒𝑛 𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎)
] 

(1) 

Donde:  

Actividad enzimática total está dada en µmol de p-nitrofenol min-1 mL-1 

m es la pendiente del segmento lineal de absorbancia vs tiempo a los 5 min 

Volumen total en reacción es 1 mL 

Ɛ es el coeficiente de extinción molar de  p-nitrofenol 11.8 µmol mL-1 cm-1 

Volumen de sustrato en reacción es 5 x10-3 mL 

Longitud de paso de luz en celda es 1 cm 

 

 

Cinética de Inhibición de la Lipasa por Compuestos Fenólicos 

 

Como etapa subsecuente, se realizaron ensayos cinéticos en presencia de los 

dos compuestos fenólicos que resultaron ser los mejores inhibidores, con el fin 

de determinar su mecanismo de inhibición. Los parámetros cinéticos (Km y Vmax) 

de la lipasa en ausencia y presencia de los compuestos fenólicos se obtuvieron 

midiendo la actividad enzimática de la lipasa como se describió anteriormente. 

Se variaron las concentraciones de sustrato y se utilizaron dos concentraciones 

fijas de los compuestos fenólicos a evaluar. Las concentraciones de sustrato 

utilizadas fueron 5 μM, 10 μM, 30 μM y 50 μM en la mezcla de reacción. Los 

compuestos fenólicos evaluados fueron AT y PGG. Ambos fueron ensayados 
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individualmente a dos concentraciones fijas, seleccionando aquellas que 

presentaron el 40% y 60% de inhibición de actividad de lipasa, de acuerdo al 

ajuste al modelo de dosis-respuesta (Copeland, 2000). Dichas concentraciones 

fueron 25 μM y 50 μM para AT, y 60 μM y 100 μM para PGG. Los ensayos se 

llevaron a cabo por triplicado, teniendo un blanco para cada concentración de 

sustrato utilizada.  

Para su análisis, los datos experimentales se ajustaron a un modelo no lineal 

aplicando la ecuación básica de cinética enzimática de Michaelis-Menten 

(ecuación 2) para el cálculo de Km, Km ap, Vmax, Vmax ap, y posteriormente éstos se 

transformaron mediante el ajuste a la ecuación de Lineweaver-Burk (ecuación 3).  

El tipo de inhibición se determinó mediante el análisis del gráfico de Lineweaver-

Burk (dobles recíprocos) y observando el patrón y punto de intersección de las 

líneas. Para el cálculo de Ki, se graficaron los interceptos en el eje y (1/Vmax i) del 

gráfico de dobles recíprocos versus la concentración del compuesto fenólico. Los 

análisis fueron hechos mediante el software GraFit Versión 7.0.3 (Erithacus 

Software Ltd., Horley U.K) (Leatherbarrow, 2010). 

 

𝑣 =  
𝑉𝑚𝑎𝑥 [𝑆]

𝐾𝑚 + [𝑆]
 

(2) 

 

1

𝑣
=  

𝐾𝑚

𝑉𝑚𝑎𝑥 
 

1

[𝑆]
+

1

𝑉𝑚𝑎𝑥
 

(3) 

Donde:  

v representa la velocidad inicial de reacción, la cual fue calculada de acuerdo a 

la ecuación 1 
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Vmax es la velocidad máxima de reacción enzimática 

Km representa la constante de Michaelis-Menten y a su vez es la constante de 

afinidad por el sustrato 

S es la concentración de sustrato en reacción 

 

 

Titulación por Fluorescencia 

 

Con el propósito de evaluar las posibles interacciones CF-lipasa y su efecto en 

la conformación de la enzima se realizaron experimentos de fluorescencia. En 

dichos ensayos se monitoreó el opacamiento de la fluorescencia intrínseca y el 

cambio en el centro espectral de masas de lipasa o corrimiento de su espectro 

de emisión en presencia de compuestos fenólicos como ligandos. La 

metodología utilizada fue la descrita por Wu et al. (2014) con algunas 

modificaciones y tomando como base la mezcla de reacción establecida en los 

ensayos de inhibición.  

Para ello, se utilizó lipasa pancreática porcina (125 μg/mL) en complejo con 50 

μM de p-nitrofenil laurato en buffer de trabajo (Tris-HCl 2.5 mM, pH 7.5, con NaCl 

2.5 mM). La fluorescencia se monitoreó en ausencia y presencia de los 

compuestos fenólicos como ligandos. Los compuestos se ensayaron en un rango 

de concentración de 2 a 100 μM para AT y PGG; 10 a 200 μM para MG y AC; y 

de 50 a 500 μM para AG y AP. Cada muestra se preparó de forma independiente 

en microtubos, en un volumen final de 1 mL y se incubó por 1 h en un baño de 

agua a 37 °C y en oscuridad. De la misma forma,  se colectó el espectro de los 

componentes sin la enzima para corregir la línea base. Las muestras se excitaron 

a 295 nm y la emisión se colectó desde 300 a 500 nm. Las titulaciones se llevaron 

a cabo en un espectrofluorómetro QM-2003 (Photon Technology Int.) con una 

celda de cuarzo cuadrada de paso de luz de 10 mm tanto en la orientación de 
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excitación como de emisión. Cada espectro se colectó con una repetición, con 

un tiempo de integración de 0.25 s cada 1 nm.  

Para su análisis, los espectros colectados se ordenaron en una hoja de cálculo y 

se sustrajo la línea base correspondiente para cada uno. Posteriormente se 

suavizaron por el método de Savitzky y Golay (1964) a nueve puntos vecinos en 

el software GraphPad Prism versión 5.0.0 (La Jolla, CA, EUA). Para analizar los 

posibles cambios en la estructura terciaria de la enzima por efecto de interacción 

con los compuestos fenólicos evaluados, se realizó el cálculo de los centros 

espectrales de masa de fluorescencia (longitud de onda de emisión promedio) 

aplicando la ecuación 4 (Ayala-Castro y Valenzuela-Soto, 2007; Dev et al., 2006). 

Un cambio en el centro espectral de masa de la proteína mayor a 3 nm indica 

una modificación en la estructura terciaria de la misma, mientras que la dirección 

de dicho cambio indica el estado de plegamiento de la proteína.  

 

𝐶𝑒𝑛𝑡𝑟𝑜 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐𝑡𝑟𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑎𝑠 (𝜆 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜) =  
 𝜆 𝐼

 𝐼
 

(4) 

 

Donde:  

λ es cada longitud de onda de emisión en ausencia y presencia de cada 
concentración de ligando (300 a 500 nm) 

I es la intensidad de fluorescencia a cada longitud de onda de emisión 

 

 

Anclaje Molecular In Silico (Docking) de la Lipasa Pancreática Porcina con 
Compuestos Fenólicos Inhibidores 

 

En este trabajo se utilizó anclaje molecular in silico (docking) para analizar los 

posibles sitios de interacción lipasa-compuestos fenólicos y dar un acercamiento 

a la explicación molecular del mecanismo cinético de inhibición determinado 
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experimentalmente. Como receptor se utilizó la estructura cristalográfica del 

complejo triacilglicerol lipasa-colipasa porcina en su conformación 

catalíticamente activa, o abierta (PDB 1ETH) (Hermoso et al., 1996) y como 

ligandos se ensayaron ácido tánico (PubChem CID 16129778) y penta-1, 2, 3, 4, 

6-O-galoil-β-D-glucosa (PubChem CID 65238). El proceso de docking fue llevado 

a cabo en el software MOE (Molecular Operating Environment) versión 2013.08 

(Chemical Computing Group, Inc., Montreal, QC, Canada), ejecutado en el 

sistema operativo Mac OSX.  

Previo al análisis se prepararon el receptor y los ligandos. Para ello, se definió 

como receptor al complejo lipasa–colipasa (heterodímero) y éste se optimizó 

para determinar el más bajo potencial de energía global para los diferentes 

grupos químicos ionizables de sus cadenas laterales. Posteriormente, se 

identificaron las cavidades y posibles sitios de unión de los ligandos en la 

proteína. La cavidad para el docking fue determinada después de analizar las 

dimensiones, carga electrostática y sitios de contacto comprendidos acordes con 

el mecanismo cinético de inhibición determinado experimentalmente. El sitio 

utilizado para el anclaje molecular fue la región de la interface entre dominios C, 

N y lid de la lipasa en contacto con la colipasa. La cavidad se definió 

seleccionando manualmente los residuos de aminoácidos cuyas cadenas 

laterales se encontraron expuestas al solvente en dicha cavidad. Por otro lado, 

la preparación de los ligandos consistió en  la asignación de cargas parciales por 

el método PEOE (Gómez-Zaleta et al., 2008) y la generación sistemática de 

conformaciones distintas de baja energía para cada molécula (confórmeros).  

El docking se llevó a cabo bajo el protocolo de ajuste inducido, en donde las 

cadenas del receptor pueden moverse durante el refinamiento de las poses del 

ligando. La colección de poses u orientaciones en el sitio para cada uno de los 

confórmeros de cada molécula fue por el método del triángulo alfa. En esta etapa 

se seleccionaron las mejores 30 poses en base al puntaje (en kcal/mol) obtenido 

por la función de London ΔG, donde un puntaje más bajo indica una pose más 

favorable. La función London ΔG hace una estimación de la energía libre de 
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unión del ligando dada una pose. Cada una de las poses resultantes de la 

primera etapa se sometieron a un refinamiento a través de una minimización de 

energía de la pose del ligando en el sitio, bajo el esquema de campo de fuerza. 

Durante esta minimización el sitio de unión del receptor se mantuvo rígido, 

permitiendo el movimiento exclusivamente a los átomos de ligando. Para el 

refinamiento se seleccionaron 30 poses en base a los puntajes menores 

obtenidos por la función del ΔG de afinidad, que estima la contribución entálpica 

de la energía libre de unión de los contactos del ligando en la cavidad. Los 

ensayos se realizaron por triplicado para cada ligando y posteriormente los 

resultados se analizaron de acuerdo al puntaje obtenido, al ajuste del ligando 

dentro de la cavidad, y a la redundancia de poses entre repeticiones 

experimentales. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

 

Inhibición de Actividad de Lipasa Pancreática por Compuestos Fenólicos 

 

Los estudios de inhibición de la actividad de lipasa pancreática fueron hechos 

con el fin de evaluar la capacidad de estándares de CF identificados en pulpa y 

cáscara de mango cv. ‘Ataulfo’ como inhibidores de esta enzima. También, estos 

estudios fueron utilizados para identificar y seleccionar a los mejores compuestos 

inhibidores y proseguir con su evaluación en las etapas subsecuentes de este 

trabajo. Los compuestos fenólicos evaluados fueron AG, AC, AP y AV, 

identificados en pulpa, y AT, PGG y MG, identificados en cáscara de mango cv. 

‘Ataulfo’.  

La Figura 6 muestra el efecto de los compuestos fenólicos presentes en pulpa de 

mango en la actividad de LP porcina. En general, se observó  que estos 

compuestos inhibieron mínimamente la actividad enzimática al aumentar su 

concentración en el medio de reacción. AG y AC redujeron el 60% de la actividad 

de lipasa a su máxima concentración ensayada (500 μM), mientras que a las 

mismas condiciones, AP y AV redujeron el 30% de la actividad enzimática. Es 

por ello que, en el intervalo de concentraciones evaluadas, no fue posible 

determinar la concentración inhibitoria media de ninguno de estos compuestos, 

por lo que se estima que esta podría ser mayor a 500 μM (Cuadro 2). Resultados 

similares fueron encontrados por Hu et al. (2015), Kwon et al. (2013), Lee et al. 

(2010) y  Rahim et al. (2015), quienes evaluaron el efecto de compuestos 

fenólicos de bajo peso molecular en la actividad de LP. Dentro de los resultados 
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Figura 6. Inhibición de la actividad de lipasa pancreática porcina en presencia de 

compuestos fenólicos de pulpa de mango cv. ‘Ataulfo’. Los resultados se 

representan como el promedio ± desviación estándar (DE) de 3 ensayos 

independientes, teniendo cada uno tres réplicas por concentración evaluada. 
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Cuadro 2. Concentración inhibitoria media (IC50) de la actividad de lipasa 

pancreática porcina por compuestos fenólicos de mango cv. Ataulfo y orlistat ®. 

 
Las concentraciones inhibitorias medias fueron calculadas a partir del ajuste de los datos al 

modelo de dosis-respuesta. Los resultados se representan como el promedio ± DE de 3 ensayos 

independientes, teniendo cada uno 3 réplicas por concentración evaluada.  

ND IC50 no determinado por falta de ajuste de los datos al modelo de dosis-respuesta.  

 

 

 

 

 

Compuesto IC50 (µM) 

Ácido tánico 22.40 ± 2.03 

Penta-O-galoil-β-D-glucosa 64.59 ± 2.03 

Mangiferina 144.33 ± 4.90 

Ácido clorogénico > 400 ND 

Ácido gálico > 400 ND 

Ácido protocateico > 500 ND 

Ácido vanílico > 500 ND 

Orlistat ® 0.028 ± 0.002 
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más relevantes, dichos autores encontraron que ácidos fenólicos como gálico, 

clorogénico y ferúlico inhibieron el 50% de la actividad de LP a concentraciones 

altas de 414.5 μM, 1100 μM y 5030 μM, respectivamente.  

La Figura 7 muestra el efecto de los compuestos fenólicos de cáscara de mango 

y el control positivo orlistat ® en la actividad de LP. En general, se observó que 

AT, PGG y MG inhibieron la actividad de LP a manera dosis dependiente. Estos 

compuestos llegaron a disminuir la actividad enzimática en un 90%, 80% y 60%, 

respectivamente, a su máxima concentración en el medio de reacción (200 μM). 

Con ello, fue posible determinar la concentración inhibitoria media de cada uno 

mediante el ajuste al modelo de dosis-respuesta (Cuadro 2). Los IC50 calculados 

indican que AT y PGG fueron los compuestos fenólicos más efectivos como 

inhibidores de la actividad de LP, con IC50 22.40 ± 2.03 μM y de 64.59 ± 2.03 μM, 

respectivamente, seguidos de MG (144.33 ± 4.90 μM). Comparado con orlistat ® 

(IC50 0.028 ± 0.002 μM), estos compuestos mostraron menor efectividad, 

pudiendo deberse a diferencias en estructura, especificidad y afinidad hacia la 

enzima. Sin embargo, dado que AT y PGG actúan como inhibidores de la LP a 

baja concentración micromolar, esto sugiere que su acción inhibitoria podría 

deberse a interacciones moleculares específicas con esta enzima (Danielson, 

2015; Gyémánt et al., 2009).  

Los reportes en la literatura respecto a la inhibición de lipasa por este tipo de 

compuestos son escasos. Kwon et al. (2013), en su trabajo con los galotaninos 

2-O-Digaloil-1,3,4,6-tetra-O-galoil-β-D-glucosa y 1,2,3,4,6-Penta-O-galoil-β-D-

glucosa inhibieron eficazmente la actividad de LP, mostrando valores de IC50 de 

3.5 ± 0.5 μM y 15.9 ± 1.0 μM, respectivamente. Por otro lado, Lei et al. (2007) 

reportaron que ácido tánico aislado de extracto de granada fue capaz de inhibir 

la actividad de LP a manera dosis dependiente, mostrando 99% de inhibición a 

58.7 μM. Aunado a lo anterior, los resultados obtenidos en el presente trabajo 

sugieren que AT y PGG podrían ser más efectivos en la inhibición de la LP que  
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Figura 7. Inhibición de la actividad de la lipasa pancreática porcina en presencia 

de  (A) compuestos fenólicos de cáscara de mango cv. ‘Ataulfo’ y (B) orlistat ®. 

Diagramas de dosis-respuesta para el cálculo de la concentración inhibitoria 

media (IC50). Los resultados se representan como el promedio ± DE de 3 ensayos 

independientes, teniendo cada uno 3 réplicas por concentración evaluada.  
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compuestos fenólicos presentes en té verde, como galato de epigalocatequina, 

el cual se ha reportado que llega a inhibir hasta un 33% la actividad de LP a 1.75 

mM (Wu et al., 2013). Tanto lo observado en el presente trabajo, como lo 

reportado por los autores citados, sugiere el potencial de CF de alto peso 

molecular, tales como galotaninos, como inhibidores eficaces de la LP. 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que existe una relación entre 

la estructura de los CF y la capacidad de inhibir la actividad de LP. Ozdal et al. 

(2013)  y Jakobek (2015) han reportado que la estructura y peso molecular de 

los CF juega un papel importante en las interacciones entre estos y proteínas, lo 

cual podría correlacionarse con su capacidad para inhibir la actividad de algunas 

enzimas. En este contexto, los autores han señalado que elementos 

estructurales de los CF como: 1) peso molecular; 2) flexibilidad estructural; 3) la 

presencia del grupo galoil y, 4) el número y posición de sus grupos hidroxilo en 

su estructura, son importantes para su interacción con proteínas.  

En el presente trabajo se evaluó la capacidad de compuestos fenólicos de 

diferentes clases, tales como taninos hidrolizables, ácidos fenólicos y xantona 

para inhibir la actividad de LP. De acuerdo a su efectividad como inhibidores de 

la LP, los compuestos evaluados se ordenan de manera descendente  AT > PGG 

> MG > AC > AG > AP > AV. Los resultados sugieren que la inhibición de la LP 

fue favorecida por CF de alto peso molecular, con mayor flexibilidad estructural 

y que contienen un mayor número de grupos galoil e hidroxilo en su estructura, 

características presentes en AT y PGG (Dobreva et al., 2014; Frazier et al., 2010; 

Hasni et al., 2011; Mulaudzi et al., 2012).  

Por el contrario, se observó que los compuestos de menor peso y flexibilidad 

molecular, menor número de grupos hidroxilo, glicosilación o metoxilación en su 

estructura son características que influyeron de manera negativa en su 

capacidad para inhibir la actividad de LP, como se observó en MG, AC, AG, AP 

y AV (Xiao et al., 2009; Xiao et al., 2011a). Aunado a lo anterior, es necesario 

considerar que otros elementos como el tipo y estructura de la proteína, así como 

temperatura y pH del medio de reacción influyen de manera importante en la 
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inhibición enzimática (Le Bourvellec y Renard, 2012). De esta manera, los 

compuestos fenólicos aquí evaluados podrían presentar diferente afinidad hacia 

otras proteínas dependiendo de los factores descritos, es decir, para unas 

proteínas podrían actuar como inhibidores efectivos, mientras que para otras no. 

 

 

Cinética de Inhibición de la Lipasa Pancreática por Compuestos Fenólicos 

 

Se realizaron ensayos cinéticos de inhibición de la LP en presencia de AT y PGG, 

compuestos fenólicos que mostraron inhibir eficazmente la actividad enzimática, 

a fin de determinar su mecanismo de inhibición. Los ensayos cinéticos de 

inhibición de la LP se realizaron variando la concentración de sustrato y CF a 

evaluar, respectivamente, teniendo como control la cinética de la LP en ausencia 

de inhibidor. La Figura 8 muestra el ajuste no lineal de las velocidades iniciales 

(vo) versus [p-nitrofenil laurato], en ausencia y presencia de AT y PGG, 

respectivamente, donde se observó que la LP porcina siguió el comportamiento 

de una cinética de Michaelis-Menten. A partir del  ajuste de los datos al modelo 

no lineal, se calcularon las constantes cinéticas Km, Km ap, Vmax y Vmax i de la LP 

porcina en ausencia y presencia de AT y PGG a cada concentración ensayada. 

La determinación de los parámetros cinéticos de estado estacionario es 

importante para conocer el mecanismo de inhibición enzimática que siguieron los 

compuestos evaluados.   

Los valores calculados de las constantes cinéticas se muestran en el Cuadro 3, 

donde se observa que tanto Km como Vmax de la LP disminuyeron al aumentar la 

concentración de AT y PGG en el medio de reacción. El efecto de AT y PGG en 

las constantes cinéticas de la LP se muestra en los gráficos de Lineweaver-Burk 

(Figuras 9A y 10A). El análisis de los gráficos mostró, para ambos compuestos, 

un patrón de líneas paralelas respecto a la cinética control de la LP, lo cual es 

consistente con los valores aparentes de Km  y Vmax. Este comportamiento sugiere  
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Figura 8. Gráfico de Michaelis-Menten de la cinética de inhibición de la lipasa 

pancreática porcina en presencia de A) ácido tánico y B) penta-O-galoil-β-D-

glucosa. Cada punto representa el promedio ± DE de 3 ensayos independientes, 

teniendo cada uno 3 réplicas por concentración evaluada. 
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Cuadro 3. Parámetros cinéticos aparentes de la lipasa pancreática porcina en 

presencia de ácido tánico (AT) y penta-O-galoil-β-D-glucosa (PGG).  

Inhibidor 

 
Concentración 

(μM) 

 

Km (μM) 
Vmax  

(μmol p-nitrofenol min-1 
mL-1) 

Ki (μM) 

AT 

0 (control) 7.72 ± 0.90 0.38 ± 0.013 

0.018 ± 0.002 25 5.34 ± 0.28 0.26 ± 0.003 

50 4.39 ± 0.37 0.21 ± 0.004 

PGG 

0 (control) 6.79 ± 0.40 0.33 ± 0.005 

0.009 ± 0.000 60 4.38 ± 0.43 0.22 ± 0.005 

100 3.43 ± 0.06 0.17 ± 0.0007 

 

Los valores fueron calculados a partir del ajuste de los datos al modelo no lineal de la ecuación 
de Michaelis-Menten. Los valores representan el promedio ± DE de 3 ensayos independientes, 
teniendo cada uno 3 réplicas por concentración evaluada.  
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que el mecanismo de inhibición  de la LP que siguieron AT y PGG fue de tipo 

acompetitivo (Segel, 1993). Este tipo de inhibición enzimática se caracteriza en 

que el inhibidor (I) se une de manera reversible sólo al complejo enzima-sustrato 

(ES) y no a la enzima libre (E), dando como resultado la formación del complejo 

ternario enzima-sustrato-inhibidor (ESI), el cual es catalíticamente inactivo 

(Segel, 1993). 

A la par, se realizó el cálculo de la constante de disociación/inhibición (Ki) para 

AT y PGG mediante los gráficos secundarios de 1 / Vmax i versus [AT] o [PGG] 

(Figuras 9B y 10B). Por un lado, se observó que ambos gráficos resultaron ser 

lineales, lo cual comprueba que el mecanismo de inhibición de la LP por AT y 

PGG fue de tipo acompetitivo puro (Segel, 1993). De esta manera se descarta la 

posibilidad de un sistema de inhibición de tipo mixto hiperbólico (sistema C4), en 

donde el gráfico de dobles recíprocos también resulta en un patrón de líneas 

paralelas, pero Km y Vmax disminuyen hasta alcanzar un límite a concentraciones 

infinitas del inhibidor (Segel, 1993). Por otro lado, los valores bajos de Ki (Cuadro 

4) indican que ambos inhibidores presentan una alta afinidad hacia el complejo 

ES, siendo mayor en el caso de PGG respecto a AT.  

Recientemente se han publicado numerosos trabajos respecto a la capacidad de 

diversos compuestos fenólicos para inhibir la actividad de LP (Gondoin et al., 

2010; Sergent et al., 2012; Worsztynowicz et al., 2014; Zhang et al., 2015a). Sin 

embargo, son escasos aquellos en los que se ha estudiado su mecanismo 

cinético de inhibición. En este contexto, Wu et al. (2013), Wang et al. (2014d) y 

Oliveira et al. (2015)  han reportado que compuestos como galato de 

epigalocatequina, galato de epicatequina, epigalocatequina y un extracto rico en 

taninos condensados obtenido de semilla de Araucaria angustifolia, siguieron un 

mecanismo de inhibición no competitivo. Por otro lado, González-Castejón y 

Rodriguez-Casado (2011) en su estudio con procianidinas tipo B de alto grado 

de polimerización (pentámero y decámero), mostraron una inhibición de tipo  
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Figura 9. Gráfico de Lineweaver-Burk de la cinética de inhibición de lipasa 

pancreática porcina en presencia de ácido tánico (A) y gráfico secundario del 

gráfico de dobles recíprocos: interceptos del eje 1 / v  (1 / Vmax i) versus 

concentración de ácido tánico para el cálculo de Ki (B). Cada punto representa el 

promedio ± DE de 3 ensayos independientes, teniendo cada uno 3 réplicas por 

concentración evaluada.  
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Figura 10. Gráfico de Lineweaver-Burk de la cinética de inhibición de lipasa 

pancreática porcina en presencia de penta-O-galoil-β-D-glucosa (A) y gráfico 

secundario del gráfico de dobles recíprocos: interceptos del eje 1 / v  (1 / Vmax i) 

versus concentración de penta-O-galoil-β-D-glucosa para el cálculo de Ki (B). 

Cada punto representa el promedio ± DE de 3 ensayos independientes, teniendo 

cada uno 3 réplicas por concentración evaluada.   
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mixta. Adicionalmente, el estudio realizado por You et al. (2011) con cianidina y 

cianidina-3,5-diglucósido reportaron que la actividad de lipasa fue inhibida de  

manera competitiva. Los resultados obtenidos en este trabajo y lo reportado por 

otros autores sugieren que el mecanismo de inhibición de la LP está relacionado 

con el tipo y estructura del CF. Sin embargo, es necesario considerar que las 

diferencias entre los mecanismos de inhibición reportados podrían también 

deberse a las distintas metodologías utilizadas en los ensayos enzimáticos, 

principalmente el tipo de sustrato. 

Desde el punto de vista estructural, para que el mecanismo acompetitivo de 

inhibición enzimática se lleve a cabo, es necesario que se efectúen algunos 

cambios conformacionales en la enzima. El cambio conformacional que ocurre 

en la enzima tras la unión del sustrato es determinante para formar o 

desenmascarar el sitio de unión del inhibidor. Tras la formación del complejo ESI, 

ocurre un segundo cambio conformacional importante en la enzima, donde el 

inhibidor podría causar la deformación del sitio activo y así impedir que el proceso 

catalítico se lleve a cabo (Copeland, 2005; Segel, 1993). En este sentido, conocer 

la estructura y función de la enzima de estudio es de suma importancia para 

comprender el mecanismo utilizado por un inhibidor, así como su posible sitio de 

unión (Copeland, 2000).  

A partir de la estructura cristalográfica de la LP se conoce que, para poder llevar 

a cabo el proceso de catálisis, es de suma importancia la apertura del sitio activo 

(Hermoso et al., 1996; Thomas et al., 2005; Yang y Lowe, 2000). Por su 

naturaleza hidrofóbica, el sitio activo  se encuentra protegido del medio acuoso 

por el dominio lid. La apertura del sitio activo mediante el movimiento del dominio 

lid en dirección al dominio C-terminal, donde interaccionará con la colipasa, es el 

cambio conformacional más importante en la estructura de la LP (Secundo et al., 

2006). Una vez sucedido este evento, por un lado, el sitio activo queda expuesto 

para la entrada del sustrato y, por otro lado, se suscitará la formación de una 

nueva cavidad en la enzima, gracias a la interacción del dominio lid con la 

colipasa (Yang y Lowe, 2000). Se sugiere que, en el caso específico de la LP, 
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ambas condiciones favorecerán la unión de un inhibidor acompetitivo, como AT 

y PGG.  

 

 

Análisis de la Interacción entre Compuestos Fenólicos y la Lipasa Pancreática 

por Espectroscopía de Fluorescencia 

 

La fluorescencia ocurre cuando las moléculas absorben energía, se excitan y 

emiten la energía absorbida en forma de radiación de menor energía, al regresar 

a su estado basal (Lakowicz, 2007). Dentro de las biomoléculas que son capaces 

de emitir fluorescencia se encuentran las proteínas. La fluorescencia intrínseca 

de una proteína está dada por sus aminoácidos aromáticos, principalmente por 

el triptófano (Möller y Denicola, 2002). Ya que la fluorescencia de este 

aminoácido es altamente sensible a la polaridad de su ambiente, la 

espectroscopía de fluorescencia es una herramienta que permite evaluar los 

cambios en el espectro de emisión del triptófano en respuesta a modificaciones 

en la estructura terciaria de una proteína o la interacción de un ligando (inhibidor) 

(Möller y Denicola, 2002).  

En el presente trabajo se evaluó el efecto de los compuestos fenólicos en el 

cambio de la fluorescencia intrínseca de la LP porcina, como proteína modelo de 

estudio, la cual contiene 7 moléculas de triptófano en su estructura (Trp17, Trp30, 

Trp86, Trp107, Trp253, Trp339 y Trp403) (Hermoso et al., 1996). Para ello, 

después de incubar a la LP en presencia de los CF a evaluar, se excitó 

selectivamente a los triptófanos a una longitud de onda de 295 nm (Lakowicz, 

2007; Möller y Denicola, 2002) y se colectó la emisión de fluorescencia en un 

rango de 300 a 500 nm. Es importante aclarar que, debido a la naturaleza del 

extracto enzimático, resulta imposible atribuir la fluorescencia y los cambios 

presentados en su patrón sólo a la fluorescencia proveniente de la LP, ya que se 

sabe que el extracto enzimático también contiene otras proteínas como la 

amilasa y la proteasa (Birner-Grünberger et al., 2004). Los resultados del 



  

55 
 

presente estudio son en base a la fluorescencia total del extracto enzimático que 

contiene a la LP, los cuales para fines de especificidad, se relacionaron con lo 

observado en los ensayos enzimáticos específicos de la LP. 

La Figura 11 muestra los espectros de emisión de fluorescencia de la LP en 

ausencia y presencia de AT, PGG, MG, AC, AG y AP. Primeramente, se observó 

el máximo de emisión de fluorescencia de la LP a 343 nm, lo que concuerda con 

el rango reportado como el máximo de emisión característico del triptófano (308-

355 nm) (Pan et al., 2011; Vivian y Callis, 2001). Las Figuras 11A y 11B muestran 

los espectros de emisión de fluorescencia de la LP en presencia de AT y PGG, 

respectivamente, notándose dos fenómenos importantes. Por un lado, se 

observó que AT y PGG  opacaron la fluorescencia de la LP, lo cual, para ambos 

casos, fue dependiente de su concentración en el medio de reacción. A su vez, 

se observó un efecto batocrómico o desplazamiento del máximo de emisión de 

la LP hacia mayores longitudes de onda (hacia el rojo), causando un cambio en 

el centro espectral de masas de fluorescencia de la enzima de 36 nm (AT) y 20 

nm (PGG) (Figura 12A). Estos resultados sugieren que la interacción de AT y 

PGG con la LP causó una modificación en la estructura terciaria de la proteína, 

lo cual puede relacionarse con la disminución de su actividad catalítica y es 

consistente con lo observado en los ensayos de inhibición de enzimática.  

La Figura 11C y 11D muestra los espectros de emisión de fluorescencia de la LP 

en presencia de MG y AC, respectivamente. En ambos casos se observó el 

opacamiento de la fluorescencia de la LP, lo cual fue dependiente de la 

concentración de dichos compuestos,  así como desplazamientos de su máximo 

de emisión (Figura 12B). En el caso de MG, se observó un efecto hipsocrómico 

o desplazamiento del máximo de emisión de la LP hacia menores longitudes de 

onda (hacia el azul), así como la aparición de un nuevo pico de emisión de mucha 

menor intensidad a 420 nm. Éste último es indicativo de la presencia de un 

fenómeno de transferencia de energía de resonancia por fluorescencia (FRET 

fluorescence resonance energy transfer, por sus siglas en inglés), en el cual la 

energía contenida en la emisión de un fluoróforo (triptófano en este caso), sirve  
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Figura 11. Espectros de emisión de fluorescencia de la lipasa pancreática 

porcina en presencia de compuestos fenólicos. Panel A) ácido tánico, B) penta-

O-galoil-β-D-glucosa, C) mangiferina, D) ácido clorogénico, E) ácido gálico y, F) 

ácido protocateico. Cada gráfico representa los valores de emisión de 

fluorescencia colectados en una única repetición experimental.  
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Figura 12. Análisis del centro espectral de masas de fluorescencia de la lipasa 

pancreática porcina en presencia de compuestos fenólicos. Cada punto 

representa el valor de una única repetición experimental.  
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de excitación a un segundo cromóforo (como puede ser la molécula de un 

compuesto fenólico, en este caso MG). Este  a su vez puede emitirla o no con 

menor energía (mayor longitud de onda) y con menor intensidad de 

fluorescencia. De acuerdo a los resultados y su correlación con los ensayos 

deinhibición enzimática, estos sugieren que MG interacciona con la LP, causando 

un cambio en la estructura terciaria de la proteína, lo que a su vez tiene un 

impacto en la actividad catalítica de la misma.  

En el caso de AC, se observó un desplazamiento del máximo de emisión del 

triptófano hacia mayores longitudes de onda (Figura 12B). Los resultados indican 

tanto la interacción de este compuesto con una proteína del extracto enzimático 

como el efecto de dicha interacción en la estructura terciaria de la misma. Sin 

embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de inhibición de 

la LP, los resultados de los espectros de emisión de fluorescencia no se 

correlacionan. A partir de ello es posible formular dos premisas: 1) La existencia 

de una interacción específica con la LP que no se refleja en los ensayos de 

inhibición de la actividad enzimática debido a bajas concentraciones de AC en el 

medio de reacción. Esto surge a partir de la reciente publicación hecha por Hu et 

al. (2015),  en donde se reportó que AC es inhibidor competitivo de la actividad 

de LP a concentraciones en el rango milimolar. 2) La interacción de AC con las 

demás proteínas presentes en el extracto enzimático, como se ha reportado para 

la α-amilasa pancreática (Oboh et al., 2015) y proteasas como la pepsina (Zeng 

et al., 2014).  

La Figura 11E y 11F muestra los espectros de emisión de fluorescencia de la LP 

en presencia de AG y AP, respectivamente. En ambos casos, se observó el 

opacamiento de la fluorescencia de la LP, aunque sin cambios en su centro 

espectral de masas (Figura 12C). Los resultados concuerdan con lo observado 

en los ensayos de inhibición de la LP, en donde ambos compuestos mostraron 

inhibir mínimamente la actividad enzimática.  Por un lado, los resultados sugieren 

la existencia de una posible interacción entre estos compuestos y la LP, aunque 

no lo suficientemente fuerte como para causar un impacto importante en la 
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actividad enzimática. Por otro lado, el opacamiento de la fluorescencia por AG y 

AP se podría relacionar con una posible interacción con las otras proteínas 

presentes en el extracto enzimático, como se ha reportado en el caso de ácido 

gálico (Lu et al., 2015).   

Resultados similares han sido reportados en otros estudios, donde se ha 

analizado la interacción de diversos compuestos fenólicos con la LP mediante 

espectroscopía de fluorescencia. Se ha reportado que compuestos fenólicos 

como galato de epigalocatequina, procianidinas de alto peso molecular y algunos 

flavonoides como quercetina-3-O-glucuronido provocaron tanto el opacamiento 

de la fluorescencia intrínseca de lipasa como ligeros desplazamientos 

espectrales de su máximo de emisión hacia mayores longitudes de onda (Wang 

et al., 2014a; Wang et al., 2014d; Wu et al., 2013; Zhu et al., 2014). Por otro lado, 

Gonçalves et al. (2010) en su estudio con procianidinas de alto peso molecular 

(dímeros hasta heptámeros) extraídas de semilla de uva, observaron sólo el 

opacamiento de la fluorescencia de la enzima, mas no un desplazamiento de su 

máximo de emisión. Por último, en el estudio realizado por Li et al. (2011) con 

quercetina, isoquercetina y ramnetina, se reportó que dichos compuestos 

causaron tanto un opacamiento de la fluorescencia como un ligero 

desplazamiento del máximo de emisión hacia menores longitudes de onda. Los 

resultados de estos estudios indicaron que, aunque todos los compuestos 

ensayados interaccionaron con la LP, sólo algunos lograron causar un cambio 

en su conformación.  

De acuerdo a Lakowicz (2007), la disminución de la intensidad de fluorescencia 

de una proteína u opacamiento, indica la interacción entre los triptófanos de esta 

biomolécula y un ligando en solución (opacante). Esta disminución puede ocurrir 

mediante diferentes mecanismos, entre los que se encuentra la interacción de 

tipo colisional, misma que se ha reportado como característica entre compuestos 

fenólicos y algunas proteínas (Wang et al., 2014d; Wu et al., 2013; Wu et al., 

2014; Wu et al., 2011; Yuksel et al., 2010). Este tipo de interacción ocurre cuando 

un ligando se une con el triptófano (fluoróforo) durante su estado excitado, 
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transfiriendo parte de su energía a éste y provocando que el fluoróforo retorne a 

su estado basal pero sin la emisión de un fotón. Además se conoce que este 

fenómeno ocurre sin un cambio permanente en las moléculas (fluoróforo y 

opacante), es decir, sin una reacción fotoquímica (Lakowicz, 2007).  

Asimismo, los desplazamientos espectrales del máximo de emisión de una 

proteína o cambio en el centro espectral de masas, se correlacionan con cambios 

en su estructura terciaria (plegamiento o desplegamiento) al interaccionar con un 

ligando (Lakowicz, 2007; Pan et al., 2011). Esto puede explicarse ya que el anillo 

indol del triptófano es muy sensible a su ambiente electrostático local o polaridad, 

lo cual se correlaciona con el grado de exposición que éste fluoróforo tenga con 

el solvente (Lakowicz, 2007). Se conoce que las interacciones electrostáticas, 

incluyendo la hidratación, son esenciales para mantener la estructura y por tanto, 

la función de una proteína. En una proteína, los triptófanos se encuentran 

orientados hacia diferentes ambientes, por lo que algunos de estos fluoróforos 

serán accesibles a cierto tipo de ligandos mientras que otros no lo serán. En este 

sentido, la interacción de un ligando con una proteína puede provocar cambios 

en su conformación. Como consecuencia de dicha interacción, ocurre una re-

orientación de las moléculas de solvente que se encuentran inmediatamente 

adyacentes al fluoróforo. Este fenómeno se conoce como relajación del solvente, 

y da como resultado un desplazamiento o cambio en el centro espectral de 

masas de fluorescencia de una proteína. La dirección de dicho desplazamiento 

espectral dependerá de la exposición del triptófano hacia un ambiente más 

hidrofílico o polar (efecto batocrómico) o hacia un ambiente hidrofóbico (efecto 

hipsocrómico). De esta manera, la exposición del triptófano hacia un ambiente 

polar indica el desplegamiento de la estructura de la proteína, mientras que su 

orientación hacia un ambiente no polar indica el plegamiento de la misma 

(Lakowicz, 2007; Pan et al., 2011).  

Como ya se ha mencionado, la estructura y función de una proteína están 

estrechamente relacionadas. Es por ello que, cambios en la conformación de una 

proteína o enzima afectarán directamente su actividad específica, impidiendo 
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que ésta se lleve a cabo de manera correcta y eficiente. La estructura y 

conformación de una proteína depende de las interacciones covalentes y no 

covalentes entre las cadenas laterales de sus aminoácidos (Jakobek, 2015). Tras 

la unión o interacción de un ligando, las interacciones no covalentes internas 

entre las cadenas peptídicas de una proteína podrían ser desestabilizadas o 

destruidas, afectando la función de la misma (Cerny y Hobza, 2007; Gallina et 

al., 2014; Kasahara et al., 2013). En este sentido, algunos autores han reportado 

que el principal mecanismo por el que algunos compuestos fenólicos 

interaccionan con las proteínas es a través de enlaces no covalentes (Le 

Bourvellec y Renard, 2012; Ozdal et al., 2013). La estructura de los compuestos 

fenólicos favorece la formación de este tipo de enlaces.  

Por un lado, ya que los CF poseen en su estructura grupos hidroxilo, éstos 

pueden formar puentes de hidrógeno con los residuos polares de las proteínas 

(Li y Hagerman, 2013). Por otro lado, la unidad galoil de algunos compuestos 

fenólicos presenta cierta hidrofobicidad, lo cual podría favorecer a la formación 

de interacciones hidrofóbicas con los residuos no polares (Nagy et al., 2012). A 

pesar de que las interacciones no covalentes son débiles e inespecíficas, un 

conjunto de varios enlaces de este tipo puede alterar la conformación de una 

proteína y por lo tanto afectar su función. De acuerdo a los resultados obtenidos 

en este trabajo, los compuestos AT, PGG y MG mostraron interacción con la LP, 

lo cual es consistente con lo observado en los ensayos de inhibición enzimática. 

En los tres casos se observó que dicha interacción causó un cambio en la 

estructura terciaria de la LP. Tanto la interacción, como el cambio conformacional 

de la enzima, se vieron favorecidos por los CF con mayor número de grupos 

hidroxilo y unidades galoil, probablemente debido a la formación de un mayor 

número de enlaces no covalentes con los residuos de las cadenas laterales en 

proximidad a su sitio de unión. Este comportamiento podría ayudar a explicar el 

mecanismo de inhibición determinado experimentalmente para AT y PGG.  
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Anclaje Molecular In Silico (Docking) de la Lipasa Pancreática Porcina con 
Ácido Tánico y Penta-O-galoil-β-D-glucosa 

 

Se llevaron a cabo análisis de anclaje molecular in silico con el propósito de dar 

un acercamiento razonado al posible sitio de unión e interacciones moleculares 

entre la LP porcina y AT o PGG, de acuerdo al mecanismo de inhibición 

enzimático determinado experimentalmente. Este ensayo se llevó a cabo 

utilizando como modelo de estudio al complejo LP-colipasa porcina en su 

conformación abierta o catalíticamente activa, la cual es de suma importancia 

para explicar el mecanismo cinético de inhibición acompetitivo presentado por 

AT y PGG.  Se identificaron en total 27 cavidades con dimensiones variables y 

ubicadas en distintas regiones de la estructura tridimensional del complejo LP-

colipasa. La cavidad para el docking se seleccionó de acuerdo a su localización 

en la estructura de la proteína, dimensión y carga electrostática de los residuos 

expuestos al solvente.  

El conocimiento de la estructura y función del complejo LP-colipasa pancreática 

permite hacer inferencias acerca del mecanismo cinético de inhibición 

acompetitivo (Hermoso et al., 1996; van Tilbeurgh et al., 1993). En este sentido, 

se conoce que la LP experimenta un cambio conformacional importante para 

descubrir y re-arreglar su sitio activo, acomodar al sustrato y realizar su actividad 

catalítica (Hermoso et al., 1996; van Tilbeurgh et al., 1993). Dicho cambio 

conformacional está dado por la reorganización del dominio lid, el cual cubre al 

sitio activo e impide el acceso al sustrato, manteniendo a la enzima en su 

conformación cerrada o catalíticamente inactiva (Brockman, 2000; Winkler et al., 

1990; Yang y Lowe, 2000). El movimiento de dominio lid facilita una serie de 

eventos importantes y necesarios para la catálisis, lo cual también podría ser 

determinante para la unión de un inhibidor acompetitivo, como AT y PGG. El 

movimiento del lid: 1) descubre al sitio activo, haciéndolo accesible al sustrato, 

2) causa un re-arreglo en el sitio activo (agujero oxianión), haciéndolo funcional, 

3) genera el sitio de unión de la lipasa a la interface aceite-agua en proximidad 

con su sustrato, al incrementar su región hidrofóbica expuesta y, 4) facilita la 
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interacción con la colipasa, lo cual es imprescindible para mantener a la LP en 

su conformación catalíticamente activa (Secundo et al., 2006; Thomas et al., 

2005; Yang y Lowe, 2000).  

Respecto a éste último, el movimiento del dominio lid favorece la formación de 

una nueva cavidad en la estructura tridimensional de la LP. Esta cavidad 

comprende el sitio interface formado por la región N-terminal, que incluye al 

dominio lid, y C-terminal de la LP, en contacto con la colipasa. Dicha cavidad se 

seleccionó para los estudios de docking ya que, además de los motivos descritos 

anteriormente, se pensó que una molécula con afinidad hacia este sitio podría 

inhibir la catálisis enzimática al provocar un cambio conformacional en alguna de 

estas regiones y por tanto, actuar como un inhibidor acompetitivo.   

Los resultados obtenidos del anclaje molecular in silico entre la LP y AT se 

muestran en la Figura 13. Se observó una distribución uniforme y compacta del 

compuesto dentro de la cavidad, favoreciendo su posible interacción con 

aminoácidos de las regiones que comprenden dominio C y N terminal de la LP, 

incluyendo al dominio lid, en interacción con la colipasa. El acomodo de AT en 

esta cavidad dependió tanto de la conformación de la molécula como de su 

compatibilidad química entre sus grupos funcionales y los residuos expuestos en 

este sitio. En el panel C de la Figura 13 se presenta la cavidad en representación 

de superficie electrostática, donde se muestra la ubicación de AT hacia la región 

polar de la misma. El acomodo de AT en la cavidad ocurre posiblemente por una 

interacción por puentes de hidrógeno con aminoácidos de carácter polar, como 

se muestra en la Figura 13C. Los aminoácidos próximos a la región de contacto 

con AT se listan en el Cuadro 4.  

Los resultados obtenidos sugieren que AT podría interaccionar con aminoácidos 

polares presentes en la cavidad analizada, abarcando respecto a su tamaño y 

número de grupos funcionales, una mayor superficie de contacto.  Un hallazgo 

interesante es que, como se muestra en la Figura 14, parte de la estructura de 

AT se situó en la región de interacción entre el dominio lid y la colipasa. Se 

conoce que las interacciones lipasa-colipasa, principalmente mediante el dominio  
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Figura 13. Representación en superficie de la interacción por anclaje molecular 

in silico entre ácido tánico y la lipasa pancreática porcina. Panel A) estructura 

tridimensional de la lipasa pancreática porcina (amarillo) y colipasa (magenta) 

(PDB 1ETH) en su forma abierta (catalíticamente activa) y ácido tánico en 

interface lipasa (dominio C, N terminal y lid)-colipasa. B) Acercamiento de ácido 

tánico en contacto con la cavidad formada por la interfase lipasa-colipasa. C) 

Diagrama electrostático de la cavidad formada por la interfase lipasa-colipasa y 

la distribución espacial de ácido tánico. Superficie en rojo representa residuos 

polares y en blanco residuos no polares.  
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Figura 14. Representación en listón de la interacción por anclaje molecular in 

silico entre ácido tánico y la lipasa pancreática porcina. Dominios C y N terminal, 

y lid de lipasa se representan en amarillo; colipasa en color magenta; residuos 

en sitio interface lipasa-colipasa en interacción con ácido tánico se representan 

en azul; molécula de ácido tánico se representa en verde.  
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Cuadro 4. Resumen de residuos de la lipasa y la colipasa en proximidad con 

ácido tánico (AT) de acuerdo al análisis de anclaje molecular in silico.  

 

 

 

 

Clasificación grupo –R 
Residuos en proximidad con ligando 

Lipasa Colipasa 

Alifáticos Pro236, Ile372, Leu357 Leu41 

Aromáticos 
Tyr285, Tyr370, Phe387, 

Tyr404 
- 

Hidroxilados Thr293 - 

Básicos 
Arg338, Arg340, His355, 

Lys374 
Lys24 

Ácidos y sus amidas 

Asn241, Asn239, Gln234, 

Asn230, Asp338, Asn329, 

Asp385, Glu371 

Asp12, Glu13, 

Glu15 
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lid, son de suma importancia para que el complejo pueda desempeñar su función 

catalítica de manera adecuada (Hermoso et al., 1996; Lowe, 1997a). Se ha 

reportado que la LP y la colipasa interactúan principalmente mediante enlaces 

polares y fuerzas de van der Waals. Entre los enlaces polares, se destacan 

aquellos que hacen posible la interacción entre la colipasa y el dominio lid, quea 

su vez son determinantes para estabilizar a la LP en su conformación 

catalíticamente activa (Lowe, 1997a). Estas interacciones se encuentran 

estrictamente conservadas en todas las secuencias conocidas de la lipasa y 

colipasa, incluyendo el complejo lipasa humana-colipasa porcina (Hermoso et al., 

1996; van Tilbeurgh et al., 1993). Más específicamente, se ha reportado que 

interacción Glu15 de la colipasa con Asn241 de la LP es crítica para la actividad 

del complejo lipasa-colipasa, ya que contribuye de manera importante en la 

estabilización del dominio lid de la LP en su conformación abierta, lo cual facilita 

el proceso catalítico (Lowe, 1997a).  

Dado lo anterior, se puede inferir que si alguna de las interacciones mencionadas 

es desestabilizada mediante la unión de un inhibidor, la actividad catalítica de la 

LP se afectará directamente. De acuerdo a los resultados, el número y tipo de 

aminoácidos en interacción o proximidad con AT sugiere la desestabilización de 

algunas de las interacciones mencionadas y otras. A su vez, esto sugiere un 

cambio y desestabilización de  la conformación de la LP catalíticamente activa, 

provocando la deformación del sitio activo e impidiendo que el proceso catalítico 

se lleve a cabo. Las deducciones hechas a partir del análisis del anclaje 

molecular podrían ayudar a dar una explicación a nivel molecular de los 

resultados experimentales descritos a lo largo de este trabajo.   

Los resultados del anclaje molecular in silico entre la LP y PGG se muestran en 

la Figura 15. Se observó una distribución uniforme, con la molécula de PGG 

extendida, dentro de la cavidad. Asimismo, se observó que los posibles sitios de 

interacción más favorecidos fueron los dominios C y N terminal de la LP en 

contacto con la colipasa (sin observarse un contacto directo con el dominio lid). 

La Figura 15C muestra la cavidad en representación de mapa electrostático, 
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donde se observa la orientación de PGG hacia la región polar, al igual que AT. 

Lo anterior sugiere la interacción de este compuesto con aminoácidos de carácter 

polar, como se muestra en la Figura 16. Los aminoácidos próximos a la región 

de contacto con PGG se listan en el Cuadro 5.  

Los resultados obtenidos sugieren que PGG podría interaccionar con 

aminoácidos polares presentes en la cavidad analizada, abarcando respecto a 

su tamaño y número de grupos funcionales, una menor superficie de contacto 

respecto a AT. Como se muestra en la Figura 16, PGG se ubicó preferentemente 

en la región de interacción dominio C terminal de la LP con la colipasa. Al igual 

que AT, las interacciones de PGG con aminoácidos polares podrían causar una 

desestabilización y cambio en la estructura de la LP. En este sentido, se conoce 

que la interacción iónica entre Glu45 de la colipasa y Lys400 de la LP es crítica 

para mantener al complejo lipasa-colipasa en su conformación catalíticamente 

activa (Ayvazian et al., 1998). Si dicha interacción se afecta, el complejo no será 

funcional, lo que resultará en la disminución de la actividad catalítica de la LP. 

Las interacciones mencionadas están conservadas en el complejo lipasa 

humana-colipasa porcina (Crandall y Lowe, 2001; Egloff et al., 1995; van 

Tilbeurgh et al., 1993). Es importante señalar que el docking es una herramienta 

que permite hacer una aproximación teórica en cuanto a las interacciones con 

aminoácidos en proximidad al ligando. Sin embargo, aunque no sea visible en 

una pose dada, es necesario considerar que los efectos a larga distancia de la 

interacción ligando-proteína son de suma importancia (Wang et al., 2001). De 

esta manera y al igual que AT, se sugiere que la interacción entre PGG y la LP 

tuvo un efecto importante en los enlaces que estabilizan la estructura terciaria de 

la enzima, lo cual se reflejó en la disminución de su actividad catalítica.  
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Figura 15. Representación en superficie de la interacción por anclaje molecular 

in silico entre penta-O-galoil-β-D-glucosa (PGG) y la lipasa pancreática porcina. 

Panel A) estructura tridimensional de la lipasa pancreática porcina (amarillo) y 

colipasa (magenta) (PDB 1ETH) en su forma abierta (catalíticamente activa) y 

PGG en interface de la lipasa (dominio C, N terminal y lid)-colipasa. B) 

Acercamiento de PGG en contacto con la cavidad formada por la interface del 

complejo lipasa-colipasa. C) Diagrama electrostático de la cavidad formada por 

la interface del complejo lipasa-colipasa y la distribución espacial de PGG. 

Superficie en rojo representa residuos polares y en blanco residuos no polares. 
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Figura 16. Representación en dos dimensiones de la interacción por anclaje 

molecular in silico entre penta-O-galoil-β-D-glucosa y la lipasa pancreática 

porcina. Residuos en sitio interfase lipasa – colipasa en interacción con penta-O-

galoil-β-D-glucosa se representan en círculos; letra A representa residuos de la 

lipasa y B representa rediduos de la colipasa.  
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Cuadro 5. Resumen de residuos de la lipasa y colipasa en proximidad con penta-

O-galoil-β-D-glucosa (PGG) de acuerdo al análisis de anclaje molecular in silico. 

Clasificación grupo –R 

Residuos en proximidad con ligando 

Lipasa Colipasa 

Alifáticos 
Gly331, Leu357, Gly237, 

Pro236 
Leu41 

Aromáticos 
Tyr370, Tyr404, Tyr289, 

Phe292, Phe387 
- 

Hidroxilados Thr330, Thr293 Ser25 

Básicos 
Lys374, Arg338, His355, 

Lys240, Arg340, Arg368 
Lys42, Lys24 

Ácidos y sus amidas 

Asn295, Gln234, Glu386, 

Asp385, Asp390, Asp332, 

Glu371, Gln239, Asn329, 

Gln369, Asn230 

Asn10, Glu13, 

Glu64 
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CONCLUSIONES 

 

Los compuestos fenólicos de cáscara de mango cv. ‘Ataulfo’ (AT, PGG y MG) 

demostraron ser inhibidores de la actividad de la LP porcina, siendo más 

efectivos que los presentes en pulpa (AC, AG, AP y AV). 

Ácido tánico y penta-O-galoil-β-D-glucosa inhibieron la actividad de la lipasa  

mediante un mecanismo acompetitivo, lo cual demostró que estos compuestos 

son capaces de interaccionar con la enzima de manera específica.  

Los análisis de espectroscopía de fluorescencia sugirieron que los compuestos 

fenólicos AT, PGG y MG  inhibieron la actividad de la LP al inducir un cambio en 

su conformación o estructura terciaria. Respecto a los compuestos de bajo peso 

molecular, por un lado, el comportamiento de AC en la titulación por fluorescencia 

no se correlacionó con su capacidad para inhibir la actividad de la lipasa, lo que 

sugiere que dicho compuesto mostró mayor afinidad de interacción con otra 

proteína presente en el extracto enzimático. Por otro lado, el comportamiento de 

AG y AP sugirieron que la interacción con la lipasa u otra proteína presente en el 

extracto enzimático no fue lo suficientemente fuerte para ocasionar un cambio en 

la estructura terciaria de la misma, lo cual se correlaciona con lo observado en 

los ensayos de inhibición de lipasa.  

El análisis de anclaje molecular in silico sugirió que AT y PGG interaccionaron en 

la cavidad formada por la interface de la región N-terminal, que incluye al dominio 

lid, y C-terminal de la LP, en contacto con la colipasa. Por su ubicación dentro de 

la cavidad, se sugirió la interacción de ambos compuestos con las cadenas 

laterales de aminoácidos polares. Además, se sugirió que las interacciones de 

AT y PGG a corta o larga distancia con el dominio lid o dominio C terminal de la 
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LP podrían ser importantes para explicar el mecanismo de inhibición 

acompetitivo.  
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RECOMENDACIONES 

 

Se recomienda el uso de la lipasa pancreática humana como proteína 

recombinante pura, así como la utilización de un ensayo de actividad enzimática 

más cercano a las condiciones fisiológicas, como pH-Stat (Xiao et al., 2013c), 

donde se incluyan el sustrato natural de esta enzima (triglicéridos de ácidos 

grasos de cadena larga, como trioleína), sales biliares, calcio y colipasa. 

Asimismo, se recomienda el uso de técnicas biofísicas especializadas tales como 

calorimetría de titulación isotérmica, dicroísmo circular y cristalografía por 

difracción de rayos X para el estudio más profundo de las posibles interacciones 

entre compuestos fenólicos y la lipasa pancreática.  

Se recomienda la realización de bioensayos con animales de experimentación, 

para el estudio de la inhibición de enzimas digestivas por los compuestos 

fenólicos en sistemas más complejos y su posible significancia in vivo.  

Por último, sería de gran utilidad explorar otros posibles mecanismos de acción 

de los compuestos fenólicos para la inhibición de la actividad de la lipasa 

pancreática, tales como la interacción de estos compuestos con las partículas 

(emulsiones) lipídicas.  
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