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“NO TE RINDAS”

No te rindas, aun estas a tiempo

de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras, enterrar tus miedos,
liberar el lastre, retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,

perseguir tus suefos,

destrabar el tiempo,

correr los escombros y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,

aunque el frio queme,

aunque el miedo muerda,

aunque el sol se esconda y se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,

aun hay vida en tus suefios,

porque la vida es tuya y tuyo también el deseo,
porque lo has querido y porque te quiero.

Porque existe el vino y el amor, es cierto,
porque no hay heridas que no cure el tiempo,
abrir las puertas quitar los cerrojos,
abandonar las murallas que te protegieron.

Vivir la vida y aceptar el reto,
recuperar la risa, ensayar el canto,
bajar la guardia y extender las manos,
desplegar las alas e intentar de nuevo,
celebrar la vida y retomar los cielos,

No te rindas por favor no cedas,

aungue el frio queme,

aungue el miedo muerda,

aungue el sol se pongay se calle el viento,
aun hay fuego en tu alma,

aun hay vida en tus suefios,

porque cada dia es un comienzo,

porque esta es la hora y el mejor momento,
porque no estéas sola,

porque yo te quiero.

Mario Benedetti.
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RESUMEN

Los ascomicetos pueden degradar enzimaticamente la pared celular vegetal. El
sistema de enzimas con capacidad 6xido-reductora (lacasas, lignina y manganeso
peroxidasas) tiene una funcion primordial en la degradacion de lignina y polifenoles
indeseables en procesos industriales. Estas intervienen en una serie de reacciones
inespecificas que originan la formacion de radicales libres en el biopolimero,
desestabilizan lo enlaces y rompen la macromolécula. En las industrias es necesario
disponer de proteinas purificadas para retener la mayor cantidad de proteinas
funcionales con el menor nimero de contaminantes. Sin embargo, en ocasiones se
colectan y refinan cantidades masivas de datos que complican la optimizacién de
los tiempos experimentales. Actualmente herramientas informaticas como el
analisis in silico se utilizan para la extraccion de informacion oculta y predecible de
grandes bases de datos encontrando informacion que un experto no puede llegar a
encontrar rapidamente por métodos experimentales. Al respecto, en un trabajo
previo, las especies Fusarium oxysporum, Fusarium oxysporum CH1P4-1 y
Alternaria sp., se seleccionaron con actividad potencial 6xido-reductora. En  este
trabajo se obtuvieron los criterios de seleccion de un ascomiceto con produccion del
complejo enzimatico 6xido reductor extracelular, el cual se conforma por lacasas,
lignina y manganeso peroxidasas. Para ello se utilizaron herramientas
computacionales en la busqueda de informacion en repositorios de acceso libre de
genes, proteinas y modelado molecular, asi como de metodologias experimentales.
Con las cuales se determiné al asilado silvestre de Fusarium como un candidato

interesante para la produccion del complejo éxido reductor.

PALABRAS CLAVE: (Ascomicetos, 6xido-reductora, purificacion, in silico)
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ABSTRACT

Ascomycetes can enzymatically degrade the plant cell wall. The enzyme system with
oxide-reducing capacity (lacases, lignin and manganese peroxidases) has a primary
function in the degradation of lignin and undesirable polyphenols in industrial
processes. These intervene in a series of nonspecific reactions that cause the
formation of free radicals in the biopolymer, destabilize the bonds and break the
macromolecule. In industries it is necessary to have purified proteins to retain the
greatest amount of functional proteins with the least number of contaminants.
However, sometimes massive amounts of data that complicate the optimization of
experimental times are collected and refined. Currently, computer tools such as in
silico analysis are used for the extraction of hidden and predictable information from
large databases, finding information that an expert cannot quickly find by
experimental methods. In this regard, in a previous work, the species Fusarium
oxysporum, Fusarium oxysporum CH1P4-1 and Alternaria sp., were selected with
potential oxide-reducing activity. Then in this work the selection criteria of an
ascomycete with production of the extracellular reducing oxide enzyme complex
were obtained, which is formed by lacases, lignin and manganese peroxidases. For
this, computational tools were used in relation to the search for information in
repositories with free access to genes, proteins and molecular docking, as well as
experimental methodologies. With which the wild isolated of Fusarium was
determined as an interesting candidate for the production of the reducing oxide

complex.
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INTRODUCCION

La implementacion de procesos amigables con el ambiente se convirtié en una meta
para las industrias alimentarias, papeleras y cosmetolégicas en este procedimiento

la investigacion biotecnoldgica resulté una herramienta util.

Particularmente, en el uso de microorganismos y enzimas capaces de descomponer
materiales lignoceluloliticos. Como es el caso de los hongos de la pudricion blanca
de la madera, que se aplican tanto en procesos de produccion como en el
blanqueamiento de la pulpa de celulosa. Los hongos causantes de la pudricion
blanca son en su mayoria basidiomecetos, los cuales en condiciones extremas de
humedad provocan este tipo de pudricion en la madera. Estos organismos producen
dichas enzimas hidroliticas para descomponer polimeros de la pared celular vegetal
y con sus mondmeros alimentarse. estos hongos producen enzimas oOxido-
reductasas e hidrolasas capaces de degradar lignina y polifenoles. Polimeros cuyo
sillar de construccién son los alcoholes fendlicos y que muy pocos organismos son

capaces de procesar (Quintero et al., 2006).

En las reacciones de 6xido-reduccién, las oxidorreductasas catalizan reacciones en
las cuales cambia el estado de oxidacion de uno o de mas atomos en una molécula.
En sistemas biolégicos implica una o dos reacciones de transferencia de electrones
acompafadas del cambio compensatorio de la cantidad de hidrogeno y de oxigeno

en la molécula (Mckee y Mckee, 2003).

En muchas aplicaciones experimentales es necesario disponer de proteinas
purificadas e incluir estudios estructurales y ensayos bioquimicos in vitro, esto con
el objetivo de retener la mayor cantidad de proteinas funcionales con el menor
namero de contaminantes. Asimismo, la utilizacion de repositorios de genes,
proteinas y herramientas de modelado molecular facilitan la prediccion de enzimas
utiles en biotecnologia de la degradacién de polifenoles. La combinacion de
herramientas in silico con las herramientas de la fisiologia celular clasica permite un

avance veloz en la obtencion de una enzima o complejo enzimatico capaz de
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____________________________________________________________________________________________________________________________|
degradar polifenoles. Un ejemplo de herramienta clasica es la precipitacion que se
utiliza como método de concentracion de proteinas y es un paso de un proceso de

purificacion (Harris y Angal, 1995).

La utilizacion y aplicacion de estas enzimas es diversa. Un ejemplo es su
intervencion en la manufactura de pulpas de papel. Los procesos de blanqueado
utilizan productos poco amigables con el ambiente es conveniente sustituir estos
productos por nuevas tecnologias que se basan en la utilizacién de enzimas con

capacidad blanqueadora como lo son las enzimas con propiedad 6xido-reductora.

MARCO TEORICO

Aplicacion industrial de las enzimas Oxido-reductoras

La introduccion de la biotecnologia en el procesamiento de lignina y polifenoles
ofrece una fuente potencial para obtener procesos respetuosos con el ambiente.
Ademas, un valor agregado de productos de desecho se consigue. Las enzimas
ligninoliticas actualmente son una herramienta viable para la biodegradacion de la
lignina debido a su capacidad oxidativa. Ya que ellas, intervienen en una serie de
reacciones inespecificas que originan la formacién de radicales libres en el

biopolimero, desestabilizan los enlaces y rompen la macromolécula.

Las enzimas son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones
guimicas, estas, actian sobre moléculas denominadas sustratos y los convierten en

moléculas diferentes denominadas productos.
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Clasificacion de las enzimas

La Comisiébn de Enzimas (EC) de la Union de Bioquimica (IUB) y la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) propusieron la clasificacion de
seis grupos de enzimas, cuyas diferencias se basan en la especificidad de reaccién
de las diversas enzimas. Dentro de cada uno de estos grupos se incluyen subgrupos
y mas subgrupos que se basan en la especificidad del grupo funcional. Los seis

grupos de enzimas son:

1. Oxido-reductasas: Catalizan reacciones de Oxido-reduccion.

2. Transferasas: Catalizan transferencia de grupos quimicos de un compuesto
a otro.

3. Hidrolasas: Catalizan el desdoblammiento hidrolitico de determinados
enlaces.
Liasas: Catalizan la ruptutra no hidrolitica de determinados enlaces.
Isomerasas: Catalizan cambios geométricos o estructurales dentro de una
molécula.

6. Ligasas: Catalizan la unién de dos moléculas en un proceso acoplado a la
hidrdlisis de un enlace pirofosfato del ATP o una molécula analoga (Teijén et
al., 2001).

Sustrato ' Coenzima

r M i i —
educido Coenzima 4 ff’ Sustrato

: oxidado
“\*
—_—

¥ 4

Agente Oxidante

Agente Reducido

Figura 1: Modelo de una reaccion de 6xido-reduccion. Modificado de (Castafieda-Uribe, R., 2017).
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Las oxido-reductasas comprenden una amplia clase de enzimas que catalizan
reacciones biolégicas de oxidacion-reduccion, cuando intercambian electrones o
equivalentes redox entre moléculas donadoras y aceptoras. Para la realizacion de
su funcion, las éxido-reductasas emplean varios centros activos redox. Los centros
de reaccién y regulaciéon comunes incluyen a los residuos de aminoacidos como
tirosina o cisteina, iones metalicos como cobre, hierro y molibdeno, centros hierro-

azufre o grupos hemo, asi como a las coenzimas FMN y FAD.

Las enzimas Oxido-reductoras a su vez se subdividen en grupos de acuerdo al tipo
de sustrato que utilizan: deshidrogenasas, oxidasas, peroxidasas, hidroxilasas,

oxigenasas Yy reductasas.

Las principales enzimas de uso biotecnolégico en el procesamiento de polifenoles
son aquellas que tienen la capacidad de degradar a la lignina. Dentro de este grupo
destacan la lacasa, lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y celobiosa
deshidrogenasa (Castafieda-Uribe, R., 2017).

Lacasas

La enzima lacasa se aislo por primera vez del arbol japonés Rhus venicifera
(Yoshida, 1883) y posteriormente se encontr0 en hongos; las lacasas mejor
descritas son producidas por Agaricus bisporus, Podospora anserina, Rhizoctonia
practicola, Trametes o Polyporus versicolor, Pholiota aegerita, Pleurotus ostreatus,
Coriolus hirsitus y Neurospora crassa (Yaropolov et al., 1994). Las lacasas flungicas
pueden ser inducibles o constitutivas y también, intracelulares o extracelulares
(Sariaslani, 1989).

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 6
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Estructura de las lacasas

La lacasa es una glicoproteina que contiene, por lo general, entre dos y cuatro
atomos de cobre. Aunque algunas contienen tres o seis &tomos, como es el caso
de lacasas producidas por Rhus vernicifera y Rhus succedanca que contienen
cuatro y seis atomos de cobre respectivamente (Reihammar y Oda, 1979). Los
atomos de cobre que contiene la lacasa son: Cu tipo 1 (T1), Cu tipo 2 (T2) y dos
lones Cu tipo 3 (T3). En sus estados oxidados los cobres T1 y T2 exhiben sefales
especificas en espectros de resonancia paramagnética de electrones (EPR). Por el
contrario, los dos iones cobre Tz no son paramagnéticos. El cobre T1 en su estado

oxidado absorbe fuertemente la luz a 610 nm (Andreasson y Reinhammar, 1979).

El peso molecular de las lacasas extracelulares esta entre 60 a 80 KDa; del cual
corresponde de 15 al 20 % a carbohidratos (Thurston, 1994). La composicion
incluye a los carbohidratos tales como, hexosamina, glucosa, manosa, galactosa,

fructosa y arabinosa (Yarolopov et al., 1994).

Mecanismo de reaccidon de lacasas

Solomon y col. (1996) realizaron una revision sobre el mecanismo catalitico de la
enzima lacasa y propusieron que la velocidad de oxidacion del sustrato depende del
potencial reductor. Donde la transferencia de electrones del sustrato al sitio T1 es la
etapa que determina la velocidad en el nimero de recambio. Dos posibles
mecanismos existen: A) El cobre T1 transfiere su electron al cobre T2y el Cu Tz se
reduce nuevamente; el Cu T1 y Cu T2 transfieren sus electrones a los Cu Tg3; el Cu
T1 se vuelve a reducir y transfiere su electron al Cu T2, el Cu T1 se reduce
nuevamente. Dando finalmente como resultando a una enzima en su forma
totalmente reducida. B) El grupo trinuclear es reducido secuencialmente por etapas
de la transferencia de electrones del sitio T1 (el orden en que los tres atomos de

cobre del sitio trinuclear son reducidos no se conoce aun).

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 7




Facultad de Quimico-Farmacobiologia 11QB UMSNH

Las lacasas son inespecificas, por tal razén tienen un amplio intervalo de sustratos
para oxidar entre una lacasa y otra (Thurston, 1994). Estas enzimas catalizan la
oxidacién de varios compuestos aromaticos entre los que se encuentran: mono, di
y polifenoles; aminofenoles y diaminas, por la reduccion de oxigeno molecular a
agua (Giardina et al., 1995). También, ellas son capaces de interactuar con un
mediador (por ejemplo, ABTS) para oxidar compuestos no fenolicos del modelo de

la lignina; los cuales, no son sustratos de las lacasas (Bourbonnais y Paice, 1990).

La lacasa es una polifenoloxidasa (p-difenol oxidasa, E.C.1.10.3.2). La reduccién de
oxigeno a agua por esta enzima esta acompafada por la oxidacion de un sustrato
fendlico. La reaccion que lleva acabo la lacasa incluye la oxidacion de un compuesto
fendlico que genera un radical libre; este producto es tipicamente inestable. Este
puede experimentar una segunda oxidacion por catdlisis enzimatica para formar
quinonas. También, una reaccion no enzimética tal como una hidratacion o
desprotonacién puede ocurrir o podria participar en una reaccion de polimerizacion,
dando un compuesto amorfo insoluble como la melanina (Thurston, 1994). Las
reacciones oxidativas que pueden llevar acabo las lacasas para despolimerizar la
lignina incluyen: rompimiento entre enlaces Ca-Cb, hidroxilacion, rompimiento de

estructuras aromaticas y desmetilacion (Sariaslani, 1989).

Las lacasas Bencenediol: oxigeno oxidoreductasa, (C.E. 1.10.3.2) son enzimas que
forman parte del sistema ligninolitico producidas por varios hongos. Las enzimas
son fenol-oxidasas con cobre que oxidan anillos de lignina en ausencia de lignina
peroxidasa. Estas enzimas extracelulares poseen un grupo N-glicosilato que
presenta en su estructura dos monosacaridos: Manosa y N-acetilglucosamina.
Ademas, ellas contienen cadenas glicosidicas unidas a oxigeno y nitrdgeno, cuyo
peso molecular se encuentra aproximadamente entre 60-390 kDa (Widsten y
Kandelbauer, 2008). Al oxigeno molecular lo reducen hasta agua y realizan
simultaneamente la oxidacion de un electron de diversos sustratos, tales como,
difenoles, monofenoles sustituido por metoxilos, aminas arométicas y alifaticas. La

catdlisis se lleva a cabo mediante cuatro atomos de cobre (un atomo de cobre tipo
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1, un cobre de tipo 2 y dos cobres de tipo 3) que forman parte del sitio activo de la

enzima (Kudangaa et al., 2011).

Manganeso Peroxidasa (MnP)

La enzima Manganeso Peroxidasa (C.E. 1.11.1.13) es una hemoproteina que
cataliza la oxidacion de Mn*? a Mn*2 dependiente de perdxido de hidrogeno (H20>),
presenta un potencial de oxidacién suficiente para absorber electrones de
estructuras fendlicas. EI Mn*® es quelado por diferentes acidos organicos como
glicolato y puede oxidar una amplia variedad de compuestos fenélicos (Ozturk y
Kasikara, 2007). Ademas, por su pequefio tamafo, este ion podria actuar en zonas

internas de la lignina, inaccesibles a un ataque enzimatico directo.

Lignina Peroxidasa (LiP)

La actividad lignina peroxidasa (C.E. 1.11.1.14) se describi6é por primera vez en el
basidiomiceto Phanorachaete chrysosporium. La LiP es una glicoproteina
monomeérica que contiene un grupo hemo (hierroprotoporfirina IX) como grupo
prostético. La LiP tiene un peso molecular entre 38 y 46 KDa y un punto isoeléctrico
(ph) que varia entre 3,2 y 4,7 (Wong, 2009). La actividad LiP es detectada en
numerosos hongos de podredumbre blanca, tales como, P. chrysosporium y
Trametes versicolor. Su actividad depende de la presencia de H20: y cataliza la
oxidaciobn de compuestos fendlicos y no fendlicos, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y otros compuestos que son resistentes al ataque microbiano, lo que
demuestra su capacidad para oxidar una amplia variedad de compuestos fendlicos
modelo (Carbajo, 2015).
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Material lignoceluldsico

La biomasa lignoceluldsica estd compuesta principalmente por los polimeros de
celulosa, hemicelulosa y lignina, que estan asociados y sirven de soporte estructural

a la pared celular de plantas (Rowell et al., 2005).

La celulosa se forma por unidades de glucosa y se considera que es el compuesto
guimico organico mas abundante en la tierra, que representa en promedio de 38 %
a 49 % del peso seco de la madera y es la materia para la fabricacién de papel,
peliculas, explosivos, plasticos, combustibles, ademas de tener diversos usos y
aplicaciones industriales (Fengel y Wegener, 2003; Rowell et al., 2005).

Las hemicelulosas son polimeros heterogéneos cortos ramificados compuestos por
pentosas, hexosas y diferentes tipos de acidos urdnicos. Estos compuestos
representan un inmenso recurso renovable de biopolimeros que pueden usarse en

la industria quimica, alimentaria, farmacéutica y cosmética (Rowell et al., 2005).

La lignina es un polimero amorfo, constituido por tres tipos de mondémeros basicos
de fenilpropano y representa de 18 % a 35 % del peso seco de la madera. Este
compuesto se obtiene principalmente como residuo de la industria de la celulosa y
papel, es una materia prima abundante, por lo que en el futuro podria convertirse
en el principal recurso sustituto de diversas sustancias derivadas del petroleo tales
como combustible, resinas, aditivos, dispersantes, mezclas termoplasticas vy

productos farmacéuticos (Stewart, 2008).

Los hongos de pudricién blanca de la madera son un grupo de organismos capaces
de degradar a los compuestos lignoceluldsicos. La propiedad de degradarlos se
debe a que estos hongos producen enzimas extracelulares con actividad 6xido-

reductora.
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Hongos

Los hongos son organismos heterotrofos, para su crecimiento necesitan
carbohidratos como fuente de carbono, sobre todo glucosa, sacarosa y maltosa;
nitrégeno (proteinas o sales de nitrégeno) y H20. También, de los iones inorganicos
mas comunes, en especial al: potasio, fésforo y magnesio, y como nutrientes
menores al hierro, cobre, zinc y molibdeno. Las vitaminas necesarias para su
crecimiento y reproduccion las pueden sintetizar, pero hay especies que llegan a
ser deficientes en éstas y requieren tomarlas del medio externo, sobre todo la
tiamina y biotina. Los hongos necesitan que las moléculas organicas sean
pequeias, por ello, excretan enzimas extracelulares al medio para romper a las
macromoléculas y reducirlas. El hongo absorbe a través de las paredes y
membranas de las hifas las moléculas resultantes de la digestién externa y ya dentro

de las células son metabolizadas (Lutzoni y Miadlikowska, 2009).

En el ciclo natural los hongos ligninoliticos atacan el material lignocelulésico por una
combustién enzimatica (Kirk y Farrel, 1987). El sistema incluye peroxidasas de
elevado potencial redox, lacasas con actividad fenoloxidasa y oxidasas que aportan
peroxido de hidrégeno, junto con mediadores redox de bajo peso molecular (Bajpai
et al., 2006; Tuomela et al., 2000).

Clasificacion de los hongos

Las dos divisiones principales de hongos son los ascomicetos (Ascomicota) y los
basidiomicetos (Basidiomicota). Los cuales son llamados segun las caracteristicas
de sus estructuras reproductivas. Los ascomicetos tienen como estructuras
reproductivas a las ascas en forma de saco (Griego “askos”, saco), dichas
estructuras se encuentran llenas de esporas. Los basidiomicetos en cambio tienen
basidios como estructuras reproductivas (Griego “basidion”, base pequefa) (Lutzoni
et al., 2009).

Los hongos producen sustancias oxidantes que rompen los enlaces entre las

diferentes subunidades y causan la despolimerizacion gradual de la molécula dando
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como resultado sustancias fendlicas, acidos aromaticos y alcoholes aromaticos.
Finalmente, algunos residuos pueden terminar mineralizandose hasta CO: y agua.

Otros forman compuestos humicos (Castillo, 2005).

Los hongos de podredumbre blanda se caracterizan por su capacidad de producir
enzimas oxidantes extracelulares. Los complejos de enzimas ligninoliticas de estos
hongos difieren significativamente en su composicidén ya que secretan una o mas
de tres enzimas extracelulares que son esenciales para la degradacion de la lignina
(Songulashvili et al., 2007). Los sistemas enzimaticos ligninoliticos trabajan con
enzimas extracelulares sobre la heterogeneidad de la lignina. Este polimero no tiene
enlaces hidrolizables, sino que las enzimas implicadas en la degradacion son
oxidativas y los ataques degradadores no son especificos ya que es una molécula

irregular (Pérez et al., 2002).

La aplicacion potencial de las enzimas ligninoliticas en la biotecnologia promueve
la investigacion de la fermentacion de hongos de podredumbre blanca con el fin de
seleccionar los productores de enzimas prometedoras (Songulashvili et al., 2007).

Analisis informatico o analisis in silico

El analisis in silico nos ayuda en la extraccion de informacion oculta y predecible de
grandes bases de datos. El cual, es una poderosay nueva tecnologia con gran
potencial para ayudar a concentrar e integrar la informacion més importante de
repositorios propios (Bases de Informacion o Data Warehouse), privados o de
acceso libre. Este comportamiento de busqueda de informacion es el basico. Puesto
gue estas herramientas son parte del Data Mining que ayudan en la prediccion de
futuras tendencias y comportamientos. Lo que en la bdsqueda de respuestas
permiten la toma de decisiones proactivas y conducidas por
un conocimiento acabado de la informacién (knowledge-driven). Los andlisis
prospectivos automatizados ofrecidos por un repositorio o un software van mas alla
de los eventos pasados provistos por herramientas retrospectivas tipicas

de sistemas de soporte de decision.
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En este trabajo la herramienta tuvo su base en la busqueda de informacién en
repositorios de acceso libre relacionadas a genes, proteinas y modelado molecular.
Aunque de manera simple estas herramientas pueden responder a preguntas de
investigacién que tradicionalmente consumen demasiado tiempo para que sean
resueltas y a los cuales los usuarios de esta informacién casi no estan dispuestos a
aceptar.

Estas herramientas exploran las bases de datos en busca de patrones ocultos,
encontrando informacién predecible que un experto no puede llegar a encontrar
rapidamente por métodos experimentales porque se encuentra fuera de sus
expectativas.

En ocasiones se colectan y refinan cantidades masivas de datos. En este contexto
se pueden analizar bases de datos masivas para responder las preguntas tales
como y en consideracién del universo de estudio que es la coleccion propia de
hongos y que esta a resguardo en el Laboratorio de Fisiologia del 11QB, "¢ Cual es
el mejor ascomiceto que produce un interesante complejo enzimatico oOxido
reductor: lacasa, lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa? y presentar los
resultados en formas de tablas, con gréficos, reportes, texto, hipertexto, etc.

Por ejemplo, el docking molecular es un procedimiento in silico que sirve para
simular si la interaccion entre un receptor y un ligando es posible. Los programas
de docking molecular realizan un algoritmo de busqueda en el que la conformacion
del ligando se evalla recursivamente hasta que se alcanza la energia minima.
Finalmente, una funcién de puntuacion de afinidad (en kcal/mol) se emplea en la
obtencion de la suma de las energias de las interacciones intermoleculares para
cada conformacion (Beltran et al., 2018) y asi identificar a la conformacion del

ligando que interacciona con la enzima.
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Enriquecimiento enzimatico

Actualmente, la precipitacion se utiliza como un paso de separacion en las primeras
etapas de un proceso de purificacion de proteinas y normalmente continua con otro

tipo de separaciones, como la cromatografia.

La precipitacion de proteinas se obtiene por la adicion de sales. La cual se induce
por el cambio de pH o potencial ibnico mediante la adicion de solventes ya sean
organicos, inertes o polimeros. Los precipitados pueden ser recuperados por
filtracion o centrifugacién, por lavado o por resuspensién en un buffer adecuado
(Harris y Angal, 1995). La proteina no se desnaturaliza y la actividad enzimatica se
recupera mediante la resuspension del pellet. Adicionalmente, las sales pueden
estabilizar las proteinas contra la desnaturalizacion, la protedlisis o la contaminacion
bacteriana, caracteristicas que hacen de este método una alternativa facil y

confiable para la separacion de proteinas (Harris y Angal, 1995).

La purificacion de las proteinas de interés se maximiza cuando se utilizan técnicas
de precipitacién. La causa de la precipitacién por salado difiere a la causada por el
ajuste del pH, lo que lleva a que estas técnicas sean usadas una tras otra con el fin

de maximizar la purificacion de las proteinas deseadas.

El salting-out depende de la naturaleza hidrofébica de la superficie de la proteina.
Los grupos hidrofébicos predominan en el interior de ésta. Pero algunos se localizan
en diferentes regiones de la superficie. EI agua es puesta en contacto con la
superficie lo que provoca que estas regiones no queden expuestas. Por otra parte,
cuando la sal se agrega, el agua solvata los iones de la sal y mientras la
concentracion de sal se incrementa, el agua es removida de los alrededores de la
proteina, eventualmente exponiendo las regiones hidrofobicas. Dichas regiones en
las proteinas pueden interactuar mutuamente o con las de otras moléculas,
resultando en una aglomeracion. De esta forma las proteinas con regiones
hidrofobicas mas abundantes formaran agregados y se precipitaran mas
rapidamente que aquellas con pocas regiones resultando un fraccionamiento (Harris
y Angal, 1995).
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Las ventajas de utilizar sulfato de amonio (NH4)2SO4 para la precipitacion de
proteinas es que su solubilidad es de aproximadamente 4 M en agua pura y varia
muy poco en el intervalo de temperaturas de 0 a 30°C. La densidad de una solucién
saturada de (NH4)2S0a es 1, 235 g/cm?, con una diferencia suficiente a la densidad
de los agregados de proteinas (1, 29 g/cm?® aproximadamente), de ésta manera se
genera la posibilidad de la diferenciacion de fases después de una centrifugacion.
Otra ventaja de emplear (NH4)2SO4 es que los precipitados de la proteina son a
menudo muy estables durante afios en disoluciones de sal 2 a 3 M; de hecho,
muchas enzimas comerciales son normalmente vendidas en soluciones de
(NH4)2S0O4 de alta molaridad. La Unica desventaja de la sal es que no debe ser

utilizada por encima de un pH de 8,0 debido a la accion buffer del amoniaco.
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JUSTIFICACION

En nuestro grupo de trabajo se realizé un escrutinio de 126 aislados fangicos, esto
con la finalidad de observar la capacidad enzimatica éxido-reductora. La actividad
enzimatica se determiné mediante el método de Czapek-Dox que se suplementd
con 2,6-diclorofenolindofenol (DCFIF) en placas de medio sélido. Del cual, un total
de 21 aislados fungicos (denominado grupo M21) presentaron actividad enzimatica
oxido-reductora. Tres especies se identificaron: F. oxysporum sp., F. oxysporum
CH1P1-1 y Alternaria sp. con propiedades 6xido-reductoras. Por ello, criterios de
seleccion del @mbito in silico y experimental permitiran la seleccion del mejor aislado

fungico con la mejor produccion de un complejo 6xido reductor.
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HIPOTESIS

La aplicacion de criterios tanto in silico como experimentales
permiten la mejor seleccion de un ascomiceto productor de un

complejo enzimatico oxido reductor extracelular.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener los criterios para la seleccion de un ascomiceto productor de
un complejo éxido reductor extracelular.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar in silico el gene de la lacasa, proteina y el acoplamiento
enzima sustrato.

2. Determinar la produccion de proteina extracelular fungica.

3. Cuantificar la actividad enziméatica del complejo 6xido reductor.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Analisis in silico del gen
de la lacasa, proteina y el
acoplamiento enzima
sustrato

jovenes

Produccién de enzimas
oxido reductoras (Lac, LiP
y MnP)

{ Obtencion de cultivos

Purificacion parcial del Enriquecimiento con
extracto enzimatico —> sulfato de amonio —> Dialisis
(NH4)2S04
Determinacion de proteina Andlisis estadistico de
y actividad enzimtica —> los datos
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MATERIALES Y METODOS

Analisis in silico del gen de la lacasa, proteina y el acoplamiento
enzima sustrato.

Identificacion de los genes de lacasas en Fusarium oxysporum

La busqueda del genoma de Fusarium oxysporum se realizé en el repositorio de
datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI). NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Los genes de lacasas se buscaron en el repositorio
de datos del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL- EBI). El alineamiento de
los genes de lacasas y el genoma se realizé en el NCBI, el porcentaje de similitud
de los nucleédtidos se obtuvo del alineamiento previo. El cual se realizé con la
herramienta BLASTp (valor E: le3; Matrizz BLOSUM 62; Filtro: Si; Tipo de
alineacion: sin espacios) en la base de datos comparativa de NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Las secuencias de las lacasas descritas de F.
oxysporum se buscaron en la base de datos Uniprot y se alinearon con lacasas de
otras especies fungicas. La secuencia de Melanocarpus albomyces se utilizé para

el alineamiento.

ClustalW2 alined las secuencias de aminoacidos (se usaron opciones pre-
determinadas proporcionadas por el programa tanto en la alineacion por pares como
en la alineacion de secuencias multiples) (Chenna et al., 2003) de la caja de

herramientas del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI).

Modelaje in silico de la interaccidn de la lacasa con diferentes sustratos

Las estructuras de los diferentes sustratos se obtuvieron del repositorio
ChemSpider. Las estructuras se modificaron en el programa Maestro Elements
(v.3.4). Las moléculas que se disefiaron se ajustaron a su estado minimo de energia
(mediante el método semi-empirico AM1). La lacasa de Melanocarpus albomyces
se utiliz6 como modelo de la estructura proteica. La estructura se obtuvo del Protein

Data Bank (codigo del PDB 1GWO0). Las moléculas del solvente se eliminaron para
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realizar el docking y los atomos de hidrogeno faltantes se agregaron. El archivo
config.txt se realizo, en el cual se incluyen los datos de las coordenadas especificas
del sitio activo para la realizacion de la busqueda de interaccion en el programa. El
docking molecular se realizé en el programa Auto Dock Vina (v. 1.1.2). Los
resultados se visualizaron con el programa Auto Dock Tools (v. 1.5.6). El docking
molecular entre la N-acetilglucosamina y la lacasa se realizé como control positivo

del ensayo.

Determinacion de la produccion de proteina extracelular fungica

Microorganismos y condiciones del cultivo

Las cepas Fusarium oxysporum CH1P4-1, F. oxysporum y Alternaria sp. se
sembraron en agar papa dextrosa (APD) con la finalidad de obtener cultivos
jovenes. Las cepas se mantuvieron en agar papa dextrosa (APD) durante siete dias
a 25 °C. Posterior a ello, una curva de crecimiento temporal en placa se realiz6 para
conocer el crecimiento de los tres microorganismos. El ensayo se realiz6 durante
10 dias a 25 °C. El diametro de crecimiento del micelio se midio cada 24 horas con

ayuda de un vernier, hasta que el crecimiento completo el area de las cajas.

Fusarium oxysporum CH1P4-1 Fusarium oxysporum Alternaria sp.

Figura 2: Obtencién de cultivos jovenes en agar papa dextrosa.
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Produccién del extracto enzimatico

Los aislados fungicos F. oxysporum, Fusarium oxysporum CH1P4-1 y
Alternaria sp. se cultivaron en medio minimo liquido minimo (Bartnicki- Garcia
y Nickerson, 1962), con la siguiente composicion (g/L): dextrosa 20, fosfato
potésico monobasico (K2HPO4) 3,0, sulfato de magnesio (MgSOa4-7 H20) 0,5;
nitrato de amonio (NH4NO3z) 0,5, sulfato de zinc (ZnSOas-7 H20) 1,8 x 1073,
sulfato ferroso (FeSO4) 1 x 1073, tiamina 1 x 1073; acido nicotinico 1 x 1073,
sulfato clprico (CuS0O4-5 H20) 4 x 10 4, sulfato de magnesio (MnSO4- H20)
3 x 10 . La inoculacion se realizé con propagulos de 25 mm? por cada 10 ml
de medio. Posteriormente, los medios se dejaron en incubacién durante 6
dias a 25 °C a 120 rpm. A los seis dias de incubacion, los medios se filtraron
y recuperaron. Las alicuotas del filtrado se utilizaron para la determinacién

del contenido de proteina y la actividad especifica.

Figura 4: Medios de fermentacion Figura 3: Filtrado enzimatico.
liquida.
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Determinacion de la concentracion de proteina

La concentracidn de proteina se determiné por el método de Lowry et al., 1951. La curva
de concentracion de BSA (Albumina de suero bovino) se utiliz6 como curva de
concentracion patron.
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Grafica 1: Curva de concentracion de proteina estandar con BSA.
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Fraccionamiento de las proteinas con sulfato de amonio (NH4)2S0O4

El filtrado se satur6 con sulfato de amonio (NH4)2SOs4 en un intervalo de
concentracion del 10, 20, 40, 60 y 80 %. Posteriormente, las fracciones se
centrifugaron a 4 500 rpm a 4 °C durante 30 min. El precipitado de cada

fraccionamiento se recupero y se resuspendié en bufer de fosfato de potasio 0,1 M,

pH 6,8.

\ 4

Separacion del precipitado y

Enriquecimiento del Centrifugacion del extracto
el sobrenadante

extracto flngico enzimatico

¥

Cuantificacion de las actividades Resuspension del
especificas (Lac, LiP y MnP) precipitado en bufer

Figura 5: Proceso de enriquecimiento y obtencion de las fracciones del extracto crudo de Fusarium
oxysporum, Fusarium oxysporum CH1P4-1, Alternaria sp., con sulfato de amonio.
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Dialisis

Las fracciones que se recuperaron se dializaron a través de una membrana de
celulosa con un tamafio de exclusién molecular de 12 kDa (Sigma) en bufer de
fosfato de potasio 0,1 M, pH 6,8. El proceso se realizé a 4 °C durante 48 h con dos
cambios de bufer cada 24 h. El dializado se utiliz6 para la cuantificacion de proteina
y la actividad especifica del complejo éxido reductor (Lac, LiP, MnP).

Cuantificacion de la actividad enzimatica 6xido-reductora

Actividad de lalacasa (Lac)
La actividad especifica de la enzima lacasa se determiné en una mezcla de reaccion

que se formé con 200 pl de extracto enzimatico 0.01 mg/ml, 600 ul de bufer de
citrato 0.1 M y 200 ul de ABTS 5 mM. El blanco de reaccién se realizé con 200 pl
agua desionizada. La reaccion se realizé en un espectrofotometro a 436 nm durante
dos minutos. La actividad enzimatica se expreso en U/ml. Una unidad (U) se define
como la cantidad de actividad enzimatica que cataliza la transformacién de 1 pmol
de sustrato por minuto (Papinutti et al., 2003). € = 36 000. El coeficiente de extincién
molar o absortividad molar, €, es una constante caracteristica del sistema soluto-
solvente en estudio. La magnitud de este término varia con la longitud de onda
(Pickering, 1980).

Actividad de la manganeso peroxidasa (MnP)
La actividad de la manganeso peroxidasa se determiné en una mezcla de reaccion

que contuvo: 250 pl extracto enzimatico 0.01 mg/ml, 50 yl de rojo de fenol al 1 %
(p/v), 100 pl de lactato de sodio 250 mM, 25 ul de sulfato de manganeso 2 mM, 100
pl de albumina de suero bovino (BSA) al 0,5 % (p/v), 25 ul de H202 0,2 mM y 500 pl
bufer de citrato 0,1 M a pH 5. El ensayo se baso en la oxidacién del rojo fenol por la
accion de la enzima a 610 nm durante 2 min. La actividad enzimatica se expresé en
U/ml. Una unidad (U) se define como la cantidad de actividad enzimatica que
cataliza la transformacion de 1 ymol de sustrato por minuto (Papinutti et al., 2003).
€=11590.
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Actividad de lignina peroxidasa (LiP)
El ensayo se realiz6 en una mezcla de reaccion con 250 ul de extracto enzimatico

0.01 mg/ml, 250 ul de alcohol veratrilico (alcohol 3,4-dimetoxibencilo) 1 mM, 25 pl
de peroxido de hidrogeno (H202) 0,2 mM y 500 pl de bufer de citrato 0.1 M a pH 5.
El ensayo se bas6 en la oxidacion del alcohol veratrilico a veratrilaldehido en
presencia de peroxido de hidrogeno (H202). La reaccién se realiz6 en un
espectrofotometro a 310 nm durante dos minutos. La actividad enzimética se
expres6 en U/ml. Una unidad (U) se define como la cantidad de actividad enziméatica
que cataliza la transformacién de 1 pmol de sustrato por minuto (Tien y Kirk, 1983).

€=9300.

[ Dialisis 48 h ]

Recuperacién de las »
fracciones que se dializaron

Figura 6: Representacion de las fracciones que se dializaron con bufer de fosfato de potasio a pH 6,8.
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Analisis de los datos

Los resultados de los experimentos de diferentes bioensayos se analizaron
estadisticamente con el programa STATISTICA 7. Para el andlisis se emplearon
pruebas univariados y multivariados, la prueba post hoc de Tukey y t-Student. Las
diferentes letras se utilizan para indicar los tratamientos que difieren
significativamente (p<0,05).
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DISCUSION

En 2017 se describieron 2,189 especies fungicas. El grupo es integrado por macro
hongos como las setas y los polipores; otros de estructuras pequeias y discretas
portadoras de esporas, como lo mohos. Los nuevos descubrimientos
predominantemente son del filo Ascomycota, que representan el 68 % (1, 481
especies) de hongos nuevos. En orden de importancia le siguen los Basidiomycota
gue representaron el 31 % (684 especies). Otros phyla estan mal representados,
constituyendo el 1 % final (24 especies) (Willis, 2018). Por lo que, el numero de
especies fungicas que habitan el planeta es desconocido.

Por otra parte, los organismos degradadores, tal como los hongos polipores y
corticioides, que a menudo producen grandes estructuras conspicuas de esporas,
pueden ser recicladores extremadamente importantes de material lefioso.
Interesantemente, en 2017 se describieron mas de 70 nuevas especies de 38
géneros de hongos de soporte y corteza, incluidas ocho nuevas especies de hongos
de podredumbre parda en Antrodia, poélipos de podredumbre blanca en Polyporus,
Fomitiporia y Fomitiporella, y hongos de corteza en el género Lyomyces (Willis,
2018). Asimismo, una estimacion conservadora ampliamente aceptada es que sélo
el 5 % de los hongos son conocidos. Entonces de forma natural se establece el
objetivo de dilucidar la composicion del secretoma enzimatico de hongos de linaje
temprano zoospdéricos, en todos los filos (James et al., 2006, Kamper et al., 2006,
Powell y Letcher, 2014); para contribuir a resolver la parte basal del arbol fungico
de la vida y allanar el camino para el uso industrial de sus enzimas Unicas mediante
el desarrollo de métodos para la clonacion, expresion y caracterizacion de proteinas
de enzimas de tales hongos.

En los ultimos afios la implementacion de procesos tecnoldgicos amigables con el
ambiente se convirti6 en una meta para las industrias y poblacion en general.
Debido a que muchas de ellas generan durante sus procesos compuestos de

desechos de dificil degradacion. Estos compuestos son generalmente de naturaleza
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polifendlica. Actualmente, las industrias realizan tratamientos donde se utilizan
agentes quimicos que resultan toxicos para el ambiente. Por ello, la iniciativa de
buscar alternativas que sean amigables con el ambiente.

En esta busqueda la investigacion biotecnolégica se considera con potencial, ya
gue es una herramienta que promueve el uso de microorganismos o una parte de
ellos para la remediacion de estos compuestos de desecho. El uso de los hongos
basidiomicetos es un campo ampliamente conocido por su capacidad para degradar
a compuestos policiclicos, inorganicos y recalcitrantes como la lignina. Pero el uso
de hongos ascomicetos es un campo que aun queda por explorar. Para las
industrias papeleras es de interés el uso de estos microorganismos ya que por
medio de ellos se degradan compuestos recalcitrantes como lo es la lignina. Esta
es un polimero aromético complejo que es abundante en la naturaleza, constituye
el 15 % de la biomasa terrestre (Quintero, J., y Gumersindo, F., 2006). Lo cual hace
de interés el estudio de alternativas biotecnoldgicas como lo son el uso de enzimas
con potencial 6xido-reductor.

Los hongos de podredumbre blanda son conocidos por la produccion de enzimas
extracelulares con potencial oxido-reductor. Sin embargo, el uso de algunos
géneros de ascomicetos es poco conocido por lo que su estudio es de interés.
Entre las enzimas fungicas del complejo 6xido reductor, las lacasas son de particular
interés por su versatilidad y porque sélo requieren oxigeno molecular como co-
sustrato (Strong y Claus, 2011). Los hongos que degradan la madera son
productores de estas enzimas (Shi et al., 2014). Recientemente, los hongos de
pudricién blanca Trametes hirsuta se describieron como un prometedor productor

de lacasas (Martin-Sampedro et al., 2013).

Los escasos caracteres morfolégicos y bioquimicos que presentan los hongos no
permitieron determinar su diversidad. Sin embargo, con la tecnologia del DNA se
puso de manifiesto la gran diversidad que presentan los hongos. Este es uno de los
antecedentes que motivaron la obtencion de criterios de seleccién de un hongo
productor del complejo oOxido reductor. Tres aislados fungicos silvestres se
obtuvieron en una tercera seleccién. Ellos exhibieron caracteristicas similares, por

lo que se requirieron criterios de discriminacion. Para ello, buscamos genomas
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secuenciados de Fusarium. En sus genomas buscamos genes para la lacasa y por
correlacion asumimos que los aislados silvestres poseian estas enzimas. Con esta
inferencia supusimos que los tres aislados poseen las enzimas del complejo éxido
reductor. Aungue no determinamos el nimero de genes que codifican para las
oxidasas y reductasas. En seguida, un modelado molecular para determinar las
interacciones entre el sustrato y la enzima se realiz6. Encontramos que in silico, la
enzima fungica se comporta como lo hace experimentalmente la de Fusarium sp.

entonces este fue el primer criterio de seleccion.

En los tres aislados fungicos se explor6 su capacidad de producir proteina
extracelular. Encontramos que las tres cepas produjeron interesante cantidad de
proteina extracelular y adicionalmente crecieron abundantemente en los medios de
crecimiento que se ensayaron. Asimismo, del proteoma extracelular se realizé un
fraccionamiento salino para determinar el contenido de proteina por fraccién salina
y gue nos sirviera de criterio de seleccién. Una vez mas se observd que el aislado

de Fusarium fue el interesante.

Un tercer criterio de seleccion se requirié y este fue el de la actividad del complejo
oxido reduccion. Las tres enzimas se midieron en los tres aislados fungicos. La
lacasa, lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa. Como resultado se observo
gue todos los aislados fueron interesantes, pero notablemente el aislado de

Fusarium fue el que destaco entre ellos.

Este aislado de Fusarium es un candidato interesante para continuar con el estudio
de la produccién del complejo éxido reductor. El tipo y condiciones de fermentacion
en un futuro se estableceran. Asimismo, la induccion de la produccion de enzimas
extracelulares se tendra que determinar. No esta por demas hacer la mencion de la
importancia biotecnoldgica de las enzimas que integran el complejo 6xido-reductor

de Fusarium. Para ello, la utilizacion de investigaciones recientes hare.
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Perspectivas

Los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP) son contaminantes
bioactivos y se desarroll6 una creciente atencion en los ultimos afios por sus
posibles amenazas a los ambientes acuaticos (Liu y Wong 2013). Estos
contaminantes son parcialmente o en absoluto eliminados por los tratamientos
convencionales plantas de aguas residuales (PTAR) (Liu y Wong 2013; Kosma et
al., 2014). PPCP comunes incluyen al paracetamol y carbamazepina (Aksuy Tunc,
2005). El acetaminofén es un analgésico que se detecta con frecuencia en aguas
residuales; su concentracion puede superar los 150 mg/l (Wu et al., 2012). La
carbamazepina es un anticonvulsivo y farmaco estabilizador del estado de animo,
su eliminacion es poco eficiente lo describe EDAR (Fent et al., 2006). Esta se
detect6 en concentraciones superiores a 3 mg/l en efluentes de PTAR (Zhang et al.
2008). Durante los ultimos afios se propusieron varias tecnologias para la
eliminacion de ambos productos farmacéuticos. Estos incluyen ozonizacion,
oxidacion avanzada y procesos de filtracibn con membrana (Hai et al., 2011;
Tabassum et al., 2011; Dominguez et al., 2014; Zhang et al., 2015). En muchos
casos, estas tecnologias proporcionan eficiencia de eliminacion farmacéutica. Sin
embargo, estos procesos no son econOmicamente viables en concentraciones
pequefias de farmacos (Touahar et al., 2014). Ademas, los procesos quimicos
pueden generar subproductos de efectos desconocidos que pueden generar un
riesgo de toxicidad mayor que el de sus compuestos iniciales (llles et al., 2014).

La transformacién enzimatica es una alternativa atractiva para reemplazar o
complementar las tecnologias convencionales que se utilizan en los tratamientos de
aguas residuales (PTAR). Las principales ventajas de estos sistemas son los
rendimientos de eliminacion de PPCP, la inversion reducida en costos iniciales,
flexibilidad, simplicidad de disefio y biocompatibilidad (Vijayaraghavan y Yun 2008).
Los productos de transformaciéon que se generan por la accién enzimatica son
menos toxicos para los organismos 0 muestran una menor actividad biolégica que
los compuestos iniciales (Arboleda et al., 2013). Estudios recientes confirman la
capacidad de los hongos de pudricion blanca que degradan la lignina para

transformar productos farmacéuticos como ibuprofeno, ketoprofeno, &cido
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clofibrico, atenolol, propranolol, diclofenaco y acido mefenamico (Hata et al., 2010;
Cruz-Morato et al., 2013; Haroune et al., 2014). Esta capacidad se relaciona en
parte con la secrecion de enzimas oxidativas, como lacasa (EC 1.10.3.2), lignina
peroxidasa (EC1.11.1.14), manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) y peroxidasa
versétil (EC 1.11.1.16) (Rodarte-Morales et al., 2011). La eliminacion completa de
carbamazepina solo por lacasa, MnP o LiP no se ha observado (Marco-Urrea et al.,
2009; Rodarte-Morales et al., 2011). Sin embargo, se observé una eliminacion
significativa de carbamazepina en soluciones de cOcteles de productos
farmacéuticos (Haroune et al., 2014; Touahar et al., 2014). Hasta donde sabemos,
las vias de reaccion involucradas en la transformacion de tales contaminantes en

una solucion mixta aun no se han explorado.

CONCLUSION

Los criterios de seleccion que se determinaron en este trabajo permitieron distinguir
al asilado silvestre de Fusarium como un candidato interesante para la produccion
del complejo 6xido reductor que contiene lacasa, lignina peroxidasa y manganeso

peroxidasa.
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