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Resumen

Este estudio examiné el empleo de docking molecular, para predecir la actividad biol6gica
de una molécula, mediante el acoplamiento/interaccion de esta sobre un sistema biolégico
(enzima). Como es el caso del compuesto aislado del arbol de Cordia elaesagnoides
denominado aliodorin, con el cual se determiné su posible uso como conservante o
antifingico. Esto al realizarse un analisis in silico sobre la enzima lacasa, la cual es la
principal enzima segregada por el hongo xiléfago Trametes versicolor y la que lleva a cabo
los procesos de degradacion de los principales componentes de la madera (lignina, celulosa
y hemicelulosa), siendo este mecanismo por el cual el hongo obtiene nutrientes para su
desarrollo. Por lo tanto, se considera que al inhibir/inactivar a la enzima lacasa se inhibe al
hongo T. versicolor, lo cual fue demostrado posteriormente al realizarse las pruebas de
inhibicibn mediante el método de difusién en placa con el aliodorin sobre T. versicolor.
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Abstract

This study examined the use of molecular docking to predict the biological activity of a molecule by
assessing its binding or interaction with a biological system (enzyme). The case in point is the
compound isolated from the Cordia elaesagnoides tree, named aliodorin, whose potential use as a
preservative or antifungal agent was determined. An in-silico analysis was performed on the
enzyme laccase, the primary enzyme secreted by the wood-decaying fungus Trametes versicolor.
Laccase degrades key components of wood (lignin, cellulose, and hemicellulose), a mechanism
through which the fungus obtains nutrients for its development. Therefore, it is hypothesized that
inhibiting or inactivating laccase would inhibit the growth of T. versicolor. This hypothesis was later
confirmed through inhibition tests using the disk diffusion method, demonstrating the inhibitory
effect of aliodorin on T. versicolor.
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Introduccién

Cualquier accidn biolégica se origina en la formacion de un complejo entre una
molécula y su sitio receptor en una macromolécula biol6égica, como una enzima. Asi, la
especificidad de la respuesta a una molécula se determina en gran medida por la capacidad
de los diversos receptores celulares para reconocerla como agonista o antagonista, lo que
permite evocar o inhibir una respuesta (Garcia et al., 2004; Warshel, 2014). La mayoria de
los procesos biologicos dependen de las interacciones entre receptores moleculares y sus
ligandos, lo que resalta la importancia del reconocimiento molecular en eventos
biomoleculares, tales como las interacciones entre enzimas y sustratos, proteinas e
inhibidores, asi como acidos nucleicos e inhibidores (Mohan et al., 2005; Heldin et al., 2016).

En los ultimos afos, se han realizado importantes avances en los calculos teéricos
que han promovido el uso y la popularidad de los estudios in silico (computacionales) para
el andlisis de moléculas de interés biolégico. Estos estudios se han convertido en una parte
integral de la investigacion tanto industrial como académica, enfocada en el disefio y
descubrimiento de moléculas con actividad biolégica (Velasquez et al., 2013; Macalino et
al., 2018). Un ejemplo notable es el docking molecular, una herramienta valiosa para
comprender sistemas bioldgicos y las interacciones intra- o intermoleculares que pequefas
moléculas pueden tener en estos sistemas (receptor-ligando). Este enfoque permite
identificar sitios especificos y/o interacciones que pueden dar lugar a efectos biol6gicos
significativos (Honarparvar et al., 2014; Ferreira et al., 2015).

A través de este tipo de andlisis tedricos, se ha obtenido valiosa informacion sobre
el mecanismo y los sitios de accién de la enzima lacasa, la cual es la principal enzima
producida por el hongo xilofago Trametes versicolor. Este hongo, conocido por su
capacidad de causar pudricion blanca, desarrolla cuerpos fructiferos o setas (basidiomas)
que crecen en todo el arbol y presentan anillos concéntricos de diversos colores que varian
desde el pardo hasta el blanco y del marrén al ocre, mostrando a veces iridiscencias
dependiendo del grado de humedad del ambiente (Bari et al., 2015).

T. versicolor es uno de los degradadores mas importantes de madera y se considera
especialmente agresivo, ya que puede descomponer los principales componentes de la
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madera —lignina, celulosa y hemicelulosa— para obtener nutrientes necesarios para su
crecimiento. Por estas razones, la norma Annual Book of Standards (ASTM, 1994) lo
recomienda para ensayos de durabilidad (Archibald et al., 1997; TiSma et al., 2021).

El mecanismo de degradacion de los componentes de la madera por la lacasa es
un proceso de 6xido-reduccion, mediado por los cuatro atomos de Cu que componen esta
enzima. Estos se clasifican en tres tipos (T1, T2 y T3), cada uno con propiedades diferentes.
El Cu tipo 1 (T1) actua como el primer aceptor de electrones de los sustratos, mientras que
los Cu T2 y T3 forman un cluster trinuclear (TNC) donde se lleva a cabo la reduccion del
oxigeno (Gochev & Krastanov, 2007; Strong & Claus, 2011; Singh & Gupta, 2020).

El mecanismo de este proceso inicia con el T1, que recibe los electrones, los cuales
se transfieren secuencialmente al centro T2-T3. Al recibir cuatro electrones, este centro
reduce una molécula de oxigeno a agua (Augustine et al., 2008; Gétze & Buhl, 2016) (Figura
1). Por lo tanto, esta enzima muestra una amplia especificidad de sustratos, ya que cataliza
la oxidacién de difenoles, aminofenoles, acidos metoxifendlicos, iones organicos, diaminas,
arilaminas, aminas arométicas y dimeros de lignina, tanto fenélicos como no fendlicos
(Madhavi & Lele, 2009; Chiranjeevi et al., 2014; Janusz et al., 2020).

Una vez identificado este mecanismo de oOxido-reduccion, diferentes autores
mencionan tres sitios o cavidades importantes en la lacasa: (1) la cavidad del Cu T1, donde
se oxidan los compuestos; (2) la cavidad o entrada de oxigeno, a través de la cual se
transporta el oxigeno al TNC para su reduccion; y (3) la cavidad o salida de agua, que
permite la liberacion de agua al finalizar el mecanismo. A partir de lo anterior, algunos
estudios sugieren que la inhibicion o desactivacion de la enzima lacasa puede ser
provocada por moléculas que se anclan en el sitio T1 y en el sitio de entrada del oxigeno,
ya que estas pueden interrumpir el mecanismo de 6xido-reduccién (Martinez-Sotres et al.,
2015; Gotze & Buhl, 2016). En este trabajo, se realiz6 un andlisis mediante docking
molecular con el compuesto aliodorin, con el objetivo de determinar la actividad inhibitoria
de este compuesto sobre la enzima lacasa y, por ende, sobre el hongo T. versicolor.

4 AH

4A

Figura 1. Mecanismo de la lacasa, iniciando por la oxidacion y obtencion de electrones de
sustratos (lignina, celulosa y hemicelulosa) en Cu tipo 1 y continuando con la reduccion de los
electrones y oxigeno en el TNC para generar agua (Pardo & Camarero, 2015). Fuente: Pardo &
Camarero, 2015.
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Material y Métodos

Modelado y docking molecular

Inicialmente, se llevd a cabo la construccion del modelo virtual del compuesto
aliodorin utilizando el software Gaussian 16. Se realizo un analisis conformacional mediante
la teoria del funcional de la densidad (DFT), empleando el funcional hibrido B3LYP y un
conjunto de bases 6-311G** (Frisch et al., 2016). La estructura tridimensional de la enzima
lacasa del hongo T. versicolor se obtuvo del Protein Data Bank (PDB), con el cédigo 1GYC
(Piontek et al., 2002; Roy, 2022). El acoplamiento molecular se realizé utilizando el software
de codigo abierto AutoDock 4.2 (Morris et al., 2009; Reynaldi et al., 2024).

En primer lugar, se llevé a cabo un acoplamiento a ciegas utilizando AutodockTools.
Se agregaron atomos de hidrogeno polares, se asignaron cargas parciales de Kollman y se
utilizé el algoritmo genético Lamarckiano (LGA) para la busqueda conformacional del
complejo proteina-ligando. Este proceso incluyé una poblacion inicial aleatoria de
conformaciones del sustrato con hasta 250 orientaciones arbitrarias, una tasa de mutacion
del 0.02 y una tasa de cruce del 0.8. Las simulaciones consideraron 2.5 millones de
evaluaciones de energia con un maximo de 27,000 generaciones. Cada simulacion se
ejecut6 1000 veces, generando 1000 conformaciones para calcular la energia de union del
complejo y determinar si el aliodorin interactta con los sitios de interés identificados en una
busqueda libre (Morris et al., 1998; El-Hachem et al., 2017).

Adicionalmente, el proceso asigna automaticamente el ndmero de torsiones
permitidas para el aliodorin, favoreciendo poses mas flexibles en el docking molecular. Se
consideraron las especificaciones de interaccién en la proteina 1GYC, centrandose en un
cubo compuesto por 126 x 126 x 126 puntos de red, con un espaciamiento de 0.375 A entre
cada punto. Es importante sefialar que el campo de fuerza implementado por AutoDock no
incluye parametros para atomos de Cu o sus formas iénicas, por lo que se modifico el
archivo AD4_parameters.dat para incluir los parametros de Cu, siguiendo las indicaciones
de la guia del usuario de AutoDock 4.2. Por Gltimo, se visualizaron las interacciones con los
aminoacidos en los sitios de unién utilizando BIOVIA Discovery Studio Visualizer.

Ensayos antifungicos

Los ensayos antifungicos se realizaron mediante el método de difusion en placa,
empleando agar papa dextrosa (3.9%) e incorporandose el aliodorin en concentraciones de
50, 75, 100, 150 mg/L. Posteriormente a la solidificacion del medio, se inocul6 con el micelio
del hongo T. versicolor (nUmero de comprobante ATCC-32745) y se incub6 durante siete
dias a 28 + 2 °C. De igual manera se realiz6 una prueba control la cual consistié en agar
sin tratamiento, siendo este considerado como el 0% de inhibicion para comparar con las
pruebas con tratamiento. Cada tratamiento se repitié tres veces y el porcentaje de inhibicién
se calculd utilizando la formula segun (Rutiaga-Quifiones, 2001; Martinez-Sotres et al.,
2015):

crecimiento control — crecimiento tratamiento

% inhibicion = ( ) * 100

crecimiento control
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Esta férmula compara el diametro promedio del crecimiento del hongo de cada
tratamiento con el control y por ende expresa el porcentaje de inhibicion.

Resultados y Discusion
Aislamiento del aliodorin

El aislamiento del aliodorin fue realizado por nuestro grupo de trabajo, y ya ha sido
reportado previamente (Guevara-Martinez et al., 2024). Este compuesto se obtuvo
mediante extracciones de la harina de duramen del arbol Cordia elaeagnoides, utilizando
un equipo Soxhlet con el disolvente tetrahidrofurano (THF). Posteriormente, se procedi6 a
la evaporacion del disolvente para obtener el extracto crudo. Este extracto se sometio a
purificaciébn en una columna cromatografica con una polaridad de 9:1 (Hex: AcOEt),
logrando identificar un compuesto a través de cromatografias de capa fina. Finalmente, se
realizaron espectroscopias de NMR *H y 3C para caracterizar el compuesto (Figuras 2 y
3).

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 1.74 (s, 3H, H-107), 1.75 (s, 3H, H-97), 2.26 (t, J = 7.2
Hz, 2H, H-5%), 2.51 (q, J = 7.3 Hz, 2H, H-4"), 3.30 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-8"), 4.87 (s, 1H, OH),
5.14 (s, 1H, OH), 5.32 (tq, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H, H-7"), 6.49 (tq, J = 7.3, 1.3 Hz, 1H, H-3"),
6.54 (d, J = 3.0, Hz, 1H, H-6), 6.57 (dd, J = 8.4, 3.0 Hz, 1H, H-4), 6.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-
3), 9.36 (s, 1H, H-1"). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 9.28 (C-10"), 15.98 (C-9°), 27.09 (C-4"),
28.95 (C-8), 37.91 (C-5"), 113.72 (C-6), 116.22 (C-3), 116.35 (C-4), 123.10 (C-7"), 128.05
(C-67), 135.82 (C-1), 139.58 (C-2"), 147.56 (C-5), 149.47 (C-2), 154.70 (C-3"), 196.09 (C-
1), Rf: 0.22 (Hex: AcOEt, 8:2).

Con los resultados obtenidos de NMR, se realiz6 una blsqueda en la literatura,
encontrdndose un compuesto con desplazamientos de NMR-3C similares reportado por
Manners (1983), e identificado como 8-(2,5-Dihidroxifenil)-2,6-dimetilocta-2,6-dienal o
aliodorin (Figura 4).
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Figura 2. Espectro NMR ' H de aliodorin, obtenido con CDCIs. Fuente: Elaboracién propia,
visualizado en MestReNova
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Figura 3. Espectro NMR 13C de aliodorin, obtenido con CDCls. Fuente: Elaboracion propia,
visualizado en MestReNova

Figura 4. Compuesto aislado del extracto de THF de C. elaesagnoides denominado aliodorin.
Fuente: Elaboracion propia, visualizado en ChemDraw Professional.

Analisis de docking del complejo aliodorin-lacasa

Los resultados obtenidos en este trabajo se basan en la descripcion del mecanismo
de inhibicién de la lacasa, como se describié en la parte introductoria. Ademas, algunos
estudios que han investigado la inhibicion de la lacasa sugieren que los compuestos
inhibidores son moléculas pequefias que pueden unirse a los iones de Cu del cluster
trinuclear (TNC), interrumpiendo asi el proceso interno de transferencia de electrones. Entre
los inhibidores que han demostrado esta actividad se encuentran la azida sédica (Johannes
& Majcherczyk, 2000), haluros pequefos, metales pesados y EDTA (Xu, 1996; Sun et al.,
2023).

Sin embargo, compuestos voluminosos de origen natural, como la medicarpina
(aislada de Dalbergia congetiflora Pittier), también han demostrado su capacidad para
inhibir la actividad de la lacasa (Martinez-Sotres et al., 2015). En ese estudio, se sugiere
que el efecto inhibidor se debe al bloqueo de la entrada de oxigeno hacia el TNC y a la
obstruccién de la cavidad T1 por parte de la medicarpina. Ademas, se destaca la
importancia de la unién y/o interaccion con los aminoacidos que rodean los atomos de Cu
del TNC y el Cu T1. Estos aminoacidos incluyen ALA80, GLN102, SER110, HIS111,
SER113, TYR116, PHE162, PRO163, ASP206, ASN208, ASP224, ASN264, PHE265,
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ALA393, LEU399, ASP424, HIS454, ILE455 y HIS458 (Gotze & Buhl, 2016; Martinez-
Sotres et al., 2015).

Considerando lo anterior, se llevd a cabo un docking ciego, permitiendo que el
ligando (aliodorin) interactuar libre y aleatoriamente con toda la proteina (lacasa: 1GYC),
sin restricciones. El objetivo era determinar si el ligando podria interactuar con los sitios
previamente reportados y formar interacciones con aminoacidos de interés. Los resultados
de la simulacién revelaron tres sitios principales de anclaje del aliodorin sobre la lacasa: el
sitio T1, el canal de entrada de oxigeno y un sitio cercano al TNC (Figura 5).

Figura 5. Principales sitios de anclaje del aliodorin en la proteina lacasa (1GYC): en
amarillo, anclaje en el sitio T1 (-6,19 kcal/mol); en rojo, sitio cerca del TNC (-7,35 kcal/mol); y
en azul, anclaje en la entrada del canal de oxigeno (-7,31 kcal/mol). Fuente: Elaboracién propia,
visualizado con BIOVIA Visualizer.

Es importante resaltar que los resultados de este trabajo se compararon con los
previamente reportados para la medicarpina, un compuesto de origen natural conocido por
su actividad inhibitoria sobre la enzima lacasa y el hongo T. versicolor (Martinez-Sotres et
al., 2012). La energia de acoplamiento en el sitio T1 con aliodorin fue de -6.19 Kcal/mol,
inferior a la reportada para la medicarpina, que fue de -7.35 Kcal/mol. Sin embargo, en la
cavidad de entrada de oxigeno, el aliodorin mostr6 una energia de acoplamiento mas
favorable que la medicarpina, con valores de -7.31 Kcal/mol y -7.24 Kcal/mol,
respectivamente. Ademas, se identifico otro sitio de anclaje no reportado para la
medicarpina, que presentd la mejor energia de acoplamiento para el aliodorin, de -7.35
Kcal/mol (Figura 5).

Al confirmarse el anclaje de aliodorin en los sitios de interés de la lacasa, se procedio
a la descripcion de las interacciones a nivel molecular. Los resultados del acoplamiento
molecular mostraron el anclaje en la cavidad T1, con una notable proximidad al Cu,
formando un puente de hidrégeno con His458, y estableciendo interacciones a través de
fuerzas de Van der Waals con lle455, lo que indica que estos aminoacidos rodean al Cu T1
(Figura 6). De particular interés fue el anclaje del aliodorin en un sitio cercano al TNC, el
cual dio lugar a en interacciones de Van der Waals con dos de los atomos de Cu, asi como
con los aminoacidos que los cubren, como Hislll, His109 e His452. Ademas, se
observaron fuertes interacciones (puentes de hidrégeno) con Serll3, Argl57 y Glu460
(Figura 7).
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Con base en estos hallazgos y la informacién reportada, es evidente que el aliodorin
interactta con los sitios de interés para la inactivacion de la enzima lacasa, ofreciendo
mejores interacciones que las observadas para la medicarpina. Esto sugiere que el
mecanismo de inhibicién del aliodorin implica la obstruccion del sitio T1 y la inactivacion del
TNC a través de interacciones con los aminoacidos cercanos a los atomos de Cu, de forma
similar a la medicarpina, pero con resultados superiores. Esta conclusion se sustenta en las
fuertes interacciones y los puentes de hidrégeno observados en los complejos formados
entre el aliodorin y la enzima lacasa.
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Figura 6. Interaccion del aliodorin en el sitio de anclaje cerca de T1 con los aminoacidos
His458 (enlace de hidrégeno) e lle455 (fuerzas de Van der Waals), que rodean a Cu T1. Fuente:
Elaboracion propia, visualizado con BIOVIA Visualizer.
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Figura 7. Interacciones de Van der Waals del aliodorin con dos atomos de cobre del TNC y los
aminoacidos His452, Ser110 e lle455, que rodean el Cu en un sitio muy cercano al TNC. Fuente:
Elaboracion propia, visualizado con BIOVIA Visualizer.

Actividad Antifungica

Tras obtener resultados prometedores en el docking molecular del aliodorin, se
procedio a realizar las pruebas biologicas. Esta secuencia se llevé a cabo de esta manera
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debido a que los compuestos de origen natural se aislan en pequefias cantidades y es
necesario alcanzar un cierto grado de pureza. Una vez identificado el compuesto aliodorin,
se continud con el docking para verificar su posible actividad biolégica sobre la lacasa vy,
por ende, sobre el hongo xil6fago T. versicolor.

Los ensayos de inhibicion se realizaron mediante el método de difusion en placa,
aprobado por las normas ASTM para pruebas de durabilidad en laboratorio con hongos
xil6fagos. Aunque el método esté disefiado para emplear cubos de madera inoculados con
el micelio del hongo en agar y evaluar su resistencia a través de la pérdida de peso
(Mielnichuk & Lopez, 2007; de Castro et al., 2019), esta metodologia se ha modificado para
realizar pruebas directamente con metabolitos secundarios (extraibles) y evaluar el
crecimiento/inhibicién del micelio del hongo (Velasquez et al., 2006; Vega-Ceja et al., 2022;
Vovchuk et al., 2024) (Figura 8).

Figura 8. Pruebas de inhibicién mediante el método de difusién en placa: (a) crecimiento de
control del hongo T. versicolor; (b) prueba de inhibicién a una concentracién de 75 mg/L (80 % de
inhibicién). Fuente: Elaboracion propia.

Las concentraciones utilizadas se basaron en estudios anteriores con la medicarpina
(Martinez-Sotres et al., 2012), pero se eligieron niveles menores debido a que los resultados
del docking indicaron una mayor efectividad del aliodorin. Asi, los ensayos se realizaron
con concentraciones de 50, 75, 100 y 150 mg/L. Los resultados mostraron una completa
inhibicion del hongo en las concentraciones de 100 y 150 mg/L, mientras que a 75 mg/L la
actividad inhibitoria se redujo a un 80% sobre el micelio del hongo T. versicolor (Figura 9).
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Figura 9. Actividad inhibitoria (%) del aliodorin y la reportada para la medicarpina (Martinez-
Sotres et al., 2012). Fuente: Elaboracion propia, visualizada con Excel

Conclusiones

Esta investigacién analizé el efecto inhibitorio del aliodorin, un compuesto aislado
de Cordia elaeagnoides, sobre la enzima lacasa del hongo Trametes versicolor. La
metodologia principal del estudio se centré en el uso del acoplamiento molecular para
predecir y comprender esta actividad inhibitoria.

El acoplamiento molecular se empled con éxito para predecir la interaccion entre el
aliodorin y la lacasa. Este enfoque in silico permitié identificar tres sitios principales de union
para el aliodorin en la enzima lacasa: el sitio T1, el canal de oxigeno y un sitio cercano al
cumulo de cobre trinuclear (TNC).

Los resultados del acoplamiento sugieren un mecanismo de inhibicion donde el
aliodorin interactta con residuos de aminoécidos clave que rodean los iones de Cu en estos
sitios de union, interfiriendo asi con las reacciones redox de la enzima y la unién del
sustrato. Esto concuerda con la literatura existente sobre los mecanismos de inhibicion de
la lacasa, donde el bloqueo del sitio T1 o del canal de oxigeno puede inactivar la enzima.
Es importante destacar que los resultados in silico del estudio sugieren que el aliodorin
podria ser un inhibidor mas eficaz que la medicarpina, un inhibidor de la lacasa previamente
estudiado.

Los ensayos antifingicos in vitro utilizando el método de difusiébn en placa
confirmaron la actividad inhibitoria del aliodorin contra T. versicolor. Los resultados
experimentales respaldan las predicciones in silico, demostrando que el aliodorin inhibe
eficazmente el crecimiento de T. versicolor a ciertas concentraciones. La identificacion de
las ubicaciones precisas donde el aliodorin interactia con la lacasa fue un logro
significativo, ya que contribuye a una mejor comprension del mecanismo de accion. Los
datos del acoplamiento permitieron proponer el mecanismo de inhibicién, sugiriendo que la
interaccion del aliodorin con sitios especificos interrumpe la funcion de la lacasa. Ademas,
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los resultados in silico orientaron la eleccion de las concentraciones utilizadas en los
ensayos antifungicos in vitro.

En resumen, este estudio integré con éxito el acoplamiento molecular in silico con
experimentos in vitro para dilucidar el mecanismo inhibitorio del aliodorin contra la lacasa
de T. versicolor. Los hallazgos destacan el valor del acoplamiento molecular como una
herramienta valiosa en el descubrimiento de farmacos y el potencial del aliodorin como
agente antifingico natural. Investigaciones futuras podrian centrarse en refinar los
parametros de acoplamiento, explorar otras cepas de T. versicolor e investigar el potencial
del aliodorin en aplicaciones del mundo real.
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