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RESUMEN

La preservacion de la madera se encuentra limitada al manejo de productos comerciales que
causan dafos ambientales y a la salud humana, por lo que estan cayendo en desuso, ya
que el mercado demanda productos que sean eco-amigables y que garanticen efectividad en
su aplicacion. Una alternativa para el control de plagas y patégenos son los metabolitos
extraidos de arboles y plantas con durabilidad natural al deterioro. La madera del duramen
del arbol Dalbergia congestiflora Pittier es considerada de alta durabilidad natural y de gran
belleza, por lo que es cotizada en el mercado internacional. Los extraibles de dicha madera
son nuestro objeto de estudio para evaluar la actividad antifungica frente al hongo Trametes
versicolor, conocido por su agresiva capacidad de degradacién de tejidos lignocelulosicos.
Se evaluaron los extractos obtenidos con los solventes: hexano, éter etilico, acetato de etilo
y acetona. Siendo el extracto hexanico el que mostré 100% de inhibicion. A partir de dicho
extracto se aislo y se identificd el componente con actividad antifungica, mediante estudios
de elucidacioén estructural. La estructura elucidada corresponde a (+)- Medicarpina, la cual
se sometid a estudios computacionales de anclaje molecular frente a un modelo
tridimensional de la enzima Lacasa del hongo Trametes versicolor, observandose el mejor
acoplamiento de Medicarpina en una cavidad cercana al sitio T2-T3 de la enzima. La
vinculacion entre los resultados experimentales y el modelado molecular, generaron la
informacion necesaria para proponer el mecanismo de inhibicion de la enzima del hongo
degradador de lignina, en base al impedimento de la transferencia electrénica al sitio T2-T3
de la enzima debido al bloqueo de entrada de oxigeno, quedando inactiva la funcion
enzimatica.

Palabras clave: Dalbergia congestiflora P, preservacion, durabilidad natural, extractos,

actividad antifungica, Trametes versicolor, Lacasa, Medicarpina.



ABSTRACT

The preservation of wood is limited to the management of commercial products that cause
environmental damage and human health, so they are falling into disuse, as the market
demand for products that are eco-friendly and to pest in implementation. An alternative for the
control of pests and pathogens are the metabolites extracted from plants and trees with
natural durability. The heartwood of Dalbergia congestiflora Pittier has a high natural durability
and its beauty is very appreciated in the international market. The extracts of this wood are
our objects of study for evaluate antifungal activity against the fungus Trametes versicolor.
Extracts obtained (hexane, ethyl ether, ethyl acetate and acetone) showed different levels of
inhibition. The hexane extract inhibited 100% growth of the fungus Trametes versicolor, from
this extract was isolated and identified the component with antifungal activity by structural
elucidation studies. The elucidated structure corresponds to (+) - Medicarpina, which was
subjected to computational studies of molecular anchor in front of a three-dimensional model
of the enzyme laccase of the fungus Trametes versicolor, showing the best Medicarpina
coupling in a cavity near the site T2-T3 of the enzyme. The link between the experimental
results and molecular modeling, generated the information necessary to propose the
mechanism of inhibition of the enzyme lignin-degrading fungus, based on electron transfer
impairment to T2-T3 site of the enzyme due to blockage of entry of oxygen, leaving inactive
enzyme function.

Keywords:

Dalbergia congestiflora P, preservation, natural durability, extracts, antifungal activity,

Trametes versicolor, laccase, Medicarpin.
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Evaluacién de la actividad antifingica de diferentes extractos del duramen de Dalbergia congestiflora P. y
aislamiento e identificacion del componente con actividad bioldgica.

| INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La madera ha servido al hombre desde tiempos remotos y ha contribuido a la supervivencia
y desarrollo de la civilizacién, su valor y uso se sigue conservando ya que con mayor
frecuencia se usa para satisfacer las necesidades de la humanidad (Tsoumis 1991). La
madera presenta ciertas cualidades como son: su dureza, resistencia y belleza, entre otras,
que la favorecen para la elaboracion de muebles, instrumentos musicales, herramientas,
ebanisteria, etc. Existen maderas con alta durabilidad natural por presentar resistencia al

ataque de microorganismos sin tratamiento alguno.

Se ha observado que el duramen de la madera de Dalbergia congestiflora Pittier es
resistente a este ataque, dicha madera es ampliamente utilizada en la elaboracion de
muebles, artesanias y joyeria. Esta resistencia se encuentra generalmente atribuida a la
presencia, en las paredes celulares de la madera, de sustancias quimicas activas que juegan
un papel importante en la durabilidad natural. Estas sustancias proporcionan una actividad
antifungica o fungistaticas eliminando o inhibiendo el crecimiento de agentes xiléfagos.
(Deon 1983)

La pudricidn de la madera es una de las mayores causas de deterioro microbiolégico que
ocasiona fallas estructurales de manera rapida, sobre elementos de madera en servicio. Los
mas potentes e importantes organismos de pudricidon de la madera, son los hongos de
pudricion blanca, marrén, blanda y las bacterias (Mora y Encinas 2001).

El hongo de pudricidon blanca llamado Trametes versicolor es uno de los mas agresivos para
la madera razén por lo que la norma internacional Anual Book of Standar (ASTM, 1986) lo
recomienda para los ensayos de durabilidad. Siendo la madera de Dalbergia congestiflora
resistente al ataque de microorganismos, nuestro interés es evaluar la actividad antifungica
de los extractos de esta madera para identificar la o las sustancia quimicas responsables de
dicha actividad, con la finalidad de proponer una alternativa de proteccién de origen natural,
cuya ventaja principal es la de proveer productos naturales efectivos, de baja toxicidad a los

seres humanos y ambientalmente aceptables (Velasquez 2000).



1.2 Composicion quimica de la madera.

La madera esta compuesta de forma general por tres grupos de sustancias, las que
conforman la pared celular, donde se encuentran las principales macromoléculas: celulosa,
poliosas (hemicelulosas) y ligninas (Figura 1), que estan presente en todas las maderas; el
otro grupo lo conforman las sustancias de baja masa molar conocidas también como
sustancias extraibles que se encuentran en menor cantidad y las sustancias minerales. La
proporcidon y composiciéon quimica de la lignina y las poliosas difiere para las maderas de
coniferas y latifolias, mientras que la celulosa es uniforme en composicion en todas las
maderas (Browning 1967); ademas la proporcion de estos componentes varia con la
especie, entre la madera de arboles de la misma especie y en diferentes partes del propio
arbol, en la madera de la albura y duramen, en direccion radial y longitudinal (Fengel y

Wegener 1984).

a) Corte transversal de una fibra de madera
mostrando la ldmina media y la pared celular
primaria y secundaria.

b) Seccion transversal de una porcién de la
pared secundaria con macrofibrillas.

c) Un manojo de microfibrillas.

d) Los filamentos micelares.

e) Corte transversal de una micela, mostrando
la composicion ultraestructural: la lignina,
hemicelulosa y celulosa.

El espacio entre las fibras vegetales (lamina media),
macrofibrillas, microfibrillas y los filamentos
micelares esta ocupado por lignina (Hiittermann
2001)

Fibrilla de celulosa

Figura 1 Representacién esquematica de la pared celular vegetal a cuatro niveles.
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Componentes de la pared celular de la madera

1.2.1 La celulosa.

La celulosa es el homopolisacarido que se encuentra en mayor proporcidén en la madera, es
una estructura basica de las células de las plantas y la sustancia mas importante producida
por este organismo vivo (Marx y Figini 1964), siendo el principal componente de la pared
celular (Fengel 1984). La celulosa consiste en unidades de anhidro- 3 — D (+) glucopiranosa
en conformacion C1, unidos por enlaces glicosidicos 3 -1-4, por lo que se puede describir
como un polimero lineal de glucanos. La unidad estructural de la celulosa es la celobiosa

(disacarido) con una longitud de 1,03nm. (Fengel 1984).

El grado de polimerizacién es del orden de los 15,000, lo que equivale a una masa molar en
el orden de los 2,3 millones. Debido al tipo de enlace (3-1-4) la molécula de celulosa tiene
una forma lineal, estabilizada por la formacidn de numerosos puentes de hidrogeno
intracadenales e intercadenales. Entre 40 y 70 moléculas se encuentran agrupadas en
fibrillas elementales de un espesor de 3,5y 7,5 nm y una longitud de varios um. En ellas las
moléculas de celulosa estan orientadas longitudinalmente formando un agregado cristalino
fuertemente ordenado, en el que todas las moléculas presentan la misma polaridad, lo que
indica que tienen su extremo reductor orientado hacia el mismo extremo de la microfibrilla.
En estos agregados las moléculas de celulosa no estan unidas covalentemente,
estabilizandose su estructura solamente por puentes de hidrogeno (C3-C6) y (C2-C5), que
aunque muy débiles individualmente, su elevado numero hace de la fibra de celulosa una

estructura muy firme y poco sensible a la degradacion (Guardiolay Amparo 1995).

Las microfibrillas construyen las macrofibrillas y estas a su vez las fibras de celulosa (Figura

2). La estructura cristalina de la celulosa de la madera ha sido estudiada por analisis de
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Difraccion de Rayos X y meétodos basados en absorcion de luz Infrarroja polarizada
(Sjostrom 1981). Mediante los espectros Infrarrojo de la celulosa se puede obtener
informacion sobre los cambios estructurales de la celulosa oxidada, u obtenida por diferentes

métodos (Higgins y McKenzie 1956), (Browning 1967).

Figura 2. Repesentacion esquematica de celulosa.

Aspectos de la configuracion y estructura de la celulosa. Tendencia del polimero lineal a extenderse
totalmente (a y b) y asociarse después para formar microfibrillas (c) que a su vez se alinean con otras
(d y e) para dar lugar a una fibra de celulosa (f).Orientacién de las fibras en una capa de pared
secundaria (g). (http://www.genomasur.com/lecturas/Guia02-1.htm)
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La celulosa presenta un alto grado de cristalinidad, pero no es 100% cristalina, dependiendo
de la materia prima de donde proviene. La presencia de hemicelulosas en la celulosa de las
maderas parece causar disturbios en la cristalinidad. Cuanto mas cristalina es la celulosa

mayor es su densidad (Browning1967)

La cristalinidad de la celulosa se encuentra en funcion de la gran cantidad de puentes de
hidrégeno, hecho que ademas explica por qué la celulosa no es soluble en los sistemas de
solventes usuales. Ella es la responsable de determinadas propiedades fisicas y mecanicas
de las maderas por constituir el material de sostén del arbol, dandole resistencia y tenacidad

(Coronel 1994).

1.2.2 Las hemicelulosas

Las poliosas o hemicelulosas son heteropolisacaridos de alta masa molar, que se encuentran
constituidos por diferentes unidades de monosacaridos: pentosas, hexosas y acidos
urénicos, enlazados entre si por enlaces glicosidicos, formando estructuras ramificadas y en
general amorfas. Pueden ser clasificadas como pentosanos y hexosanos, aunque también se
clasifican en dependencia de su origen, su composicion estructural y solubilidad en alcalis.

(Tanner y Loewus 1981).

Las maderas estan conformadas por azucares neutros de seis atomos de carbono: glucosa,
manosa, galactosa y de cinco atomos de carbono: la xilosa y arabinosa. Algunas poliosas
contienen adicionalmente acido urénico. Se pueden encontrar los mananos, glucomananos,
glucanos, xiloglucanos, ramnogalactouronanos, y en los xilanos encontramos los
arabinoxilanos y O-acetil- 4- O- metilglucuronoxilano (Tanner Loewus 1981). Las
hemicelulosas se encuentran asociadas con la celulosa mediante fuertes interacciones

polisacarido — polisacarido. El contenido de poliosas varia radialmente en la madera
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aumentando hacia el centro y variado en su composicion de azucares (Fengel 1984). El tipo
y contenido de hemicelulosas presentes en la madera varia con la especie, la edad, parte del

arbol, y en muchas especies su regularidad esta relacionada con criterios taxondmicos.

Las hemicelulosas de las coniferas no son las mismas que las de las latifolias, siendo las de
las coniferas mas complejas. Diferencias existen también entre las hemicelulosas del tronco,
de las ramas, de las raices y de la corteza del propio arbol, asi como diferencias en cuanto a

contenido y composicion entre la madera de compresion, tension y normal.

En las maderas de fibra corta o latifolias, s6lo pueden separarse dos tipos de hemicelulosa
en cantidades significativas y por extraccion alcalina directamente de la madera, ellas son los
xilanos y los arabinogalactanos (Sjostrom 1981). En las latifolias puede encontrarse el O-
acetil- 4-O- metilglucuronoxilano que son las mas abundantes, cantidades de glucomananos,
entre 1-3% de arabinogalactano, y aparecen glucanos entre 0-3% con enlaces 3 1-3

(Guardiola y Amparo 1995).

Las hemicelulosas son importantes en la madera y su localizacibn cobra singular
significacion, pues todas las células contienen de 50-60% de carbohidratos a excepcion de
las células del parénquima de las latifolias que pueden llegar a poseer hasta 80% de O-
acetil-4-O-metilglucuronoxilano. Se conoce que las hemicelulosas se encuentran a lo largo
de toda la pared celular, desde la lamina media, hasta la capa S3 de la pared secundaria.
Las hemicelulosas presentes en estas paredes son: 3 (1-3), R (1-4) glucanos, calosa 3 (1-3),
que normalmente se encuentran en pequefas cantidades y se acumulan como respuesta a
una lesién o durante la deformacién de las placas cribosas en el floema (Guardiola y

Amparo 1995); (Fueller 1996).


http://www.monografias.com/trabajos15/carbohidratos/carbohidratos.shtml

La funcion de las hemicelulosas en la madera parece ser de intermediario entre la celulosa y
la lignina, tal vez facilitando la incrustacion de las microfibrillas. Probablemente no exista
enlace quimico alguno entre las hemicelulosas y la celulosa, mas suficiente adhesion mutua
que es fortalecida por los puentes de hidrogeno y las fuerzas de Van der Walls (Fueller
1996). Las hemicelulosas son importantes en la fabricacion de pulpa ya que aumenta su
rendimiento y aumentan la resistencia del papel. Algunas, como los arabinogalactanos
después de separados pueden constituir un subproducto de la fabricacion de celulosa, y ser
utilizadas como tensoactivo en la industria de tintas (Guardiola y Amparo 1995), (Kottes y

Reinhardt 1996).

1.2.3 Lignina

La lignina después de la celulosa es el mayor componente de la madera y la forma mas
abundante de material aromatico en la biosfera. La madera y otros tejidos vasculares
contienen alrededor del 20-30% de lignina (Lin y Dence 1992). La mayor parte de la lignina
se encuentra dentro de las paredes celulares, entremezcladas con las hemicelulosas y
formando una matriz que rodea las microfibrillas de celulosa . Este compuesto provee de
rigidez a las plantas superiores ya que actiua como pegamento entre las fibras de celulosa
formando la lamina media (Kirk y Farrell, 1987). Este biopolimero contiene alrededor de 10-
20% de grupos hidroxilo fendlicos que le confieren rigidez a la pared celular de las plantas y
ademas las protege del ataque de organismos patéogenos (Lin y Dence 1992).
Biosintéticamente, la lignina proviene de tres alcoholes precursores (Figura 3): el alcohol
phidroxicinamilico o cumarol , el alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamilico o coniferol y el alcohol

3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamilico o sinapol .
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Figura 3. Precursores de la lignina.

El monémero que sintetiza la planta para la conformacion de la lignina es el coniferol (b). A medida
que por procesos bioquimicos se va formando el resto de la molécula estos monémeros se modifican,
agregando un grupo metoxilo en la posicion 5, formando el alcohol sinapol (c), o por eliminacién del
grupo metoxilo del coniferol de la posicion 3, dando el alcohol p — hidroxibencilico o cumarol (a). La
proporcién de los tres mondmeros varia dependiendo del lugar de la planta y por especies. Sin
embargo, la diferencia principal esta entre coniferas, latifoliadas.

Figura 4. Modelo experimental lignina, obtenido por RMN.
(Ralph y col 2001)



La copolimerizacion por radicales libres de estos alcoholes, iniciada por peroxidasas
vegetales, da lugar al polimero de lignina (Kirk y Farrell 1987) Quimicamente este polimero
es heterogéneo , amorfo, 6pticamente inactivo y altamente ramificado (Fritsche y Hofrichter
1999), donde no existe ninguna unidad repetida , las ligninas se clasifican en ligninas de
coniferas y lignina de madera de latifolias (Carballo 1990). En el 2001 Ralph y
colaboradores obtienen estructura parcial de lignina mediante analisis de resonancia
Magnética Nuclear (Figura 4).

La lignina posee propiedades aglutinantes que conforman la consistencia fibrosa de las
maderas (revistiendo las células del xilema), donde realizan la funcion mecanica de sostén.
Su composicion depende de muchos factores, entre ellos, el método utilizado para aislarla, la
especie que se estudie, la edad, parte del arbol, condiciones ambientales en que se ha

desarrollado el arbol, etc. (Browning 1967; Carballo 1989).

Esta sustancia amorfa es localizada como componente de la lamina media y también en la
pared secundaria. Durante el desarrollo de la célula, la lignina es incorporada como ultimo
componente de la pared celular interpenetrando las fibrillas y fortaleciendo la pared celular
(Fengel 1984). Las caracteristicas estructurales de este heteropolimero vegetal imponen
ciertas restricciones para su biodegradacion. Definiendo a una molécula de lignina con un
peso molecular de entre 600-1000 kDa, es evidente que su tamafio le impide poder ser
degradada intracelularmente (Kirk y Farrell 1987). Ademas, por el tipo de enlaces
covalentes que presenta (aril-éter, aril-aril y carbono-carbono) y su hetereogeneidad, no
puede ser degradado por mecanismos tipicos de hidrdlisis (Fengel y Wegener 1984). Por lo
tanto, cualquier enzima o grupo de enzimas capaces de atacar inicialmente la lignina, deben

ser ademas de extracelulares, no hidroliticas y bastante inespecificas (Kirk y Farrell 1987).
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1.2.4 Componentes extraibles de la madera.

Existen numerosos compuestos que pueden tener gran influencia en las propiedades y
calidad de la madera, aunque ellos contribuyan solo en algun porcentaje en la masa total de
la madera. A este grupo de compuestos se les denomina comunmente sustancias extraibles
de la madera. Los componentes quimicos aqui presentes son de diferentes clases y pueden
ser divididos a su vez, y de forma mas simple en componentes organicos y componentes
inorganicos, siendo estos ultimos en los que se puede encontrar ciertos iones metalicos que
son esenciales para el normal desarrollo del arbol. Entre los compuestos organicos se
pueden encontrar hidrocarburos alifaticos y aromaticos, alcoholes, fenoles, aldehidos,

cetonas, acidos alifaticos, ceras, glicéridos, y compuestos nitrogenados (Fengel 1984).

1.2.5 Componentes inorganicos de la madera.

Los componentes inorganicos o sustancias minerales, varian en el arbol en dependencia de
la parte que se estudie: altos contenidos pueden encontrarse en las hojas, ramas, corteza,
raices, por lo que es comun encontrar diferencias entre las maderas de latifolias y las de
coniferas; diferencias existen entre la madera joven y la tardia. Las condiciones del suelo y la

edad influyen en los contenidos de sustancias minerales, segun plantea Carballo 1990.

1.3 Biodegradacién de la madera

Los microorganismos mas importantes que deterioran la madera forman parte de un grupo
primitivo de microorganismos: los hongos, los cuales tienen la capacidad de secretar
enzimas especializadas a través de estructuras conocidas como hifas, las cuales degradan la
materia organica, modificAndola quimicamente para asi ser utilizadas como fuente de
carbono y alimento. Antes de que el hongo pueda colonizar la madera, requiere de cuatro

condiciones:
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e Suministro de oxigeno.
e Temperatura adecuada.
e Suministro de humedad.

e Sustrato como fuente de alimento.

La eliminacién de algunos de estos requerimientos puede prevenir el ataque (Smulski 1997).
El deterioro de la madera por efectos de los hongos, esta referido a una cantidad de términos

que incluyen: pudricidon marrén, pudricion blanca, pudricion blanda.

Pudricion marrén:

Es producida por hongos basidiomicetos, éstos son los mas abundantes en las coniferas,
pero pueden ser encontrados en otros tipos de ambientes tales como varios suelos. Estos
hongos pueden atacar madera sin tratar y madera preservada, pero tiene preferencias por
maderas que no han sido tratadas. Uno de los hechos caracteristicos del ataque de la
pudricidon marron es que la celulosa es rapidamente despolimerizada, aun en las etapas mas
tempranas de la pudricidn y asi la pérdida de la resistencia puede ser muy grande (Singh y
Kim, 1997).

Durante la pudricion los carbohidratos son extensivamente despolimerizados y removidos.
Ademas, la lignina también puede ser modificada, aunque residuos de de la lignina
permanecen. La degradacion de la madera aparece marron debido a la gran presencia de
lignina (Singh y Kim, 1997).

Pudricion blanca:

Los hongos que producen este tipo de pudricion también pertenecen a los basidiomicetos.
Son particularmente activos en los ecosistemas forestales produciendo una extensiva
pudricion en los arboles caidos dentro del bosque. Las especies latifoliadas son mas
susceptibles que las coniferas y las maderas no tratadas son mas facilmente atacadas que

las maderas preservadas.

Los hongos de pudricion blanca pueden degradar todos los componentes de la pared celular,
incluyendo la lignina y algunas especies estan especializadas en la degradacion primaria de

la lignina con una amplia falta de ataque a la celulosa. Ademas, pueden originar
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posteriormente la oxidacion de los azucares formados. Estos hongos causan
"blanqueamiento de la madera". La formacion de canales de erosion dentro de la pared

celular es el hecho morfoldgico caracteristico de este tipo de ataque (Singh y Kim, 1997).

Pudricion blanda:

A este grupo pertenecen ciertos miembros de los Ascomicetes y Deuteromicetes, los cuales
son particularmente activos bajo condiciones en las que la pudricidn marrén y blanca no lo

son (madera preservada, elevados contenidos de humedad).

El ataque en las coniferas resulta en la formaciéon de cavidades en la pared secundaria, la
cual se observa al microscopio éptico como perforaciones en un corte transversal a las fibras:
en la seccidon longitudinal estas cavidades se observan orientadas paralelas a las
microfibrillas de la celulosa; en las latifoliadas se observa como erosion de la pared celular
(Singh y Kim, 1997).

1.4 Trametes versicolor

Hongo que desarrolla cuerpos fructiferos o setas (basidiomas) con sombreros de 3 a 6 cm,
delgados de borde ondulado, carece de pie, crecen de forma imbricada ( sobrepuestos unos
de otros). La cara superior es aterciopelada, satinada y presenta anillos concéntricos de
varios colores, del pardo al blanco y del marréon al ocre. Las esporas son cilindricas
ligeramente curvas de 5.5-7x2 micras. Posee un sabor agridulce y olor agradable, crece
sobre madera muerta generalmente de arboles caducifolios. Este hongo tiene la capacidad

de degradar lignina por lo que es un hongo ligninolitico.

Figura 5. Trametes versicolor
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1.5 Hongos ligninoliticos

Los hongos ligninoliticos han desarrollado un sistema enzimatico unico y no especifico que
funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema degradador de lignina esta
basado en la produccidn de radicales libres. Este mecanismo permite que estas enzimas
sean cataliticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos organicos (Tien y Kirk
1984).

1.6 Enzimas ligninoliticas de los hongos.

A partir de los estudios realizados con hongos ligninoliticos en los afos setenta, se comprobo
que la degradacién de la lignina daba lugar a productos que provenian de la ruptura oxidativa
de anillos aromaticos. Por lo que se penso que las oxigenasas extracelulares podian estar
involucradas en la transformacién de la lignina (Kirk y Chang 1975). Algunos afos
después, tres grupos reportaron de manera independiente, el descubrimiento de una
ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y compuestos modelo (Glenn y col
1983), (Shimada, y Higuchi 1983) y cuya actividad enzimatica depende del peroxido de
hidrégeno teniendo pesos moleculares entre 41-42 kDa ademas se encontré que contenia
un grupo prostético hemo(Tien y Kirk 1983). Estudios espectroscopicos mostraron que esta
ligninasa era distinta de las oxigenasas P450, compartia algunas caracteristicas con las
hemoproteinas transportadoras de oxigeno y que era en realidad una peroxidasa (Kirk y

Farrell 1987). A esta enzima se le denomina ahora como lignino peroxidasa (LiP).

A partir de este hallazgo, se encontré la produccién de dos hemoperoxidasas mas: la
manganeso peroxidasa (MnP) que oxida el MnP 2+ P a la especie oxidante MnP 3+ P
(Glenn y Gold 1985), mientras que recientemente en los géneros Pleurotus y Bjerkandera
se ha descrito una MnP versatil (VP). Esta enzima conjuga las propiedades cataliticas de LiP

y MnP (Heinfling y col 1998); (Mester y Field 1998).



Ademas de estas peroxidasas, se detectd la produccion en hongos ligninoliticos de una
cuarta enzima, una fenol oxidasa denominada lacasa. Esta enzima reduce el oxigeno
molecualr a agua, y a través la utilizacion de ciertos compuestos redox puede ser capaz de
ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la oxidacion de porciones no fendlicas de la
lignina (Bourbonnais y Paice1990).

Estas enzimas ligninoliticas pueden actuar separadas o en cooperacion, dependiendo de si
el hongo es capaz de producir una o0 mas. Ademas de estos sistemas enzimaticos, se ha
considerado que la participacién de compuestos de bajo peso molecular es también esencial
en la degradacion de la lignina. Esto se postula debido a que la lignina en su estado natural
es inaccesible para enzimas tales como la LiP y MnP. Por lo que nos enfocaremos a la

enzima Lacasa, por tener amplio espectro de degradacion.

1.7 Enzima Lacasa

El hongo Trametes versicolor posee una de las enzimas mas efectivas para degradar
lignina, la enzima Lacasa (Figura 6). Esta enzima es una fenol oxidasa que debe su
nombre al origen de su descubrimiento, hace mas de un siglo, en el arbol japonés de la laca:
Rhus vernicifera (Yoshida.1883).Se encuentra ampliamente distribuida en plantas
superiores, diversas clases de hongos y algunas bacterias (Gianfreda y Bollag 1999),
siendo los hongos ligninoliticos los mejores productores de dicha enzima (Leonowicz y col.
2001). Las lacasas son glicoproteinas extracelulares (Reinhamar 1984) con pesos
moleculares entre 60 y 80 kDa, y del 15 al 20% de su peso molecular esta dado por
carbohidratos (Shah y Nerud 2002). Ademas son capaces de catalizar la reduccion del

oxigeno a agua, sustrayendo 4 electrones y analogamente oxidar una variedad de sustratos.



Contiene cuatro tipos de cobre, uno llamado —aal” o tipo | (T1), que absorbe a 600nm y un
acoplamiento con un cobre tipo Il (T2) o cobre —nmal”, indetectable por absorcidén éptica y
un par tipo lll (T3) o acoplamiento —atiferomagnético” que tiene una banda de absorcion a
330 nm, acoplados binuclearmente a través de un puente hidréoxido (Santagostin y col
2004). Este enzima se encuentra constituida por tres dominios (Figura 7). El cobre T
mononuclear, se encuentra localizado en el dominio 3 quelado por dos histidinas y una
cisteina. Los otros tres cobres estan acoplados trinuclearmente junto con 8 residuos de
histidina pertenecientes a los dominios 2 y 3. Comunmente en las estructuras cristalograficas
el cobre T2 se encuentra ligado a dos histidinas y una molécula de al agua o grupo
dioxigeno, en cambio el sitio binuclear cobre T3 contiene 3 histidinas ligadas al cada cobre.
Un promedio de las estructuras cristalograficas para la lacasa muestra que los cobres (cobre
Il 'y cobre Ill) del acoplamiento trinuclear se encuentran ligados entre si con una distancia de
aproximadamente 4 A y que el cobre | se encuentra a 13 A del sitio trinucleado (Solomon y

col 1996).

Figura 6. Estructura de Lacasa
(Blanford y col 2007)
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Figura 7. Ciclo catalitico de la enzima lacasa: Oxidacibn monoelectronica de una molécula de
sustrato (fenoles, aminas aromaticas ¢ alifaticas) al radical reactivo correspondiente. La base
catalitica de la enzima esta formada por el agrupamiento de cuatro atomos de cobre.

1.8 Modelado molecular

El Modelado molecular es un término general que engloba meétodos tedricos y técnicas
computacionales para modelar o imitar el comportamiento de moléculas. Las técnicas son
utilizadas en los campos de la Quimica computacional, Biologia computacional y Ciencia de
materiales, para el estudio de sistemas moleculares que abarcan desde pequenos sistemas
quimicos a grandes moléculas biolégicas y disposiciones materiales. Los calculos mas
simples pueden ser realizados a mano, pero inevitablemente se requieren computadoras
para realizar el modelado molecular de cualquier sistema medianamente complicado. La
caracteristica particular de las técnicas de modelado es la descripcion a nivel atdmico de los
sistemas moleculares; el menor nivel de informacién es por atomos individuales (o un

pequefio grupo de atomos) (Leach 2001).
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Los métodos de modelado molecular son usados rutinariamente en la actualidad para
investigar la estructura, dinamica y termodinamica de sistemas inorganicos, biologicos vy
poliméricos. Los tipos de actividad biolégica que han sido investigados usando modelado
molecular incluyen plegamiento proteico, catalisis de enzimas, estabilidad de proteinas,
cambios conformacionales asociados con la funcion biomolecular, y reconocimiento

molecular de proteinas, ADN, y complejos de membranas (Frenkel y Smith 1996).

La Mecanica molecular es una parte del modelado molecular, ya que implica el uso de
mecanica clasica/mecanica newtoniana para describir las bases fisicas tras los modelos. Los
modelos moleculares describen normalmente atomos (nucleos y electrones en conjunto)
como cargas puntuales con una masa asociada. Las interacciones entre los atomos vecinos
son descritas por interacciones tipo oscilador armoénico, "resortes", que (representando
enlaces quimicos) y Fuerzas de van der Waals. El Potencial de Lennard-Jones es
mayormente usado para describir las Fuerzas de van der Waals. Las interacciones
electrostaticas son calculadas por la Ley de Coulomb. A los atomos se les asignan
coordenadas en el espacio cartesiano o en Coordenadas internas, y también se les pueden
asignar velocidades al realizar simulaciones dinamicas. Las velocidades atomicas estan
relacionadas a la temperatura del sistema, una cantidad macroscopica. La expresion
matematica completa se conoce como una Funcion potencial y esta relacionada a la energia
interna del sistema (U - Entropia), una cantidad termodinamica igual a la suma de las
energias potencial y cinética. Los métodos que minimizan la energia potencial, son
conocidos como técnicas de disminucion energética (como, steepest descent y Gradiente
conjugado), mientras que los métodos que recrean el comportamiento del sistema con el

correr del tiempo son conocidos como Dinamica molecular.

E= Ebonds + Eangle + Edihedral + Enon - bonded
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Enon - bonded = Eelectrostatic + EvanderWaaIs

Esta funcién, llamada Funcién potencial, calcula la energia potencial molecular como una
suma de cantidades de energia que describen la desviacion del largo de los enlaces, los
angulos de enlace y los angulos de torsion fuera de los valores de equilibrio, mas cantidades
para los pares de atomos no enlazados, ayudando a describir las interacciones de van der
Waals y las electrostaticas. El conjunto de parametros que incluye las distancias de enlace
equilibradas, los angulos de enlace, valores de carga parciales, constantes de fuerza y
parametros de van der Waals; son conocidos de manera conjunta como un campo de fuerza.
Distintas aplicaciones de la mecanica molecular usa expresiones matematicas que difieren
ligeramente y, por ende, distintas constantes para la Funcidn potencial. Los campos de
fuerza de uso corriente en la actualidad han sido desarrollados usando calculos cuanticos de
alto nivel y/o ajustandose a los valores experimentales. La técnica conocida como
Disminucion Energética es usada para encontrar posiciones de "gradiente cero" para todos
los atomos; en otras palabras, un minimo local de energia. Estados de menor energia son
mas estables y son comunmente investigados por su funcion en los procesos quimicos y
biolégicos. Una simulacion de Dinamica molecular, por otro lado, calcula el comportamiento
de un sistema en funcidon del tiempo. Esto implica resolver las leyes de Newton de
movimiento, principalmente la segunda ley, F = ma. La Integracidén de las leyes de Newton
del movimiento, usando diferentes algoritmos de integraciéon, conduce las trayectorias
atomicas en el espacio y el tiempo. La fuerza de un atomo es definida como el gradiente

negativo de la funcién potencial de energia (Rapaport 2004).
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Il ANTECEDENTES

I1.1 Género Dalbergia

La madera de especies del género Dalbergia ha mantenido una considerable atencion,
debido a su distinguida belleza y excelentes propiedades fisicas, mecanicas y acusticas, por
lo que tiene gran demanda en el mercado nacional e internacional.

De las aproximadamente 100 especies de arboles y arbustos del género Dalbergia
(Mabberley 1987), aproximadamente 15 estan entre las maderas comerciales mas valiosas,
entre ellas el palo de rosa del Brasil (Dalbergia nigra), palo de Rosa de la India (Dalbergia
latifolia), el palo negro de Africa ( D. melanoxylon), el cocobolo de América Central y del sur
de México (Dalbergia retusa Hemsl, Dalbergia granadillo P., Dalbergia hipoleuca P. y
Dalbergia leneata P.) y el palo de rosa de Honduras (Dalbergia stevensonni Standl).

En China Dalbergia odorifera es utilizada en medicina tradicional como antiinflamatorio y
anticoagulante (Cheng y col 1998). Se ha reportado que algunas especies de Dalbergia
poseen alta durabilidad natural ya que presentan actividad antimicrobiana (Barragan y
col1994) y antifungica, como es el caso de D. granadillo (Rutiaga y col 1995). Esta
resistencia se encuentra generalmente atribuida a la presencia de sustancias quimicas

activas que le proporcionan una actividad antifungica o fungistatica (Deon 1983).



1.2 Actividad biolégica de algunas especies del género Dalbergia.

El género Dalbergia, ademas de su valor comercial por la elaboracion de diferentes articulos,
ha llamado mucho la atencion por su gran resistencia a plagas y microorganismos, ademas
de su aplicacion de los extractivos de algunas especies en medicina tradicional.

Los extractivos del género Dalbergia representan una alternativa al uso de productos
quimicos sintéticos, tales como pesticidas, antimicrobianos, antioxidantes, colorantes,
antiinflamatorios, antialérgicos anticoagulantes, entre otros.

En Dalbergia granadillo se ha encontrado actividad antifungica contra Trametes versicolor,
Coniophora puteana, Chaetomium globosum y Trichoderma viridae (Rutiaga y col 1995).

Se reporta actividad antimicrobiana para D. granadillo, D. congestiflora ( Barragan y col
1998), D. palo escrito 'y para D. candenatensis (Hamburguer 19898).

Estudios realizados con Dalbergia melanoxylon mostraron actividad antimicrobiana con los
extractos acuoso y etandlico mientras que con el extracto obtenido con diclorometano tuvo
efecto antifungico ( Gundidza y Naza 1993).

Dalbergia monetaria presento actividad antitulcerogénica gastrica sin producir dafios toxicos,
los autores sugirieron que los compuestos fendlicos presentes en esta especie fueron
responsables de inhibir la enzima descarboxilasa histidina (Souza 1997).

El extracto alcohdlico de las hojas de Dalbergia sisso presentd actividad analgésica y
antipirética ( Hajare 2000) asi como una alta actividad nematicida ( Khurram 1997) ademas
se observo que el aceite de dicha madera presenta actividad larvicida y repelente contra

mosquitos vectores de la malaria (Ansari 2000)



1.3 Dalbergia congestiflora Pittier.

Dalbergia congestiflora Pittier es un arbol endémico de México que pertenece a la familia
Leguminosae y a la subfamilia Papilionoideae, se le conoce con los nombres de
campinceran, capincheran, granadillo y camotillo, se distribuye en la selva baja caducifolia de
los estados de Michoacan, Jalisco, Guerrero y Morelos (McVaugh 1987). Por su belleza y
excelentes propiedades fisicas de esta madera es muy apreciada por los artesanos de
Michoacan quienes la utilizan para la elaboracion de articulos torneados e instrumentos
musicales principalmente guitarras. La aplicacién que se le ha dado a esta madera a demas
de la fabricacion de artesanias es la obtencion de un colorante para la obtencion de una tinta

azul (Barrangan y col 1994)

Figura 8.Foto tomada por Abel Garcia en Pareo Michoacan.



1.4 Anatomia de D. congestiflora P.

Es una madera excepcionalmente pesada, con marca diferencia de color entre la albura
crema y el duramen violeta con vetas en diferentes tonalidades, algunas casi negra. No tiene
olor ni sabor caracteristico; textura muy fina, con veteado pronunciado; hilo entrecruzado y
brillo medio. Presenta una densidad entre 0.94 a 1.23 g/cm?®, el color de sus extractivos es
violeta intenso y éstos representan aproximadamente el 30% en peso seco de la madera.

(Richter y col 1996)

Figura 9.Duramen de la madera D. congestiflora, originaria de Michoacan México.

Figura 10. Corte transversal del duramen D. congestiflora, con veteado caracteristico.



1.5 Unidad Ribosomal de hongos, aplicaciones al estudio de hongos filamentosos.

En los hongos, como en otros grupos de eucariotes, las secuencias génicas (DNAr) que
codifican para los diferentes RNA ribosomales (RNAr) se encuentran agrupadas en una
misma region del genoma de un tamano de 8-12 kb (Vilgalys 2007). Esta unidad basica,
denominada Unidad Ribosomal (UR), puede encontrarse como una familia de genes que
puede incluir hasta 100 copias de secuencias altamente similares, en una arreglo
denominado —caéza con cola” o —cakza con pie” (Figura 9). La estructura caracteristica de
una UR fungica consta de los genes 18S, 5.8S y 28S de RNAr separados por regiones
interespaciadoras ITS, no codificadoras y entre cada UR se encuentra otra region no
codificadora denominada espaciador intergénico (IGS, por sus siglas en inglés) (Vilgalys
2007). En algunos grupos de hongos (principalmente Basidiomycetes y algunas levaduras
Ascomycetes) el gen 5.8S puede encontrarse presente dentro de la UR, aunque la posicion y
la direccion de la transcripcidon de este gen varian entre los diferentes grupos de hongos.

Debido al hecho de combinar genes esenciales conservados con secuencias no
codificadoras variables, la UR se ha convertido en una herramienta muy util en estudios

taxondmicos y filogenéticos de los eucariotes en general y del Reino Fungi en particular.

Repeticion en tandem “cabeza con pie”

18s 5.8S 28S 18s 5.8S 28S 18s 5.8S 28S
IISI IISZ |cls IISl IISZ IGTSS IISl IISZ

Figura 11. Estructura de la unidad ribosomal en hongos.



En la actualidad existe una amplia bateria de oligonucleotidos que permiten la amplificacion
especifica mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) de
cada una de las regiones que componen la UR de los diferentes grupos de los hongos
(White y col, 1990; Borneman y Hartin, 2000; Vilgalys, 2007). Esto facilita
considerablemente la secuenciacién de cualquier region de interés dentro de la UR. Las
caracteristicas de tamafio y tasa de variacion de cada region de la UR determinan las
posibilidades de aplicacién entre los distintos niveles taxondmicos. Asi, mientras que las
regiones codificadoras (28S y 18S, principalmente) son empleadas para los estudios
filogenéticos y taxondmicos en un amplio rango de categorias taxondmicas, desde phylum
hasta especie, las regiones no codificadoras (incluyendo muchas veces al gen 5.8S) se han
empleado en rangos taxondmicos mas estrechos, para la resolucion de relaciones entre
especies de un mismo género o entre aislados de una misma especie. Por ejemplo, el gen
18S ha sido utilizado como herramienta en estudios filogenéticos de los grandes grupos del
reino Fungi (Bowman y col. 1992; Tehler y col. 2000). Dentro de los grupos que contienen
especies relacionadas con la degradacién de la madera, la subunidad grande 28S ha sido
empelada para estudios filogenéticos de agaricales (Moncalvo y col., 2000; Moncalvo y
col. 2002). La region ITS1-5.8S-ITS2 ha sido empleada para estudiar los patrones de
especiacion del género Pleurotus (Vilgalys y Sun 1994) y resolver afinidades entre especies
cercanas (Zervakis y col., 2004).

Otros grupos de hongos lignicolas en los que se ha empleado la region ITS para el estudio
de relaciones filogenéticas y taxondmicas es el Basidiomycete Ganoderma Ilucidum vy el

género de hongos Ascomycetes Xylaria (Lee y col. 2000).



Ademas de su utilidad taxondmica y filogenética, la UR se ha constituido en una region
genética de gran importancia para estudios ecoldgicos. En la actualidad es posible amplificar
mediante PCR distintas regiones de la UR para identificar hongos en muestras ambientales
(Borneman y Hartin 2000; Van Elsas y col., 2000; Jumpponen y Johnson 2005). En
particular, el aislamiento de ADN de muestras ambientales y la amplificacion mediante PCR
ha posibilitado el estudio ecoldgico-molecular de los hongos degradadores de madera. Asi,
mediante iniciadores dirigidos a la regién ITS1-5.8S-ITS2 se han podido describir las
especies de Basidiomycetes y Ascomycetes asociados al proceso de degradacién de
madera, sin necesidad del aislamiento del micelio en cultivo puro (Jasalavich y col. 2000;

Adair y col. 2002; Allmér y col. 2006).

Los estudios taxondmicos y filogenéticos que utilizan regiones de ADN de la UR de los
hongos permiten seleccionar nuevas cepas con potencial para la degradacion de lignina
basandose en las afinidades taxondmicas con cepas ya caracterizadas, asumiendo que
aquellas especies taxondmica y filogenéticamente relacionadas poseen capacidades
bioquimicas vy fisiolégicas semejantes, de lo cual existe evidencia para cierto grupo de
hongos lignoceluloliticos (Hibbet y Donoghue 2001). De hecho, la utilizacion de la region
ITS ha permitido identificar el micelio de cepas ligninoliticas aisladas a partir de sustratos
naturales (Klonowska y col. 2003; Kamei y col. 2005), incrementando la posibilidad de

aislar cepas con alto potencial biotecnoldgico en areas naturales.

11.6 Usos de la enzima Lacasa

Las enzimas Lacasas son ampliamente utilizadas actualemte en el campo biotecnoldgico ya

que estas enzimas oxidan sustratos organicos como polifenoles, fenoles metoxisustituidos y



diaminas (Solomon y col 1996) En la actualidad se estudia a la lacasa con gran intensidad
por sus numerosas aplicaciones en la industria textil para blanquear el color indigo de la
mezclilla o en las plantas tratadoras de efluentes para la decoloracion del mismo. También se
utiliza la lacasa para remover compuestos fendlicos en el pulpeo del papel, en la remocion de
polifenoles que causan la llamada neblina de los jugos o bebidas, asi como en la remocién
de compuestos irritantes para industria de cosméticos. Una las potenciales aplicaciones de la
lacasa es la biorremediacion de suelos, eliminando los contaminantes solidos, hidrocarburos
aromaticos y clorofenoles. Seguida de la generacién de biocombustibles como el bioetanol
mediante la degradacion de gabazo de cafia, fécula de maiz o yuca. Y aunque la enzima
lacasa es una enzima cardinal y prometedora gracias a su variedad de aplicaciones
industriales no es completamente estable en aplicaciones que conlleven temperaturas altas

en su proceso (Gottfried y Lew 2002).

1.6 Biopreservantes de maderas basados en extractos naturales

En la actualidad, el alto consumo de madera y sus productos derivados hacen que este
material sea valioso, hecho significativo para el campo de la preservacién de estos
productos, pues deben ser tratados cuidadosamente para prolongar su periodo de servicio o
vida util. La durabilidad natural de la madera puede ser efectivamente incrementada por la
proteccion quimica. Sin embargo, los quimicos contaminan el ambiente y perjudican al ser
humano, por esto, y hasta donde sea posible, el uso de fungicidas e insecticidas quimicos
debiera ser minimizado y debiera buscarse otras formas de proteccion de la madera
(Weissenfeld 1988). De acuerdo con esto, la preservacion quimica de la madera podria ser

minimizada y aplicada solamente cuando sea necesario (Willeitner 1991).
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Esto es muy pertinente, fundamentalmente cuando restricciones ambientales recientes
limitan el uso de una gran cantidad de biocidas para la preservacién de la madera y cuando
los estandares son mas exigentes, cambiando dramaticamente el espacio donde actua la
preservacion de la madera, fendmeno mas notorio en los paises desarrollados. En estos
paises surgen otros problemas relacionados: el incremento de los problemas de deposicidon
de la madera tratada y que se encuentra fuera de servicio, como en el desarrollo de nuevos
métodos, ambientalmente mas amigables para el control de hongos e insectos xil6fagos, sin

contar con el periodo de "re- educacion" para asimilar y asumir estos cambios.

Este enfoque ecologico implica el desarrollo de la llamada "proteccion natural" con
preservantes menos dafninos al ambiente y al ser humano y que sean selectivos solamente a
organismos que destruyan la madera. Estos preservantes deberan ser bioloégicamente

degradables (Barnes1992).

Asi, los preservantes de madera basados en flavonoides y extractos fendlicos,
fundamentalmente taninos, han despertado interés y estan siendo desarrollados (Lakes y Mc
Kaig 1988; Dirol 1994; Pizzi y Baecker 1996), debido a su habilidad de formar quelatos
insolubles con varios iones metalicos, incluyendo cobre (McDonald y col. 1996). Este tipo
de preservantes son muy ventajosos por generar un bajo impacto ambiental tanto en su
preparacion como durante su aplicacién, ademas, por la posibilidad de brindar una gran
seguridad a los usuarios y finalmente por los potenciales beneficios sociales y econémicos

de estos productos como sustitutos de los derivados del petréleo (Gonzalez y Pizzi 1996).

Los compuestos tanino-metal se basan en la afinidad de un metal por los grupos oxidrilo en
el anillo - B del flavonoide, EI metal utilizado frecuentemente como biocida ha sido cobre

(Pizzi y col. 1998). Existen investigaciones donde este metal ha sido reemplazado por Zinc.
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Los compuestos asi formados son influidos por la naturaleza del tanino, la concentracion
tanto de estos compuestos, como del cobre, asi como la precipitacion de este metal (Mila y
col 1995). Por todo esto, se hace necesario optimizar los parametros de fijacion del cobre y
el zinc para lograr su insolubilizacién en la madera, lo que garantizara el empleo de estos

compuestos como preservantes de la madera (McDonald y col. 1996).

Figura 12. Preservantes de madera basado en compuestos tanino-metal.

También las propiedades insecticidas de los extractos han sido probados, en este caso
contra termitas subterraneas, los que han resultado bastante efectivos; sin embargo, se debe
pensar en diversificar los métodos de control a las formas de toxicos, repelentes, atrayentes,
bafios toxicos, tratamientos en las barreras de suelo y tratamiento tépicos de la madera

(Hutchins 1997)
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Il JUSTIFICACION

La madera como material estructural ha permanecido en uso desde tiempos antiguos por su
versatilidad, resistencia y trabajabilidad. Pero también tiene una importante desventaja al ser
un material natural susceptible al ataque de agentes dafinos que la degradan, por lo que
necesita de sustancias externas que incrementen su proteccion (Groenier 2006).

La durabilidad natural de la madera puede ser efectivamente incrementada por la proteccién
quimica (Hickin 1971). Sin embargo, las sustancias aplicadas contaminan el ambiente y
perjudican al ser humano, por esto, y hasta donde sea posible, el uso de fungicidas e
insecticidas quimicos debiera ser minimizado y debiera buscarse otras formas de proteccién
de la madera (Weissenfeld 1998). Con las restricciones ambientales actuales se limita el uso
de una gran cantidad de fungicidas para la preservacion de la madera.

Una alternativa para el control de plagas y patdégenos indeseables, son los metabolitos
secundarios vegetales producidos por las plantas en su ciclo de vida para su supervivencia.
Particularmente aquellos metabolitos extraidos de arboles y plantas utilizadas en la medicina
tradicional de los pueblos contra algunas infecciones de humanos o de arboles con una
probada durabilidad natural al deterioro (Heal y col. 1991). Este enfoque ecolégico implica el
desarrollo de la llamada "proteccion natural" con preservantes menos dafinos al ambiente y
al ser humano y que sean selectivos solamente a organismos que destruyan la madera.

En la actualidad, el alto consumo de madera y sus productos derivados hacen que este
material sea valioso por lo que requiere de su preservacién para prolongar su periodo de

servicio o vida util (Vignote y Jimenez 2000).



Actualmente el disefio quimico de compuestos que promuevan alguna actividad bioldgica,
requiere la comprension a nivel molecular del vinculo estructura-actividad (Mahan y Myers
1990). La quimica farmacéutica ha sido la pionera y modelo a seguir en este ambito,
apoyandose cada vez mas en metodologias de modelado y simulacion molecular (Avendaio
1993). Esta herramienta de estudio nos permite elucidar las interacciones moleculares

disminuyendo asi tiempo y costos en la investigacion.

En la region de Michoacan se tiene un gran potencial para estudio de biocidas, debido a su
gran diversidad de especies. Las especies potenciales utiles, son aquellas que presentan

una alta durabilidad natural, dada la elevada presencia de compuestos quimicos.

Por lo que la busqueda de los principios activos de maderas de alta durabilidad con efecto
biocida es nuestro objeto de estudio, con la posibilidad de disefar en un fututo cercano
preservantes para la madera de origen natural que sean eco amigables sin causar dafo al
ser humano. Para lograr tal objetivo haremos estudios quimicos de los extractos, evaluacion
de actividad biolégica de los extractos, identificacion de principios activos y finalmente
simulacién computacional de las interacciones moleculares de las sustancias activas con las

macromoléculas de los organismos que atacan a la madera.



IV OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar y caracterizar la actividad antifungica provenientes de diferentes extractos del
duramen del arbol Dalbergia congestiflora P., proveniente del estado de Michoacan frente al

hongo de pudricion blanca Trametes versicolor.

Objetivos especificos

v Caracterizar al hongo Trametes versicolor por medio de huella genética.

v' Obtener extractos del duramen de la madera Dalbergia congestiflora P. con solventes
de polaridad creciente: hexano, éter etilico, acetato de etilo y acetona.

v Evaluar la actividad antifungica de los extractos obtenidos frente al hongo Trametes
versicolor.

v' Determinar la actividad enzimatica del hongo tanto basal como en presencia de los
extractos que presenten actividad antifungica.

v' Elucidar estructuralmente al componente con actividad antifingica mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectrometria de Masas.

v' Evaluar la interaccion del componente antifingico identificado, mediante un estudio
de acoplamiento molecular (docking) ante la presencia de modelos tridimensionales

de la enzima Lacasa del hongo Trametes versicolor



V MATERIALES Y METODOS

V. 1 Material biolégico
La muestra del arbol fue proporcionada e identificada por el laboratorio de Anatomia de la
Madera perteneciente a la Facultad de Ingenieria en Tecnologia de la Madera; las muestras

de duramen fueron astilladas, molidas y tamizadas en malla 40.

V.2 Determinacion del contenido de humedad.
El contenido de humedad de la madera se determind por el método de secado en estufa
calculando la relacién entre el peso seco y el peso humedo:

CH= ((Ph - Ps) / Ph) x 100

Donde: CH = Humedad de la madera expresada como un porcentaje de su
peso seco.
Ph = Peso de la madera en estado humedo o peso inicial.
Ps= Peso anhidro

V.3 Obtencion de extractos.

Las muestras de duramen fueron astilladas, molidas y tamizadas en malla 40. Para el
proceso de extraccion se empaquetaron 20 g de harina de madera y se sometioé a extraccion
continua de 6 horas por solvente en equipo Soxhlet, empleando como solventes de
polaridad creciente hexano, éter etilico, acetato de etilo y acetona.

Los extractos recuperados se concentraron hasta obtener una sustancia viscosa, se dejaron
a temperatura ambiente hasta la evaporacién de los respectivos solventes y se calculd

porcentaje de rendimiento.



V.4 Obtencioén del extracto hexanico.
En el proceso de extraccidén con el solvente hexano se observé la formacidon de cristales en
las paredes del matraz, los cuales se apartaron y se lavaron con diclorometano para eliminar
las mieles del extracto, posteriormente los cristales se colocaron dentro de una estufa por 24
horas para evaporar el exceso de solvente, posteriormente dichos cristales se sometieron a
analisis quimico.
V.5 Determinacion del contenido de lignina.
El contenido de lignina se determin6 de acuerdo a la técnica Runkel y Wilke (1951).
Se utilizaron 2 gramos de harina de madera libre de extraibles (*), se coloco la harina en un
vaso de precipitado y se vertio 50 ml de acido sulfurico al 72% y 5ml de acido bromhidrico al
40%. Se dejé reposar por 2 horas agitando eventualmente. Al término del tiempo se agrego
200 ml de agua destilada y se dejo hervir por 5 minutos. Finalmente se filtré en embudo
Buchner y se lavo repetidas ocasiones con agua destilada caliente hasta eliminar el acido. Se
coloco la muestra dentro de una estufa a una temperatura de 103°C hasta obtener peso
constante para determinar el peso de la lignina.
Para determinar el peso de lignina obtenida se requiere determinar el peso seco de la harina
utilizada. El peso seco se determiné con la siguiente formula.
Peso seco= Ph (1- %H)
100
Donde: Ph es el peso humedo de la harina.
%H es el porcentaje de humedad.
El porcentaje de lignina obtenida se determiné de la siguiente forma:

%Lignina= Peso lignina x 100
Peso seco

El proceso se realizd por duplicado, se calcul6 el promedio de los valores.



V.6 Determinacioén del contenido de holocelulosa.

El contenido de holocelulosa se determiné mediante el método Wise (1946).

Se colocaron 2 gramos de harina de madera libre de extraibles (*) en un matraz Erlenmeyer,
adicionando una solucion de clorito de sodio y acido acético (se prepard una solucion con 64
ml de H,O y 4 gotas de acido acético concentrado, posteriormente se anadié 0.6 g de clorito
de sodio) dejando la reaccién a bafio de agua a 75°C con el matraz tapado. Afadiendo la
misma solucién cada hora por un periodo de 4 horas. La muestra se filtré con filtro de fondo
poroso y se lavé con agua destilada fria y acetona. Finalmente se colocé dentro de una
estufa a 40°C hasta obtener peso constante.

El porcentaje de holocelulosa se determiné de igual forma que con la lignina.

(*) Se utilizé la harina de madera del proceso de extraccion la cual queda libre de extraibles

al final del proceso de extraccion continua.

V.7 Analisis genético del hongo.
V.7.1 Obtencion de ADN

La obtencidn de ADN se realizd6 a partir de micelio vegetativo proveniente de cepas
inoculadas en medio PDA. El micelio se cosecha utilizando una espatula estéril y se lleva a
un mortero, se congela con nitrégeno liquido y se macera hasta obtener un polvo fino. La
muestra pulverizada se transfiere a un microtubo de 1.5 ml y se le agregan 500 ul de
regulador de lisis que contiene Tris HCI pH 8.0 100 mM, EDTA pH 8.0 100 mM, NaCl 20 mM,
y SDS al 2 %. Después se agita en vortex por 5 min, se incuba a 60 °C por 30 min, se
anaden 500 ul de fenol pH 8.0 y se agita en vortex por 5 min. La emulsion se centrifuga a 10
000 rpm durante 10 min en microcentrifuga (Eppendorf 5415D), se recupera la fase acuosa
transfiriéndola a un microtubo de 1.5 mlestéril, se anade un volumen de fenol cloroformo y se

agita en vortex un par de minutos, nuevamente se centrifuga a 10 000 rpm durante 10 min en



microcentrifuga (Eppendorf 5415D) y se extrae la fase acuosa transfiriéndola a otro tubo de
1.5 ml estéril. EI ARN se elimina por digestion enzimatica con RNAsa 10 mg/ml; se agregan 2
Ml de RNAsa a la fase acuosa con ADN y se incuba por 30 min a 37 °C. Una vez terminado el
tiempo de incubacién, el ADN se precipita anadiendo el mismo volumen de isopropanol frio,
se agita suavemente y se incuba a -20 °C por 1 h o toda la noche. La muestra se centrifuga a
10 000 rpm durante 10 min y se elimina el sobrenadante por decantacion, la pastilla se lava
con 250 pul de etanol al 70 %, se descarta el etanol, y para eliminar el exceso del mismo se
seca a temperatura ambiente por 15 min. Para finalizar, se resuspende la pastilla en 25 pl de
agua destilada desionizada estéril. Para conocer la calidad del ADN obtenido se realiza una
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio (concentracion final de
1ug/mL), en regulador TAE (solucién de trabajo: Tris 40 mM, EDTA 1 mM, acido acético
glacial 1.2 uL/mL, pH de 8.0) a 100 V (Sambrook y Russel, 2001). EI ADN obtenido se

almacenara a -20 °C para un uso posterior.

V.7.2 Reacciones de amplificacion por PCR y RT-PCR

Las reacciones de amplificaciéon de las muestras de ADN del tejido fungico se realizan en un
volumen total de 25 pl. Para todas la regiones genéticas amplificadas la composicion de la
mezcla de amplificacién es la misma: Regulador para PCR 10 x, agua desonizada estéril
(11.5 pl), 1.0 mM de MgCl,, 0.5 mM de cada uno de los deoxinucleésidos trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 200 mM de cada primer (Cu1F/CuR Luis et al., 2004) y 2.0 U de enzima
Taq polimerasa. Para las reacciones de amplificacion se utilizan 30 ng de ADN. Las
condiciones de amplificacion son las mismas para todas las regiones genéticas: un ciclo
inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 3 min; 35 ciclos a 95 °C durante 1 min, 50°C 30 sy
72 °C durante 2 min; y una extensién final a 72 °C durante 4 min. La reaccion de

amplificacion se realiza en un Palm-Cycler™ Gradient termal cycling (R Corbett life science,



USA). Los productos de amplificacion obtenidos se analizan en geles de agarosa al 2 %
(concentracion final de 2 ug/mL) (Sambrook y Rusell, 2001). Los productos de amplificacion

se secuenciaron en los laboratorios MACROGEN, en EUA.

V.8 Ensayo antifiungico

Una vez obtenidos los diferentes extractos se anadieron al medio de cultivo (agar dextrosa y
papa al 3.9%) a una concentracién de 250 y 500 yg/mL, el medio de cultivo mezclado con
los diferentes extractos se vertieron a cajas Petri, realizando 3 repeticiones para cada
tratamiento. Las cajas Petri se inocularon con micelio de Trametes versicolor y se incubaron
por 7 dias a 28°C. Se determind el diametro de crecimiento del hongo al cabo de los 7 dias,
determinando asi el porcentaje de inhibicién de crecimiento del hongo comparandolo con la
muestra control (sin micelio). El porcentaje de inhibiciébn se determiné con la siguiente
férmula (Rutiaga 2001):

% inhibicion= crecimiento control-crecimiento tratamiento x100
Crecimiento control

V.8.1 Concentracion minima de inhibicion con cristales.

Se inocularon cajas Petri con micelio del hongo a diferentes concentraciones de cristal: 200,
150, 100 y 50 ug/mL. Se incubaron por 7 dias a 28 °C. Se midio6 el diametro de crecimiento y

se determind el porcentaje de inhibicion de acuerdo a la formula anterior.



V.9 Ensayos bioquimicos para Trametes versicolor.

V.9.1 Cinética de crecimiento.

V.9.1.1 En condiciones basales
En placa:
Se inocularon cajas Petri ( medio PDA) colocando en el centro de la caja el inéculo obtenido
con sacabocado de 6 mm de didmetro procedente de un cultivo previo en fase logaritmica de
crecimiento, se midié cada 24 horas el diametro del micelio hasta saturar la caja Petri.
En medio liquido:
Se incubaron matraces Erlenmeyer (capacidad de 125 ml) con 25 ml medio liquido PDB
(24g/L) inoculados con micelio de Trametes versicolor en fase logaritmica, con 3 muestras de
6 mm de diametro por matraz, a una temperatura de 28°C con agitacion constante. El
crecimiento se calculoé determinando el peso seco de la biomasa cada 24 horas. Para lo cual
se filtré el micelio y se dej6é en estufa a 50°C hasta obtener peso constante.

V.9.1.2 En presencia de cristales.
Se adicionaron cristales a los medios de cultivo tanto en medio sélido y medio liquido a una
concentracion de 250 pg/mL y se determind el crecimiento de la misma manera que el

apartado anterior.

V.9.2 Ensayos de actividad enzimatica
V.9.2.1 En condiciones bsales
Se incubaron matraces con medio liquido PDB (24g/L) inoculados con micelio de Trametes

versicolor en fase logaritmica, con 3 muestras de 6 mm de diametro por matraz. A una
temperatura de 28°C con agitacién constante. Se tomaron alicuotas de 300 pL del medio

cada 24 horas para la determinacion de actividad.



La determinacion de actividad enzimatica se realizé de acuerdo a Nagai (2002). Se tomo
una alicuota de 300 pL del medio de cultivo. La mezcla de reaccidon estara compuesta por
500 pL de buffer Macllvaine pH 4.0 (0.1 M de acido citrico, 0.2 M de fosfato de sodio
dibasico), 300 puL de de H,O destilada estéril, 100 L de ABTS (2, 2'- azino-bis (3-
etilbenztiazolina- 6- sulfonato) y 100 pL de la fase acuosa del medio de cultivo centrifugado.
Las muestras se incubaron a 30 °C durante 20 min y la reaccion se detendra afiadiendo 400
uL de acido tricloroacético al 5 % (v/v en agua). La formacion del radical catidnico se
detectara midiendo el incremento en la absorbancia a 420 nm (e420 = 36 000 M cm™). Una
unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la
oxidacion de 1 umol de ABTS en una reaccion de 100 uL a 30 °C en 1 min. El proceso se

realizo por triplicado.

V.9.2.3 En presencia del cristal
Para determinar la actividad enzimatica en presencia del cristal, se realizd bajé las mismas

condiciones anteriores afiadiendo la sustancia cristalina a una concentracion de 250 pg/mL.

V.9.3 Cuantificacion de de proteina extracelular
A los medios de cultivo se les cuantifico la proteina por medio del microensayo de Bradford
(Bradford 1976). El método de Bradford se basa en la unidon no covalente del Azul de
Coomassie a las proteinas. El azul de Coomassie es un compuesto que presenta diferentes
espectros de absorcidn segun el estado de protonacion en el que se encuentra: la forma
cationica es de color rojo-marrén (maximo de absorbancia a 470 nm), la neutra es verde

(maximo a 650 nm) y la anidénica es azul (maximo a 595 nm).



La presencia de proteinas favorece el desplazamiento del equilibrio hacia la forma anidnica
debido a la interaccion de los grupos sulfonicos del Coomassie con los grupos cationicos y
las cadenas laterales de algunos residuos de aminoacidos de las proteinas (principalmente
Arg y Lys), produciéndose entonces la coloracion azul que puede medirse a A = 595 nm.

La curva de calibracion se realizé con diferentes concentraciones de seroalbumina bovina,
partiendo de una solucién Stock de 1mg/ml. Las concentraciones de seroalbumina fueron las
siguientes:

Tabla 1 Concentraciones de seroalbimina bovina.

CONCENTRACION | VOLUMEN DE
FINAL DE SOLUCION AGUA REACTIVO VOLUMEN
PROTEINA STOCK DE DESIONIZADA DE FINAL
SEROALBUMINA | SEROALBUMINA (ML) BRADFORD (uL)
BOVINA BOVINA
(ng /mi) (uL)
0 0 800 200 1000
2 2 798 200 1000
4 4 796 200 1000
6 6 794 200 1000
8 8 792 200 1000
10 10 790 200 1000

Cada dilucion se realizo por triplicado. A cada tubo de las diluciones se le adicionaron 200 L
del reactivo de Bradford (Bio-Rad), se homogenizaron con vortex y se dejaron reposar
durante 5 minutos. Después de terminado el tiempo de reposo se leyd su absorbancia en un
espectrofotometro a 595 nm
Con las absorbancias obtenidas y las concentraciones de seroalbumina bovina de la curva
de calibracidn se pudo obtener los parametros de la ecuacion de la recta.

y=mx+b
Donde:

y = Absorbancia

x = Concentracién de proteina (ug mi-1)
b = Ordenada al origen

m = Pendiente de la recta.
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Figura 13. Curva estandar para calcular la concentracion de proteina.

V.10 Separacioén del extraible hexanico mediante cromatografia en capa fina.
Se realiz6 cromatografia en capa fina (placas de aluminio de silica gel 60 F»3y ) para
cada uno de los extractos obtenidos, asi como con los cristales obtenidos, utilizando

las siguientes fases moviles:

Extracto Fase movil

Hexanico Hexano-acetato de etilo (8:2)
Eter etilico Eter etilico-acetato de etilo (8:2)
Acetato de etilo Acetato de etilo

Acetona Acetona-acetato de etilo (8:2)

Las placas cromatograficas se observaron bajo luz ultravioleta para observar las

senales.

V. 11 Caracterizacion quimica del cristal.
Para identificar los componentes quimicos del cristal se utilizaron las siguientes técnicas:
Espectrometria de Masas para estimar el peso molecular y Espectroscopia de Resonancia

Magnética Nuclear (RMN) de Proton y Carbono para determinar conectividad entre atomos.



V.11.1 Espectroscopia de masas

Los espectros de masa se realizaron mediante el Espectrometro de Masas Hewlett Packard
(HP 5989 B), utilizando un detector de iones (multiplicador de electrones) y una energia de
ionizacion de 20-30eV.

V.11.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-1H) fueron analizados con el
equipo Varian Mercury Plus 400, a 400 MHz, con un angulo de pulso de 50°, con un tiempo
de retencién de 3.6 segundos, la venta espectral fue de 6000 Hz con 16 repeticiones,. Se

utilizé como disolvente cloroformo deuterado.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de carbono (RMN-'3C) fueron analizados
con el equipo Varian Mercury Plus 400 a 100.6 MHz, con un angulo de pulso de 45°, con un
tiempo de retencion de 1.19 segundos, ventana espectral de 25000 Hz, con 1040
repeticiones. Se utiliz6 como disolvente cloroformo deuterado.

El analisis se realizd en el Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

V.12 Estructura tridimensional de la enzima lacasa de Trametes versicolor.
La estrucutra trimidensional de la enzima lacasa del hongo Trametes versicolor se obtuvo de

la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI), con la clave 1GYC .


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/mmdb/mmdbsrv.cgi?uid=20339

V.13 Modelado molecular

El modelado molecular es una herramienta que nos ayuda a predecir la interaccion de una
macromolécula con un ligando, en este estudio se utilizdé para analizar la interaccién que
existe entre la enzima lacasa del hongo Trametes versicolor con la molécula antifungica
(cristal o sustrato) obtenida en el presente trabajo y poder describir el mecanismo molecular
de inhibicion de crecimiento del hongo.

El software utilizado fue Autodock 4.2, por ser de licencia libre ademas de su amplia difusion
y aceptacion en el campo cientifico. Dicho software mide la energia libre del sistema
(enzima-molécula antifungica) para una funcién que esta basada en el analisis de regresion
lineal, con el campo de fuerza AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement).
Para la visualizacion se utilizé Autodocktools version 1.5.4.

Los calculos de Autodock comprenden tres etapas:

(1) etapa de preparacién para el sustrato y la proteina, donde hay informacién de atomos de
hidrogenos polares, los cuales comprenden cargas parciales atomicas y de tipos de atomos,
pero también de grados de libertad en los enlaces de torsién.

(2) calculo en las propiedades atomicas, la cual es una evaluacion de energia rapida que se
realiza por el calculo de las afinidades atomicas para cada atomo del sustrato.

(3) el anclaje o acoplamiento molecular, el cual mide la energia libre por métodos de
mecanica molecular que utiliza base de datos que se ajustan sobre los resultados

experimentales con el fin de simplificar los calculos.

Autodock utiliza los métodos de la mecanica molecular para evaluar el campo de fuerza
electrostatico durante las simulaciones moleculares. EI campo de fuerza molecular esta
parametrizado utilizando un gran numero de complejos proteina-inhibidor con constantes del

equilibrio de interaccion conocidas.



Evaluacién de la actividad antifingica de diferentes extractos del duramen de Dalbergia congestiflora P. y
aislamiento e identificacién del componente con actividad bioldgica.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

V1.1 Andlisis genético de Trametes versicolor

La razén por la cual se realizd la huella genética del hongo fue el hecho de que la muestra
de micelio proporcionada por la Facultad de Ingenieria y Tecnologia de la Madera no habia
sido identificado hasta ese momento y con la finalidad de avanzar en el proyecto se decidid
realizar analisis del ADN para confirmar su identidad.

El ADN purificado y secuenciado (correspondiente a la unidad ribosomal fungica) arroj6 la

siguiente informacion, como se observa en el electroferograma (Figura 14)

Figura 14. Electroferograma



La secuencia de nucledtidos de aproximadamente 600 pares de bases, fue suficiente para

realizar el alineamiento de la secuencia.

Figura 15. Secuencia de nucleétidos de la unidad ribosomal fungica.

VI 1.2 Alineamiento de secuencia de nucleétidos.

La secuencia de nucleotidos se analizé mediante BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), el cual es un programa informatico de alineamiento de secuencias, ya sea de ADN o
de proteinas. El programa es capaz de comparar una secuencia problema contra una gran
cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos. El alineamiento nos da un
95% de identidad de Trametes versicolor. Con el dato de identidad se continué con las

pruebas biologicas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Software
http://es.wikipedia.org/wiki/Alineamiento_de_secuencias
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_de_datos

VI. 2 Contenido de lignina y holocelulosa a partir de la harina de madera.

Lignina Holocelulosa

30.52% 80.53%

Tabla 2 Porcentaje de lignina y holocelulosa

En primer lugar se calcul6 el contenido de humedad de la harina libre de extraibles, con un
contenido del 9.09% para determinar el contenido de lignina y holocelulusa en base seca. El
contenido de lignina fue del 30.52% de lignina y un alto contenido de carbohidratos totales

del 80.53%.

Figra 16. Llignina y holocelulosa obtenidas.

Se aprecia el color ocre caracteristico de la lignina y un color amarillento de la holocelulosa,

esto se debe al alto contenido de extraibles en la madera.

V1.3 Contenido de extraibles

Se realizd extraccion sucesiva con solventes de polaridad creciente para obtener una
separacion de extraibles de acuerdo a su polaridad (Hillis 1971). El contenido total de
extraibles fue del 18.32% (hexano 4.83%, éter etilico 7.34%, acetato de etilo 4.36% y

acetona 1.79%) a diferencia de lo reportado por Richter en 1996, con de un valor del 29%.



Siendo el extracto con éter etilico el que produjo la mayor cantidad de extraccion (Figura 17),
por lo que esta madera es rica en sustancias de polaridad media, como pueden ser: aceites,

ceras, resinas y esteroles (Brito 1995).

Contenido de extraibles
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Figura 17. Porcentaje de extraibles obtenidos con los diferentes solventes.

Figura 18. Apariencia de los extractos obtenidos.

Se aprecia un color amarillento en el extracto hexancio y un color violeta para el resto de las

extracciones (Figura 18).



La alta cantidad de sustancias extraibles presentes en la madera como es en este caso,
puede ser una desventaja en los procesos de pulpeo ya que ocasiona amarillamiento en la

pulpa (Fengel y Wegener 1984).

VI1.3.1 Cromatografia en capa fina de los diferentes extractos.

La cromatografia es una técnica de analisis quimico utilizada para separar sustancias puras
de mezclas complejas cuya fase movil es liquida y la fase estacionaria es un sélido. La fase
estacionaria es un componente polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la
fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad
seran los menos polares. La constante RF (Ratio of Front) es simplemente una manera de
expresar la posicion de un compuesto sobre una placa como una fraccion decimal, mide la
retencion de un componente y se define como:

Rf=___ Distancia recorrida desde el origen por el compuesto
Distancia recorrida desde el origen por el frente del eluyente

Los extractos obtenidos se analizaron mediante cromatografia en capa fina con la finalidad

de darnos idea de la cantidad de componentes presentes en cada muestra.

a) b) c) d) e

- / Extracto hexdanico
y

Figura 19. Cromatogramas de los extractos obtenidos.



a) En el cromatograma del extracto hexanico se aprecian dos sefiales.

b) En el cromatograma del extracto con de éter etilico se observa un barrido sin
apreciarse sefales aisladas.

c) En el cromatograma del extracto con acetato de etilo se observan al menos 3
senales.

d) En el cromatograma de extracto acetdnico no se observan sefales.

e) Se corrio a la par el extracto crudo hexanico (primer carril) y muestra de cristal
(segundo carril) para analizar a cual de las dos sefales del extracto hexanico

correspondia el cristal.

Como se aprecia en la Figura 19 hay diferentes sefiales para cada extraccién con los
diferentes solventes, observandose la presencia de 2 componentes en el extracto hexanico
(a) una cantidad mayor de componentes para los extractos éter etilico (b) y acetato de etilo
(c) y ausencia de componentes en el extracto acetdnico (d), estos datos coinciden con los
rendimientos de cada extracto ya que con los que mayor rendimiento mostraron fueron los
extractos con éter etilico y acetato de etilo, esto se debe a que hay mayor cantidad de
extraibles con dichos solventes. La sefal del cristal corresponde a la mas polar del extracto

crudo hexanico con el mismo Rf de 0.2.

VI.4 Extracto hexanico

En el proceso de extraccion con el solvente hexano, se observo la formacion de cristales en
las paredes del matraz (Figura 20), los cuales se aislaron y se lavaron con diclorometano
para eliminar las mieles del extracto, posteriormente los cristales se colocaron dentro de una
estufa a 55°C para eliminar el solvente. Estos cristales fueron indicio de que se logré extraer

una sustancia pura por lo que también fueron sometidos a la prueba de actividad antifungica



a una concentracion de 250 pg/mL. Se realizaron estudios quimicos para los cristales

paralelamente a los estudios de actividad biologica.

Figura 20. Formacion de cristales en extracto hexanico.

Las aguas madres del extracto hexanico se dejaron reposando varios dias para la formacion

de nuevos cristales, lo cual se logré al cabo de 6 dias

Figura 21. Aguas madres de extracto hexanico



VI1.4.1 Caracteristicas fisicas del cristal:

Figura 22. Conjunto de cristales

Figura 23. Medidas del cristal
Los cristales forman agregados en forma de arroz de color amarillento (Figura 22) Para
observarlos a detalle se visualizaron bajo microscopio estereoscopico, las medidas promedio
de los cristales fueron 0.86 mm de ancho y 1 mm de largo (Figura 23). El punto de fusion

determinado fue de 72°C.



VI.5 Actividad antifungica

Control

Figura 24. Actividad bioldgica de los diferentes extractos ante el hongo Trametes versicolor

a) Cultivo con extracto hexanico a la concentracion de 250 mg/L y 500 mg/L asi como
con cristal a 250 mg/L

b) Cultivo con extracto éter etilico,

c) Cultivo con extracto acetato de etilo,

d) Cultivo con extracto aceténico.

(b, cy d alas concentraciones de 250 ug/mL y 500 pug/mL )



Se observaron diferentes niveles de actividad antifungica de los extractos ante el hongo
Trametes versicolor. El extracto hexanico a las concentraciones de 250 ug/mL y 500 ug/mL,
asi como con el cristal aislado a una concentracion de 250 pg/mL mostraron el mayor efecto
antifungico (Figura 24), estos resultados son similares a los reportados por Rutiaga y col.
en 1995, ya que el hongo Trametes versicolor fue inhibido al 100% con una fraccién de
extracto hexanico del duramen de la madera Dalbergia granadillo, por lo que seria
interesante buscar la actividad antifungica de otras Dalbergias usando hexano en la
extraccion.

Los medios inoculados con los extractos éter etilico y acetato de etilo mostraron crecimiento,
sin embargo éste disminuyd al aumentar la concentracion de 250 pg/mL a 500 pg/mL , en
ambas concentraciones existe diferencia significativa de crecimiento con respecto al control,

con el extracto acetonico no hubo cambio estadisticamente significativo (Figura 25)
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Figura 25. Crecimiento radial del hongo Trametes versicolor en presencia de los diferentes extractos.



V1.6 Inhibicién de crecimiento fungico.

En cuanto al porcentaje de inhibicidon de crecimiento fungico, el extracto con mayor actividad
inhibitoria fue el hexanico y con el cristal aislado , por lo que es posible que el cristal sea la
sustancia responsable de la actividad antifungica, la cual podria seguir presente en el
extracto con eter etilico asi como con acetato de etilo ya que con estos extractos se sigue

observando inhibicion de crecimiento del hongo, sin embargo esto no ocurre con el extracto

acetonico (Figura 26).
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Figura 26. Porcentaje de inhibicion del hongo Trametes versicolor



V1.7 Concentracion minima de inhibicion fungica en presencia de cristales.

Una vez observada la inhibicion del 100% con los cristales a la concentracion de 250 pyg/mL

se determino la concentracion minima de inhibicién de crecimiento del hongo, partiendo de

una concentracion de 200 pg/mL y una minima de 50 pg/mL. El crecimiento del hongo se ve

disminuido tanto a la concentracion de 50 pyg/mL como a 100 pg/mL, la dismunucion es

estadisticamente significativa a partir de 100 ug/mL, la inhibicion del 100% se presentd a

partir de 150 yg/mL (Figura 27). El ensayo se realizo por triplicado.
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Figura 27. Concentracion minima de inhibicion del 100% del hongo Trametes versicolor
Foto: 1) 50 ug/mL, 2) 100 pg/mL , 3) 150 ug/mL , 4) 200 pg/mL




V1.8 Cinética de crecimiento en placa de Trametes versicolor
Para conocer el comportamiento del hongo se realizo la cinética de crecimiento en placa en
condiciones basales y cinética de crecimiento en presencia de los cristales. Esto consiste en

medir el crecimiento del micelio cada 24 horas hasta saturar la caja Petri.

Cinética de crecimiento en placa.
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Figura 28. Cinética de crecimiento de Trametes versicolor en condiciones basales y en presencia de
cristales.

En condiciones basales se observa un crecimiento constante a partir del primer dia de
incubacion, con un crecimiento acelerado del micelio a partir del segundo dia, para el octavo
dia el micelio habia saturado la caja Petri con un diametro de 85 mm. Ante la presencia de
cristales en el medio de cultivo a una concentracién de 250 ug/mL el crecimiento fue nulo

durante los 8 dias de incubacién (Figura 28).



V1.8 Cinética de crecimiento en medio liquido de Trametes versicolor
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Figura 29. Cinética de crecimiento de Trametes versicolor en medio liquido en condiciones basales y
en presencia de cristales.

Los resultados de cinética en placa nos arrojan que el micelio fungico no crece en presencia
de los cristales, sin embargo pueden existir diferencias en el crecimiento si se somete a
medio liquido y lo podemos observar en la cinética de la figura 29. En condiciones basales
se presentd crecimiento desde el primer dia de incubacion y hasta el término del ensayo
(igual comportamiento que en placa).

Adicionando cristales al medio liquido a la misma concentracion que en placa (250 ug/mL),
se observan cambios, ya que se aprecia un ligero crecimiento determinado por el peso seco
del micelio a partir del quinto dia hasta llegar a un maximo el dia 10, disminuyendo la
biomasa a partir de aqui y hasta el término de la prueba. En medio liquido el hongo tiene
mayor superficie de contacto con los nutrientes y por lo tanto mayor captacién de los mismos

por lo que el hongo se mantuvo en cierta latencia.



V1.9 Actividad enzimatica de Lacasa

Teniendo el conocimiento de que la enzima lacasa es una de las enzimas responsable de la
degradacion de lignina presente en el hongo Trametes versicolor, uno de nuestros
cuestionamientos es si la enzima es afectada en presencia de la sustancia cristalina y que
ésta sea la razén de la inhibicion del crecimiento del hongo, por lo que uno de nuestros
objetivos es evaluar la actividad de la enzima en condiciones basales y en presencia de los
cristales en un lapso de 15 dias de incubacion.

La actividad de la enzima se determiné utilizando como sustrato artificial el 2-2’ azinobis-3
etilbenzotiazolin-6-sulfonato de diamonio (ABTS) el cual funge como lignina. La lacasa al
oxidar al ABTS se produce un color azul debido a la formacion del radical cationico el cual se
detecta por incremento en la absorbancia. Se define una unidad de actividad enzimatica (U)

a la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 ymol de ABTS (Nagai y col 2002)
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Figura 30. Actividad enzimatica de Lacasa en condiciones basales y en presencia de cristales.



V1.9.1 En condiciones basales
Como se observa en la figura 30, la actividad enzimatica basal llega a su maximo en el dia
7, disminuyendo su actividad y quedando estable a partir del octavo dia y hasta el término

de la prueba.

V1.9.2 En presencia de cristales

Al anadir la sustancia cristalina al medio de cultivo hay drasticos cambios en la actividad
enzimatica, es nula. No hay actividad en ninguno de los 15 dias analizados (Figura 31).

Este dato nos va dando repuesta a la inhibicion del crecimiento del hongo, ya que podemos

sugerir que la sustancia aislada (cristal) inhibié la actividad de la enzima Lacasa.

V1.10 Cuantificaciéon de enzima Lacasa

Una mas de nuestras interrogantes es conocer si la cantidad de proteina extracelular (en la
que se incluye a la enzima Lacasa) disminuia en presencia de los cristales siendo otra
posible razén de la inhibicidon de crecimiento fungico.

Para determinar la cantidad de proteina se tomaron alicuotas del medio liquido inoculado de

los matraces utilizados para la determinacion de actividad enzimatica.

V1.10.1 En condiciones basales
Con condiciones basales el hongo inicia la produccion de enzima extracelular a partir del
tercer dia, con una produccién continua durante los 15 dias del ensayo, teniendo dos picos

en los dias 5 y 10, con una concentracion maxima de 5 pg/ml. (Figura 31).
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Figura 31. Cuantificacion de proteina extracelular.

V1.10.2 En presencia de cristales

A diferencia de las condiciones basales la cantidad de proteina producida por el hongo al
afadir la sustancia cristalina al medio de cultivo, aumenta drasticamente desde el primer dia
de incubacion, cuantificAndose un valor de 13 ug/ml mientras que en condiciones basales no
hubo produccion de enzima en los dos primeros dias. La mayor concentracion de enzima se
observd en el dia 4 con un valor de 18ug/ml, estos valores se mantuvieron relativamente
cercanos durante los 15 dias de incubacion (Figura 31).

Con estos datos comprobamos que al afadir los cristales al medio de cultivo no solo hay
produccion de enzima si no que ésta aumenta casi un 300% con respecto a las condiciones
basales. Una posible respuesta a este hecho es que el hongo produce una mayor cantidad
de proteina como mecanismo de defensa ante la presencia de una sustancia extrana

(sustancia cristalina).



VI.11 Elucidacién estructural de la sustancia cristalina

Los primeros estudios de Resonancia Magnética Nuclear se realizaron en el Instituto de
Investigaciones Quimico Biolégicas de la UMSNH, los estudios de alta resolucién fueron
realizados en la Escuela de Ciencias Biologicas del IPN bajo la direccién del Dr. Joaquin

Tamariz Mascarua.

Espectrometria de Masas, '"H RMN y 3C RMN de los cristales aislados
Los cristales aislados del extracto hexanico se analizaron en primer lugar por
Espectrometria de Masas (Figura 34), *C RMN (Figura 35) y '"H RMN (Figura 36). Los

desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos (8) y constantes de acoplamiento (J), determinados por

'"HRMN vy ®C RMN para el cristal aislado.

'H RMN (500 MHz, CDCls) § 3.52 (ddd, J = 11.0, 6.5, 5.0 Hz, 1H, H-6 a), 3.62 (t, J = 11.0 Hz,
1H, H-6 B), 3.70 (s, 3H, OMe), 4.22 (ddd, J = 11.0, 5.0, 0.5 Hz, 1H, H- 6 a), 5.48 (d, J = 6.5
Hz, 1H, H-11a), 5.52 (a, 1H, OH), 6.40 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 6.45 (s a, 1H, H-10), 6.46 (dd,
J =90, 2.0 Hz, 1H, H-8), 6.54 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H, H-2), 7.12 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-7),
7.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-1).

3C RMN (400 MHz, CDCls) & 39.42 (C-6a), 55.49(MeO), 66.49 (C-6), 78.52 (C-11 a), 96.88
(C-10), 103.64 ( C-4), 106.39 (C-8), 109.76 ( C-2), 112.55 ( C-11b), 119.10 (C-6b), 124.75 (C-

7), 132.18 (C-1), 156.59 (C-10 a), 157.00 (C-9), 160.58 (C-4 a), 161.04 (C-3)




De acuerdo a los desplazamientos quimicos arrojados por 'H RMN y 3 C RMN, la estructura
quimica del cristal aislado contiene: 16 atomos de Carbono, 14 de Hidrégeno y 4 de Oxigeno
(C16H1404), los analisis de masas de alta resolucién indican que la masa es m/z = 270.0892
mientras la masa calculada fue de 270.0888, con rotacion especifica [0]*°p= +281.44 (c 0.16,
CHCI3 ). En base a referencias bibliograficas, se compararon los desplazamientos quimicos
obtenidos con estructuras reportadas anteriormente (Tabla 4), siendo éstos muy cercanos a
los experimentales, con lo que se determiné que la estructura estudiada corresponde a:

(+)- 3-hydroxy-9-methoxypterocarpan o Medicarpina.

Tabla 4 Comparacion de las sefiales de RMN-"H de Medicarpinas reportadas.

C (-)-Medicarpina (+)-Medicarpina
(+)-Medicarpina Glucosilada® Experimental
3.52
3.55 3.74
(ddd, J = 11.0, 6.5, 5.0 Hz,
(m, 1H, H6a) (m, 1H, H6a) 1H, H-6a)
3.65
3.75 3.62
(1H, dd, J ‘1&%’ 109 Hz, H (1H, d, J =7.3 Hz, H-6) (t, J=11.0 Hz, 1H, H-6pB)
3.75 3.70
""""""""""""" (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe)
4.26 4.22
(1H, dd, J = 4.8, 10.9 (ddd, J = 11.0, 5.0, 0.5 Hz,
Hz, H-60) 1H, H-6a)
5.23 4.37 5.48
(1H, d, J = 6.7 Hz, H-11a) (1H, d, J = 4.2 Hz, H-11a) (d, J=6.5Hz, 1H, H-11a)
5.52
""""""""""""" (a, 1H, OH)
6.62 6.40
""""""""""""" (1H, dd, J = 2.4 Hz, H-4) (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-4)
7.03 6.45
""""""""""""" (1H, s, H-10) (s a, 1H, H-10)
7.12 6.46
""""""""""""" (1H, dd, J = 2.4 Hz, H-8) (dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H, H-8)
6.68 6.54
""""""""""""" (1H, s, H-2) (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H, H-2)
7.55 7.12
""""""""""""" (1H, d, J = 8.6 Hz, H-7) (d, J=9.0 Hz, 1H, H-7)
7.33 7.37
""""""""""""" (1H, d, J = 8.5 Hz, H-1), (d, J=8.5Hz, 1H, H-1)

'(Deesamer y col. 2009). %(Tsunoda y col. 2008)




VI.11.1 Estructura elucidada.
La estructura elucidada corresponde a la molécula: 3-hydroxy-9-methoxypterocarpan,

conocida como Medicarpina, perteneciente a un grupo de sustancias llamadas fitoalexinas.

OMe

Figura 32. Medicarpina

Tsunoda y col., en el 2008 reportan seis compuestos a partir de Gueldenstaedtia
multiflora, planta usada en la medicina tradicional china como antiinflamatorio, analgésico y
como remedio para combatir la ictericia. Entre los compuestos reportados se encuentra un
derivado de la medicarpina, se trata de la medicarpina glucosilada.

Ademas se reporta el aislamiento e identificacion de (+) Medicarpina a partir del duramen del
arbol Dalbergia olivery, el cual se distribuye ampliamente en Tailandia y es usado en la
medicina tradicional para el tratamiento de ulcera crénica (Deesamer y col. 2009). La
medicarpina fue aislada a partir del extracto hexanico del duramen, coincidiendo con nuestra
metodologia dando un mayor soporte a los resultados de nuestro trabajo, aun mas por

tratarse de una Dalbergia.



VI. 12 Medicarpina

Medicarpina (también conocido como 3-hidroxi-9-methoxypterocarpan) fue aislada en 1971
(Smith 1971), como una respuesta quimica de la alfalfa (Medicago sativa) a la infeccién por
hongos. La medicarpina pertenece a un grupo de sustancias llamadas fitoalexinas. Se
encuentran comunmente en los miembros de las leguminosas, se produce en casos de
estrés biotico que incluye la invasién fungica, bacteriana y presencia de metales pesados
(Tsiri y col. 2009). Los detalles bioquimicos de esta defensa aun se desconocen. Sin
embargo, se han realizado trabajos para identificar a los grupos funcionales involucrados,
(grupo hidroxilo fendlico y el grupo dimetilalil) para poder asi determinar el grado de
toxicidad de la planta contra patégeno (Delserone 1992). La biosintesis de la medicarpina se

inicia con la molécula fenilalanina requiriendo de varias enzimas (Figura 33).

Figura 33. Biosintesis de medicarpina

http://commons.wikimedia.org/wiki/User:Nguyenkn



Se ha identificado la presencia de medicarpina y diversas especies. En 1972 se reporta la
existencia de 3-hydroxy-9-methoxy and 3-hydroxy8,9-methylenedioxypterocarpanos en
Andira inermis Wright H. B. K. asi como en Dalbergia stevensonii (Mcmurry y Martin 1972).
En el 2009 se reporta la existencia de medicarpina en Artabotrys odoratissimus

(Singh y col 2009) y en Dalbergia oliveri (Deesamer y col 2009).

V1.12.1 Propiedades medicinales de la medicarpina

Ademas de presentar actividad antifungica y antebacteriana, especialmente en la familia de
las leguminosas, la medicarpina posee potenciales usos medicinales (Miller y col 1985)

Se ha reportado que la medicarpina y sus derivados poseen la capacidad de inhibir la
sintesis de leucotrienos (Miller y col 1989), asi como una alta actividad antimitética es decir
inhibe el crecimiento celular al impedir la mitosis (divisidn celular), por lo que se considera

una potente sustancia anticancerigena (Militao y col 2005).

Numerosos estudios se han realizado para mostrar la versatilidad de la medicarpina, sin
embargo no se han proporcionado detalles sobre las posibles interacciones moleculares
entre la medicarpina y las diferentes macromoléculas. Por lo anterior el ultimo de nuestros
objetivos de este proyecto es evaluar las interacciones moleculares entre la medicarpina y la

enzima lacasa del hongo Trametes versicolor


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Milit%C3%A3o%20GC%22%5BAuthor%5D

VI1.12.2 Fitoalexinas

Los primeros reportes sobre la presencia de fitoalexinas fueron descritos por Muller y Borger
(Kuc 1995), mostrando fuertes evidencias de la resistencia de la papa al hongo Phytophtora
infestans. La base fisiolégica y bioquimica de la resistencia de plantas al ataque de
patdgenos, hongos y bacterias; se encuentra relacionada con la biosintesis de metabolitos
secundarios implicados en los procesos infecciosos. Muchos cambios bioquimicos ocurren
en las plantas después de una infeccién y algunos de estos cambios se han asociado con la
expresion del mecanismo de defensa, produciendo sustancias llamadas fitoalexinas.
Conforme se avanzaba en el conocimiento de estos metabolitos, su definicion también fue
evolucionando, considerandose en la actualidad compuestos antimicrobiales de bajo peso
molecular producidos por las plantas en respuesta a infeccion, agentes quimicos, dafo
mecanico o a estrés. Aunque se podria cuestionar el concepto antimicrobial, ya que las
investigaciones reportan su sintesis como producto del ataque de hongos, en menor
frecuencia al de bacterias. Las fitoalexinas se sintetizan en las células sanas adyacentes a
las células danadas y se acumulan tanto en tejidos necroticos resistentes, como
susceptibles, es decir, se producen restringidamente en un sitio alrededor del lugar de
infeccidon. Después de una infeccidon son sintetizadas rapidamente, casi en horas después del
ataque del patégeno y son toxicas para un amplio espectro de hongos y bacterias patogenas
(Taiz y Zeiger 1991).

Se han identificado alrededor de 200 compuestos que por la presencia de microorganismos y
condiciones de estrés han inducido la sintesis de fitoalexinas, por ejemplo la acumulacion de
pisantina en chicharo (Pisum sativum), faseolina en frijol (Phaseolus vulgaris) y gliceolina en

soya (Glycine max).



La mayoria de las fitoalexinas se han identificado en las familias: Leguminosae vy
Solanaceae, pero es importante sefialar que en cada familia se han llegado a detectar estos
metabolitos pertenecientes unicamente a dos o tres clases de productos naturales, como
ejemplo, se han detectado dos poliacetilenos: falcarinol y falcarindiol y un sesquiterpenoide:

risitina en tomate (Lycopersicon esculentum, Solanaceae).

Biosintesis de fitoalexinas

La mayoria de las fitoalexinas identificadas derivan de la ruta biosintética de los
fenilpropanoides (Reichling 1999). Se encuentran diversos metabolitos identificados,
involucrados en la resistencia a enfermedades flavonoides, isoflavonoides, coumarinas,
estilbenos, dihidrofenantrenos, lignina y otros fenoles. La secuencia de las reacciones de
sintesis y las enzimas involucradas, también se encuentran identificadas. Las enzimas que
catalizan los pasos son la fenilalanina amonio liasa (PAL), cinamato-4-hidrolasa y la 4-
cumarato coenzima A ligasa. Existen otras enzimas que se encargan de reacciones
especificas: como hidroxilaciones, metilaciones, etc. Una cercana relacion de las enzimas y
las rutas metabdlicas y una aparente interdependencia en la regulacién existente El
mecanismo por el cual las fitoalexinas alcanzan su efecto téxico no es aun claro.
Considerando una gran diversidad de estructuras, un modo de accién es improbable, pero se
cree que interactuan en diferentes sitos causando una disfuncion en la integridad de la
membrana. Estas especulaciones se establecen debido a que recientes estudios reportan el
modo de accién del glicinoll identificado en soya (Glycine max) en sitios especificos (Ebel

1986).



VI.13 Espectros H' RMN para los diferentes extractos

Se realizaron estudios de RMN de protén a cada uno de los extractos obtenidos, en los
cuales se observa claramente el patrén de sehales correspondiente a la Medicarpina en 3 de
los 4 extractos obtenidos: hexanico, éter etilico y acetato de etilo (con cierto grado de
impurezas en cada uno de ellos) (Figura 41), mientras que para el extracto acetdnico, estas

sefales no estan presentes.

Con estos resultados comprobamos que la Medicarpina es la sustancia responsable de la
actividad antifungica presente en los extractos: hexanico, éter etilico y acetato de etilo a
diferencia del extracto acetonico ya que fue el Unico que no presentd actividad antifungica

por no estar presente la sustancia antes mencionada.
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Figura 34. Espectro de Masas correspondiente al cristal aislado
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Figura 35. Espectro de > C RMN del cristal aislado del extracto hexanico de la harina de madera de Dalbergia congestiflora P.
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Pulse Sequence: szpul
Solvent: CDC13

Ambient temperature
Mercury-400BB “mercuryz0o®

Relax. delay 1.008 sec

Pulse 50.0 degrees
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OBSERVE H1, 400.1532230 MHz
DATA PROCESSING

FT size 65536
Total time 1 min, 18 sec

T T — T T - - — 3 -

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
g.02 6.07 l;r.rb'lj l;‘;ﬁ 1E.17‘6’“7D )
2o 6.095.58 6.31 6.70 12.18

Figura 36. Espectro de H' RMN del cristal aislado del extracto hexanico de la harina de madera de Dalbergia congestiflora P.
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Figura 37.

Espectro de H' RMN del extracto hexanico crudo de la harina de madera de Dalbergia congestiflora P.
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Figura 38. Espectro de H' RMN del extracto éter etilico de la harina de madera de Dalbergia congestiflora P.
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Figura 39. Espectro de H' RMN del extracto acetato de etilo de la harina de madera de Dalbergia congestiflora P.
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Figura 40. Espectro de H' RMN del extracto aceténico de la harina de madera de Dalbergia congestiflora P
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Figura 41. Comparacién de los espectros de H' RMN de los 4 diferentes extractos con el espectro del cristal.
1:Cristal, 2: extracto hexanico, 3: extracto éter etilico, 4: extracto acetato de etilo, 5: extracto acetdnico




VI1.14 Modelado Molecular
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Figura 42. Enzima Lacasa de Trametes versicolor

Representacion de la superficie de la enzima lacasa de Trametes versicolor, en la que se
destaca el sitio catalitico conformado por cuatro atomos de cobre (Cu), el cobre tipo 1
(T1), tipo 2 (T2) y el tipo 3 (T3) formado por 2 atomos de cobre, los cuatro atomos estan

en el estado de oxidacion 2 +.



El sitio T1 se encuentra localizado en el dominio 3, ligeramente acostado en la superficie
de la enzima. T2 y T3 forman un complejo trinuclear en la superficie entre el dominio 1y 3
de la enzima. Ademas se resalta la cavidad en donde —dscansa” el Cuf.

El sitio T1 es el aceptor primario de electrones donde la enzima cataliza la oxidacion de 1e
del sustrato. Los electrones extraidos del sustrato reducido son transferidos al centro
trinuclear T2/T3 donde se lleva a cabo la reduccién de O; a H,O. De acuerdo a los
experimentos realizados por Blandford y col en el 2007, hay una cavidad préxima al sitio
T2/T3 en la que se facilita la llegada del O, conduciendo a la reduccién del mismo.

En la representaciéon de la superficie de la lacasa (Figura 42) se puede apreciar
claramente dos cavidades cercanas al T1/T3, en donde Blandorf representa como entrada
de O, y salida de H0.

Debido a que en la literatura no se ha reportado aun el mecanismo molecular por el cual
es inhibida la actividad de la enzima lacasa, nuestro interés nos lleva al estudio de las
interacciones de acoplamiento entre la enzima y la molécula aislada con la finalidad de
poder dar respuesta a este fendmeno, ya que hasta el momento solo se hacen
especulaciones al respecto.

Se realizé el dockeo (acoplamiento) en primer lugar entre la enzima y un dinero de lignina
(dilignol) como control positivo (Figura 43) posteriormente el acoplamiento entre la enzima

y la molécula Medicarpina.



Dimero de coniferol (B-0-4)

HsCO OH OH
Ho~<\ >—( :o—</ >—//

Cavidad del Cu 1 (T1)

Figura 43. Acoplamiento entre enzima lacasa y dilignoles.
Se representan los 100 acoplamientos entre la enzima y el dilignol (dimeros de coniferol
B-O-4). Los dimeros de lignina se acoplan mayoritariamente en la cavidad hacia el T1,
lugar en donde se reporta el inicio la degradacion de la lignina, acoplandose en menor

proporcion a la cavidad | T2/T3. Con este dato validamos nuestro modelo de estudio.

Los dilignoles se representan en modelos de varas.



Figura 44. Mejor acoplamiento entre enzima lacasa y dilignol

Se representa el rotdmero con la mejor energia de interaccion de los 100 acoplamientos
entre la enzima y los dimeros de lignina, el cual se ancla cerca del Cu 1, con lo que

validamos el funcionamiento de nuestro modelo.



(o7}

Figura 45. Acoplamientos entre enzima lacasa y medicarpina

Medicarpina

T2/7T3

Se representan los 100 acoplamientos entre la enzima y la medicarpina, en su mayoria se

acoplan cerca al sitio T2/T3. Modelo de medicarpina de varas.
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Figura 46. Mejor acoplamiento entre enzima lacasa y medicarpina
Se esquematiza el rotamero de medicarpina con mejor energia de interaccion (el mejor
acoplado), el cual se ubica cercano al sitio T2/T3, al anclarse la molécula de medicarpina
en esta cavidad es probable la interrupcién de la transferencia electronica al bloquear el
canal de oxigeno, impidiendo asi la transferencia de electrones al T2/T3. Esta es la

posible respuesta al mecanismo de inhibicidon de la enzima.



Evaluacién y caracterizacion molecular de la actividad antifungica de diferentes extractos del duramen
de Dalbergia congestiflora P.

vi  CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré evaluar la actividad antifungica de diferentes extractos del
duramen de Dalbergia congestiflora P., asi como la identificar a la sustancia responsable

de dicha actividad.

El duramen de Dalbergia congestiflora P. presenté un contenido del 30% de lignina y un
alto contenido de carbohidratos totales alrededor del 80%, en base a madera libre de
extraibles, lo cual es congruente con la composicidon quimica de la mayoria de las
latifoliadas, en cuanto al contenido total de extraibles se determiné el 18.32%, logrando la
mayor cantidad de extraccidon con éter etilico.

Los extractos del duramen que mostraron actividad antifungica ante Trametes versicolor
fueron: hexano, éter etilico y acetato de etilo.

En el proceso de extraccion se identificd la formacién de cristales en el extracto hexanico,
los cuales se aislaron y se sometieron a la evaluacién de la actividad antifungica,
mostrando 100% de inhibicién de Trametes versicolor a partir de la concentracion de 150

Mg/mL.

El crecimiento del hongo Trametes versicolor ve afectado tanto en crecimiento en placa
como en su actividad enzimatica, ya que al adicionar la sustancia cristalina al medio de
cultivo se abate tanto crecimiento como actividad, sin embargo en medio liquido el hongo
se mantiene latente ya que se registré un minimo crecimiento a diferencia del crecimiento

en medio solido.



Sin embargo al determinar la cantidad de proteina extracelular adicionando cristales, ésta

aumento drasticamente en comparacion a condiciones basales.

Los analisis de elucidacién estructural indican que los cristales aislados corresponden a

la molécula: (+)3-hydroxy-9-methoxypterocarpan, conocida como (+)-Medicarpina, las
sefiales correspondientes a esta molécula se identificaron en los espectros de H' RMN de
los extractos obtenidos con hexano, éter etilico y acetato de etilo, siendo la Medicarpina la

sustancia responsable de la actividad antifungica.

Mediante el estudio de acoplamiento molecular se observé que la medicarpina se acoplo
con la mejor energia en una cavidad cercana al sitio T2/T3 de la enzima lacasa, por lo
que podemos sugerir un posible mecanismo de inhibicién de la enzima: si se bloquea la
entrada de oxigeno se ve interrumpida la transferencia de electrones por lo que no se
puede llevar a cabo la degradacion de los sustratos. Sin embargo es conveniente
continuar con estudios que validen nuestra propuesta de inhibicion, como es la
determinacion de actividad de lacasa adicionando Medicarpina en el momento de la

medicion y no en el medio de cultivo, asi como medir el consumo de oxigeno.
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