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RESUMEN

La investigacion de un extracto fitotéxico obtenido a partir de la resiembra
del hongo copréfilo Guanomyces polythrix permiti6 la obtencion de tres metabolitos
secundarios no descritos previamente en el hongo: la dihidroubiquinona-10 (80), el
ergosta-6,8(14),22-trien-3-0l (81) y el ergosterol (82). De manera adicional se¢
obtuvieron los compuestos (+)-(25)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-dihidro-
naftopirona (33) v la ergosta- 4,6,8(14),22- tetraen-3-ona (43) aislados en un estudio
anterior de este hongo (Macfas et al., 2000; 2001).

La caracterizacion de los metabolitos se realizé mediante la aplicacion de
meétodos espectroscopicos y espectrométricos. Las fitotoxinas ergosta-6, 8 (14), 22-
trien-3-ol (81) y ergosterol (82) se caracterizaron mediante la comparacion de sus
constantes fisicas y espectroscopicas con las descritas previamente en la literatura,
mientras que los compuestos (+)-(25)-5-hidroxi-6, 8-dimetoxi-2-metil-2, 3-dihidro-
naftopirona (33) y ergosta- 4, 6, 8 (14), 22- tetraen-3-ona (43) se caracterizaron por

comparacién con muestras auténticas.

La evaluacion del efecto de los compuestos 80-82 sobre la germinacion y el
crecimiento radicular de la arvense Amaranthus hypochondriacus permitié

establecer que estos metabolitos presentan propiedades fitotéxicas significativas.

La interaccion de las fitotoxinas 80-82 con la proteina calmodulina de
cerebro de bovino se determiné inicialmente por medio de una electroforesis

desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%) en presencia del calcio. También se evaluaron



los metabolitos aislados a partir de la especie vegetal Leucophyllum ambiguum [2,
2’-dimetoxisesamina (68), 2-metoxicobusina (69), cobusina (70) y 2-metoxi-4'-
hidroxidesmetoxicobusina (71)]. Este experimento permitié establecer que los
compuestos 80-82 y 68-71 poseen la capacidad de retardar la movilidad
electroforética de la calmodulina. Por lo tanto, estos metabolitos interaccionan con

la proteina calmodulina de cerebro de bovino.

El efecto de varias fitotoxinas de ofigen fingico y vegetal sobre las
propiedades activadoras enzimaticas de la calmodulina se determiné utilizando
como enzima blanco a la fosfodiesterasa del AMPc¢ dependiente de calmodulina.
Entre las fitotoxinas seleccionadas se encuentran las aisladas previamente a partir
del hongo G. polythrix [(+)-(28,35)- 5- hidroxi- 6, 8-dimetoxi- 2, 3-dimetil- 2, 3- di-
hidronaftopirona (31), (+)- (25,35)- 5-hidroxi-6, 8, 10- trimetoxi-2,3- dimetil-2,3-di-
hidronaftopirona (32), (+)-(28)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-dihidronaftopiro-
na (33), (+)- (28)-5-hidroxi-6, 8, 10-trimetoxi-2-metil-2, 3-dihidronaftopirona (34),
(+)-(28, 3R)-5-hidroxi-6, 8-dimetoxi-2, 3-dimetil-2, 3-dihidronaftopirona (35), (+)-
(28,3R)-5-hidroxi~6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (36), rubro-
fusarina B (37), 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-naftopirona (38) v la ergos-
ta-4,6,8(14),22- tetraen-3-ona (43)]; las obtenidas partir del hongo Phoma herbarum
[herbaruminas 1 (50) y II (51)] y las de las plantas Prionosciadium watsoni [los
ésteres del acido isobutirico (3R)-5-metoxi-3,4-dihidro-2,2 8-trimetil-6-0x0-2H,6H-
benzo[1,2-b:5,4-b"]dipiran-3-il (56) y del 4cido 2-metilbut-(2Z)-enoico (3R)-5-me-
toxi-3,4-dihidro-2,2 8-trimetil-6-0x0-2H, 6H-benzo [1,2-b:5,4-b" dipiran-3-il (§7)] y
Leucophyllum ambiguum [2.2'-dimetoxisesamina (68), 2-metoxicobusina (69),

cobusina (70) y la 2-metoxi-4 -hidroxidesmetoxicobusina (71)].
Los resultados generados indican que los compuestos 31-38, 43, 50-51, 68-71
y 81 inhiben la capacidad de la calmodulina de cerebro de bovino para activar a la

fosfodiesterasa del AMPc, sin afectar significativamente la actividad basal de la

xii



fosfodiesterasa. Por lo tanto, se considera que estos productos actian como
inhibidores de la proteina calmodulina. Asimismo, se encontrd que las
piranocromonas 56 y 57 estimulan evidentemente la actividad basal de la
fosfodiesterasa v a pesar de que estos productos disminuyen la actividad del
complejo fosfodiesterasa-calmodulina-Ca®* no se les puede considerar inhibidores

especificos de la calmodulina.
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ABSTRACT

Investigation of a phytotoxic extract prepared from the culture broth of the
coprophilous fungus Guanomyces polythrix led to the isolation of three secondary
metabolites previously not described in the fungus, namely dihydroubiquinone-10
(80), ergosta-6,8(14),22-trien-3-ol (81) and ergosterol (82). In addition (+)-(2S)-5-
hydroxy-6, 8-dimethoxy-2-methyl-2, 3-dihydro-naphtopyran-4-one (33) and er-
gosta- 4, 6, 8 (14), 22- tetraen-3-one (43), were isolated. The structures of the

isolated metabolites were established by spectrometric and spectroscopic methods.

Compounds 80-82 inhibited seedlindg growth of Amaranthus
hypochondriacus. These compounds and those previously isolated from
Leucophyllum ambiguum [2, 2'-dimethoxy-sesamine (68), 2-methoxycobusine
(69), cobusine (70) and 2-methoxy-4'-hidroxy-desmethoxycobusine (71)] were
also calmodulin inhibitors since they retarded the mobility of the protein as

detected in a SDS-PAGE electrophoresis in denaturing conditions.

Finally the effect of several phytotoxins on the enzyme activation propierties
of calmodulin was assesed by wusing calmodulin sensitive cAMP
phosphodiesterase as the target enzyme. The selected phytotoxins include those
isolated previously from the fungus G. polythrix [(+)-(25,3S)- 5- hidroxy~ 6, 8-
dimethoxy- 2, 3-dimethyl- 2, 3- dihydronaphtopyra-4-one (31), (+)- (28,3S)- 5-
hidroxy -6, 8, 10- trimethoxy-2,3- dimethyl-2,3- dihydronaphtopyra-4-one (32),
(+)-(25)-5- hidroxy -6,8-dimethoxy-2-methyl-2,3- dihydronaphtopyra-4-one (33),
(+)- (25)-5- hidroxy -6, 8, 10-trimethoxy-2-methyl-2, 3~ dihydronaphtopyra-4-one
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(34), (+)-(2S, 3R)-5- hidroxy -6, 8-dimethoxy-2, 3-dimethyl-2, 3- dihydronaphto-
pyra-4-one (35), (+)-(2S,3R)-5- hidroxy-6, 8, 10—trimethoxy-2,3-dimethy}-2,3- di-
hydronaphtopyra-4-one (36), rubrofusarine B (37), 2,3-dimethyl-5- hidroxy-6,8-
dimethoxy-2,3- naphtopyra-4-one (38) and the ergosta-4,6,8(14),22- tetraen-3-one
(43)]; those obtained from the fungus Phoma herbarum [herbarumines I (50) and
I (81)] and from the plants Prionosciadium watsoni [isobutyric acid (3R)-5-
methoxy-3,4-dihydro-2,2,8-trimethyl-6-0x0-2H,6H-benzo[ 1,2-b:5 4-b Jdipyran-3-
yl ester (56) and 2-methylbut-(2Z)-enoic acid (3R)-5-methoxy-3,4-dihydro-2,2,8-
trimethyl-6-0x0-2H, 6H-benzo [1,2-b:5,4-b']dipyran-3-yl ester (87)] and L.
ambiguum [2,2'-dimethoxysesamine (68), 2-methoxycobusine (69), cobusine (70)
and the 2-methoxy-4 '-hidroxy-desmethoxycobusine (71)].

The results pointed out that compounds 31-38, 43, 50, 51, 68-71 and 81
inhibited ability of calmodulin to activate cAMP phosphodiesterase, without
affecting the basal activity of the phosphodiesterase. For that reason this products

are considerated as calmodulin inhibitors.

Also it was found that the naphtopyrones 56 and 57 stimulated the
phosphodiesterase  activity.  Although these compounds inhibit the
phosphodiesterase-calmodulin-calcium complex activity, they arent specific

calmodulin inhibitors.
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I. INTRODUCCION

Las malezas invaden los cultivos de importancia econémica ocasionando
grandes pérdidas en la industria agricola debido a que compiten con las plantas
utiles por el espacio, los nutrientes, el agua y la luz. Ademas, ciertas malezas pueden
provocar severos dafios en la salud de humanos y animales. Por ejemplo, algunos
tipos de polen que producen las malezas generan problemas respiratorios, dermatitis
y fiebres en los individuos sensibles. Por otra parte, las malezas también afectan a la
industria ganadera debido a que los lacteos y otros productos que se obtienen a partir
de los animales que las consumen adquieren un sabor desagradable (Hoagland,
1990; Cremlyn, 1991; Cramer, 2000).

Actualmente Jos agentes herbicidas de origen sintético son los mas utilizados
paré proteger los cultivos de importancia econémica. Cuando estos agroquimicos se
emplean de manera adecuada evitan hasta 40% de pérdidas en las cosechas. Sin
embargo, su uso indiscriminado, manejo incorrecto y almacenamiento inadecuado,
asi como la poca efectividad que presentan varios de estos productos para combatir
algunas malezas han producido efectos indeseables en el medio ambiente y en la
salud de animales y humanos. Lo anterior ha ocasionado que se dejen de utilizar
algunos de estos herbicidas comerciales provocando un incremento en el dafio de las
cosechas por plagas y enfermedades. Entre los herbicidas sintéticos que causan
dafios agudos o crénicos tanto a los animales como al hombre, se encuentran el
acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D, 1) el linuron (2), el dicamba (3) y la atrazina
(4), algunos de los cuales inclusive presentan propiedades carcinogénicas
importantes (Barnard ef al., 1997).



OCH:CO00H Cl

1 Me

o /Me
CJQ/NH E N\OMe oul
1 C |

1) @ &)

j

NZ N

S J\NH
(CEB)RCH-HN CH:CHs

C))

Otros inconvenientes del uso de herbicidas sintéticos son el incremento de
malezas resistentes a algunos de estos productos y la aparicion de los fendmenos de
resistencia cruzada y multiple. Por ejemplo, la especie Echinochloa crus-galli, que
dafia los cultivos de arroz, ha desarrollado resistencia al diclofob y al propanil.
Asimismo, varias especies de Amaranthus que provocan dafios a los cultivos de
trigo, maiz, sorgo y cafia de azlcar han desarrollado resistencia a las triazinas
atrazina y azimacina. Otros herbicidas que han inducido resistencia son el
clorosulfuron, el paraquat, el metildiclofop, el 2,4-D, el amitrol, el metaloclor, el

trialato, el bromoxinil, el glifosato, el etofumesato y el clorotoluron (Heap, 1997).

El fendmeno de resistencia multiple aparece cuando las plantas adquieren la
capacidad de resistir la actividad herbicida de numerosos agentes quimicos como
resultado de un incremento en su metabolismo. Algunas de las especies que han

desarrollado resistencia multiple a este tipo de compuestos son: Poa annua, que es



resistente a la atrazina, el diuron, el terbacil y el etofumesato; Avena fatua, con
resistencia al metil-diclofop y la pronamida; Kochia scoparia y Amaranthus
blitoides, las cuales son resistentes a la triazina y a los inhibidores de la ALS (Heap,
1997). Cabe mencionar que el desarrollo de la resistencia provocado por los
herbicidas sintéticos se debe a que los mismos inducen mutaciones que ocasionan
alteraciones en sus blancos de accidn a nivel molecular. Estas alteraciones se deben
a una modificacién de la conformacion estructural de una enzima blanco o a la
activacion de sistemas enzimaticos o a una sobreproduccion del sitio de accién,
entre otras (Cremlyn, 1991; Holt, 1993; Dayan et ai., 2000; Warrior, 2000).

Todos los problemas arriba indicados han conducido a un incremento en los
esfuerzos para desarrollar métodos alternos de proteccion de las cosechas que no
dependan sélo de los herbicidas sintéticos. Estas estrategias incluyen la sintesis
bioquimica dirigida (estrategias basadas en el conocimiento de bioquimica y
biotecnologia), el uso de cultivos de cobertura, la eliminacién manual o mecénica de
las especies dafiinas, la rotacién de cultivos, el desarrollo de especies resistentes
mediante el uso de técnicas genéticas, el mejoramiento de los métodos de prediceién
que permitan la deteccion temprana de ataques inminentes de plagas o
enfermedades, el incremento de depredadores naturales (catarinas, arafias y
escarabajos) y la bsqueda de nuevos agentes herbicidas a partir de fuentes naturales
(Evans, 1998).

Los agentes herbicidas de origen natural presentan grandes ventajas entre las
que se encuentran una menor toxicidad para el hombre y los animales, bajos indices
de bioacumulacion y un menor impacto ambiental. Estos productos también
disminuyen la aparicidon de fenémenos de resistencia debido a que poseen una mayor
selectividad y sus mecanismos de accion suelen ser novedosos y mas especificos
{Hoagland, 1990; Duke & Abbas, 1995; Evans, 1998; Cramer, 2000).



Las plantas constituyen fuentes potenciales de nuevos agentes plaguicidas
debido a que sintetizan compuestos aleloquimicos de defensa que actGian como
herbicidas naturales. En este sentido algunos investigadores han sugerido el empleo
de técnicas que involucren las interacciones alelopéaticas para inhibir el crecimiento
de las plantas arvenses. Estas técnicas implican el uso de aleloquimicos (algunos sin
modificar) v de plantas con compuestos alelopaticos en la rotacién de cultivos. De
esta forma, las fitotoxinas se pueden utilizar directamente como herbicidas (Macias,
1995; Luszniak & Pickett, 1998).

Los microorganismos constituyen también un reservorio importante de
productos naturales bioactivos, ya que crecen en ambientes competitivos y su
metabolismo secundario estd influenciado por la presion ejercida por otros
organismos. Una de las principales ventajas de los microorganismos sobre las
plantas como fuentes potenciales de productos biodindmicos radica en que los
microorganismos pueden cultivarse y preservarse en un estado estable y viable
(Porter & Fox, 1997). Los microorganismos, ademés biosintetizan una gran cantidad
de compuestos quimicamente muy diversos y con estructuras novedosas. De manera
adicional, el hallazgo de fitotoxinas naturales con estructuras novedosas puede
conducir al descubrimiento de nuevos blancos de accién més especificos a nivel
molecular, proporcionando asi las herramientas necesarias para el disefio bioracional
de nuevos agentes herbicidas més potentes, eficaces y con una mayor compatibilidad
con el medio ambiente (Hoagland, 1990; Duke & Abbas, 1995; Macias, 1995;
Cramer, 2000).

Entre los metabolitos fitotdxicos de origen microbiano mas importantes se
encuentran la fosfinotricina (5) [Duke & Lydon, 1993; Duke & Abbas, 1995], la
hidantocidina (6) y la cornexistina (7) [Siehl, 1996; Dayan et al., 20001, los cuales se

obtienen a partir de varias especies de actinobacterias.
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La fosfinotricina (8), producida por Streptomyces viridochromognes y
Streptomyces hygroscopicus, es €l primer producto de origen microbiano
desarrollado como herbicida comercial no selectivo y de amplio espectro que se
utiliza para la proteccion de los cultivos de maiz y frijol de soya. A partir de esta
fitotoxina se sintetiz6 el bialafos (8), un tripéptido que al aplicarse a las plantas se
metaboliza para generar fosfinotricina (5). Ambos productos inhiben a la enzima
glutamino sintasa y blogquean la sintesis de aminoacidos cruciales para la vida de las
plantas (Crowley er al, 1998; Luszniak, 1998; Lydon & Duke, 1999). La
fosfinotricina se produce también por sintesis y se comercializa con el nombre de

glufosinato.,
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La hidantocidina (6) mimetiza al monofosfato de inosina (IMP) cuando se

@

fosforila e inhibe a la enzima adenilo-succinato sintasa, la cual participa en la

sintesis del AMP; por otra parte, la comexistina (7), sintetizada por la especie



Paecilomyces variotii (Duke & Lydon, 1993; Duke & Abbas, 1995), también debe
ser bioactivada para inhibir a la enzima aspartato aminotransferasa (AspATP), la
cual cataliza la transaminacidn reversible del oxaloacetato en presencia de glutamina
para generar da-cetoglutarato y aspartato. En las plantas, la enzima aspartato
aminotransferasa participa en los procesos de asimilacion del nitrégeno (Buchanan
et al., 2000; Dayan et al., 2000).

Recientemente, los hongos se han estudiado como fuentes potenciales de
metabolitos secundarios con una gran diversidad estructural y mecanismos de accion
novedosos y especificos. Se estima que existen aproximadamente 1.5 millones de
especies de hongos en el mundo, de las cuales sélo 65,000 (el 5%) han sido
caracterizadas taxondmicamente, Por lo tanto, la amplia reserva de especies fingicas
representa un inmenso recurso no explorado de nuevos metabolitos de importancia
agricola y biomédica. Las fitotoxinas derivadas de una gran variedad de hongos,
incluyendo los fitopatégenos, han demostrado una elevada eficacia en el control de
las plantas nocivas, aunque todavia ningn producto derivado de hongos se ha
desarrollado comercialmente como herbicida (Charudattan, 1990; Hoagland, 1990;
Duke & Abbas, 1995; Macias, 1995). En el Cuadro 1 se presentan algunos ejemplos

de fitotoxinas sintetizadas por microorganismos.



Cuadro 1. Metabolitos fitotoxicos de origen microbiano.

| Metabolito Secundario

Microorganismo

Referencias
Bibliograficas

Sphaerapsis sapinea

Evidente et al., 1996
Evidente et al., 1997

Coformicina carbiciclica
(12)

Sphaeropsis sapinea | Evidente ef al., 1996
Evidente et al., 1997
Esfaeropsidina B
19)
Sphaeropsis sapinea |Evidente ef al., 1996
Evidente et al., 1997
Esfaeropsidina C
(11)
OH
s
HN Q
\QN N
HO Streptomyces sp. Bush et al., 1993
HO o Pillmoor et al., 1993




Cuadroe 1. Metabolitos fitotéxicos de origen microbiano (continuacién).

Metabolito Secundario Microorganismo Referencias

Bibliograficas

OAc ol

N
& §2 FMe Phoma lingam Pedras et al., 1990
H
Sidoresmina PL

(13)

Phoma lingam Pedras ef al., 1990

Sidoresmina H
(14)

Phoma lingam

Pedras et al., 1990

Sidoresmina K

(16)

Phoma lingam

Pedras et al., 1990




Cuadro 1. Metabolitos fitotéxicos de origen microbiano (continuacion).

Metabolito Secundario Microorganismo Referencias
Bibliograficas
Me Me
o N .
Me™” N N N N
e I!I Hy
% Alternaria alternata | Duke & Lydon, 1993

Tentoxina
(17)

Boyette & Abbas, 1995

COH COaHY
HmCI-h—({TH“—“CHOH——CHz—(IIH
NHGlc N

Acido bis-amino N-gluc6sido
(18)

Ascochyta caulina

Evidente et al., 1998

Piridazocidina |
(19)

Streptomyces sp.

Gerwick et al., 1997

e

Coronatina
(20)

Pseudomonas syringae

Bender et al., 1999




Cuadro 1. Metabolitos fitotoxicos de origen microbiano (continuacion).

Metabolito Secundario Microorganismo Referencias
Bibliogrificas
H
——OH
Pseudomonas syringae |Bender et al., 1999
Acido coronaficico
21)
HNM
e .
| ((f w guon ud j Bend 1, 1999
N O Ol Pseudomonas syringae |Bender et al.,
Tabtoxina
(22)
HQ, CH0H
0
Paecilomyces variotii {Harbome, 1999
Hidrocornexistina
(23)
Me .
AN
OH Ve
Ve Helmihthosporium Leung et al., 1984
Mo maydis
H
Ofiobolina A
(24)
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Cuadro 1. Metabolitos fitotoxicos de origen microbiano {continuacion).

Metabolito Secundario Microorganismo Referencias
Bibliograficas
Phoma putaminum | Harborne, 1999

Putaminoxina C
(25)

96
T
AV Toxina C
(26)

Acrospermum viticola

Strobel ef al., 1991

Me

Ry, e
M W
M

Espiciferinona
27

Cochliobolus spicifer

Nakajima ef al., 1992

M
||
M (0]
Me
Me

Espiciferona A
(28)

Cochliobolus spicifer

Nakajima et al., 1992

M
|
(8]
HOCH? Me
Me

Espiciferona B
29)

Cochliobolus spicifer

Nakajima ef al., 1992
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Cuadro 1. Metabolitos fitotoxicos de origen microbiano {continuacion).

Metabolito Secundario Microorganismo Referencias
Bibliograficas

Cochliobolus spicifer |Nakajima et al., 1992

Espiciferona C
30)

Aunque existen fitotoxinas de origen microbiano que han sido consideradas
por varias industrias agroquimicas como agentes herbicidas potenciales, sus
rendimientos en el medio de fennehtacién son muy bajos; ademas la complejidad de
sus estructuras ha impedido el desarrollo de un método eficiente de sintesis. Por
ejemplo, Ia tentoxina (17) es un tetrapéptido ciclico producido por diferentes hongos
fitopatdgenos del género Alternaria. Este producto induce clorosis en las hojas de
las especies sensibles y es eficiente para el control del crecimiento de plantas
nocivas que creceﬁ en los cultivos de maiz y frijol de soya (Duke & Lydon, 1993;
Boyette & Abbas, 1995; Porter & Fox, 1997); sin embargo, no se ha podido lograr
una sintesis eficiente del producto y su rendimiento a partir del medio de cultivo de

los hongos productores es muy bajo.

La estrategia metodologica utilizada para el descubrimiento de fitotoxinas
novedosas a partir de organismos fangicos inicia con la preseleccion de las especies
de acuerdo a un criterio ecologico que se fundamenta principalmente en las
interacciones planta-microorganismo o microorganismo-microorganismo (Boyette

& Abbas, 1995). Después de que las especies fingicas han sido preseleccionadas, se
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realizan pruebas conducentes a la determinacion de las condiciones Optimas de
cultivo, para lo cual las especies son cultivadas en pequefia escala, utilizando
diferentes condiciones de cuitivo. A continuacion, se lleva a cabo la obtencién de los
extractos orgénicos del micelio y del medio de cultivo a partir de cada una de las
especies cultivadas. Posteriormente, se efectiia Ia determinacién del efecto fitot6xico
de los extractos obtenidos por medio de la evaluaciéon de sus efectos sobre la
germinacion y el crecimiento de diversas especies vegetales de prueba. Los extractos
que presentan una actividad fitotéxica significativa son considerados como
candidatos para su estudio biodirigido (Duke & Lydon, 1987; Duke & Abbas, 1995;
Boyetie & Abbas, 1995; Evidente, 2001).

Una vez seleccionada la especie fingica apropiada se procede a su cultivo en
gran escala. Al cabo de la fermentacion se preparan los extractos orgénicos del
medio de cultivo v del micelio, los cuales se someten a estudios quimicos
biodirigidos que tienen como objetivo la obtencién de las fitotoxinas. Durante todo
el proceso se efectian las mismas pruebas bioldgicas utilizadas durante el proceso
de seleccion. Finalmente, los compuestos bioactivos aislados se caracterizan y se
someten a pruebas de invernadero en especies vegetales nocivas y de interés
agricola, asi como a ensayos especificos conducentes a la determinacién de los
mecanismos de accién de las fitotoxinas (Duke & Lydon, 1987, Duke & Abbas,
1995; Boyette & Abbas, 1995; Evidente, 2001).
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II. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del hongo copréfilo Guanomyces polythrix M. C.
Gonzadlez, Hanlin y Ulloa.

El hongo Guanomyces polyvthrix (Figura 1) se aislo en el afio de 1978 a partir
del guano del murci¢lago Leptonycteris nivalis en la Cueva del Diablo, localizada en
Tepoztlan, Estado de Morelos, México. La clasificacién taxondémica del hongo
estuvo a cargo de los doctores Marfa del Carmen Gonzilez y Miguel Ulloa del
Departamento de Botanica del Instituto de Biologfa, UNAM, vy del doctor Richard
Hanlin, de la Universidad de Georgia, E.U.A. La identificacion se realizé con base
en estudios morfolégicos, filogenéticos y el andlisis de la secuencia del ADN
ribosomal 18S. El hongo peftenece a un géhero nuevo de ascomicetes que se

relaciona con los géneros Chaetomiumy Farrowia.

| TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 1.Hongo G. polythrix M. C. Gonzalez, Hanlin y Ulloa en agar papa-dextrosa.

Condiciones de incubacion: 7 dias de crecimiento y temperatura de 28 °C.
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El crecimiento de G. polythrix es rapido, ya que aparece un ascoma joven en
cuatro dias (Figura 2A) y uno maduro en siete dias (Figura 2B). Entre las principales
caracteristicas morfologicas de G. polythrix se encuentran la presencia de un ascoma
membranoso, con un cuello largo adornado con pelos laterales glandulares septados,
que surgen de las células externas, y pelos aglandulares terminales (Figuras 2B y
2C). Las ascas son clavadas, delicuescentes y contienen ocho ascosporas hialinas,
unicelulares, elipsoides, sin un poro geminal (Figuras 3A y 3B). Estas caracteristicas
permitieron clasificar al hongo dentro de la familia Chaetomiaceae del orden

Sordariales.

Figura2. Hongo G. polythrix. A) Ascoma de cuatro dias de crecimiento,

B) Ascoma maduro de siete dias de crecimiento, C) Pelo lateral glandular septado.

TESIS CON
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Figura 3. Hongo G. polythrix. A) Asca clavada delicuescente, con ocho ascosporas,

B) Ascosporas hialinas, unicelulares, elipsoides y sin un poro geminal.

Una caracteristica relevante de G. polythrix es su capacidad para formar
pequefias gotas de liquido en los apices de los pelos laterales. Estas gotas adquieren
una apariencia clara y brillante cuando el ascoma alcanza el estado maduro (Figura
4). Aunque no se conoce ¢l papel biologico de estas secreciones se cree que tal vez
actiian como atractores de insectos que contribuyen a la diseminaciéon del hongo
(Gonzalez et al., 2000).

En un estudio previo de este hongo se determiné que las condiciones dptimas

para la fermentacion son. medio de cultivo papa-dextrosa, casero; temperatura de

TESIS CON
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incubacion de 28°C; agitacién a 200 rpm y 15 dias de fermentacion (Macias ef al.,
2000).

Figura 4. Hongo G. polythrix. Gotas claras y brillantes de liquido en los dpices de

los pelos laterales.

El estudio quimico biodirigido de los extractos fitotéxicos, preparados a partir

del medio de cultivo y del micelio del hongo, permitié el aislamiento y la

TESIS CON i
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purificacion de catorce metabolitos secundarios, entre los que se encuentran ocho
metabolitos novedosos (Macias ez al., 2000; 2001). Los metabolitos novedosos se
caracterizaron como la (+)-(2S,3S)- 5- hidroxi- 6,8-dimetoxi- 2,3-dimetil- 2,3- dihi-
dronaftopirona (31), la (+)- (28,3S)- 5-hidroxi- 6, 8, 10~ trimetoxi-2,3- dimetil-2, 3-
dihidronaftopirona (32), la (+)- (25)- 5- hidroxi -6, 8-dimetoxi-2- metil-2,3-dihi-
dronaftopirona (33), la (+)-(28)-5- hidroxi- 6,8,10- {rimetoxi-2-metil-2,3-dihidro-
naftopirona (34), la (+)- (2S, 3R)-5- hidroxi-6, 8- dimetoxi-2, 3-dimetil-2,3-dihi-
dronaftopirona (35), la (+)- (28, 3R)-5-hidroxi-6, 8,10-trimetoxi -2, 3-dimetil-2,3-di-
hidronaftopirona (36), la 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-naftopirona (38) y
la 8-hidroxi-1-metoxicarbonil-6-metil-xantona (39). De manera adicional se
obtuvieron seis compuestos conocidos: la rubrofusarina B (37), la emodina (40), ¢l
metilparabeno (41), el acido 4-hidroxi-benzoico (42), la ergosta-4,6,8 (14), 22-
tetraen-3-ona (43), y la citrinina (44). Las estructuras de los metabolitos se presentan

en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Metabolitos aislados previamente a partir del hongo G. polythrix (Macias
et al., 2000; 2001).
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Cuadro 2. Metabolitos aislados previamente a partir del hongo G. polythrix (Macias

et al., 2000; 2001) [continuacién].

OO0Me OOH
H H
(41) (42)

(43)
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La elucidacion estructural de los metabolitos aislados se realizd mediante el
uso de métodos espectroscopicos, espectrométricos, quiroopticos y de difraccion. de

rayos X.

La determinacion del efecto de los compuestos aislados sobre la germinacion
y el crecimiento radicular de las malezas 4. hypochondriacus y E. crus-galli
utilizando el método de la caja de Petri permitié establecer sus propiedades
fitotoxicas significativas. Todos los metabolitos inhibieron el crecimiento radicular
de las arvenses con valores de Cls, comprendidos entre 1.3 x107 y 6.5 x10™ M. Cabe
destacar que la xantona 39 presentd un marcado efecto inhibitorio sobre el

crecimiento radicular de E. crus-galli (Cls, de 1.5 x10* M),

También se demostr6é por medio de una electroforesis vertical descendente en
condiciones desnaturalizantes (SDS -PAGE al 12%) que las fitotoxinas de G.
polythrix interaccionan con la proteina calmodulina, ya que retardaron la movilidad
electroforética de la proteina. El retardo en la movilidad electroforética de la
calmodulina provocado por las fitotoxinas fue mas notable en presencia del calcio
(Macias et al., 2000 y 2001). Posteriormente, se comprobd que los metabolitos 31,
32, 35, 36, 39, 40 y 43 afectaron las propiedades moduladoras enziméticas de la
calmodulina. Para estos experimentos se utilizo como enzima blanco a la NAD
cinasa dependiente de calmodulina aislada a partir de plantulas de chicharo. Los
resultados de esta Gltima evaluacioén permitieron establecer que el efecto inhibitorio
fue mayor con los compuestos 31, 32, 35 y 36 cuando se empled calmodulina de
espinaca como activador. Sin embargo, al utilizar calmodulina de cerebro de bovino

el efecto inhibitorio de los compuestos fue menor (Macias, 2002).

Por Gltimo, para descartar un efecto directo de las fitotoxinas sobre la enzima
NAD cinasa, se procedié a evaluar su efecto sobre la actividad de la cinasa en

ausencia de calmodulina. Los resultados indicaron que con excepcion de los
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metabolitos 33 v 34, las fitotoxinas restantes no interfieren significativamente con la

actividad basal de la enzima NADcinasa (Macias, 2002).

2.2. Fitotoxinas del hongo Phoma herbarum Westend.

El hongo Phoma herbarum (Figura 5) se encuentra ampliamente distribuido a
nivel mundial. Crece principalmente en la madera de los arboles, suelo y agua de las
zonas templadas; asi como en los bosques, la composta de los jardines, las dunas de
los desiertos, los pastizales, los sedimentos de los rios y los suelos con vegetacion de
tundra. Por otra parte, este hongo se ha lograde aislar a partir de los cultivos de

maiz, papa, pistache y trigo {(Domsch, 1982).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 5. Hongo Phoma herbarum Westend.

Investigaciones previas permitieron establecer que P. herbarum  es

fitopatdgeno para Acacia mearnsii, Taraxacum officinale (diente de ledn) v Avena
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Jarua, cuando se inocula artificialmente (Olembo, 1972; Domsch, 1982; Brebaum &
Boland, 1999).

En estudios quimicos realizados durante las décadas de los 80 y 90's sobre
esta especie se logré el aislamiento y la caracterizacion de varias antraquinonas fla
helmintosporina (45), la cinodontina (46)] y benzo-y-pironas [la LL-D253a (47), la
LI-D253p (48) y la LL-D253y (49)] (Domsch, 1982; Chandler, 1992a y 1992b).

oH O OH
O OH
(45)
Me Me
H (8] Me MeQC: O e
H ‘ COMe O e
(47) (48) 49)

Recientemente se investigd un aislamiento de P. herbarum obtenido a partir
de las semillas del maiz cacahuacintie recolectadas en el Bajio mexicano y

proporcionadas por la Compafiia Nacional de Subsistencias Populares
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(CONASUPO). El estudio condujo al aislamiento de tres nonendlidas novedosas

denominadas con los nombres triviales de herbaruminas I (50), II (51) y I (52).

" = " = H =
O O 0
H ; H ; H i
(50) 1) (52)

La elucidacion estructural de estos productos se llevé a cabo mediante
métodos quimicos, espectroscopicos, quirodpticos y calculos de mecénica molecular
(Rivero-Cruz et al., 2000; Rivero-Cruz, 2001).

La evaluacién de la actividad fitotéxica en semillas de 4. hypochondriacus
permiti6 establecer que los compuestos 50-52 inhiben el crecimiento vegetal a nivel
preemergente. Para determinar los posibles mecanismos de accion se evaluo el
efecto de las fitotoxinas sobre la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de
espinaca, y sobre la actividad de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP
carboxilasa ) de maiz y glutamino sintetasa (GS) de amaranto, encontrandose que
ninguna de las fitotoxinas afectaban los blancos de accion estudiados. De manera
adicional, se investigd si estos compuestos interaccionaban con las calmodulinas de
cerebro de bovino y de espinaca mediante el empleo de una electroforesis
desnaturalizante, observandose que las fitotoxinas alteran la movilidad de ambas
calmodulinas. Sin embargo, en esa ocasion no se determiné si la interacciéon con la
calmodulina modificaba su capacidad para activar sus enzimas blanco, y por lo

tanto su papel fisiologico (Rivero-Cruz er al., 2000, Rivero-Cruz, 2001).
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En un estudio previo, P. watsoni se selecciond como una fuente potencial de
agentes herbicidas debido a que el extracto CHyCl,- MeOH (1:1) preparado a partir
de las partes aéreas de la planta present6 actividad fitotoxica significativa en contra
de A. hypochondriacus, E. crus-galli y Lemna pausicostata. Posteriormente, el
estudio quimico biodirigido del extracto bioactivo permitié el aislamiento de tres
piranocumarinas y dos piranocromonas novedosas. Estos compuestos se
caracterizaron con base en métodos espectroscépicos, quimicos y de difraccion de
rayos X, como el éster del acido propiénico (9R, 10R)-9-acetoxi-8,8-dimetil-9,10-
dihidro-2H,8H-benzo [1,2-b:3,4-b’] dipiran-2-ona-10-i1 (53), éster del é&cido
isobutirico (9R, 10R)-9-hidroxi-8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-benzo[1,2-b:3 4-
b“ldipiran-2-ona-10-i (54), éster del 4cido isobutirico (9R) -8,8-dimetil-9, 10-
dihidro-2H, 8H-benzo [1,2-b:3,4-b’] dipiran-2-ona-9-il (55), éster del acido iso-
butirico (3R)-5-metoxi-3, 4-dihidro-2, 2, 8-trimetil-6-0x0-2H, 6H-benzo {1,2-b:5,4-
b]dipiran-3-il (56) y el ester del 4cido 2-metilbut-(2Z)-enoice (3R) -5- metoxi-3, 4-
dihidro-2, 2, 8- trimetil-6-0x0-2H, 6H-benzo [1,2-b:5,4-b |dipiran-3-il (§7). La este-
reoquimica de los carbonos quirales se establecié por medio de la metodologia de
los ésteres de Mosher (Valencia-Islas et al., 2002).

(33) (54) (5%5)
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(56) (57)

De manera adicional, se obtuvieron la quianhucumarina A (58), el ¢ster del
acido 2-metilbut-(2Z)-enoico (9R, 10R)-10-hidroxi-8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-
benzo [1,2-b:3,4b"}-dipiran-2-ona-9-il (§9), el éster del 4cido 2-metilbut-(2E)-enoico
(9R,10R)-10-hidroxi-8,8-dimetil-9,10-dihidro-2H,8H-benzo [1,2-b:3,4b"]-dipiran-2-
ona-9-il (60), la seravshanina (61), la quianhucumarina D (62), la (+)-cis-quelactona
(63) y la jatamansina (64), los cuales se identificaron mediante la comparacion de
sus datos espectroscopicos con los reportados previamente en la literatura (Valencia-
Islas et al., 2002).

(58) (59) (60)
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La actividad fitotoxica de los compuestos aislados y sus derivados quimicos
se determind sobre la germinacidén y elongacion de las radiculas de 4.
hypochondriacus y E. crus-galli, permitiendo establecer que todos los metabolitos
secundarios poseen propiedades fitotOxicas significativas, en especial los
compuestos 56 y 57. Asimismo, se evalué el potencial fitotéxico de los compuestos
sobre Lemna pausicostata, observandose que sélo los metabolitos 55 y 64 poseen
actividad fitotoxica sobre esta especie. De igual forma, estos compuestos
ocasionaron una reduccion en el contenido de clorofila y la pérdida de electrolitos de

esta especie.

Para determinar el mecanismo de accion de los metabolitos secundarios 55-57
y 64 se procedi6 a evaluar su efecto sobre el proceso de respiracién en mitocondrias
aisladas de los hipocotilos de frijol mungo (Vigna radiata) y sobre la fotosintesis en
hojas de frijol mungo y frijol comtn (Phaseolus vulgaris). De manera adicional, se
evaluo la interaccidén de los compuestos con la proteina calmodulina de cerebro de
bovino y de espinaca. Los compuestos 56 y 57 inhibieron el transporte de electrones
en ¢l complejo II de la cadena de respiracién mitocondrial, mientras que los
compuestos 55 y 57 inhibieron el proceso de la fotosintesis en hojas aisladas de
Vigna radiata y Phaseolus vulgaris, debido a que afectan los centros de reaccion

activos y la absorcién de la luz por ¢l complejo antena.

(64)
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La interaccién de los compuestos 53-64 con las calmodulinas de espinaca y
cerebro de bovino (Sigma) se determindé de manera preliminar mediante una
electroforesis desnaturalizante. Todos los compuestos ocasionan un retardo en la
movilidad electroforética de la proteina tanto de origen animal (cerebro de bovino)
como vegetal (espinaca). Este efecto fue més notable con las piranocromonas 56 y
57. De nueva cuenta, en este estudio no se determind si la interaccion de estos

compuestos con la proteina modifica sus propiedades reguladoras enzimaticas.

Con la finalidad de verificar la inocuidad in vifro de los compuestos aislados,
se realizaron pruebas de citotoxicidad animal sobre cuatro lineas celulares de
mamifero (HATG, MDCK, NIH3T3 y KA31TY. Los resultados derivados de este
experimento revelaron que de manera general ninguna de las fitotoxinas de P.
watsoni son citotoxicas debido a que los valores de Clso obtenidos son mayores a 50
uM (Valencia-Islas et al., 2002).

2.4. Fitotoxinas de la especie vegetal Leucophyllum ambiguum Humb.& Bonpl.
Leucophyllum ambiguum (Scrophulariaceae) es un arbusto perennifolio con

hojas cubiertas de pubescencia lanosa blanca, que se encuentra generalmente
formando parte de matorrales xero6filos localizados a lo largo de la Sierra Madre
Oriental, desde Nuevo Leo6n hasta Hidalgo, extendiéndose un poco hacia la Planicie
Costera Nororiental y el Altiplano (Figura 7). Esta especie se conoce con los
nombres populares de “cenizo de Monterrey”, “chamizo” y “raguno” (Diaz, 1976;
Rzedowski, 1978; Argueta, 1994). En la medicina tradicional de Michoacén v San
Luis Potosi, L. ambiguum se utiliza para el tratamiento de las enfermedades

hepaticas y vesiculares (Paredes, 1984).

'HATG= Células de hepatoma de rata resistentes a Ia tioguanina; MDCKe= Células de rifién de perro
Mandin-Darby, NIH3T3= Linea celular permanente de fibroblastos embrionarios de ratén suizo 3T3;
KA31T= Cepa Kirsten de células 3T3 transformadas por el virus del sarcoma Moloney.
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Figura 7. Leucophyllum ambiguum Humb.& Bonpl.

La tnica especie del género previamente estudiada es L. frutescens a partir de
la cual se aislaron los lignanos diayangambina (65), epiyangambina (66) y
diasesartemina (67). Estos productos demostraron una actividad fitotoxica
significativa, constituyendo un antecedente importante para considerar a L.
ambiguum como una fuente potencial de metabolitos fitotoxicos (Rimando, 1999).
Por lo tanto, la preseleccion de Leucophyllum ambiguum se llevo a cabo con base
en un criterio quimiotaxonomico. Posteriormente, se procedié a realizar la
preparacion del extracto organico de L. ambiguum y la evaluacion de su efecto sobre
la germinacion y el crecimiento radicular de las semillas de A. hypochondriacus y E.

crus-galli. El extracto activo de L. ambiguum se fraccion6é de manera biodirigida
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para asi obtener los lignanos fitotoxicos 2,2'-dimetoxisesamina (68), la 2-
metoxicobusina (69), la cobusina (70), y la 2-metoxi-4 -hidroxidesmetoxicobusina
(71). En esta ocasion se determind que la fotosintesis no constituye el blanco de

accidn de estas fitotoxinas (Rojas, 2002).

lllll

Me

(65) (66)

(67)
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2.5. Metabolitos secundarios con un efecto sobre la proteina calmodulina.

La calmodulina (CaM) es una proteina de bajo peso molecular (16.7 KDa),
de naturaleza 4cida, que se ha aislado y caracterizado a partir de una gran variedad
de tejidos animales y vegetales, constituida en promedio por 148 aminoacidos
(Persechim et al.,1996; Buchanan ef al., 2000). Su ubicuidad sugiere una funcion
fundamental en los procesos celulares. Estudios recientes también han permitido
determinar que las propiedades bioquimicas, fisicas y biolégicas de las calmodulinas

de origen vegetal son muy similares a las de origen animal, o cual demuestra su alta
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conservacion a través de la escala filogenética. La principal diferencia entre ambas
proteinas consiste en la presencia de un residuo de cisteina en la posicién 27 y del
dipéptido metionina-metionina en las posiciones 145 y 146 en la calmodulina
vegetal. La proteina animal presenta este dipéptido desplazado en un residuo y

carece de la cisteina en la posiciéon 27.

La calmodulina consta de dos 16bulos globulares conectados por una region
central flexible constituida por 26 aminoacidos y que forma una a-hélice cuando se
encuentra en estado cristalino (Figura 8). Cada l6bulo contiene dos sitios de union al
calcio o dominios funcionales, que se designan con los niimeros romanos I-IV. Los
dominios I y II constituyen el extremo amizio terminal de la proteina y poseen baja
afinidad por el calcio, mientras que los dominios III y IV forman el extremo
carboxilo terminal y presentan una elevada afinidad por el calcio. Cada dominio se
encuentra constituido por 12 amino4acidos y son ricos en 4cido aspértico y glutdmico
(Ohki et al., 1997; Cobb er al., 1999).

La calmodulina es el miembro més estudiado de un grupo de proteinas que
son utilizadas por las células eucariotas en los procesos de transduccidén de las
sefiales intracelulares mediadas por el calcio. La calmodulina carece de actividad
enzimética, sin embargo, regula la actividad de mas de 40 proteinas blanco
incluyendo la fosfodiesterasa de los nucle6tidos ciclicos, la sintasa de éxido nitrico,
la glutamato descarboxilasa, la fosfatasa, la NADcinasa, la ca™, Mg”»ATPasa, la
superoxido dismutasa y varias cinasas, por tan solo mencionaf algunas. La
calmodulina también regula a muchas proteinas estructurales y transportadoras de
membrana (Marmé & Dieter, 1983; Mirzoeva et al ,1999; Ohki et al., 1997; Yuan et
al., 1999). La activacion de sus proteinas blanco ocurre s6lo en presencia del calcio,
cuando su concentracién intracelular se eleva de su nivel de reposo de 107 M
hasta 10 M (Manalan & Klee, 1984; Persechini et al., 1996).
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Figura 8. Estructura de la calmodulina dependiente de calcio. El extremo amino
terminal se encuentra constituido por los dominios I y II; el extremo carboxilo

terminal por los dominios Il y IV.

La activacion de las protefnas blanco reguladas por la calmodulina se realiza
a través de un mecanismo que consta de dos etapas. Primero ocurre {a interaccién
entre el calcio y los dominios de la calmodulina en el siguiente orden: I, IV, Ty Il
Posteriormente la unidn al calcio provoca grandes cambios conformacionales dentro
de la a-hélice que deja expuestas a las superficies hidrofobicas (ricas en metionina,
leucina y fenilalanina). Por otra parte, durante la interaccién los lobulos amino y
carboxilo terminales de la calmodulina convergen formando un canal hidrofébico

que rodea a la proteina blanco (Cobb er al., 1999, Mirzoeva et al., 1999; Yuan et al_,
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1999). Las proteinas blanco poseen dominios de unién a la calmodulina que
consisten usualmente de una region de aproximadamente 20 residuos de
aminoécidos y con la capacidad de formar una a-hélice bésica con carga positiva.
Por otra parte, el sitio de unién de la calmodulina se encuentra constituido por ocho
residuos de metionina que proporcionan una superficie hidrofébica altamente
ajustable para la unién debido a la flexibilidad intrinseca de la cadena lateral de los
residuos de metionina y a la alta polarizabilidad de sus dtomos de azufre que
generan sitios de unién adecuados para las fuertes interacciones con superficies no
polares, y que también se pueden adaptar a los sitios de union de las proteinas
blanco, aun cuando presenten diferentes secuencias de residuos (Gellman, 1991,
Zhang et al., 1994, Yuan et al.|1999),

La calmodulina participa en los procesos de regulacion y transduccion de las
sefiales que tienen lugar durante la germinacion y el crecimiento vegetal. Esta
proteina también participa en los mecanismos de defensa contra patégenos, la
estimulacién del crecimiento gravitropico, las sefiales mediadas por el 4cido
giberélico, los procesos fisiologicos mediados por la luz, la formaciéon de los
filamentos de actina v el ciclo de division celular (Marmé & Dieter, 1984; Lee et
al., 1999). Por ejemplo, en estudios irn vitro realizados en cultivos embriogénicos de
zanahoria doméstica se establecié que durante el proceso de germinacién se
duplican los niveles de calmodulina y se incrementa la concentracién de una

proteina dependiente de calmodulina (Oh ez al., 1992).

Por otra parte, el sistema Ca**- calmodulina se encuentra involucrado en la
germinacién de semillas a través del control que ejerce sobre las proteinas
dependientes de calmodulina. Por ejemplo, la NAD cinasa incrementa el nivel de
NADP*, promoviendo la reactivacion de la ruta de las pentosas, lo cual ocurre en
las primeras etapas de la germinacion. También se cree que participa en el control de

la sintesis del ADN y la mitosis celular (Cocucci & Negrini, 1988).
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En los vegetales se han descubierto varias isoformas de calmodulina con
diferentes grados de divergencia en la secuencia de aminoécidos. Estas isoformas
poseen la capacidad de activar de manera diferencial algunas de las enzimas
dependientes de calmodulina. En consecuencia estas isoformas podrian constituir

blancos de accién especificos de agentes herbicidas (Lee ef al., 1999; 2000).

La actividad reguladora de la calmodulina se inhibe en presencia de ciertos
farmacos y numerosos metabolitos secundarios distintos a los aislados de G.
polythrix. Entre los farmacos mas importantes se encuentran antipsicoticos como la
clorpromazina (72) y la trifluoperazina (73), los cuales acthian como poderosos
antagonistas interfiriendo con la activacién de las enzimas dependientes de
calmodulina (Marmé & Dieter, 1984; Leung et al., 1988). Estudios de cristalografia
de rayos X y de dicroismo circular demostraron que de una a cuatro moléculas de
trifluoperazina (73) pueden unirse a una de calmodulina, encontrandose su sitio de
unién en la region hidrofébica del carboxilo terminal de los dominios Il y IV, asi

como en la regidn central de unidn o interdominio.

(?Hz)s -
((,3H2)3 N Fa
N X
Me/ Me ’ 3

(72) (73)

CI,@\C .

Otro farmaco que interacciona con la calmodulina es el compuesto R24571,
derivado del antimicOtico miconazol. Este producto afecta la actividad de las
enzimas dependientes de calmodulina a una concentracion menor que la
clorpromazina (72) y trifluoperazina (73) [Marmé & Dieter, 1983].
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Por Gltimo, con relacion al grupo de los farmacos, recientemente se demostrd
que la vinblastina (74), la navelbina (75) y su andlogo, la 3”- (B- cloroetil}-2”,4”-
diox0-3,5"-espirooxazolidino-4-deacetoxivinblastina (KAR-2) [76], interaccionan
con la calmodulina. Estos compuestos actian como antagonistas competitivos. De
hecho, la KAR-2 se une a la calmodulina alin en ausencia del calcio (Vertessy et al.,
1998).

La melitina, un péptido presente en el veneno de abejas, se une al extremo

amino terminal de los dominios I y II y al extremo carboxilo terminal de los
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dominios III y IV de la calmodulina. Este producto natural de origen animal se ha
utilizado ampliamente para estudiar el comportamiento funcional de la calmodulina
(Pala er al., 1998, Vertessy et al ,1998).

La citreoviridina (77), el acido secal6nico (78) y la verruculogena (79) son
metabolitos neurotéxicos producidos por hongos del geénero Penicillium, que
también interaccionan con la calmodulina afectando sus propiedades reguladoras,
debido a que inducen cambios conformacionales que exponen las regiones
hidrofébicas de la proteina y que alteran la actividad de varias enzimas dependientes

de la proteina calmodulina (Pala ef al., 1999),

(77)

El efecto neurotéxico de las tres micotoxinas se atribuye a que modifican la

activacion de enzimas clave como las acetilcolinesterasas, las ATPasas, las proteinas
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cinasas C (PKC), y las adenilato ciclasas, que participan en la regulacion de
procesos fisiologicos del sistema nervioso central. Asi, existen varios estudios en los
cuales se ha logrado demostrar que la disminucién en la actividad de la proteina
cinasa C interfiere con el transporte de calcio a través de las membranas neuronales

ocasionando una alteracion en la actividad neuronal (Pala et al., 1999).

Por otra parte, mediante los estudios de fluorescencia y de la verificacién de
la actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina se logrd
demostrar que algunos flavonoides como la quercetina y compuestos del tipo fenil
propanoide interaccionan con ¢l complejo calcio-calmodulina actuando como
antagonistas (Nishino ef al.,1984; Paliyath & Poovaiah, 1985).

Ofro grupo de compuestos estudiados son las naftalensulfonamidas. Estas
amidas interaccionan con las regiones hidrofobicas de la calmodulina y afectan su
actividad moduladora (Marmé & Dieter, 1983; Vertessy ef al., 1998),

La ofiobolina A (24) es uno de los antagonistas de la calmodulina mas
conocidos y estudiados. La ofiobolina A (24) es una fitotoxina de naturaleza
sesterpenoide producida por hongos fitopatégenos del género Bipolaris, que
usualmente infectan los cultivos de arroz, maiz y sorgo. Estos hongos producen en
las plantas las enfermedades conocidas como “hambruna del arroz de Bengala™ en
India y “tizén surefio de la hoja de maiz” en EUA. (Leung et al., 1984; Leung et
al., 1985; Au & Leung, 1998; Au et al., 2000a; Au et al., 2000b).

Tanto la ofiobolina A (24) como las especies productoras de esta fitotoxina
generan lesiones de color café, inducen cambios en la permeabilidad de la
membrana, disminuyen la fijacion fotosintética del CO,, estimulan la liberacion de

B~ cianina, electrolitos y glucosa de las raices, producen cambios en la respiracion,
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estimulan la apertura de los estomas e inhiben el crecimiento de las raices, asi como

la sintesis de proteinas y de 4cidos nucleicos.

La interaccion de la ofiobolina A (24) con la calmodulina se demostréd
inicialmente a través de la inhibicion de la actividad de la enzima fosfodiesterasa del
AMPc dependiente de calmodulina. Cabe sefialar que la ofiobolina A (24) no
modifica la actividad basal de la fosfodiesterasa. La interaccién directa de la
calmodulina de cerebro de bovino con esta fitotoxina se demostré por medio de
experimentos de fluorescencia. De tal forma que en presencia de ofiobolina A (24)
la fluorescencia intrinseca a la tirosina del complejo Ca**-calmodulina se reducia
~ drasticamente (Leung ef al., 1984; 1985; Au & Leung, 1998; Au et al., 2000a;
2000Db).

Estudios de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
permitieron determinar que la ofiobolina A (24) retarda la movilidad electroforética
de la proteina calmodulina, la cual es dependiente del calcio. Los resultados de este
experimento indicaron también que la unioén in vitro entre la ofiobolina A(24) y la

calmodulina es de naturaleza covalente (Leung ef al., 1984; 1985).

Por medio de la técnica de espectroscopia de UV se demostré que la
ofiobolina A (24) reaccionaba con la calmodulina para producir un croméforo con
un maximo de absorcién a 272 nm. Se propone que el cromoéforo se genera por la
reaccion del grupo aldehido de la fitotoxina con los residuos de lisina presentes en la

caimodulina.
Los sitios de unidn para la ofiobolina A (24) en la calmodulina de cerebro de

bovino se determinaron por medio de un estudio de mutagénesis dirigida sobre los

residuos de lisina, utilizando el método de intercambio de los residuos de lisina por
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glutamina o arginina. Estos experimentos permitieron establecer que los residuos de

las posiciones 75, 77 y 148 son los sitios de unién para esta fitotoxina.

Finalmente, su efecto in vivo se evalud por medio del tratamiento de las raices
de maiz con la ofiobolina A (24). Este procedimiento ocasiona una disminucion en
la concentracién de calmodulina activa en los extractos obtenidos a partir de las
raices (Leung et al., 1985).

Como se desprende de la informacién antes presentada, los métodos mas
utilizados para detectar inhibidores de la calmodulina incluyen: (i) analisis de
fluorescencia, (#) electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), (ii?)
estudios de mutagénesis, v (iv) métodos enzimaticos empleando algunas de las
enzimas moduladas por la calmodulina. Estos tltimos consisten en evaluar si los
productos de prueba inhiben la actividad de la enzima blanco en presencia de

calmodulina.

La enzima fosfodiesterasa del AMPc de cerebro de bovino es la proteina
dependiente de calmodulina mas frecuentemente utilizada para evaluar los efectos
de las mutaciones de CaM en la activacién de las proteinas blanco y para detectar
inhibidores de la calmodulina (Yuan et al., 1999). A continuacién se incluyen

algunas generalidades acerca de esta enzima.

En general, las fosfodiesterasas (PDEs) son las enzimas que catalizan la
hidrélisis de los nucledtidos ciclicos (AMPc y GMPc) a sus correspondientes
nucledsidos de monofosfato (Figura 9). Las fosfodiesterasas dependientes de
calmodulina (CaM-PDEs) son proteinas homodiméricas, N%-acetiladas, con cadenas
polipeptidicas de 529 residuos y con un peso que va de 58 a 69 KDa. En presencia
del calcio se unen a dos moléculas de calmodulina y actan como mediadores entre

el calcio y los nucledtidos ciclicos, permitiendo que los procesos dependientes de los
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nucledtidos ciclicos sean regulados por un incremento en la concentracion
intracelular de calcio. Para que las fosfodiesterasas presenten actividad requieren de

: : . 2+
la presencia de un cation divalente o cofactor, entre los que se encuentran Mg™,

Mn®", Zn*, 0 Co®" v un cofactor endogeno (Mg™").

?
N N HO——P===0 Nt N
HC 04 »2 ﬁ L-szC o< x«/’
\ o
Q\HH HO OH

AMPe 5’-Monofosfato de Adenosina

Figura 9. Reaccion de hidrélisis del AMPc en 5'-monofosfato de adenosina,

catalizada por la fosfodiesterasa dependiente de calmodulina.

Se conocen al menos 11 familias de fosfodiesterasas y cada una posee
secuencias unicas en sus dominios cataliticos y frecuentemente se expresan de
manera selectiva en ciertas células permitiendo la regulaciéon del nivel de
nucledtidos ciclicos en cada célula. Es decir, las isoformas se expresan de manera

diferencial y se regulan en diferentes tipos de células, modulando la localizacion, la
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selectividad del sustrato, la cinética y su respuesta a los compuestos que activan o
inhiben a la enzima. Aunque se conocen varios miembros de esta familia, sélo se
han descrito y caracterizado algunas isoformas como las de 61 KDa y 69 KDa, las
cuales se han aislado a partir del cerebro de bovino, asi como las de 59 KDa y de
58 KDa, obtenidas a partir del corazon y del pulmén de bovino, respectivamente.
Estas isoformas se diferencian por su tamafio aparente, la inmunoreactividad que
presentan, su habilidad para ser fosforiladas por las cinasas en los estudios in vitro,
su afinidad por la calmodulina y, en algunos casos, por sus parametros cinéticos
(Yuan er al., 1999).

La estructura de la fosfodiesterasa dependiente de calmodulina se ha
investigado por medio de experimentos de protedlisis y de la sintesis de anélogos
peptidicos, identificAndose el sitio de interaccidén con la calmodulina, asi como su
posicién, El dominio catalitico es un fragmento de 36 KDa con una secuencia de
aproximadamente 250 residuos que se conserva entre todas las isoformas de las
fosfodiesterasas, sin importar su tamafio, filogenia o funcion, debido a que
comprenden una sola familia de proteinas con un dominio catalitico que proviene de
un progenitor comun. Asimismo, la bisqueda de las secuencias de los sitios
potenciales de unién a la calmodulina revelan sélo un segmento de 15 residuos, con
una carga neta positiva y que presenta la capacidad de formar una o-hélice. Al
comparar los residuos del dominio catalitico de diferentes isoformas, se logréd
determinar que comparten mas del 90% y que las secuencias que presentan son
idénticas, lo cual demuestra que los dominios de las diferentes isoformas estudiadas

son iguales (Xu ef al., 2000).

En la literatura se describen varios métodos para determinar la actividad de

esta enzima y los mas importantes resumen en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Métodos de ensayo utilizados para determinar la actividad de la

fosfodiesterasa de nucleo6tidos ciclicos (Thompson ef al., 1979).

Ensayo

Ventajas

Desventajas

Cromatografia (resina de

intercambio anionico).

Répido, conveniente.

La etapa de la nucleotidasa;
cada muestra se cromatografia

en una columna.

Cromatografia en papel

Reaccién en un paso.

Cada muestra se
cromatografia en una
columna.

Sustrato marcado con >2P,

Extraccion 2Py/molibdato

Rapido, conveniente

Cada muestra se
cromatografia en papel

Sustrato marcado con P,

Liberacion de fosfato

Sin radioisotopos

Répido, conveniente

Interferencia por fosfato
inorgénico en la etapadela

nucleotidasa.

Susceptible a la interferencia

Luciferina-luciferasa Sin radioisétopos de sustancias {nucle6tidos), se
requiere equipo especial de
mezclado y deteccion.
Método de titulacion Sin radiois6topos; Se requiere equipo de

monitoreo continuo de
la velocidad

enzimatica

titulacién enzimatica.

Precipitacion Zinc-bario

Rapido, conveniente

La etapa de la nucleotidasa.

Sustrato marcado con 2P,
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De los métodos anteriormente mencionados, uno de los mas utilizados es el
de liberacién de fosfato, el cual se empled en la tesis. Este método se basa en medir
la actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina mediante el
uso de un ensayo que cuantifica la cantidad de fosfato que se genera a partir de la
hidrélisis del AMPc formado por accién de la fosfodiesterasa. Esta tltima reaccion

es catalizada por la enzima nucleotidasa.
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III. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GENERALES.

+ Continuar con la bisqueda de fitotoxinas de organismos fiingicos mediante la

reinvestigacion del hongo coproéfilo Guanomyces polythrix.
¢ Determinar la habilidad de fitotoxinas selectas de origen fungico y vegetal

para afectar las propiedades moduladoras de la proteina calmodulina,

utilizando como enzima blanco a la fosfodiesterasa del AMPc.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Realizar los cultivos en mediana escala del hongo G. polythrix utilizando

medio de cultivo de agar papa-dextrosa (DIFCO).

2. Obtener los extractos organicos del micelio y del medio de cultivo de G.

polythrix.
3. Evaluar cuantitativamente el potencial fitotoxico de los extractos organicos

sobre la germinacioén y el crecimiento radicular en semillas de Amaranthus

hypochondriacus por el método de la caja de Petri.
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4.

5.

6.

7.

Aislar los productos naturales responsables de la actividad fitotéxica a partir

de los extractos obtenidos de los cultivos a mediana escala, a través de un

~ estudio quimico biodirigido.

Determinar cuantitativamente el efecto fitotoéxico de los metabolitos aislados
de las fracciones activas sobre la germinacion y el crecimiento radicular de 4.

hypochondriacus.

Establecer la estructura molecular de los compuestos fitotoxicos mediante el

uso de métodos espectroscépicos y espectrométricos.

Determinar la posible interaccidn de los metabolitos aislados a partir de G.
polythrix en el presente estudio [la dihidroubiquinonalQ (72), el ergosta-6,8
(14), 22~ trien-3-ol (73) y el ergosterol (74), y de Leucophyllum ambiguum
[2,2"-dimetoxisesamina (68), la 2-metoxicobusina (69), la cobusina (70), v la
2-metoxi-4"-hidroxidesmetoxicobusina (71)] con la proteina calmodulina de
cerebro de bovino utilizando una electroforesis en condiciones

desnaturalizantes.

Evaluar si la interaccion de la calmodulina con las fitotoxinas de Phoma
herbarum [herbaruminas 1 (80) y I (81)], Prionosciadium waisoni [los
ésteres del 4cido isobutirico (3R) - 5 - metoxi-3, 4- dihidro- 2, 2, 8- trimetil-
6-0xo0- 2H, 6H-benzo [1,2-b:5,4-b"|dipiran-3-il (56) y del acido 2-metilbut-
(2Z)-enoico (3R)-5-metoxi-3,4-dihidro-2, 2, 8- trimetil- 6 -oxo- 2H, 6H- ben-
zo [1,2-b: 5,4-b'] dipiran-3-il (87)] , L. ambiguum [2,2'-dimetoxisesamina
(68), la 2-metoxicobusina (69), la cobusina (70), v la 2-metoxi-4’-hidro-
xidesmetoxicobusina (71)] y de G. polythrix [la (+)- (28,3S)-5-hidroxi-6,8-
dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (31), la (+)-(2S,3S)-5-hidroxi-6,
8, 10-trimetoxi-2, 3-dimetil-2, 3~ dihidronaftopirona (32), la (+)-(28)-5-hidro-
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xi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-dihidronaftopirona (33), la (+)- (25)-5-hidroxi-6,
8,10-trimetoxi-2-metil-2,3- dihidronaftopirona (34), la (+)-(2S, 3R)-5-hidro-
xi-6, 8-dimetoxi-2, 3-dimetil-2, 3-dihidronaftopirona (35), la (+)-(28,3R)-5-
hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (36), la rubrofu-
sarina B (37) la 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-naftopirona (38), Ia
ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-ona (39), la dihidroubiquinona-10 (80), el
ergosta-6, 8 (14), 22- trien-3-o0l (81), y el ergosterol (82)] afectan las
propiedades reguladoras enzimaticas de la calmodulina utilizando como
enzima blanco a la fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina. De
manera adicional, se verificar4 mediante el empleo de la enzima
fosfodiesterasa si los metabolitos interaccionan in vitro con la proteina

calmodulina.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

4.1, MATERIAL BIOLOGICO.

El hongo Guanomyces polythrix fue proporcienado por el Dr. Miguel Ulloa
del Laboratorio de Micologia, Departamento de Boténica, Instituto de Biologia,
UNAM, en diciembre de 2001. El aislamiento del hongo utilizado en el presente
estudio fue obtenido a partir de una muestra resembrada de la referencia depositada
en el Herbario Nacional, Instituto de Biologia, UNAM (MEXU, 24486).

4.2. ENSAYOS BIOLOGICOS.

4.2.1, Método bioautografico directo.

Para monitorear la actividad fitoinhibidora del extracto total y de las
fracciones primarias se utilizé un método bioautografico (Rahalison et al., 1991,
1994; Inoue et al., 1992). Los ensayos se efectuaron en placas de vidrio de 5 x 10
cm, recubiertas con gel de silice (granulos de 0.2-0.63 mm, 230 malla ASTM,
MERCK), las cuales se sembraron con 5 mg de la muestra y eluyeron con una
mezcla apropiada de disolventes empleando los métodos convencionales para
cromatografia en capa fina. De manera simultdnea se eluy6 una placa sin muestra
(control negativo). Concluido el proceso de elucién, se permitié la evaporacion
completa del disolvente v las cromatoplacas se cubrieron con 15 mL de una

suspensién de agar bacterioldgico (DIFCO) al 1%. Una vez solidificada la
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suspension las superficies de las placas se cubrieron completa y homogéneamente
con semillas de Amaranthus hypochondriacus y se incubaron en una atmosfera
hiimeda a 28 °C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se observé
la zona de inhibicién y se determiné su factor de retencion (Rf) mediante su
comparacién con una placa con la muestra de prueba, eluida en las mismas
condiciones y revelada con un agente cromdgeno adecuado (sulfato cérico)
[Rahalison et al., 1991; 1994, Inoue et al., 1992]. Como control positivo se empled
el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético, Sigma), y todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.

4.2.2. Evaluacién canantitativa del potencial fitotéxico.

La determinacién del potencial fitotéxico de los extractos y de los
compuestos puros se realizo por medio de la evaluacién de su efecto sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de las semillas de amaranto utilizando el
método de la caja de Petri (Anaya et al., 1990; 1995). En el caso del extracto el
bioensayo se realizé en cajas de Petri de 10 cm de didmetro. La muestra se disolvio
en diclorometano y se prepararon las diluciones necesarias para obtener las
concentraciones finales de 10, 100 y 1000 pg/ml.. Tres mL de cada una de las
disoluciones con las concentraciones apropiadas se adicionaron a las cajas de Petri,
sobre un disco de papel filtro (Whatman No. 1); el disolvente se evaporé por medio
de una corriente de aire. Una vez evaporado el disolvente, se adicionaron 3 mL de
agua destilada sobre el papel filtro y se colocaron 10 semillas 4. Aypochondriacus en

cada caja.

En el caso de los compuestos puros, el bioensayo se realizé en cajas de Petri
de 6 cm de diametro. Las muestras se disolvieron en los disolventes apropiados y se
prepararon disoluciones con una concentracion de 1, 10 y 100 pg/mL. Se

adicionaron 1.5 mL de cada una de las disoluciones a las cajas de Petri sobre discos
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de papel filtro (Whatman No.1) y se dej6 evaporar el disolvente por medio de una
corriente de aire. Posteriormente, se agregaron 1.5 mL de agua destilada sobre el
papel filtro y se colocaron 10 semillas de 4. hypochondriacus en cada una de las
cajas. Las cajas de Petri se incubaron durante 24 horas a 30°C y la actividad
fitotoxica se registré calculando el porcentaje de germinacién y midiendo la longitud
de las radiculas. De manera simultdnea, se evaluaron controles positivos (2,4-D) y
negativos (disolvente y agua destilada). Las determinaciones se realizaron por
triplicado y se evaluaron mediante la prueba estadistica de ANOVA. Las
concentraciones inhibitorias medias (Cls,) se determinaron mediante el analisis de

probabilidad de Finney a partir de los porcentajes de inhibicion calculados.

4.2.3. Determinacién de la interaccion de los compuestos por electroforesis
desnaturalizante.

La posible interaccidon entre los compuestos puros y la calmodulina de
cerebro de bovino se determiné por medio de una electroforesis desnaturalizante,
para lo cual se prepararon mezclas constituidas por 10 ug del compuesto de prueba
en 10 pl. de una disolucién en DMSO ( 1 pg fmlL ), 2 pg de calmodulina de cerebro
de bovino (SIGMA) y 3 pL de CaCl, 1 mM. La disolucion se llevé a un volumen
final de 30pL con égua desionizada, incubandose durante 90 minutos a 30°C para
facilitar la interaccion de las fitotoxinas con la proteina calmodulina. Al término del
periodo de incubacién las muestras se sometieron a ebullicién por cinco minutos.
Posteriormente, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se les adicionaron 10
ul. de buffer de carga (Liao et al., 1996). Finalmente, se realiz6 una electroforesis
vertical descendente en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al 12%), a partir
de la cual se determiné de manera preliminar si la calmodulina tratada
experimentaba algin cambio en su movilidad electroforética. Cabe mencionar que

en todos los casos se utilizd como control positivo a la clorpromazina. Cada
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determinacion se realizé por triplicado (Nishino et al.,1984). La composicion de los
geles v las disoluciones empleadas se indican en el Cuadro 4 (Laemmli, 1970;
Bradford, 1976).

Cuadro 4. Composicién de los geles de acrilamida y de las disoluciones empleadas
en la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%).

Geles y disoluciones Reactivos

Gel sellador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 (1 mL)
TEMED 100% (2 pL)
APS 10% (10 uL)

Gel separador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 (3.7 mL)
TRIS 3M pH 8.8 (1.17 mL)

Agua (4.26 mL)

TEMED 100% (10 pL)

APS 10% (70 pL)

SDS 10% (92 ul)

Gel apilador Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 (625 uL}
TRIS 1M pH 6.8 (625 pl.)

SDS 10 % (50 pL)

Agua (3.67 pL)

TEMED 100% (3.5 pL)

APS 10% (35 pl)
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Cuadro 4. Composicién de los geles de acrilamida y de las disoluciones empleadas

en la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%) [continuacion].

Geles y disoluciones Reactivos

Disolucion de corrida | Trizma (6.0g)
Glicina (28.5g)

SDS (2.0g)
Agua (20L)
pH 83
Buffer de carga TRIS-HCL IMpH 6.8 (0.6 mlL.)

Glicerol 50% (5.0 mL)

SDS 10% (2.0mL)
2-mercaptoetanol (0.5 mL )

Azul de bromofenol 1% (10.0mL)
Agua (0.9 mi)

Disolucion de tinciébn | Metanol 20% ( 100.0 mL )
Acido acético 0.5% (25.0 mL)
Azul de Coomassie R250 (0.2 ¢g)

4.2.4. Determinacién del efecto de las fitotoxinas sobre la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en presencia de
calmodulina,

La actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc se determiné utilizando

el método experimental descrito por Sharma y Wang (1979; 1986). De acuerdo a
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este método la actividad de la enzima correlaciona con la cantidad del fosfato
inorganico producido durante la reaccién de hidrélisis del AMPc en presencia de la

enzima 5 -nucleotidasa. A continuacion, se describe la parte experimental en detalle.

4.2.4.1. Determinacién de la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc¢
dependiente de calmodulina en presencia de diferentes concentraciones de
calmodulina.

Los ensayos se realizaron adicionando a una disotucion de 0.015 unidades de
fosfodiesterasa dependiente de calmodulina aislada de cerebro de bovino (Sigma),
diferentes concentraciones de calmodulina de cerebro de bovino (Sigma)[2.5 x 107
a 0.5 ug], 15 pL de una disolucidn de 5'- nucleotidasa de veneno de Crotalus atrox
de 0.3 unidades (Sigma), preparada en un buffer constituido por Tris-HCl iI0 mM y
acetato de magnesio 0.5 mM, a pH 7, y 800 pL de un buffer de reaccion constituido
por Tris-HCl 45 mM, acetato de magnesio 5.6 mM, imidazol 45 mM y CaCl,
25 mM, a pH 7. La mezcla anterior se incub6 durante 30 minutos a 30°C.
Transcurrido este tiempo se adicionaron 100 pl. de AMPc¢ 10.8 mM a cada una de
las muestras y la mezcla resultante se incub6é nuevamente a 30°C durante 30
minutos. Al término de este segundo periodo de incubacién se adicionaron a cada

muestra 100 pL de 4cido tricloroacético al 55% para detener la reaccion.

La cuantificacion del fosfato generado en la reaccién recién descrita se llevé a
cabo utilizando un método espectrofotocolorimétrico (Sumner, 1944), de acuerdo al
procedimiento siguiente: A una alicuota de 500 pL de la mezcla de reaccion anterior
se le adicionaron 800 pL de heptamolibdato de amonio al 6.6 % en H,SO, 375 Ny
200 pul. de FeSO, al 10%. Las muestras se incubaron durante 20 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se determiné la densidad éptica de cada una

de ellas a 660 nm. Los valores de absorbancia obtenidos se interpolaron en una
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curva estandar de fosfato monobésico de potasio para determinar la concentracién

de fosfato obtenido en cada tratamiento (Figura 16).

4.2.4.2, Obtencion de la curva estindar de fosfato inorganico.

La curva estandar se¢ construy6 a partir de una disolucién 50 mM de fosfato
monobésico de potasio (Sigma), tomando las alicuotas necesarias para obtener
catorce concentraciones diferentes en un intervalo de 50 a 700 nM. A cada alicuota
se afiadieron 800 pL de FeSOy al 10 % y agua desionizada hasta obtener un volumen
final de 1500 pL. La densidad optica de las muestras se determiné a 660 nm
utilizando un espectrofotometro Cintra 5.

4.2.4.3. Determinacion del efecto de las fitotoxinas 31-38, 50-52, 56-57, 68-71 y
73 sobre la actividad de Ia enzima fosfodiesterasa en presencia de calmodulina,

Para evaluar el efecto de los compuestos fitotoxicos sobre la actividad
enzimética de la fosfodiesterasa en presencia de la proteina calmodulina se
prepararon disoluciones de diferentes concentraciones de los compuestos de prueba
(0 a 100 uM) y se incubaron con una concenfracién saturante de calmodulina de
cerebro de bovino (0.2 pg), de acuerdo con el procedimiento antes descrito. Los
compuestos a evaluar se adicionaron después de incubar durante tres minutos la
mezcla de reaccion que contenia 0.015 unidades de fosfodiesterasa de cerebro de
bovino, 0.2 pg de calmodulina de cerebro de bovino, 0.3 unidades de 5'-
nucleotidasa de veneno de Crofalus atrox y 800 uL del buffer de reaccion. Cada

ensayo se realizo por triplicado y como control positivo se utilizé la clorpromazina.
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4.2.4.4. Determinacion del efecto de las fitotoxinas 31-38, 50-52, 56-57, 68-71 y
73 sobre la actividad basal de la enzima fosfodiesterasa.

La evaluacion del efecto de los compuestos aislados sobre la actividad
enzimatica de la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina se llevé a cabo de
acuerdo a la metodologia descrita en ¢l inciso 4.2.4.3., con la excepcién de que no se

adicion6 calmodulina a la mezcla de reaccién.

4.3. OBTENCION DE LOS CULTIVOS A MEDIANA ESCALA.

4.3.1, Cultivo a mediana escala en medio de papa-dextrosa DIFCO (20 L).

La fermentacion se realiz6 en la planta piloto del Instituto de Investigaciones
Biomédicas; de la UNAM, en dos fermentadores de 15 L de capacidad (Brunswick
FS-314). A cada uno se adicioné 240 g de agar papa-dextrosa (DIFCO)y 10 L de
agua; posteriormente el medio de cultivo se inoculé con el hongo desarrollado por
15 dias en agar papa-dextrosa en una caja de Petri. La incubacion se realiz6 a una
temperatura de 28°C durante 20 dias, con agitacion continua a 200 rpm y un flujo de

aire de 8 a2 10 I/min.

Al cabo de la fermentacion se separé el micelio del medio de cultivo por
centrifugacion y se procedié a la preparacion de los extractos correspondientes,
utilizando como disolventes de extraccion primero CHyCly, luego AcOEt y por
Gltimo una mezcla de CH,Cl,-MeOH 1:1. El extracto del micelio se prepar6d por
maceracion (1.5341 g) y en el caso del medio de cultivo por particion (3.9459 g).
Los extractos resultantes se combinaron para generar un residuo de color café
(5.48 g).
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4.4. ESTUDIO QUIMICO DEL EXTRACTO FITOTOXICO OBTENIDO A
PARTIR DEL MICELIO Y DEL MEDIO DE CULTIVO DE G. POLYTHRIX.

4.4.1. METODOS GENERALES DE ANALISIS.

4.4.1.1. Métodos cromatograficos.

El fraccionamiento primario de los extractos de Guanomyces polythrix se
realizé6 mediante una cromatografia de adsorcion en columna abierta sobre gel de
silice (silica gel G60 Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, 70-230 malla ASTM). Los
analisis cromatograficos en capa fina (ccf) se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales (Marcel, 1992), utilizando placas de aluminio recubiertas con gel de
silice (silica gel 60 GFys4 Merck, de 0.25 mm de espesor) y varios sistemas de
elucién. Las cromatoplacas se visualizaron primero con luz UV (onda corta de
254 nm y onda larga de 365 nm) y se revelaron con una disolucién de sulfato cérico
en H,SO, (Stahl, 1969). Para el desarrollo del color fue necesario calentar a 110 °C

por aproximadamente dos minutos (Ghisalberti, 1993).

Para los andlisis cromatograficos preparativos en capa delgada se emplearon
placas de vidrio de 20 x 20 cm recubiertas con gel de silice (silica gel 60 GFsq
Merck, de 0.25 mm de espesor). La cromatografia de liquidos de alta resolucion se
realizé en un cromatégrafo marca Waters (Millipore corp., Waters Chromatography
Division Milford, MA, USA), equipado con un detector UV dual (2487 Dual
Absorbance Detector) o un detector con arreglo de diodos (996 Photodiode Array
Detector). El control del equipo, la adquisicién de datos y el procesamiento de la
informacion, se llevé a cabo utilizando el programa de Millenium 32 (Waters). La

separacion y purificacion del compuesto 75 se realizé en una columna de gel de

silice (Waters, pporasil 125 A; tamafio de particula 10 pm) de 300 mm de longitud y

con un diametro intermno de 19 mm.
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4.4.1.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas y
espectrométricas.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan
corregidos. Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotometro
de rejilla Perkin Elmer, modelo 599-B, utilizando la técnica de pastilla de KBr. Los
espectros de masas generados por la técnica de impacto electronico (EM-IE) se
determinaron en los espectrometros de masas HP 5890, seric Il y JEOL JMS-
AX505 HA, mediante la introduccién directa a 70 eV. Los espectros de masas
modalidad FAB" se registraron en un aparato JEOL DX300. Los espectros de
resonancia magnética nuclear protonica (RMN 'H) y de carbono-13 (RMN 2C) se
generaron en los aparatos Varian UNITY PLUS 500 o Brucker DM X500, los cuales
se operaron a las frecuencias de 500 MHz y de 125 MHz, respectivamente. Los
desplazamientos quimicos se asignaron en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS)
que se utiliz6 como referencia interna. Los espectros se registraron en CDCI; o

benceno deuterado.

Todos los analisis descritos se realizaron en la Unidad de Servicios y Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, en el Instituto de Quimica de la
UNAM, o en el Departamento de Quimica de la UAM-Iztapalapa.

4.4.2. FRACCIONAMIENTO PRIMARIO DEL EXTRACTO ACTIVO.

El extracto activo combinado del medio de cultivo y del micelio (5.48 g de un
s6lido de color café rojizo) se fraccioné por medio de una cromatografia de
adsorciéon en columna abierta utilizando 275 g de gel de silice. Se obtuvieron 263
fracciones de 110 mlL cada una y se reunieron las que presentaron caracteristicas
cromatograficas similares, para generar 12 fracciones primarias. Los sistemas de

elucion y la reunion de las fracciones se resumen en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Fraccionamiento preliminar via cromatografia en columna abierta del

extracto total de G. polythrix.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
combinadas

Hexano/CH,Cl, 90:10 1-10 GP-1
Hexano/CH,Cl, 70:30 11-24 GP-11*
Hexano/CH,Cl, 60:40 25-34 GP-1IT*
Hexano/CH,Cl, 1:1 35-44 GP-IV*
Hexano/CH,Cl, 40:60 45-64 GP-V*
Hexano/CH,Cl, 30:70 65-70 GP-VI*

Ci,Cl, 100% 71-88 GP-VIi*
CH,Cly/MeOH 99:1 89-151 GP-VIII*
CH,Cl,/MeOH 97:3 152-166 GP-IX*
CH,Cl,/MeOH 95:5 167-182 GP-X*
CH,Cl,/MeCH 90:10 183-205 GP-XT*
CH,Cl,/MeOH 11 206-263 GP-XTI

*Fracciones con actividad fitotoxica.

4.4.3. Separacién y purificacién de los metabolifes secundarios presentes en las

fracciones primarias activas.

4.4.3.1. Obtencién de la dihidroubiquinona-10 (80).

El anélisis cromatografico de la fraccion primaria activa GP-V* (72.0 mg) v
la bioautografia indicaron que la fraccion contenia un producto fitotéxico. Para
separar el compuesto se emple6 una cromatografia preparativa en capa fina sobre gel

de silice utilizando como eluyente CH,Cl,. Las cromatoplacas se eluyeron dos veces
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consecutivas v se procesaron de la manera habitual, obteniéndose 12.1 mg de un
s6lido amorfo de color amarillo oscuro. Para purificar este sélido se aplico la técnica
de cromatografla de liquidos de alta resolucion (CLAR). El cromatograma resultante
se observa en la Figura 10. El procedimiento anterior permitié la obtencién de 6.6
mg del producto 80 como un soélido amorfo de color amarillo claro, soluble en
CH,Cl;.
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Figura 10. Cromatograma obtenido a nivel analitico de la fraccidén primaria activa
GP-V*. Condiciones de andlisis: Detector UV/visible, fase normal, A= 276 nm.
Sistema de elucion: CH,Cl,-MeOH (98:2). Flujo de 0.6 mL/min. Pico: a Tg= 12.3

minutos. ‘
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4.4.3.2. Obtenci6n del ergosta-6,8 (14), 22- trien-3-ol (81) y del ergosterol (82).

A partir de la fraccién primaria activa GP-VIII* (182.8 mg), precipitaron de
manera espontinea 6.0 mg de un polvo amarillo con un p.f. de 134-136 °C, el cual se
identificé como el ergosta-6,8 (14), 22- trien-3-ol (81) (Nes, 1985).

De las aguas madres precipité un sdlido amorfo de color amarillo, el cual
después de varios lavados con una mezcla de CH,Cl,-MeOH (diversas
proporciones) y posterior recristalizacion de CH,Cl,-MeOH 1:1 gener6 67.6 mg de
un solido cristalino blanco, con un p.f de 140 °C, caracterizado como el ergosterol
(82).

4.4.3.3. Obtencién de la (+)-(2S)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-dihidro-
naftopirona (33) y dela ergosta- 4, 6, 8 (14), 22- tetraen-3-ona (43).

De la fraccion primaria GP-IX* (107.6 mg) se obtuvieron 7.1 mg de un sélido
cristalino de color amaritlo, con un punto de fusion de 196-198 °C y soluble en
CH,Cl,. Este compuesto se identificé como la ergosta- 4, 6, 8 (14), 22~ tetraen-3-
ona (43).

A partir de las aguas madres de esta fraccién, se obtuvieron 2.3 mg de un
s6lido cristalino de color rojizo, soluble en CH,Cl; y con un punto de fusion de 176-
177 °C. El producto se identificé como la (+)-(2S)-5-hidroxi-6,8-diimetoxi-2-metil-
2,3-dihidronaftopirona (33). La identidad de los compuestos se determin6 mediante
su comparaciéon con muestras auténticas aisladas previamente (Macias ef al., 2000;
2001).

4.4.3.4. Obtencién de cantidades adicionales de la ergosta- 4, 6, 8 (14), 22-
tetraen-3-ona (43).
El analisis en cromatografia en capa fina de las fracciones primarias activas

GP-VIII* (174.8 mg) v GP-IX* (99.4 mg) demostré que ambas fracciones estaban
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constituidas por un compuesto mayoritario, por lo cual se decidid unirlas para

generar la fraccion activa GP-XIII*.

De esta forma, la fraccion activa GP-XIII* (2742 mg) se sometid a un
fraccionamiento secundario mediante una cromatografia en columna abierta
utilizando 20 g de gel de silice. Este proceso permitio la obtencion de 186 fracciones
de 8.0 mL cada una. El analisis por cromatografia en capa fina permiti¢ reunir las
fracciones que presentaban similitud cromatogréfica en trece grupos. El monitoreo
de la actividad fitotdxica mediante el método bioautogréafico permitié observar que
la actividad se concentraba en la fraccidon secundaria GP-XIIIs*. De esta fraccion
cristalizaron 23.2 mg adicionales de la ergosta- 4, 6, 8(14), 22- tetraen-3-ona (43).
En el Cuadro 6 se presentan los sistemas de elucién utilizados y las fracciones

combinadas generadas a partir de la fraccion GP-X1IT*.

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de la

fraccidn primaria activa GP- XIIT*.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
combinadas
Hexano/CH,Cl, 40:60 1-54 GP-X11I,
Hexano/CH,Cl, 10:90 55-73 GP-X11I,
Hexano/CH,Cl, 10:90 74 GP-XIII;
ACOEt 100% 75-93 GP-X1I1,
ACOEt 100% 94-96 GP-XI1I5*
ACOEY/MeOH 99:1 97-143 GP-XTlg
ACOEt/MeOH 99:1 144-150 GP-X111;

*Fracciones con actividad fitotoxica.
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Cuadre 6. Fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de la

fraccion primaria activa GP- XIII* (continuacion).

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
combinadas
ACOEt/MeOH 99:1 151-157 GP-X1llg
ACOEt/MeOH 99:1 158-174 GP-X111y
ACOE{/MeOH 98:2 175-179 GP-X1II,
ACOEt/MeOH 98:2 180 GP-X111y,
ACOEt/MeOH 95:5 181-182 GP-XIII;,
ACOEt/MeOH 955 183-186 GP-X1II;3

*Fracciones con actividad fitotoxica.

Por otra parte, la fraccion primaria activa GP-X* (2.33 g) se sometié a un
fraccionamiento secundario por cromatografia en columna abierta sobre 60 g de gel
de silice, obteniéndose fracciones de 25 mL cada una. Posteriormente, se reunieron
las fracciones que presenta:ton similitud cromatografica para asi generar 15
fracciones secundarias. Este proceso se resume en el Cuadro 7. Despuds de
monitorear la actividad fitotoxica por medio de un método bicautografico directo en
semillas de 4. hypochondriacus, se determiné que la actividad se encontraba en la
fraccion secundaria GP-Xs*. A partir de esta fraccion se obtuvieron 190.7 mg
adicionales de la ergosta- 4, 6, 8 (14), 22~ tetraen-3-ona [43] (Macias et al., 2000;
2001).
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Cuadro 7. Fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de la

fraccién primaria activa GP-X*.

Eluyente Proporcion Fracciones Clave
combinadas

Hexano/ACOEt 98:2 1-57 GP-X,
Hexano/ACOEt 95:5 58-62 GP-X,
Hexano/ACOEt 90:10 63-68 GP-X;5
Hexano/ACOEt 90:10 69 GP-X,4
Hexano/ACOEt 50:10 70-80 GP-Xs*
Hexano/ACOEt 90:10 81-112 GP-X,
Hexano/ACOEt 80:20 113-148 GP-X7
Hexano/ACOEt 70:30 149-167 GP-Xs
Hexano/ACOEt 50:50 168-192 GP-Xy
Hexano/ACOEt 50:50 193-200 GP-Xjp
Hexano/ACOEt 30:70 201-219 GP-X1;
ACOEt 100% 220-229 GP-Xi2
ACOEt/MeOH 99:1 230-241 GP-Xi3
ACOEt/MeOH 95:5 242-249 GP-X14
ACOEt/MeOH 11 250-263 GP-X5

*Fracciones con actividad fitotoxica.

63



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el desarrollo del presente estudio se utilizd la estrategia convencional
para el descubrimiento de fitotoxinas de origen fangico (Charudattan, 1990;
Hoagland, 1990; Duke, 1995; Cramer, 2000; Evidente ef al., 2001} y los resultados
obtenidos se describen en tres partes: la primera comprende los resultados derivados
de la fermentacion del hongo copréfilo Guanomyces polythrix y de la evaluacion del
potencial fitotoxico de los extractos generados a partir det medio de cultivo v del
micelio. En la segunda parte se describe el aislamiento y la caracterizaciéon de los
principios fitotdéxicos. Asimismo, se presenta la actividad fitotoxica de los
metabolitos aislados sobre la arvense Amaranthus hypochondriacus. La Ultima parte
se refiere a la detezmiﬁacién de la interaccion de las fitotoxinas de G. polythrix
aisladas en este estudio, y las de L.ambiguum con la proteina calmodulina de cerebro
de bovino mediante una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%).
Asimismo en esta parte se describe el efecto de estos metabolitos y otras fitotoxinas
selectas de origen ﬁ'mgico y vegetal sobre laS propiedades activadoras enzimaticas
de la calmodulina, utilizando como enzima blanco a la fosfodiesterasa del AMPc
dependiente de calmodulina. Las fitotoxinas seleccionadas incluyen las aisladas
previamente a partir de los hongos G. polythrix (Macias et al., 2000; 2001) y Phoma
herbarum (Rivero-Cruz, 2000; 2001), asi como aquellas de las especies vegetales
Prionosciadium watsoni (Valencia-Islas et al., 2002) y Leucophyllum ambiguum.
(Rojas et al., 2002).
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5.1. Fermentacion de Guanomyces polythrix y evaluacién del potencial fitotéxico
del extracto combinado obtenido a partir del medio de cultivo y del micelio.

La fermentacion del microorganismo se efectué a mediana escala (20L) en un
medio de cultive de agar papa-dextrosa de la marca DIFCO. Las condiciones de
incubacion se indican en el inciso 4.3.1. de la seccion experimental. Al término de la
fermentacion se separ6 el micelio del medio de cultivo y se prepararon los extractos
correspondientes. Los rendimientos de biomasa y la cantidad de los extractos
obtenidos a partir del hongo G. polythrix se indican en el Cuadro 8. Los extractos
~ resultantes se analizaron por cromatografia en capa fina y con base en su similitud

cromatogréfica se combinaron para generar un residuo de color café (5.48 g).

Cuadro 8. Rendimientos de biomasa y cantidad de los extractos obtenidos a partir

del hongo Guanomyces polythrix .

Cultivo a mediana escala (20 L),
Extracto del micelio 15341 g
Extracto del medio de 3.9459 ¢
cultive
Extracto total 548 g
Biomasa 9398 ¢

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico del extracto se llevé a

cabo mediante la evaluacién de su efecto sobre la germinacion y el crecimiento
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vegetal de las semillas de 4. hypochondriacus mediante el método de la caja de

Petri. En el Cuadro 9 se presentan los resultados obtenidos.

Cuadro 9. Efecto del extracto total del hongo Guanomyces polythrix sobre la

germinacion y el crecimiento radicular de dmaranthus hypochondriacus.

Germinacién Crecimiento vegetal
Cls (ng/mlL) Cls (pg/mL)
141.25 11.59

Estos resultados, en congruencia con los obtenidos en estudios anteriores
(Macias et al., 2000; 2001), indican que el extracto total derivado de la fermentacién
del hongo Guanomyces polythrix posee propiedades fitotoéxicas notables sobre la

germinacion y el crecimiento vegetal de las semillas de 4. hypochondriacus.

5.2. Fraccionamiento biodirigido del extracto activa del hengo copréfilo
Guanomyces polythrix.

El aislamiento de los metabolitos secundarios fitotéxicos a partir del extracto
activo obtenido del cultivo en mediana escala del hongo se realizé por medio de un
procedimiento biodirigido. Para monitorear la actividad fitotoxica se utilizd el

método bicautografico descrito por Inoue y colaboradores (1992).

El fraccionamiento biodirigido del extracto activo se llevd a cabo por medio

de diversos procedimientos cromatégréﬁcos, a partir de los cuales se logré el
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aislamiento y purificacion de cinco compuestos: la (+)~(28)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-

2-metil-2,3-dihidronaftopirona (33), la ergosta-4, 6, 8 (14), 22-tetraen-3-ona (43), la
dihidroubiquinona-10 (80), el ergosta-6, 8(14), 22- trien-3-ol (81), y el ergosterol

(82). En el Cuadro 10 se muestran las estructuras de los metabolitos secundarios

aislados, asi como su rendimiento.

Cuadro 10. Metabolitos secundarios aislados a partir de Guanomyces polythrix en el

presente estudio.

Metabolitos secundarios

Rendimiento

2.1x10° mg/L

0.18 mg/L

6.0 x10” mg/L

31

5.5x107 mg/L
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Cuadro 10. Metabolitos secundarios aislados a partir de Guanomyces polythrix

(continuacion).

Metabolitos secundarios Rendimiento

0.062 mg/L

Cabe mencionar que los metabolitos 80-82 no se habian descrito con
anterioridad en este hongo, en tanto que los compuestos 33 y 43 se aislaron en

estudios anteriores (Macias ef af., 2000; 2001).

5.3. Aislamiento y caracterizacién de los metabolitos secundarios presentes en
el extracto fitotéxico de G. polythrix.

La caracterizacion de los compuestos se realizo a través de la aplicacion de
métodos espectroscopicos y espectrométricos convencionales. Las fitotoxinas 81 y
82 se caracterizaron mediante la comparacién de sus constantes fisicas y
espectroscopicas con las descritas previamente en la literatura (Porter, 1975; Seitz
& Paukstelis, 1977; Nes et al., 1985, Zhou & Nes, 2000; Macias ef al., 2000; 2001).
Los compuestos 33 y 43 se caracterizaron por comparacion con muestras
auténticas. A continuacién, se presentan los aspectos més relevantes de la
elucidacion estructural del compuesto 80 caracterizado como la dihidroubiquinona-
10 [Q-10 (Hy)], metabolito poco comin en la naturaleza. Su homologa, la
ubiquinona-10 (coenzima Qo) se encuentra ampliamente distribuida en Ia

naturaleza, en especial en los animales (Terao ez al., 1978; Lipshutz ez al., 1999).
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5.3.1. Caracterizacién de la dihidroubiquinona-10 (80).

La dihidroubiquinona-10 [Q-10 (H,)] se obtuvo como un sélido amorfo de
color amarillo y soluble en CHyCL,. Su espectro en el IR presenta bandas de
absorcion asociadas con la presencia de una benzoquinona en 1645 cm™. Su férmula
molecular se establecié como CsoHgy04 por medio de espectrometria de masas de

alta resolucién. Esta formula permite un indice de insaturacidn de catorce.

El anélisis del conjunto de los espectros de RMN y masas permiti6 establecer
que el producto natural es una ubiquinona con diez unidades isopreno (Gale ef al.,
1963; Lavate et al., 1963, Yamada et al., 1973; Takizawa et al., 1992). En los
Cuadros 11 y 12 se resumen los desplazamientos de los protones y atomos de
carbono presentes, asi como su mulfiplicidad. A continuvacion se discuten
detalladamente las caracteristicas principales de los espectros de resonancia
magnética unidimensionales (RMN-"H y RMN-2C) y bidimensionales (HMQC y
COSY).

1. En la regién vinilica del espectro de RMN-"H (Espectro 1) se observa un
multiplete en oy 5.11 (H-6", H-10", H-14’, H-18’, H-22', H-26", H-30" y H-
34") que integra para ocho protones, y un triplete (/= 7.05 Hz) en 6y 4.94
(H-2") que corresponde al proton vinilico de la unidad isopreno adyacente al
nucleo quinoide. Estas sefiales correlacionan en los espectros de HMQC con
nueve metinos vinilicos en la zona entre 8¢ 123.84 y 124 .25, y la seftal en 8¢

118.83, respectivamente.
2. En 8y 3.99 y 3.98 (2-OCH;) se observan dos singuletes que corresponden a

los dos metoxilos ubicados en C-2 y C-3 de la funcion quinoide. Estas sefiales

correlacionan en el espectro de HMQC con la sefial presente en ¢ 61.11.
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. En 8y 3.18 (H-1") aparece un doblete [J= 6.98 Hz ] que correlaciona en el
espectro HMQC con la sefial en 8¢ 25.29. Esta sefial es diagnodstica del

metileno alilico (C-1") unido al nicleo quinoide.

. En la zona comprendida entre 8y 2.16 y 1.90 (H-4', H-5", H-8', H-9’, H-12,
H-13°, H-16", H-17", H-20’, H-21', H-24', H-25', B-28', H-29', H-32’, H-
33"y H-36") se observa una sefial multiple asignable a los metilenos restantes

de la molécula.

. En 8y 2.01 (Me-5) se observa una sefial simple que presenta correlacion con
una sefial de carbono en &8¢ 11.94 en el espectro HMQC y es atribuible al

metilo en C-5.

. En &y 1.74 (H-41") se aprecia una sefial simple que correlaciona en el
espectro HMQC con la sefial en 8¢ 16.33. Esta sefial es tipica para el metilo

de la unidad isopreno adyacente al nucleo quinona, en C-3".

. En el intervalo comprendido en &4 1.60 y 1.55 (H-42", H-43', H-44", H-45’,
H-46°, H-47', H-48" y H-49") se aprecian las sefiales asignables a los metilos
sobre dobles ligaduras restantes de la cadena isoprenoide. Sus carbonos

correspondientes aparecen en el rango 8¢ 16.0-15.87 en el espectro de
RMN-"C

De manera adicional, el espectro de RMN-"H presenta un doblete en &y 0.86

(J=6.6 Hz, H-40") que integra para seis protones. Esta sefial es asignable a los dos

mettlos terminales de un residuo isoprenoide. Esta sefial muestra correlacion en el

espectro "H-"H COSY con un multiplete en 8y 1.53 (H-39"). Esta ltima absorcion, a

su vez, correlaciona con un cuarteto ubicado en 8y 1.12 (/= 15.8 Hz, H-38") y que se

asigna a un grupo metileno. Por Ultimo, el cuarteto muestra un cuadro de
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conectividad en el espectro "H-"H COSY con la sefial multiple en &y 1.37 (J=11.67
Hz, H-37"). Este altimo grupo de sefiales es congruente con la presencia en la
molécula de una unidad de isopreno terminal reducida. Por lo tanto, la doble

ligadura entre C-37" y C-38" de la coenzima Qjo (ubiquinona-10) se encuentra

reducida en el producto 80. En la Figura 11 se ilustran las correlaciones observadas
en el espectro 'H-"H COSY.

- ppm

20 15 10

Figura 11. Espectro bidimensional 'H-"H-COSY de la dihidroubiquinona-10 [Q-10
(H)].
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Las sefiales restantes observadas en el espectro de RMN-C (Espectro 2) se
asignaron por medio del andlisis de los espectros HMQC, HMBC y DEPT se

resumen en el Cuadro 12.

Para corroborar la ubicacion de los grupos funcionales en el nicleo quinoide
la correlacion observada en el espectro NOESY entre los hidrégenos del metileno en
Sy 3.18 adyacente al ntcleo quinoide y los hidrégenos del metilo en oy 2.01(C-5)
indicaron que este metilo v la cadena isoprenoide se encuentran en una disposicion
orto. Las correlaciones entre C-5 y el singulete en &y 2.0ly entre C-5/H-1"
corroboran esta propuesta. Por lo tanto los metoxilos debian encontrarse en C-2 'y
C-3 (Figura 12).

H1 4 aaf P ¢ v

32 30 28 26 24 22 20 18 16 I4 12 10 03
FI {ppm)

Figura 12. Espectro bidimensional 'H-"H-NOESY de la dihidroubiquinona-10 [Q-
10 (H)).
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El patrén de fragmentacion (Figura 13) observado en el espectro de masas es

congruente con la estructura propuesta (Friis et al., 1966; Muraca et al., 1967).

Me Me

HC = ~Me HzC/=< Me
m/e =55 mfe =69
-811
2797
Me Me

M Me
MeC '
O,
Me
m/e =235

Figura 13. Diagrama de fragmentacién de la dihidroubiquinona-10 [Q-10 (Hy)].

Con base en el andlisis presentado anteriormente se determind que el
compuesto aislado es la dihidroubiquinona-10[Q-10 (H;)] y su estructura se muestra

en la Figura 14.
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Figura 14, Estructura de la dihidroubiquinona-10 [Q-10 (H;)].

Cuadro 11. Desplazamientos quimicos de RMN-"H de Ia dihidroubiquinona-10 [Q-
10(H,)].

Sy (ppm) y
Posicion multiplicidad No. de protones
1 3.18(d, 6.98) 2H
2 4938 (¢, 7.05) 1H
6°,10°, 14", 18",
227,26, 30, 5.11 (m) 8H
34’
4',5,8,9,
127, 13,16,
177,207, 21", 2.16-1.90 (m) 36 H
247,25, 28,
29" 327,337,367
2-MeO 3.99 () 3H
3-MeO 398 (s) 3H
5-Me 2.01 (s) 3H
41’ 1.74 (s) 3H
427,43, 44,
45°', 46, 47, 1.60-1.55 (m) 24H
48,49’
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Cuadro 11. Desplazamientos quimicos de RMN-'H de la dihidroubiguinona-10 [Q-
10(H,)] (continuacion).

Ou (ppm) y
Posicion multiplicidad No. de protones
37 1.37 (m) 2H
38 1.12 (m) 2H
39 1.53 (m) 1H
40’-Me 0.86 (d, 6.6) 6H

Cuadro 12. Desplazamientos quimicos de RMN-"C de la dihidroubiquinona-10
[Q-10 (Ha)].

Posicién d¢ (ppm) No. de carbonos
1 184.76 1C
2 144.3 1C
3 1442 1C
4 183.90 1C
5 141.67 1C
6 138.85 1C
2-OMe 61.11 1C
3-OMe 61.11 1C
5-Me 11.94 1C
1 25.29 1C
2 118.83 1C
3 137.63 1C

75



Cuadro 12. Desplazamientos quimicos de RMN-"*C de la dihidroubiquinona-10
[Q-10 ()] (continuacién).

Posicién &¢ (ppm) No. de carbonos
45,9, 13,
17,21, 25, 26.52-26.70 9C
29°, 337,
6,107, 14', 18,
22,26, 30", 123.84-124.25 8§C
34
7, 11,15,
197,23, 27, 135.26-134.93 8C
31,35’
8,12, 16",
207, 247,28, 39.74-39.91 8C
327, 36
41’ 16.33 8C
42,437, 44",
45°,46°,47", 16.0-15.87 1C
48°, 49
37 25.74 1C
38 38.61 1C
39 27.89 1C
40'-Me 22.63 2C
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5.3.2. Caracterizaciéon de la ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-ona (43), del
ergosta -6, 8(14), 22- trien-3-ol (81) y del ergosterol (82).

La caracterizacion de las fitotoxinas ergosta-4, 6, 8 (14), 22-tetraen-3-ona (43), del
ergosta-6, 8(14), 22- trien-3-ol (81) y del ergosterol (82) se llevd a cabo mediante la
comparaciéon de sus constantes fisicas y espectroscopicas con las descritas
previamente en la literatura (Seitz & Paukstelis, 1977; Nes et al., 1985; Zhou &
Nes, 2000). En el Apéndice I se incluyen los espectros de estos productos (Espectros
3-8) y los Cuadros (16-18, 20 y 21) donde se indican sus constantes fisicas y

espectroscédpicas.

5.4. Determinacioén del potencial fitotéxico de los compuestos de Guanomyces
polythrix aislados en el presente estudio.

La actividad fitotoxica de los metabolitos secundarios aislados en el presente
estudio se determind mediante su evaluacion sobre la germinacion y el crecimiento
vegetal utilizando como especie de prueba a la arvense 4. hypochondriacus
(dicotiledénea). Estos ensayos se llevaron a cabo utilizando las concentraciones de
1, 10 y 160 pg/mL de los compuestos de acuerdo con la metodologfa descrita en la
seccion experimental. Como control positive se utilizé el 4cido 24-

diclorofenoxiacético (2,4-D). Los resultados se resumen en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Efecto de los metabolitos secundarios aislados a partir de G. polythrix

sobre el crecimiento radicular de la arvense Amaranthus hypochondriacus.

Metabolitos secundarios Cl5 (M)

2.1X107
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Cuadro 13. Efecto de los metabolitos secundarios aislados a partir de G. polythrix

sobre el crecimiento radicular de la arvense Amaranthus hypochondriacus

(continuacién).
Metabolitos secundarios Clse (M)
8.2X10°
(43)
Med, Me
5 . 9.76X10°
Q
1.18x10"
2.0X10*
(82)
Cl
c»—d-o—wcm —COOH 1.83X10*
2,4-D
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De manera general los compuestos evaluados poseen actividad fitotoxica
significativa sobre la especie arvense de prueba, presentando concentraciones
inhibitorias medias menores a la del control positivo. El efecto fue mayor sobre el
crecimiento radicular. Por otra parte, ninguno de los metabolitos puros presentan un
efecto significativo sobre el proceso de germinaciéon a la maxima concentracion
evaluada (100 pg/mL).

5.5. Interaccion de los compuestos fitotéxicos 68-71 y 80-82 con la proteina
calmodulina de cerebro de bovino.

Para determinar un posible blanco de accién a nivel molecular para los
compuestos fitotdxicos dihidroubiquinona-10 (80), ergosta -6, 8 (14), 22- trien-3-ol
(81) y ergosterol (82) se analizé de manera preliminar su efecto sobre lIa proteina
reguladora calmodulina de cerebro de bovino empleando una electroforesis
descendente en condiciones desnaturalizantes. De manera adicional se evaluaron los
metabolitos aislados a partir de L. ambiguum [2, 2'-dimetoxisesamina (68), 2-
metoxicobusina (69), cobusina (70) y 2-metoxi-4 -hidroxidesmetoxicobusina (71)].
En la Figura 15 se observa el electroforetograma de los metabolitos fungicos (80-82)
y en la Figura 16 el de las fitotoxinas vegetales (68-71). |

De manera general se observa en ambos electroforetogramas que todas las
fitotoxinas modifican la movilidad electroforética de la calmodulina en presencia del
calcio. El efecto fue mdas notable en el caso de los metabolitos 70 y 81. Es
importante mencionar que la interaccién de la proteina con los metabolitos modifica

su conformacidn y por lo tanto su movilidad electroforética.
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Figura 15. Electroforesis (SDS-PAGE 12%) en presencia de calmodulina de
cerebro de bovino: 2 ug de calmodulina v 2 uL de CaCl, I mM. Las muestras se
incubaron durante 1.5 h a 30 C. CaM (Calmodulina), C (Clorpromazina),
compuestos 80-82, CaM+D (Calmodulina + DMSO). En todos los casos se

aplicaron 8.33 x 10°* moles/L de los compuestos en DMSO.

Figara 16. Electroforesis (SDS-PAGE 12%) en presencia de caimodulina de
cerebro de bovino: 2 pg de calmodulina y 2 pL de CaCl, I mM. Las muestras se
incubaron durante 1.5 h a 30 C. CaM (Calmodulina), C (Clorpromazina),
compuestos 68-71, Los compuestos se evaluaron en un rango de concentracion entre
825x10%y 891 x 10 M,
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5.6. Determinacion del efecto de los metabolitos fitotoéxicos 31-38, 43, 50-51, 56-
537, 68-71 y 80-82 sobre la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMP
ciclico dependiente de calmodulina.

El experimento de electroforesis permitié determinar que las fitotoxinas
interaccionan con la proteina calmodulina, sin embargo, este procedimiento no
establece si la interaccion de las fitotoxinas con la calmodulina afecta sus
propiedades reguladoras enzimaticas. Por lo tanto, para comprobar in vitro si los
metabolitos fitotéxicos afectan la capacidad de la calmodulina para interaccionar
con sus proteinas blanco se procedié a evaluar su efecto sobre la actividad de la
enzima fosfodiesterasa del AMPciclico dependiente de calmodulina obtenida a partir
de cerebro de bovino. Ademas de los compuestos aislados en ¢l presente estudio fla
(+)- (285)- 5- hidroxi- 6, 8- dimetoxi- 2 - metil-2, 3-dihidronaftopirona (33), la ergos-
ta- 4, 6, 8 (14), 22- tetraen-3-ona (43), la dihidroubiquinona-10 (80), el ergosta-6, 8
(14), 22 -trien-3-0l (81) y el ergosterol (82)], los metabolitos analizados incluyeron a
las fitotoxinas obtenidas previamente a partir de Guanomyces polythrix [ (+)-
(28,3S)- 5- hidroxi- 6, 8-dimetoxi- 2, 3-dimetil- 2, 3~ dihidronaftopirona (31), (+)-
(28,38)- 5-hidroxi-6, 8, 10-trimetoxi-2, 3-dimetil-2, 3-dihidronafiopirona (32), (+)-
(285)-5-hidroxi-6, 8, 10- trimetoxi-2-metil-2, 3-dihidronafiopirona (34), (+)-(28, 3R)-
5-hidroxi-6, 8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (35), (+)-(2S, 3R)-5-hi-
droki~6, 8, 10-trimetoxi -2, 3-dimetil-2, 3-dihidronaftopirona (36), rubrofusarina B
(37), 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-naftopirona (38) y la ergosta-4, 6, 8
(14), 22-tetraen-3-ona (43)], Phoma herbarum [herbaruminas I (50) y II (51)],
Prionosciadium watsoni |ésteres del dcido isobutirico (3R)-5-metoxi-3, 4-dihidro-2,
2, 8-trimetil-6-ox0-2H, 6H-benzo [1,2-b.54-b’]dipiran-3-il (86) y del &cido 2-
metilbut- (22)-enoico (3R)-5-metoxi-3, 4-dihidro-2, 2, 8-trimetil-6-oxo0-2H, 6H-ben-
zo [1,2-b:5,4-b Jdipiran-3-i1 (87)] y Leucophyllum ambiguum [2,2'-dimetoxisesa-
mina (68), 2-metoxicobusina (69), la cobusina (70) v la 2-metoxi-4 -hidroxi-

desmetoxicobusina (71)].
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La estrategia experimental utilizada para evaluar el efecto de los metabolitos
sobre la enzima fosfodiesterasa en presencia de calmodulina se realizd en tres

etapas.

(i) En primer lugar se determind la actividad de la enzima fosfodiesterasa del
AMPc en presencia de diferentes concentraciones de calmodulina de cerebro de
bovino. Este experimento permitidé determinar la concentracion optima de
calmodulina requerida para la méxima activacion de la enzima fosfodiesterasa del
AMPc.

(ify A continuacidén se determiné el efecto de los metabolitos secundarios
fitotoxicos sobre la actividad de la enzima fosfodiesterasa en ausencia de

calmodulina.

(iii) Por wltimo se evalud el efecto de los metabolitos fitotoxicos sobre la

actividad enzimatica de la fosfodiesterasa en presencia de calmodulina.

La actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc se determind utilizando
un método espectrofotocolorimétrico de acuerdo al procedimiento experimental
descrito por Sharma y Wang (1979; 1986), en el cual se mide la actividad de la
enzima mediante la cuantificacion del fosfato inorgénico generado de la hidrolisis
del AMPc en presencia de la enzima 5'-nucleotidasa de Crotalus atrox (Sigma). El
AMPC, claro estd, se genera por la actividad enzimatica de la fosfodiesterasa

utilizada como enzima monitora.
El fosfato liberado se determin6 por un método colorimétrico bajo la forma

de fosfomolibdato de amonio (Sumner et al., 1944). Para cuantificar la cantidad de

fosfato inorganico (HPO4™) generado se construy6 la curva patron que se observa en
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la Figura 17 a partir de una disoluciéon 50 mM de fosfato monobésico de potasio

{Sigma).

0.9
~3 08
8
L 074
-4
£ 064
B
= 054
3
og 04 "
S 034 y = 0.0014x + 0.0072

R? =0.9999

L] L] L] ¥ L] L]

0 160 200 300 400 500 600 700 800
nM de KzHPO4

Figura 17. Curva patrén de fosfatos inorganicos.

La interpolacion de los valores de absorbancia obtenidos en cada caso en la
recta de la Figura 17 permiti¢ determinar cuantitativamente la concentracion de
fosfatos inorganicos liberados durante la reaccién de hidrolisis del AMPc a 5'-
monofosfato de adenosina y por ende la actividad de la enzima fosfodiesterasa

dependiente de calmodulina en cada tratamiento (nM de fosfato inorgénico).

En la Figura 18 se ilustran las reacciones enzimdticas involucradas en la

determinacion de la actividad de la fosfodiesterasa del AMPc.
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Figura 18. Reacciones bioquimicas involucradas en la determinaciéon de la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc.

5.6.1. Determinaci6n de la concentracion 6ptima de calmodulina necesaria para
Ja activacién de la enzima fosfodiesterasa del AMPe.

En la Figura 19 se ilustra la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPe
dependiente de calmodulina en presencia de diferentes concentraciones de

calmodulina de cerebro de bovino.
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Figura 19. Actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de

varias concentraciones de calmodulina de cerebro de bovino.

La maxima activacion de la enzima fosfodiesterasa del AMPc (123%) se

obtuvo en presencia de 0.2 pug de la proteina calmodulina.

5.6.2. Efecto de las fitotoxinas 31-38, 43, 50-51, 56-57, 68-71 y 81 sobre la
actividad de Ia enzima fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina.

Antes de proceder a determinar el efecto de las fitotoxinas sobre la actividad
de la fosfodiesterasa en presencia de calmodulina era necesario determinar si los
compuestos modifican la actividad de la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina
con la finalidad de descartar un efecto directo de las fitotoxinas sobre la enzima. En
consecuencia se analizd el efecto de diferentes concentraciones de cada una de las

fitotoxinas objeto de estudio y de la clorpromazina sobre la enzima blanco.
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Los resultados de estas evaluaciones revelaron que con excepcion de los
compuestos 56, 57, 68 y 69, ninguna de las fitotoxinas modificé significativamente
la actividad de la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina de cerebro de bovino.
El control positivo tampoco afectd la actividad de la fosfodiesterasa. En las Figuras
20-22 se muestran los resultados derivados de estas evaluaciones. En la Figura 21 se
observa que los lignanos 68 y 70 incrementan la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc en ausencia de calmodulina en aproximadamente 64% y
57%, respectivamente, a la méxima concentracién observada. L.os compuestos 69 y
71 sélo provocan un incremento moderado en la actividad de la fosfodiesterasa. Por
tltimo, en la Figura 22 se ilustran los resultados para los compuestos 56 y 57.
Ambas pironas aumentan drasticamente la actividad basal de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc. De hecho, la pirona 56 activé en mas de un 500% a la
enzima fosfodiesterasa, en tanto que la pirona 57 so6lo incrementé la actividad de

esta enzima en aproximadamente un 200% (Cuadro 14).

110

100 *—e ¥ ® * .
90 A
80 -
70
60 - ~#— CaM + Fosfodiesterasa

50 - —e— Fosfodiesterasa
40 A

30 -
20 -
10

0 = il : |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% de Actividad de 1a enzima
fosfodiesterasa

Clorpromazina (mM)

Figura 20, Efecto de la clorpromazina sobre la actividad basal de la enzima

fosfodiesterasa y del complejo Ca**-Calmodulina-Fosfodiesterasa.
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Figura 21. Efecto de los lignanos 2,2 -dimetoxisesamina (68), 2-metoxicobusina
(69), cobusina (70) y la 2-metoxi-4 -hidroxidesmetoxicobusina (71) sobre la

actividad basal de la enzima fosfodiesterasa.

800

—#-— Compuesto 56
700 -

~#— Compuesto 57
—&— Clorpromazina

% de Actividad de 12 enzima
odi
(FS)
o
(o]

* * *
-100 4 20 40 60 80 100 120

Compuesto (;:M)
Figura 22. Efecto de los ésteres del 4cido isobutirico (3R)-5-metoxi-3,4-dihidro-
2,2, 8-trimetil-6-0x0-2H,6H-benzo[1,2-b:5,4-b Idipiran-3-il (56) y del acido 2-
metilbut-(27)-enoico (3R)-5-metoxi-3, 4-dihidro-2, 2, 8-trimetil-6-0x0-2H, 6H-
benzo [1,2-b:5,4-b'] dipiran-3-il (5§7) sobre la actividad basal de la enzima

*

fosfodiesterasa.
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Cuadro 14. Porcentajes de méxima activacion de la enzima fosfodiesterasa del
AMPc dependiente de calmodulina sobre la actividad basal de Ia fosfodiesterasa del
AMPc en presencia de las fitotoxinas 56, 57,y 68-70.

% de maxima Cantidad de fosfato

Fitotoxina activacion de la inorgdnico liberado
enzima durante Ia
fosfodiesterasa del hidroélisis del
AMPc AMPc (nM)

580 1843.0
220 879.0
&7
O
o kN
e Hg """ H Me
¢ "o 64 4452
[e]
(68)

MeO Me
10 298.5
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Cuadro 14. Porcentajes de méxima activaciéon de la enzima fosfodiesterasa del

AMPc dependiente de calmodulina sobre la actividad basal de la fosfodiesterasa del

AMPc en presencia de las fitotoxinas 56, 57, y 68-70 (continuacion).

% de maxima Cantidad de fosfato
Fitotoxina activacion de la inorganico liberado
enzima durante Ia
fosfodiesterasa del hidrdélisis del
AMPc¢ AMP¢ (nM)
B, foH
M&j@ """"" Eog 57 4252
Me
(70)
O
Hon,) 5 g ....... H
Me
25 3369

5.6.3. Efecto de las fitotoxinas 31-38, 43, 50-51, 56-57, 68-71 y 81 sobre la

actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de la proteina

calmodulina.

El andlisis del efecto de las fitotoxinas sobre la actividad del complejo

fosfodiesterasa-calmodulina de cerebro de bovino-Ca®* permiti¢ clasificar a las

fitotoxinas en dos grupos. El primer grupo incluye a los compuestos que

demostraron un efecto inhibitorio especifico sobre el complejo (31-38, 43, 50-51 y

68-71), mientras gue el segundo grupo se encuentra constituido por las fitotoxinas
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que ocasionaron un efecto inhibidor inespecifico sobre éste (56 y §7). A

continuacion se discuten los resultados observados.

En la Figura 23 se indica el efecto de los compuestos fitotoxicos 31-38 sobre
la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de calmodulina de
cerebro de bovino. De manera general todos los compuestos inhibieron la actividad
del complejo enzimatico fosfodiesterasa-calmodulina de cerebro de bovino-Ca>™ en
forma creciente en el intervalo de concentraciones de 10 pM a 40pM. Es decir, la
mayoria de las fitotoxinas a la concentraciéon de 40 pM provocaron el 100% de
inhibicion de la actividad del complejo enzimético. Con base en los resultados
presentados se considera que los compuestos 31-38 son potentes inhibidores de la
proteina calmodulina de cerebro de bovino. Anteriormente se descubrié que los
metabolitos 31-38 también inhiben la actividad del complejo NADcinasa —
calmodulina de espinaca (Macias, 2002). Por lo tanto mediante ¢l empleo de dos
enzimas reguladas por la calmodulina se comprobd que estos productos naturales

son inhibidores generales de la calmodulina.

(31) R;=H, R,;=CH;, R;=H, Rs=H, Rs=CH; (37) R=CH;
(32) R=CH;0, Ry=CHj;, R3=H, R=H, Rs=CH; (38) R=H
(33) Ry=H, R;=CHj3, Rs=H, R4=H, Rs=H

(34) R=CH;0, R,=CH;, Ry=H, Rs=H, Rs=H

(35) Ri=H, R,=CHj, Ry=H, R4=CHj;, Rs=H

(36) R;=CH;0, R,=CH;, R3=H, R4=CHj3, Rs=CH;
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Figura 23. Efecto de diferentes concentraciones de las fitotoxinas 31-38 sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de calmodulina de

cerebro de bovino.

1.as herbaruminas I (50) y II (51) también presentan un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de
calmodulina de cerebro de bovino, En la Figura 24 se observa el efecto inhibidor de
los compuestos fitotoxicos S50 y 51 sobre la actividad del complejo enziméatico
fosfodiesterasa-calmodulina de cerebro de bovino-Ca®* en forma creciente en el
intervalo de concentraciones de 10 uM a 50 uM. Por lo tanto, las herbaruminas I
(50) y 11 (51) alcanzan el 100% de inhibicién a las concentraciones aproximadas de

45 y 20 uM, respectivamente.
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La herbarumina II (51) que posee un grupo hidroxilo adicional en C-2
presenta una actividad inhibitoria mayor sobre la actividad de la enzima
fosfodiesterasa en presencia de calmodulina de cerebro de bovino que la observada

para la herbarumina I (50). En la Figura 24 se muestran los resultados obtenidos.

110

—&— Compuesto 50
—o— Compuesto 51
—&— Clorpromazina

%% de Actividad de Ia enzima
fosfodiesterasa

Y » T ]
0 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100

Compuesto (pM)

Figura 24. Efecto de diferentes concentraciones de las fitotoxinas 50-51 sobre la

actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de calmodulina de

cerebro de bovino. | TESIS GON
FALLA DE ORIGEN

En la Figura 25 se muestra el efecto de los esteroles 43 y 81 sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de Ia calmodulina de
cerebro de bovino. Las fitotoxinas 81 y 43 provocan el 100% de inhibicién de la
actividad del complejo enzimatico fosfodiesterasa-calmodulina de cerebro de
bovino-Ca®* a las concentraciones de 40 y 20 uM, respectivamente. Por lo tanto,
aunque ambas fitotoxinas afectan las propiedades reguladoras de la proteina, el
compuesto 43, con una cetona en C-3 y una doble ligadura entre C-4 y C-5, presenta

un efecto inhibidor sobre el complejo enzimatico mayor al del compuesto 81. De
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manera adicional este efecto inhibitorio presenta correlacion con el efecto fitotoxico
sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus. De esta forma, uno de los
posibles mecanismos de accién herbicida de los compuestos 43 y 81 podria
involucrar una alteracion de la actividad moduladora de la calmodulina sobre las

proteinas blanco.

(43) (81)

~o- Compuesto 43
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~&~ Clorpromazina
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h
o

T ' : r " ; -
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Figura 25, Efecto de diferentes concentraciones de las fitotoxinas 43 y 81 sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de calmodulina de

cerebro de bovino.
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En la Figura 26 se observa que los lignanos 68-71 inhiben la actividad del

complejo enzimético fosfodiesterasa-calmodulina de cerebro de bovino-Ca’*. Las

fitotoxinas 69, 70 y 71 afectan las propiedades reguladoras de la proteina a una

concentracion menor que la presentada por la clorpromazina (60 uM).
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Figura 26. Efecto de diferentes concentraciones de las fitotoxinas 68-71 sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia de calmodulina de

cerebro de bovino.

En general todos los productos discutidos a este punto resultaron més
potentes que la clorpromazina. En €l caso de los compuestos (+)-(2S,3S)- 5- hidroxi-
6,8-dimetoxi- 2,3-dimetil- 2,3- dihidronaftopirona (31), (+)- (28,38)-5-hidroxi-6, 8,
10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (32), (+)- (25)-5-hidroxi-6, 8-dime-
toxi-2-metil-2, 3-dihidronaftopirona (33), (+)- (25)-5- hidroxi- 6, 8,10- trimetoxi-2-
metil-2, 3-dihidronaftopirona (34), (+)-(2S, 3R)-5-hidroxi-6, 8-dimetoxi-2, 3-dime-
til-2, 3-dihidronaftopirona (35), (+)- (28, 3R)-5-hidroxi-6, 8,10-trimetoxi-2, 3-dime-
til-2,3-dihidronaftopirona (36), rubrofusarina B (37), 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-di-
metoxi-2,3-naftopirona (38) vy la ergosta-4, 6 ,8 (14), 22-tetraen-3-ona (43), el efecto
inhibitorio sobre la calmodulina es inespecifico ya que afectan a la calmodulina
vegetal y animal. Como ninguno de estos productos interaccionan con las enzimas
blanco se pueden utilizar como herramientas de investigaciéon para estudiar los

procesos en los que participa la calmodulina animal y vegetal.
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Con respecto al segundo grupo, éste incluye a aquellos compuestos que
estimulan la actividad del complejo enzimdtico fosfodiesterasa-calmodulina de
cerebro de bovino-Ca®". En la figura 27 se observa que las pironas 56 y 57 estimulan
en un 200% y en un 40% respectivamente, la actividad de la fosfodiesterasa en

presencia de calmodulina.

De hecho, el incremento en la actividad basal de la enzima fosfodiesterasa del
AMPc provocada por estos compuestos es mayor que su efecto sobre el complejo
enzimdtico. Por lo tanto, se puede considerar que estos productos son inhibidores
inespecificos de la calmodulina. La fitotoxina 56 con una doble ligadura entre C-13

y C-14 es mas activa que su anélogo 57.
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Figura 27. Efecto de diferentes concentraciones de las fitotoxinas 56 y 57 sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc en presencia calmodulina de

cerebro de bovino.
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En et Cuadro 15 se presentan los valores de Clsy calculados y expresados en

1M, asi como la cantidad de fosfato inorganico producido durante la reaccién de

hidrolisis del AMPc en presencia de las fitotoxinas a la maxima concentracién

utilizada.

Cuadro 15. Concentraciones inhibitorias medias de la actividad de la enzima

fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina en presencia de diferentes

fitotoxinas.

Fitotoxinas

Concentracion inhibitoria
media {Cls)

8.1 uM

7.2 uM

6.1 uM

5.8 uM
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Cuadro 15. Concentraciones inhibitorias medias de la actividad de la enzima

fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina en presencia de diferentes

fitotoxinas (continuacion).

Fitotoxinas

Concentracion inhibitoria
media (CIse)

7.6 uM

6.6 UM

48 uyM

4.7 uM

6.6 UM
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Cuadro 15. Concentraciones inhibitorias medias de la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina en presencia de diferentes

fitotoxinas (continuacion).

Fitotoxinas Concentracion inhibitoria
media (Clsg)

14.2 uM

N.D.#*

N.D.*

26.4 uM

7.4 M

(69)

N.D.* No se puede determinar.
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Cuadro 15. Concentraciones inhibitorias medias de la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina en presencia de diferentes

fitotoxinas (continuacion).

Fitotoxinas Concentracion inhibitoria
media (Clso)
O
0 ©:0>
Mm 4.4 pM
Q
M
(70)
O ™ d >
Mez:@ o 5.6 uM
Hi
(71)
hé!c
Me% ~ H .
Me
e Me 5.15 uM
43)
Iséle
D
Mo M 10.0 M
HO
@1
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Cuadro 15. Concentraciones inhibitorias medias de la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc dependiente de calmodulina en presencia de diferentes

fitotoxinas (continuacion).

Control positivo Concentraci6én inhibitoria
media (Cls)

X

(CHz2)ps

10.2 upM
N
Me” Me

Clorpromazina
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VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

¢ La investigacion de un extracto activo obtenido a partir de un nuevo
aislamiento del hongo copréfilo Guanomyces polythrix permitié la obtencion de
tres metabolitos secundarios no descritos previamente en el hongo: la
dihidroubiguinona-10 (80), el ergosta-6,8 (14), 22~ trien-3-ol (81) y el ergosterol
(82). Adicionalmente se obtuvieron los compuestos (+)-(28)-5-hidroxi-6, 8-di;
metoxi-2-metil-2, 3-dihidronaftopirona (33) v la ergosta- 4, 6, 8 (14), 22- tetraen-
3-ona (43), aislados en un estudio anterior de este hongo. La diferencia en el
contenido metabdlico del hongo encontrada en el presente estudio con relacion al
anterior posiblemente radica en el uso de un medio de cultivo artificial, el cual

promovié primordialmente la biosintesis de esteroles (Macias ef al., 2000; 2001).

¢ A diferencia de la ubiquinona Q-10, la dihidroubiguinona es un metabolito de
escasa distribucion en el reino filngico, por lo tanto su presencia en G. polythrix

podria ser de interés quimiotaxonoémico.

+ Las fitotoxinas 31-38 y 43 inhiben las propiedades moduladoras tanto de la
calmodulina vegetal (espinaca) como animal (cerebro de bovino). En el primer
caso se utilizé como enzima blanco a la NAD cinasa aislada de chicharo y en el
segundo se emple6 la fosfodiesterasa del AMPciclico. En ninguno de los dos
estudios las fitotoxinas interaccionaron con la enzima blanco, por lo tanto estos

productos constituyen herramientas uUtiles para el estudio de los procesos
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fisiolégicos en los que participa la calmodulina en organismos animales y

vegetales.

¢ Los compuestos 50 y 51 poseen un efecto inhibidor sobre la actividad de la
fosfodiesterasa de cerebro de bovino en presencia de la calmodulina animal.
Considerando que la magnitud de los efectos fitotéxico e inhibitorio de la
calmodulina presentado por las herbaruminas I (850} y II (§1) no son
proporcionales, es posible que el mecanismo de accién de estas fitotoxinas no
involucre Gnicamente a esta proteina (la herbarumina I [Cls, de 5.43x107° M] es
més potente como fitotoxina que la herbarumina I [Clso de 1.25x107" MJ; sin
embargo, esta Oitima es un inhibidor mas potente de la calmodulina que la

herbarumina I).

+ Las fitotoxinas 69-71 y 81 afectan las propiedades reguladoras de la proteina
a una concentracién menor que la presentada por la clorpromazina (60 uM). Por
lo tanto, estos compuestos podrian ser de interés medicinal y/o agroquimico,
Como agentes medicinales estos productos podrian constituir agentes
tranquilizantes, antihipertensivos y relajantes de la musculatura lisa. También
estos productos podrian convertirse en herbicidas potenciales si se demostrase un
efecto selectivo sobre alguna isoforma de la calmodulina de origen vegetal. De
cualquier forma el efecto fitotdéxico de estos compuestos si puede deberse a su

interaccion con la calmodulina.

¢ Los compuestos 56 y 57 provocan un incremento en la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc, tanto en presencia de la proteina calmodulina de
cerebro de bovino como en ausencia de ésta. De hecho, como el incremento es
considerablemente mayor cuando no se adiciona calmodulina, se considera que
estos productos son ‘también antagonistas de la calmodulina. Aunque estos

compuestos presentan valores de Clsp de 7.4x10° M y 1.43x10™ M sobre el
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crecimiento radicular de A. hAypochondriacus, el efecto fitotdxico de las pironas
56 y 57 posiblemente no se debe exclusivamente a su interaccién con la

calmodulina.
+ Finalmente, las fitotoxinas 31-38, 43, 50-51, 68-71 y 81 se pueden utilizar
como instrumentos para el estudio de los procesos bioquimicos y fisiologicos

que son regulados por las proteinas calmodulina vegetal y animal.

+ FEste trabajo contribuye adicionalmente al conocimiento del metabolismo del

hongo G. polythrix y de la biodiversidad de México.
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APENDICE 1

Cuadro 16. Constantes fisicas y espectroscopicas de la Ergosta-4,6,8 (14), 22-
tetraen-3-ona (43).

Punto de fusién 70-73 °C
Peso molecular 392 uma
Férmula molecular CygHaO
EM-IE m/z (int. rel.) 392 [M]" (68), 268(100),
267 (62), 253 (14),214 (13),43 (10),
41(5).
IR 2940, 2860, 1650, 1445, 1347, 1217,
1191, 946,872 y 758 cm™.
RMN'H y RMN®C Cuadros 20y 21.
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Cuadro 17. Constantes fisicas y espectroscopicas del Ergosta -6, 8 (14), 22- trien-3-
ol (81).

Punto de fusion 134-136 °C
Peso molecular 396 uma
Férmula molecular CyH440
EM-IE m/z (int. rel.) 396 [MT" (67), 381 (18),
363 (60), 271 (100), 253 (100), 69
(34).

IR Grupo hidroxilo (~3400 cm™),
metilos (~1380 cm™), metilenos( ~760
cm™ ) y metinos (~3000 - 2840 cm™ ).

RMN'H y RMN®C Cuadros 20y 21.
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Cuadro 18. Constantes fisicas y espectroscopicas del Ergosterol (82).

Punto de fusion 140 °C
Peso molecular 396 uma
Formula molecular CogHyi0
EM-IE m/z (int. rel.) 396 [M]* (32), 376 (15),

363 (100), 271 (18), 251 (34), 69 (35).

IR Grupo hidroxilo (~3400 cm™ ),
metilos (~1380 cm™), metilenos( ~760
em™ ) y metinos (~3000 - 2840 cm™ ).

RMN'Hy RMNPC Cuadros 20 y 21.
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Cuadro 19. Constantes fisicas y espectroscopicas de la (+)~(25)-5-hidroxi-6, 8-

dimetoxi-2-metil-2, 3-dihidronaftopirona (33).

Punto de fusién 175-177 °C
Peso molecular 288 uma
Férmula molecular Ci6H;605
EM-IE m/z (int. rel.) 288 [M" (100)], 246 (50),

218(10), 190 (20).

IR 3500, 1639 y 1611 cm™.

RMN'Hy RMN"C Cuadro 22.
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Cuadro 20. Desplazamientos quimicos de RMN-'H de la ergosta-4,6,8 (14), 22-

tetraen-3-ona (43), del ergosta -6, 8 (14), 22- trien-3-0l (81} y del ergosterol (82).

O (ppm) g (ppm) g (ppm)
Posicién | y Multiplicidad | y Multiplicidad | y Maultiplicidad
(43) (81) (82)

1 1.29,2.01 (m) 1.27,2.0 (m) 1.23-1.94 (m)

2 1.79,1.98 1.46, 1.86 (m) 1.44,1.84 (m)

3 — 3.68 (m) 3.60 (m)

4 5.7 (s) 1.37, 1.8 (m) 1.32, 1.8 (m)

5 — 1.92( m) —

6 6.03 (d, J=9.5 Hz) 523 (m) 5.37 (m)

7 6.6 (d, J=9.5 Hz) 6.13 (m) 5.58 (m)

9 2.1 2.03 (m) 2.0 (m)

11 1.59, 1.70 (m) 1.60,1.65 (m) 1.5,1.75{m)
12 2.44,2.53 (m) 1.14, 1.68 (m) 1.25,1.62 (m)
15 2.38,2.45(m) 2.26,2.35 (m) 2.20,2.32 (m)
16 1.50, 1.80 (m) 1.42,1.74 (m) 1.40,1.75 (m)
17 1.31 (m) 1.20 (m) 1.25 (m)

18 0.94 (s) 0.64 (5) 0.60 (s)

19 0.96 (s) 0.90 (s) 0.95 (s)
20 2,16 (m) 2.10 (m) 2.10 (m)
21 1.05 (d, J=7.0 Hz) 1.03(d) 1.04 (d, J=6.6 Hz)
22 5.26 (m) 527 (m) 5.20 (m)
23 5.21(m) 5.21 {dd) 5.20 (m)
24 1.88 (m) 1.83 (m) 1.80 (m)
25 1.48 (m) 1.47 (m) 1.47(m)
26 0.83 (d, J=6.5Hz) | 0.82 (d /=5.09 Hz) | 0.82 (d J/=6.7 Hz)
27 0.84 (d, J=6.5 Hz) | 0.87 (d /=5.09 Hz) | 0.84 (d, /=6.7 Hz)
28 0.93 (d, J=7.0 Hz) | 0.92 (d J=5.09 Hz) {0.92 (d, J=6.9 Hz)
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Cuadro 21. Desplazamientos quimicos de RMN-C de la ergosta-4,6,8 (14), 22-
tetraen-3-ona (43), del ergosta -6, 8 (14), 22~ trien-3-ol (81) y del ergosterol (82).

Posicién d¢ (ppm) o¢ (ppm) dc (ppm)
(43) (81) (82)
1 35.60 36.56 39.07
2 34.20 31.50 38.35
3 199.50 71.40 70.45
4 122.70 36.61 70.43
5 134.10 48.10 135.55
6 134.10 129.40 131.96
7 124.50 125.70 11627
8 1560 147 40 139.77
9 44.30 44.77 54.54
10 36.80 35.70 40.39
11 18.90 19.70 17.58
12 34,20 35.10 38.34
13 44.0 43.50 4623
14 164.50 125.20 141.33
15 25.40 24.70 28.26
16 27.70 27.90 31.97
17 55,70 55.56 5572
18 19.0 11.30 19.62
19 16.6 19.40 12.02
20 39.30 39.50 40.77
21 21.20 21.17 22.97
22 135.0 135.40 135.35
23 1326 132.10 119.57
24 43.0 42.80 42.80
25 33.10 33.10 33.06
26 20.0 19.90 21.08
27 19.70 19.70 19.92
28 17.60 17.70 16.25
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Cuadro 22. Desplazamientos quimicos de RMN-"H y de RMN-"C de la (+)-(28)-5-

hidroxi-6, 8-dimetoxi-2-metil-2, 3-dihidronaftopirona (33).

g (Ppm) ¢ (ppm)
Posicién y Multiplicidad (33)
(33)

1 —— b e

2 4.58 (dqd, J=11.0, 6.25, 3.5 Hz) 73.2

3 2.73a (dd, J=17.0, 3.5 Hz) 43.9

4 2.81b (dd, /=17.0,11.0 Hz) 197.6
4a | e 103.1

5 e 165.3
Sa — 107.4
6 e 161.5

7 6.30 (d, J/=2.5 Hz) 96.6
8 - 162.5

9 6.45 (d, J=2.5 Hz) 98.5
9a | e 143.5
10 6.52 (s) 101.4
10a e 156.2
2-Me 1.51 (d, J=6.5 Hz) 212
6-OMe 3.97 (s) 56.1
8-OMe 3.89(s) 55.4
5-OH 1446(s) | e
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