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Resumen 

 
El presente trabajo describe el aislamiento e identificación química estructural de los 

análogos minoritarios del hidrato de tajixantona (23) presentes en la especie fúngica 

Emericella 25379 y, su caracterización como nuevos inhibidores de la proteína 

calmodulina (CaM). La CaM juega un papel importante en la transducción de señales 

intracelulares de calcio y por tanto regula un número importante de procesos fisiológicos.  

 

Para la obtención de los metabolitos minoritarios se preparó un extracto orgánico a 

partir del micelio y medio de cultivo del hongo. Posteriormente, el extracto se fraccionó 

mediante cromatografía en columna abierta (CCA) generando 11 fracciones primarias. La 

resolución de éstas por medio de la aplicación de distintas técnicas cromatográficas 

convencionales permitió el aislamiento de dos metabolitos nuevos caracterizados como 

16-clorotajixantona (146), y acetato de variecoxantona A (148). También fue posible aislar 

y caracterizar los siguientes productos conocidos: hidrato de tajixantona (23),  

emericellina (142), 14-metoxitajixantona (143), 15-acetil hidrato de tajixantona (145) y  

tajixantona (147).  

 

De acuerdo a los experimentos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca de la 

CaM usando el biosensor fluorescente hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr, se determinó que 

todos los productos interaccionan directamente con la CaM; la magnitud de las constantes 

de disociación (Kd) calculadas para los mismos se encuentra en el orden nanomolar; la Kd 

es un parámetro que indica el grado de afinidad de los productos por la proteína. Por lo 

que las xantonas de Emericella 25379 son excelentes ligantes de la CaM con una excelente 

afinidad. El análisis estructural de estas moléculas mostró una relación estructura-afinidad 

donde la ausencia del anillo pirano fusionado al núcleo xantona y la presencia de una 

cadena prenílica oxigenada con bajo potencial electrostático mejoran notablemente la  

afinidad de las xantonas por la CaM.  
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Por último, los estudios de acoplamiento molecular permitieron proponer que el 

hidrato de tajixantona (23) y sus análogos se unen a la proteína CaM en una región 

cercana a la de los inhibidores clásicos trifluoroperazina (TFP) y clorpromazina (CPZ).  
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Abstract 

 

This work describes the isolation, chemical characterization and anti-CaM inhibitor 

properties of several tajixanthone hydrate (23) analogs from the fungus Emericella 25379. 

 

The organic extract prepared from the mycelium and culture medium of the fungi was 

fractionated by open column chromatography to yield 11 primary fractions. The 

application of several chromatographic techniques led to the isolation of two new 

prenilated xanthones characterized as 16-chlorotajixanthone (146), and variecoxanthone 

A acetate (148), as well as five known products, namely tajixanthone hydrate (23), 

emericellin (142), 14-methoxytajixanthone (143), 15-acetyl tajixanthone hydrate (145) and  

tajixanthone (147). 

 

Quenching fluorescence experiments using the novel fluorescent biosensor hCaM 

L39C-mBBr/V91C-mBBr indicated that 23, 141, 142, 143, 145, 147 and 148 interacted with 

CaM. In all cases, the dissociation constant (Kd) values were in the nanomolar range. These 

compounds differed in the presence or absence of a pyranic ring fused to the xanthone 

core, and a prenylated chain in C-4 with different oxidation level.  

  

Docking studies were performed aiming to determine the probable binding site 

(pocket) of tajixanthone hidrate (23) and its analogues. To asses this interaction, 14 

compounds (including the seven metabolites isolated in the present study, and seven 

reported in similar studies) were analyzed. The global (in silico and in vitro) results 

suggested that the analogues carrying an oxygenated substituent, possessing the less 

electrostatic potential at the prenylated chain and lacking the pyrane ring, displayed the 

best affinity for CaM. Furthermore, the binding site proposed through the docking studies 

for the tajixanthone hydrate (23) and analogues, was similar to that for the classic 

inhibitors trifluoroperazine (TFP) and chlorpromazine (CPZ). 
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1. Introducción 

 
1.1 Productos naturales (PN) bioactivos de origen microbiano 

 

Los productos naturales (PN) derivados de plantas, animales y microorganismos han 

jugado un papel importante en el tratamiento de diversos padecimientos desde el inicio 

de la medicina. De tal forma que la investigación química y farmacológica de estos 

productos para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos es de gran interés. Debido a 

los avances en las técnicas para el aislamiento y caracterización de nuevos metabolitos 

secundarios, el número de compuestos descubiertos hasta el primer lustro del siglo XXI se 

aproxima al millón (Berdy et al., 2005). De éstos, alrededor del 50-60% son de origen 

vegetal y, alrededor de un 5% se obtienen a partir de microorganismos. Cabe destacar que 

del total de PN reportados en la literatura, alrededor del 25% muestran alguna actividad 

biológica de los cuales aproximadamente el 10% se han aislados de microorganismos. La 

mayoría de estos productos (45%) provienen de actinomicetos, un 38% de hongos y, un 

17% de bacterias (Berdy et al., 2005). Muchas de estas sustancias han jugado un papel 

importante en la preservación de la salud y bienestar de la especie humana (Koehn y Guy, 

2005; Demain y Sánchez, 2009). Así, desde el descubrimiento de la penicilina a principios 

de la década de los 40’s en el siglo XX, los microorganismos se han convertido en una 

fuente invaluable de metabolitos biodinámicos, estructuralmente diversos y han 

contribuido al descubrimiento de una gran variedad de agentes antibióticos incluyendo, 

además de las penicilinas, a las cefalosporinas, aminoglicósidos y tetraciclinas, entre otros 

(Dewick, 2002). Así mismo, algunos otros poseen propiedades inmunosupresoras 

(ciclosporina y rapamicina), hipocolesterolemiantes (lovastatina, mevastatina), 

antihelmínticas (ivermectina), antidiabéticas (acarbosa) y anticancerígenas (pentostatina y 

epirubicina) entre otras (Newman et al., 2003; Butler et al., 2005; Sneader et al., 2005).  

A continuación se describen algunos ejemplos de compuestos biodinámicos de origen 

microbiano que han sido aprobados por organismos internacionales de salud como la FDA 

entre los años de 2000 y 2005 para el tratamiento de diversas enfermedades. 
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La briostatina-1 (1, GPC Biotech®. Inc., 2003) es un policétido raro basado en un 

sistema de anillos tipo briopirano con propiedades antitumorales. Este producto se aisló 

por primera vez a partir de la especie Bulgula neritina pero, actualmente se sabe que el 

productor verdadero es la protobacteria Candidatus endobogula sertula, especie que 

establece una relación simbionte con el briozano Bulgura neritina.  

El mecanismo de acción antitumoral del producto 1 se da a través de su interacción 

con los mismos receptores de los ésteres de forbol, un grupo de compuestos promotores 

de la proliferación de tumores, pero a diferencia de ellos, la briostatina-1 (1) inhibe el 

crecimiento de los mismos debido a que provoca un desequilibrio de las isoformas de la 

proteína cinasa C de las células tumorales, conduciendo así, a una inhibición en su 

crecimiento, alteraciones en la diferenciación y finalmente, a la muerte celular.  

Cabe mencionar que el uso de la briostatina-1 (1) como agente antitumoral fue 

aprobado en 2003 por la FDA. El producto se usa en combinación con paclitaxel para el 

tratamiento del cáncer de esófago (Newman y Cragg, 2004; Young-Won, 2006).  

 

 

briostatina-1 (1) 

 

El micafunginato de sodio (2, Micamina®, Fujisawa, 2005) es un agente antifúngico 

aislado del hongo Cleophoma empetri. Este compuesto presenta una buena actividad 

biológica contra una amplia variedad de especies del género Candida, incluyendo algunas 

cepas resistentes. Este metabolito también inhibe la proliferación de algunas cepas del 

género Aspergillus debido a que es un antagonista de la enzima β-(1,3)-D-glucano 
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sintetasa presente en una gran variedad de hongos (Jarvis et al., 2004; Frattarelli et al., 

2004). 

 

 

micafunginato de sodio (2) 

 
La tigeciclina (3, Tigacil®, Wyeth, 2005) es un antibacteriano semisintético derivado de 

la minociclina. Su potencia como antibacteriano es mayor que la de las tetraciclinas 

convencionales e inhibe el crecimiento de algunos microorganismos resistentes a éstas. El 

derivado se utiliza bajo la forma de solución inyectable a diferencia de las otras 

tetraciclinas comerciales (Zhanel et al., 2004). 

 

 

 

tigeciclina (3) 

 

El everolimus (4, Certican®, Novartis, 2004) es un fármaco de administración oral 

derivado de la rapamicina aislada de Streptomyces hygroscopicus. Este producto presenta 

una actividad inmunosupresora gracias a su efecto inhibitorio de la producción de algunos 

factores de transferencia que modulan la proliferación de células hematopoyéticas 
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(células T y B) y no hematopoyéticas a través de la inhibición de la enzima cinasa p70 S6 

que participa en la fase G1/S del ciclo de división celular (Chapman y Perri,  2004). 

 

 
everolimus (4) 

 
 

La telitromicina (5, Ketek®, Aventis, 2004) es una macrólida semisintética de 14 

miembros como la eritomicina A obtenida a partir de  Saccharopolyspora erythraea; este 

compuesto inhibe la síntesis de proteínas mediante su interacción con el sitio 

peptidiltransferasa de la subunidad ribosomal 50S, además, presenta una actividad 

antibacteriana significativa contra algunos patógenos del tracto respiratorio resistentes a 

otras macrólidas comerciales (Zhanel et al., 2002). 

 

 

telitromicina (5) 

El micofenolato de sodio (6, Zavesca®, Actelion, 2003) aislado de Penicillium 

brevicompactum es un inhibidor reversible, no competitivo de la enzima inosina 

monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), encargada de la regulación de la síntesis de novo 
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de bases nitrogenadas como la guanina (Bardsley-Elliot et al., 1999; Curran et al., 2005),  

este compuesto se usa como agente inmunosupresor.  

 

 

 

micofenolato de sodio (6) 

 
 

El ácido rosuvastatínico (7, Crestor®, AstraZeneca, 2003) es un derivado de la 

mevastatina. Se aisló de Penicillium citrinum y P. brevicompactum e inhibe la enzima 3-

hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa involucrada en la biosíntesis de colesterol 

(Carswell et al., 2002; Scott et al., 2004). Este compuesto se utiliza con éxito como agente 

anti-hipercolesterolemiante.  

 

 

 

ácido rosuvastatínico (7) 

 

El acetato de caspofunguina aislado de Glarea lozoyensis, (8, Cansidas®, Merck, 2001) 

es un lipopéptido semisintético derivado de la neumocandina B0 que inhibe la síntesis del 

β-(1,3)-D-glucano presente en una gran variedad de hongos como componente de la 

pared celular. Este efecto conduce a un desbalance osmótico y por lo tanto, a la muerte 

del microorganismo (Keating et al., 2003; McCormack et al., 2005). 
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acetato de caspofunguina (8) 

 

El cefditoren pivoxilo (9, Spectracef®, TAP, 2001) es un profármaco oral de algunas 

especies de Cephalosporium; este compuesto se hidroliza por acción de las esterasas 

intestinales convirtiéndose en el metabolito activo, el cefditoren que posee un núcleo 

estructural similar a las cefalosporinas. El compuesto es un antibiótico de amplio espectro 

contra microorganismos Gram positivos y Gram negativos y fue aprobado en el año 2001 

para el tratamiento de la bronquitis (Darkes et al., 2002).  

 

 
 

 
cefditoren (9) 
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1.2 Productos naturales bioactivos derivados de microorganismos marinos  

 
Los microorganismos aislados a partir de ambientes marinos (bacterias, hongos y 

microalgas) han sido menos estudiados que sus contrapartes terrestres. Sin embargo, en 

los últimos años han sido de gran interés como fuentes potenciales de moléculas 

bioactivas de posible uso terapéutico o como herramientas de investigación. En este 

contexto, el crecimiento en el estudio de la química de organismos marinos ha conducido 

al aislamiento de alrededor de 16,000 nuevas moléculas (Kosta, et al., 2008), y algunas 

han presentado un notable potencial terapéutico de tal forma que encuentran en estudios 

preclínicos y clínicos (Haefner et al., 2003; Newman y Cregg 2004, Simmons et al., 2005, 

Saleem et al., 2007). Algunos ejemplos selectos de estos metabolitos se resumen a 

continuación: 

 

Los salincetales A y B (10 y 11 respectivamente) son policétidos bicíclicos aislados del 

cultivo de Salinospora arenicola que inhiben la inducción de la enzima ornitina 

descarboxilasa, un blanco de acción de interés en el tratamiento de algunos tipos de 

neoplasias (Williams et al., 2007). 

 

R = H, salincetal A (10); R = OH salincetal B (11) 

 

La nigerasperona C (12), una nafto--pirona aislada de Aspergillus niger, presenta  

actividad antioxidante y antibacteriana inhibiendo la proliferación de algunas cepas de 

Candida albicans (Zhang et al., 2007).  
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nigerasperona C (12) 

A partir de algunas especies de algas pardas y rojas se han aislado compuestos 

meroterpenoides, además de una gran cantidad de polialcoholes halogenados. Así, por 

ejemplo, del alga café Perithalia capillaris se aisló la quinona prenilada 13 que disminuye 

la producción del radical superóxido en neutrófilos e inhibe la proliferación de la línea 

celular HL-60 (Laird, et al., 2007). 

 

2-(1,1-dimetil-2-propenil)-5-(3-metil-2-butenil)-1,4-benzoquinona (13) 
 

 El alga roja Rhodomela confervoides produce una amplia gama de bromofenoles entre 

los que destaca un derivado bromado de tirosina, con propiedades antioxidantes notables 

(Ma et al., 2007). 

 

ácido 2-amino-3-(3-bromo-5-hydroxi-4-metoxifenil)propanoico (14) 
 

Aunque los primeros estudios sobre el metabolismo de los hongos se realizaron al 

término de la primera guerra mundial por Harold Reistrick, y continuaron durante las 
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siguientes cuatro décadas para generar una gran cantidad de metabolitos 

terapéuticamente útiles (Raistrick 1949; Liberra y Lindequist 1995; König y Wright 1996; 

König y Wright 1999; Mayer y Gustafson 2004), la química de los hongos marinos no 

floreció si no hasta principios de la década de los 90´s.  A partir de entonces y a la fecha se 

han descrito una gran variedad de productos aislados de hongos marinos que incluyen 

policétidos, terpenoides, alcaloides y péptidos (Saleem et al., 2007). 

 

Dentro del grupo de los policétidos destaca el 7-isopropenilbiciclo[4.2.0]octa-1,3,5-

trien-2,5-diol (15) un compuesto con notables propiedades antioxidantes (Abdel-Lateff, et 

al., 2002). Otro policétido interesante es la penicilona A (16, Liu et al., 2005) aislada del 

hongo Penicillium terrestre y que presenta una excelente actividad citotóxica contra las 

líneas celulares P338 y A-549. Otro ejemplo digno de mencionar es la macrólida de doce 

miembros esporiolida A (17, Tsukamoto et al., 2004) que se obtuvo de un aislamiento de 

Cladosporium y presenta actividad citotóxica contra la línea celular L1210 (linfoma 

murino).  

 

 
  

 

7-isopropenilbiciclo[4.2.0]octa-
1,3,5-trien-2,5-diol (15) 

penicilona A (16) esporiolido A (17) 

 

 En el grupo de los terpenoides la variedad estructural es mucho menor en 

comparación con los policétidos. Sin embargo, dentro de las categorías de los 

sesterterpenoides y sesquiterpenoides con esqueletos carbonados novedosos se han 

caracterizado al ácido haloroselénico (18) obtenido del cultivo de Halorosellinia ocenica 

BCC 5149. Este producto posee una actividad antibacteriana significativa (Chinworrungsee 
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et al.,  2001). Otro terpenoide interesante es el aremofilano 07H239-A (19), aislado de 

Xylariaceous sp., el cual demostró una actividad anticancerígena selectiva contra la línea 

celular CCFRCEM (leucemia, McDonald et al., 2004). 

 
 

 

ácido haloroselénico (18) aremofilano 07H239-A (19) 

 

En el caso de los alcaloides la diversidad estructural y las actividades biológicas son 

variadas. Muchas de estas moléculas son candidatos idóneos para el desarrollo de nuevos 

fármacos; por ejemplo, la terrusinona (20) una dipirrolobenzoquinona derivada del hongo 

Aspergillus terreus es un potente protector contra la radiación UV-A (Lee et al., 2003). La 

dicetopiperazina golmaenona (21) obtenida de un aislamiento de Aspergillus inhibe la 

formación de radicales libres (Li et al., 2004). El alcaloide citrinadina (22) obtenido a partir 

del hongo Penicillium citrinum (Tsuda et al., 2004) no posee actividades biológicas 

comprobadas, sin embargo, tiene una estructura pentacíclica poco usual y da fe de la 

diversidad estructural  de los productos biosintetizados por hongos marinos.  

 
 

terrusinona (20) golmaenona (21) 

 

citrinadina (22) 
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 En  la Tabla 1 se incluyen otros ejemplos de metabolitos biodinámicos aislados a partir 

de hongos de origen marino. 



 

  15 

Tabla 1. Metabolitos biodinámicos selectos aislados a partir de hongos marinos. 

Especie fúngica Compuesto Actividad biológica Referencias 

Penicillium rugulosum 

Pruguseno A1-A3 

Prugoseno B1-B2 

Pruguseno C1-C2 

Antiinfectivo 

Sufrin et al., 2009 

Lang et al., 2007 

Blunt et al., 2009 

Penicillium chrysogenum Sorbisilactona A 
Tratatamiento de 

leucemia, anti-VIH 
Bringmann et al., 2007 

Myrothecium verrucaria 

3-hidroxiroridina E 

13´-Acetil tricoverina 

Roridina A 

Roridina L-M 

Verucerina M 

Verucerina A 

Isororedina A 

Epiroridina E 

Tricoverina A-B 

Antitumoral 

 

Needham et al., 1994 
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Tabla 1. Metabolitos biodinámicos selectos aislados a partir de hongos marinos. (Continuación). 

Especie fúngica Compuesto Actividad biológica Referencias 

Aspergillus niger 

Asperazina 

 

Malformina C 

Bicoumanigrina 

Aspernigrina B 

Tratamiento de 

leucemia 

Antitumoral 

Anticancerígeno 

Neuroprotector 

 

Cheng et al., 1994; Varoglu et al., 2000; 

Govek et al., 2001; Hiort 2004 et al., 2004; 

Speitling et al., 2007 

 

Myrothecium sp. JS9 Roridina D Antifúngico Xie et al., 2008 

Penicillium citrinum 
Isociclocitrinol A 

22-acetil isociclocitrinol A 
Antibacteriano Amagata et al., 2003 

Penicillium sp. 

Oxalina 

Grsiseofulvina 

Comunesina B-D 

Antiproliferativo 

Antifúngico 

Antitumoral 

Kolachana et al., 1994; Koizumi et al., 

2004; Jadulco et al., 2004 

Acremonium sp. 

Efrapeptina E-F 

Efrapeptina Eα 

Efrapeptina G-H 

RHM 1 

Citotóxico, 

antibacteriano 
Boot et al., 2006; Boot et al., 2007 

Trichoderma harzianum Tricodenona A-C Citotóxico 
Amagata et al., 1998; Usami et al., 2000; 

Bungi et al., 2004 
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Tabla 1. Metabolitos biodinámicos selectos aislados a partir de hongos marinos. (Continuación). 

Especie fúngica Compuesto Actividad biológica Referencias 

Gymnascella dankaliensis 

OUPS-N134 

Gimnostatina A-C 

Gimnostatina F-G 

Gimnostatina Q-R 

Gimnasterona A-D 

Dankastatina A-B 

Dankasterona A 

Citotóxico, 

tratamiento de 

leucemia 

Numata et al., 1997; Amagata et al., 1998; 

Amagata et al., 1999; Mayer et al., 1999; 

Amagata et al., 2006; Amagata et al., 

2007; Amagata et al., 2008 

Phoma sp. Q60596 YM-202204 Antifúngico Nagai et al., 2002 

Fusarium oxysporum 

DLFP2008005 
Compuesto no identificado 

Antibacteriano, 

antifúngico 
Biabani et al., 1998 

Cladosporium herbarum Ácido sumíkico Antibacterial Jadulco et al., 2001 

Ulocladium botrylis 193A4 

Ulocladol 

1-hidroxi-6-metil-8-(hidroximetil)-

xantona 

Antimicrobiano 

Antifúngico 
Höller et al., 1999; König et al., 2005 

Curvularia lunata 
Lunatina 

Citoskirina A 
Antibacteriano Kim et al., 1998; Jadulco et al., 2002;  

Aspergillus insuetus Terretonina E-F 
Inhibidor de la 

cadena respiratoria 
López-Gresa et al., 2009 
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Tabla 1. Metabolitos biodinámicos selectos aislados a partir de hongos marinos. (Continuación). 

Especie fúngica Compuesto Actividad biológica Referencias 

Aspergillus versicolor 
Aspergilitina 

Felutamida C 

Antibacterial 

Citotóxico 
Lin et al., 2002; Lee et al., 2010 

Penicillium cf. 

montanense 
Xestodecalactona B Antifúngico Edrada et al., 2002; Thakur et al., 2003  

Penicillium brocae Brocaenol A-C Citotóxico Ebel et al., 2006 

Coniothyrium sp. 193477 Cripto-sporiopsinol Antibacteriano Höller et al., 1999 

Spicellum roseum 193H15 Tricodermol Anticancerígeno Chatterjee et al., 2004; Kralj et al., 2007 

Penicillium 

auratiogriseum 

Fructigenina A 

Aurantiomida B-C 

(S)-2,4-dihidroxi-1- 

butil(4-hidroxi)-benzoato 

Antitumoral 

Citotóxico 

Antitumoral 

Xin et al., 2005; Xin et al., 2007 

Exophiala pisciphila 

N110102 
Exophilina A Antibacterial Doshida et al., 1996 

Microsphaeropsis sp. H5-

50 

Microsphaeropsisina 

(R)-melleina 

(3R,4S)- hidroximelleina 

(3R,4R)- hidroximelleina 

Antifúngico 

Antimicrobiano 

Antimicrobiano 

Antimicrobiano 

Höller et al., 1999 
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Tabla 1. Metabolitos biodinámicos selectos aislados a partir de hongos marinos. (Continuación). 

Especie fúngica Compuesto Actividad biológica Referencias 

Microsphaeropsis sp. 10-hidroxi-18-metoxil-betaenona 
Inhibidor de la 

proteína cinasa C 
Brauers et al., 2000 

Metarrhizium sp. 001103 
Destruxina A 

Clorohidrina E 
Antitumoral Boot et al., 2007 

Microascus longirostris 

SF-73 
Catstatina A-C 

Inhibidor de la 

cisteína proteasa 
Yu et al., 1996 

Aspergillus ostianus 

01F313 

8-cloro-9-hidroxi- 

8,9-deoxiasperlactona 

Aspergilida A-C 

 

Antbacteriano 

 

Tratamiento de 

leucemia 

Namikoshi et al., 2003 

 

Kito et al., 2008 

Cryptosphaeria eunomia Diaporteina A-B Antibacteriano Yoshida et al., 2007 

Paraphaeosphaeria sp. Modiolida A-B Antifúngico Tsuda et al., 2003b 

Ascochyta salicorniae Ascosalipirrolidona A Antifúngico Osterhage et al., 2000 

Keissleriella sp. YS4108 

3,6,8-trihidroxi-3-[3,5-dimetil-2-oxo-

3(E)-heptenil]-2,3-dihidronaftalen-1(H)-

ona 

Antfúngico Liu et al., 2002 
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Tabla 1. Metabolitos biodinámicos selectos aislados a partir de hongos marinos. (Continuación). 

Especie fúngica Compuesto Actividad biológica Referencias 

Trichoderma virens Tricodermamida A Antibacteriano Garo et al., 2003 

Stilbella aciculosa Ácido fusídico Antibacteriano Kuznetsova et al., 2001 

Aspergillus ochraceus CJ-17665 Antibacteriano Sugie et al., 2001 

Halocyphina villosa Sicaina Antibacteriano Li et al., 2005 

Penicillium sp.  7-deacetoxiyanotona A Antibacteriano Li et al., 2003a 

Kirschsteiniothelia 

maritima 
Ascochital Antibacteriano Bugni et al., 2004 

Fusarium sp. 
Eniatina B 

Neomanguicol B 
Antibacteriano 

Jiang et al., 2004 

Reener et al., 1998 

Halorosellinia oceanica 
Ácido holorosellinico 

Fenil lactona 
Antibacteriano 

Chinworrungsee et al., 2001; 

Chinworrungsee et al., 2002 

Zopfiella latipes Zopfiellamidas A-B Antifúngico Daferner et al., 2002 

Microsphaeropsis sp. Microsphaeropsina Antifúngico Höller et al., 1999 
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 Con base en las consideraciones anteriores, surge el presente trabajo de 

investigación que tiene como objetivo continuar con el estudio del metabolismo del 

hongo marino Emericella 25379 para así descubrir nuevos inhibidores de la proteína 

calmodulina (CaM), involucrada en la regulación de las concentraciones de calcio 

intracelular (Figueroa et al., 2009).  Para ello se realizó el cultivo del hongo en un medio 

apropiado que permitiera la producción de compuestos análogos al hidrato de tajixantona 

(23), caracterizado en estudios previos realizados por Figueroa y colaboradores (2009) en 

nuestro laboratorio como un potente inhibidor de del complejo CaM-fosfodiesterasa del 

AMPc (PDE1). Para ello se realizaron ensayos enzimáticos funcionales. De manera 

adicional, en el presente trabajo se realizaron estudios conducentes a establecer el modo 

de interacción del complejo CaM-ligante aplicando diferentes técnicas, entre las que 

destacan los ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca y acoplamiento 

molecular.  

 

hidrato de tajixantona (23) 
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2. Antecedentes  

 
2.1 Señalización mediada por Ca2+ y calmodulina (CaM) 

 

El ión calcio (Ca2+) juega un papel muy importante en el metabolismo de organismos 

superiores y está involucrado en la regulación de muchos procesos celulares tales como la 

expresión de genes, liberación de neurotransmisores, contracción muscular y la 

supervivencia de las células. Numerosas rutas de señalización en plantas y animales 

dependen de este ión como segundo mensajero. La concentración intracelular de Ca2+ 

está controlada y es generalmente baja (0.1 µM), mientras que en el exterior de la célula 

esta concentración puede ser 10,000 veces mayor (1 mM). Varios estímulos, como 

cambios en la polarización de la membrana, pueden activar la apertura de los canales de 

Ca2+ que residen en la membrana y, de esta manera promover el ingreso del catión al 

interior de la célula. De manera adicional, varios organelos funcionan como reservorios de 

Ca2+ y pueden liberarlo (Berridge, 2003; Evenas et al., 1998; Carafoli y Klee, 1999; Brini y 

Carafoli 2000; Carafoli 2002; Leclerc, 2003; Junker y Rief, 2009). El retículo sarcoplásmico y 

endoplásmico son los mayores reservorios de Ca2+, pero la mitocondria y el núcleo 

también participan activamente en la liberación del ión a través de los receptores de 

inositol trifosfato  (IP3) o el receptor de rianodina (Pozzan et al., 1994; Horne y Meyer, 

1997).  

Las concentraciones de Ca2+ se deben regular, para ello existe una serie de sensores o 

proteínas específicas de unión al catión, probablemente, las más importantes son las que 

conservan el dominio EF (-hélice-asa--hélice) ya que participan en la modulación de la 

señalización del ión Ca2+ en diversos procesos de transcripción, así como en la activación 

de varias enzimas dependientes de Ca2+. De estas proteínas quizás, la más relevante, es la 

calmodulina (CaM; Carafoli, 1987; Schwaller, 2005), una proteína altamente conservada, 

presente en animales, plantas, hongos y protistas (Cohen y Klee, 1988; Eldick y Watterson, 

1998).  
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La calmodulina es una proteína pequeña (148 aminoácidos, aproximadamente 16 

kDa; apo CaM) con dos dominios globulares (-C y –N terminales, unidos por una región 

relativamente flexible), capaz de unir cuatro iones Ca2+ en los motivos EF (dos iones por 

dominio). Dada la interacción de la CaM con los iones Ca2+ se provoca un cambio en su 

estructura terciaria generando así el confórmero extendido holo CaM. Con la generación 

del complejo Ca2+-CaM se promueve la exposición de los sitios hidrofóbicos en ambos 

dominios de la CaM, permitiendo así, el enlace con sus proteínas blanco a través del 

reconocimiento de una secuencia específica (Junker y Rief, 2009). A la fecha se han 

descrito alrededor de 300 proteínas reguladas por la CaM, mismas que controlan 

importantes procesos celulares como la transcripción  de genes, contracción muscular, 

liberación de neurotransmisores, metabolismo y crecimiento celular, entre otros. En la 

Figura 1 se muestran las diferentes conformaciones de la CaM, así como una serie de 

complejos Ca2+-CaM-enzima blanco (Chin y Means, 2000). 

 

Las proteínas de unión a la CaM (CaMBP) constituyen un grupo diverso; se subdividen 

en aquellas dependientes de calcio y las independientes del mismo. Las proteínas 

dependientes de calcio incluyen las fosfodiesterasas y ciclasas involucradas en el 

metabolismo de nucleótidos cíclicos (fosfodiesterasa del AMPc, PDE-1; la adenilato ciclasa 

y la guanilato ciclasa), la óxido nítrico sintasa (ONS), las fosfatasas como la calcineurina; las 

proteínas del metabolismo intracelular de Ca2+ (Ca2+-ATPasa, la SR-ATPasa y la IP3 cinasa), 

algunas cinasas (la glicógeno cinasa, la cinasa I-III dependientes de CaM, la cinasa del 

factor 2 de elongación, la fosforilasa cinasa y la cinasa de cadena ligera de la miosina), las 

proteínas asociadas a microtubulos, las proteínas tipo espectrina y las proteínas asociadas 

a membrana como la neuromodulina. Por otro lado se encuentran las proteínas que 

participan en la expresión de genes y proliferación celular así como las proteínas de unión 

a CaM nucleares y endonucleasas dependientes de CaM entre otras (Sharma, 2003). En el 

grupo de las CaMBP independientes de calcio se destacan la glutamato descarboxilasa 

(enzima que cataliza la síntesis de GABA) y la miosina 1d involucrada en el movimiento 

intracelular, por mencionar algunas (O´Day, 2003).  
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Figura 1. Diferentes conformaciones de la CaM a) apo CaM, b) holo CaM, c-i) complejos 
Ca2+-CaM-ONS, canal de K+, MKIIa, MKK, péptido blanco de la bomba de Ca2+, toxina del 
ántrax y MLCK, respectivamente. Modificado de Vetter y Leclerc 2003. 
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2.2 Productos naturales y sintéticos inhibidores de la CaM 

 

Debido a la importancia de la CaM como proteína moduladora de numerosas enzimas 

que regulan procesos celulares de importancia, hay un gran interés por la búsqueda de 

nuevos antagonistas de la CaM con un potencial para el desarrollo de nuevos fármacos. En 

este sentido cabe mencionar que muchos productos de uso terapéutico como los 

antipsocóticos clorpromazina (CPZ) y trifluoroperazina (TFP) y los antitumorales vincristina 

y KAR-2, por mencionar algunos, son inhibidores de la CaM. Por otro lado, se cuenta con 

diversas herramientas de investigación utilizadas para el estudio de aquellos procesos en 

los que se encuentra involucrada la proteína (CaM), algunos ejemplos son el compuesto 

W-7 y calmidazolio. En la Figura 2 se muestran las estructuras de algunos inhibidores 

sintéticos y semisintéticos de la CaM. 

 

Figura 2. Compuestos sintéticos inhibidores de la CaM. 
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De acuerdo con una revisión reciente (Martínez-Luis et al., 2007) numerosos 

productos naturales interaccionan con la CaM, inhibiendo sus propiedades moduladoras. 

A continuación se mencionan algunos ejemplos selectos de estos productos. En el grupo 

de los alcaloides destacan el indolmonoterpenoide malbranqueamida aislado del hongo 

coprófilo Malbranchea aurantiaca y, la β-carbolina eudistomidina A obtenida de 

Eudistoma glaucus; ambos compuestos inhiben la actividad enzimática de la proteína PDE-

1 aislada de cerebro de bovino (Kobayashi et al., 1986 y 1990a). Más recientemente en 

nuestro grupo de trabajo se demostró mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y 

experimentos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca que la malbranqueamida 

interacciona directamente con la proteína (Figueroa et al., 2010). En la categoría de los 

terpenoides, el sesterterpenoide ofiobolina A, es sin duda alguna el producto natural 

inhibidor de la CaM más ampliamente estudiado a la fecha (Leung et al., 1984 y 1985;  Au 

y Leung, 1998). Este metabolito inhibe las calmodulinas de maíz y de cerebro de bovino; la 

interacción de la ofiobolina A con la CaM se determinó inicialmente por medio de un 

ensayo enzimático funcional en el cual se utilizo a la PDE-1 como enzima monitora (CI50 = 9 

µM). Otro grupo importante de compuestos que presentan actividad antagonista sobre la 

CaM son las cumarinas y derivados de γ-pironas, entre las que destacan el reticulol aislado 

de Streptoverticillium album K251 y el ácido secalónico, obtenido de la especie Penicillium 

oxalicum; ambos metabolitos inhiben la activación del complejo Ca2+-CaM-PDE-1.  

Entre los metabolitos derivados del ácido sikímico destacan los lignanos del tipo 

furofurano de Leucophyllum ambiguum que inhiben la activación de la enzima PDE-1, con 

valores de CI50 entre 5.6 y 14.4 M; los estilbenoides constituyen otro grupo de 

antagonistas de la CaM; la gran mayoría de estos se han obtenido a partir de varias 

especies de orquídeas mexicanas, así por ejemplo, Hernandez-Romero y colaboradores 

(2004) reportaron que el bibencilo gigantol potencia la acción relajante de la musculatura 

lisa mediada por CPZ, un inhibidor clásico de la CaM; de manera adicional este producto 

retarda la movilidad electroforética de la proteína durante el proceso de electroforesis 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida. Finalmente, los flavonoides representan otro 

grupo importante de antagonistas de la CaM, entre los más representativos se encuentran 
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la quercetina, la genisteína y la naringenina, compuestos que inhiben la activación del 

complejo enzimático Ca2+-CaM-PDE1 de manera dependiente de la concentración; en la 

Figura 3 se muestran algunas de las estructuras de los ejemplos antes mencionados 

(Martínez-Luis et al., 2007). 

 

Figura 3. Productos naturales selectos con propiedades antagonistas sobre la CaM. 
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2.3 Técnicas experimentales utilizadas para la detección y caracterización de la                                                                                             

interacción ligante-CaM 

 

Para detectar y caracterizar nuevos ligantes de la CaM se pueden utilizar diversos 

métodos in vitro, en los siguientes incisos se numeran los más utilizados con este 

propósito.  

 

I. Cromatografía de afinidad. Método específico que presenta diversas 

desventajas ya que es costoso y laborioso (Yurimoto et al., 2009).  

II. Electroforesis nativa en gel. Permite medir el cambio en la movilidad 

electroforética de la CaM unida al ligante; esta técnica es relativamente simple 

y poco robusta (Charpenteau et al., 2004).  

III. Espectroscopía UV. Mide los cambios conformacionales que afectan el 

ambiente de los residuos aromáticos de la CaM debido a su interacción con 

cualquier ligante (Crouch y Klee, 1980; Jaren et al., 2000).  

IV. Espectroscopía diferencial UV-DC. Es una de las técnicas más sensibles para 

seguir los cambios conformacionales en las proteínas provocados por la unión 

de ligantes (Masino et al., 2000; Horvath et al., 2005). 

V. Resonancia de fluorescencia de transferencia de energía (FRET). FRET es una 

técnica que monitorea la distancia entre diferentes sondas fluorescentes 

unidas a la CaM, involucra la transferencia de energía de un estado excitado 

del donador al estado basal del aceptor. Este método se utiliza para monitorear 

los cambios conformacionales en la misma molécula, o durante la formación de 

un complejo ligante-CaM (Allen et al., 2004; Gangophadhay et al., 2004).  

VI. Resonancia magnética nuclear (RMN) bidimensional heteronuclear. La RMN  

proporciona información estructural detallada sobre las interacciones ligante-

proteína en solución. En esta técnica, la CaM marcada con 15N y/o 13C se titula 

con el ligante. Este método permite determinar el sitio de unión y 
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conformación de los ligantes, receptores y complejos (Chou et al., 2000; Lalor 

et al., 2003).  

VII. Cristalografía de rayos X. Constituye una poderosa herramienta para estudiar 

las estructuras de las proteínas y sus complejos, la técnica provee detalles de 

aproximación atómica de los complejos ligante-proteína y ofrece información 

detallada de su arreglo espacial e interacciones; sin embargo, la información 

obtenida a partir de un experimento de difracción de rayos X no siempre es la 

correcta ya que la proteína puede adoptar diferentes conformaciones en el 

cristal y en solución (Babu et al., 1985, 1988; Okubo y Okada 1998, Vertessy et 

al., 1998; Acharya y Lloyd, 2005). 

VIII. Métodos enzimáticos funcionales. Estos ensayos miden la inhibición de la 

actividad enzimática modulada por la CaM, siendo la PDE-1 la enzima monitora 

más ampliamente utilizada para este fin. Los métodos funcionales han 

constituido una herramienta importante para la búsqueda de antagonistas de 

la CaM (Sharma y Wang, 1979; Chock y Huang, 1984; Harmon et al., 1984; 

Mata et al., 2003).  

IX. Mutagénesis sitio-dirigida. Proporciona información sobre el sitio de unión de 

un ligante con la CaM  (Odom et al., 1997).  

X. Métodos computacionales. Permiten la caracterización de sitios de unión de 

ligantes a proteínas, especialmente ahora que se cuenta con bancos de datos 

con abundante información estructural sobre éstas. En el diseño de fármacos, 

la estrategia de acoplamiento molecular es ampliamente  utilizada para 

optimizar la afinidad de unión ligante-receptor y está enfocada en la detección 

del sitio funcional de interacción (Gabdoulline y Wade, 2002; Ladbury y 

Williams, 2004).  

XI. Determinación de la fluorescencia extrínseca. La técnica utiliza poca cantidad 

de muestra ya que la respuesta en muy sensible a cambios conformacionales 

inducidos por la formación del complejo Ca2+-CaM-ligante (VanScyoc y Shea, 

2001). La modalidad basada en biosensores de fluorescencia se fundamenta en 
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el uso de biomoléculas que transducen señales fluorescentes detectables 

cuando un ligante se une a la CaM, el método presenta varias ventajas ya que 

los biosensores son altamente específicos, de bajo costo, selectivos y con 

tiempos de análisis rápidos. Esta técnica permite correlacionar los cambios 

conformacionales provocados por la unión de un ligante con el cambio en la 

emisión de las proteínas marcadas (González-Andrade et al., 2009).  En este 

contexto, cabe señalar que en años recientes, el Dr. Martín González Andrade 

(Facultad de Química, UNAM) diseñó un biosensor fluorescente de la CaM el 

hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr, en el que el componente biológico encargado 

del reconocimiento molecular es la proteína CaM y el componente transductor 

es el fluoróforo monobromobimano (mBBr). El biosensor fue obtenido a través 

de un proceso de mutagénesis dirigida, en el cual los aminoácios Leu 39 y Val 

91 de la CaM fueron reemplazados por residuos de cisteína (Cys) a las que 

posterioemente se les unió de manera covalente el fluoróforo mBBr. En la 

Figura 4 se ilustra el modelo molecular del biosensor hCaM L39C-mBBr/V91C-

mBBr, el cual es útil para la búsqueda de antagonistas de la CaM.  

 

 

Figura 4. Modelo molecular de las mutaciones de los residuos 39 y 91 y la unión del 
bimano. En dorado, se observan los cuatro iones Ca2+, en azul los dominios globulares –N y 
–C terminales, así como la región hidrofóbica que los une, en bastones verdes el 
componente transductor de señales (mBBr) y en bastones naranjas el inhibidor CPZ.  
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2.4 Antecedentes sobre el género Emericella 

 

El género Emericella representa el estado de reproducción sexual de Aspergillus (Pitt 

et al., 2000); sus especies presentan una tasa de crecimiento rápida, el color de sus 

colonias es variable (verde, amarillo, gris o púrpura) y la textura es generalmente 

aterciopelada. La mayoría de las especies de este género crecen con gran facilidad en 

regiones tropicales y subtropicales; algunas se han aislado de suelo, otras de plantas 

(hongos endófitos) y un grupo más reducido de ambientes marinos. Los estudios químicos 

realizados a algunas especies del género a la fecha, han permitido el aislamiento de una 

amplia variedad de compuestos bioactivos estructuralmente interesantes y novedosos 

(Frisvad et al., 2004).  

 

Probablemente, la especie que ha recibido la mayor atención desde el punto de vista 

químico es E. variecolor (anamorfo de A. variecolor. Syn. A. stellatus). Así, los estudios de 

diversos aislamientos de esta especie han permitido la obtención de una gran variedad de 

compuestos bioactivos. Por ejemplo, E. variecolor cepa M75-2  aislada a partir de una 

esponja recolectada en la bahía de Mochima (Sucre, Venezuela) condujo a la obtención de 

una serie de compuestos citotóxicos novedosos, el varietriol (24), el varioxireno (25) y la 

dihidroterreina (26). De esta misma cepa se aisló un compuesto de tipo xantona 

caracterizado con el nombre trivial varixantona (27), así como ergosterol (28), terreina 

(29) e hidrato de tajixantona (23, Malmstrom et al., 2002).   

 

 

 

 

 

varietriol (24) varioxireno (25) dihidroterreina (26) 
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varixantona (27) ergosterol (28) terreina (29) 
 

Otros compuestos aislados y caracterizados a partir de esta especie son la 

shimalactona A (30), un policétido constituido por un biciclo [4.2.0]octadieno y un 

oxabicyclo[2.2.1]heptano; los sesterterpenos de tipo ofiobolano 6-epi-ofiobolina G (31), 

ofiobolina G (32), 6-epi-ofiobolina N (33), ofiobolina H (34), 6-epi-ofiobolina C (35), 

ofiobolina C (36), 6-epi-ofiobolina K (37) y ofiobolina K (38). Los compuestos 31-38 tienen 

actividad citotóxica y se obtuvieron a partir de la cepa GF-10, aislada de los sedimentos 

recolectados en los mares de Japón (Wei et al., 2004, 2005).  

 

shimalactona A (30) 

 

  

R = α-H 16-cis-6-epi-ofiobolina G (31) R = α-H 6-epi-ofiobolina C (35) 
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R = β-H 16-cis-ofiobolina G (32) R = β-H ofiobolina (36) 
R = α-H 6-epi-ofiobolina N (33) R = α-H 16-cis-6-epi-ofiobolina K (37) 

 R = β-H 16-cis-ofiobolina K (38) 
 

 

ofiobolina H (34) 
 

 

Además del hidrato de tajixantona (23), E. variecolor biosintetiza otras moléculas de 

este tipo entre las que destacan las variecoxantonas A y C (39 y 40), las arugosinas A-D 

(41-44), la tajixantona metanoato (45), la 14-hidroxitajixantona (46), la 14-

metoxitajixantona-25-acetato (47), la 25-O-metil arugosina (48),  y la isoemericellina (49). 

Por último otros metabolitos de tipo quinona como la evariquinona (50) y la 7-

hidroxiemodina (51) y dépsidos C-glicosídicos como la estromemicina han sido aislados de 

esta especie (52; Chexal et al., 1974; Bringmann et al., 2003 y Pornpakakul, et al., 2006). 

 

 

 
 

 

variecoxantona  A (39) variecoxantona C (40) arugosina A (41) 
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arugosina B (42) arugosina C (43) arugosina D (44) 

   

tajixantona metanoato (45) 14-hidroxitajixantona (46) 14-metoxitajixantona-25-
acetato (47) 

 

 

 

 
 

 
 

25-O-metil arugosina (48) isoemericellina (49) evariquinona (50) 

 

 

 
7-hidroxiemodina (51) estromemicina (52) 
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Los estudios químicos sobre E. nidulans condujeron al aislamiento de la penicilina G 

(53), los compuestos citotóxicos arugosinas G y H (54-55), la esterigmatocistina (56), el 

alcaloide indólico emindol DA (57) y la microperfuranona (58). Así mismo, de la especie E. 

nidulans var. dentata se caracterizaron los compuestos ED-1 y ED-2 (59 y 60 

respectivamente; Fukuyama et al., 1980; Kawahara et al., 1994; Brakhage, 1997; Kralj et 

al., 2006). 

 

 

 

 

 

penicilina G (53) arugosinas G (54) arugosina H (55) 

 

 

 

esterigmatocistina (56) emindol DA (57) microperfuranona (58) 

   

  

ED-1 (59) ED-2 (60) 
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Finalmente, E. nidulans produce la antrona nidulalina A (61) y el derivado de 

benzofenona, nidulalina B (62; Kawahara et al., 1994).  

 

 

 

nidulalina A (61) nidulalina B (62) 

 

De la especie E. striata se han obtenido metabolitos con propiedades antifúngicas 

como la emestrina (63), la emestrina B (64), el ácido violéico (65) y compuestos con 

actividad tremorgénica como la ditiosecoemestrina (66), la paxilina (67), la 

deshidroxipaxilina (68) y la 1´-O-acetilpaxilina (69; Seya et al., 1986; Nozawa et al.,1987 y 

1989).  

 

 

 

n = 2; emstrina (63) 
n = 3; emestrina B (64) 

ácido violéico (65) 
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ditiosecoemestrina (66) R1 = OH R2 = H paxilina (67) 

 
R1 = H R2 = H deshidroxipaxilina (68) 

R1 = OH R2 = Ac 1´-O-acetilpaxilina (69) 
 

Los estudios químicos biodirigidos sobre E. aurantiobrunnea condujeron al 

aislamiento y caracterización de una gran variedad de compuestos de tipo sesterterpeno, 

entre los que destacan los inmunomoduladores variecolina (70) y variecolactona (71), los 

variecoacetales A-B (72-73) y la emeremofilina (74; Fujimoto et al., 2000). De la cepa 

F31149 se aislaron el variecolol (75) y una serie de análogos identificados con los nombres 

triviales emericolinas A-D (76-79; Yoganathan et al., 2004). 

 
 

variecolina (70) variecolactona (71) 
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R = Me variecoacetal A (72) emeremofilina (74) 
R = Et variecoacetal B (73)  

   

 

 

 

 

variecolol (75) R = CHO emericolina A (76) 
 R = CH2OH emericolina B (77) 
 R =CH3 emericolina C (78) 

 

 

emericolina D (79) 

 

Otra especie del género Emericella que ha sido estudiada desde el punto de vista 

químico es E. falconensis, la cual biosintetiza policétidos con actividad antiinflamatoria 

denominados falconensinas A-N (80-93), la monometildihidromitorrubrina (94), la 

mitorrubrina (95) y la monometilmitorrubrina (96; Ogasawara et al., 1992, 1993, 1996 y 

1998). Por otra parte, de la cepa NHL 2999 se aislaron y caracterizaron dos pigmentos 
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amarillos designados con los nombres triviales de falconensonas A y B (97-98; Ogasawara 

et al., 1997). 

 
 

R1 R2 R3 R4  R1 R2 R3 R4  
H Cl Cl Me falconensina A (80) H Cl Cl Me falconensina B (81) 
Ac Cl Cl Me falconensina C (82) Ac Cl Cl Me falconensina D (83) 
H Cl H Me falconensina E (84) H H H H falconensina J (89) 
H H H Me falconensina F (85) H Cl H H falconensina L (91) 
Ac H H Me falconensina G (86) H Cl Cl H falconensina N (93) 
H H H H falconensina  I  (88)  

 H Cl H H falconensina K (90) 
H H Cl Cl falconensina M (92) 

 

 

 

 

R1 R2  monometildididromitorrubrina (94) 
Cl Me falconensina H (87)  
H Me mitorrubrina (95) 
H H monometilmitorrubrina (96) 
    
 

 
R1 = O, R2 = Me; falconensona A (97) R1 = O, R2 = H; falconensona B (98) 
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 Emericella unguis, sintetiza una amplia variedad de metabolitos con actividad 

inhibidora sobre la enzima monoamino oxidasa (MAO), incluyendo la nidulina (99), la 

nornidulina (100), el 2-clorounguinol (101), el unguinol (102), la 3-etil-5,7-dihidroxi-3,6-

dimetilftalida (103; Kawahara et al., 1988) y el guisineol (104). Este último posee además, 

actividad antibacteriana (Nielsen et al., 1999). Por otra parte, de la cepa M87-2, aislada de 

la medusa Stomolupus meliagris en la península de Paria en Venezuela, se obtuvieron las 

unguisinas A, B y C (105-107), tres heptapéptidos cíclicos que contienen el aminoácido 

GABA (ácido γ-amino butírico) y que presentan actividad antibacteriana contra bacterias 

Gram positivas (Malmstrom 1999; Malmstrom et al., 2002).  

 

 

 

R1 R2 R3 R4  3-etil-5,7-dihidroxi-3,6-dimetilftalida (103) 
Me Cl Cl Cl nidulina (99)  

 

H Cl Cl Cl nornidulina (100) 
H Cl H H 2-clorounguinol (101) 
H H H H unguinol (102) 

 

 R1 R2  
Ph Me unguisina A (105) 

guisineol (104) i-Pr Me unguisina B (106) 
Ph CH2OH unguisina C (107) 
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 Los estudios químicos realizados sobre la especie E. heterotallica por Kawahara y 

colaboradores en 1988 permitieron el aislamiento de un compuesto derivado de la 

pirazinona, la emeheterona (108), dos análogos azufrados de dioxopiperazinas, las 

emetacinas A-B (109-110), dos compuestos de tipo dioxopiperazinas la (S)-3-bencil-6-[(Z)-

bencilideno]-2,5-dioxopiperazina (111), la (3S,6S)-3,6-dibencil-2,5-dioxopiperazina (112) y 

la 3,6-di[(Z)-bencilideno]-2,5-dioxopiperazina (113; Kawahara et al., 1988 y 1989).  

 

   

emeheterona (108) emetacina A (109) emetacina B (109) 

 

   

(S)-3-bencil-6-[(Z)-
bencilideno]-2,5-

dioxopiperazina (111) 

3,6-dibencil-2,5-
dioxopiperazina (112) 

3,6-di[(Z)-bencilideno]-2,5-
dioxopiperazina (113) 
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Otro grupo de compuestos aislados y caracterizados a partir de esta especie son las 

emetalicinas A-D (114-117) y el derivado monoacetilado de la emetalicina D (118),  cinco 

epiditiodioxopiperazinas que inhiben la liberación de histamina (Kaeahara et al., 1989 y 

1990).  

  

R x   
H 2 emetalicina A (114) emetalicina B (115) 
H 4 emetalicina C (116)  
H 3 emetalicina D (117)  
Ac 3 Acetato de emetalicina D 

(118) 
 

 

 El estudio químico realizado a la cepa ATCC 16824 de E. heterotallica por Hosoe y 

colaboradores en 1998, permitió el aislamiento y caracterización de tres 18,22-

cicloesteroles denominados emesteronas A y B  (119 y 120) y Mer-NF8054X (121), 

compuestos con actividad antifúngica y citotóxica sobre varias líneas celulares (Hosoe et 

al., 1998).  

 
  

emesterona A (119) emesterona B (120) Mer-NF8054X (121) 
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 Las investigaciones enfocadas al estudio del metabolismo de la especie E. navahoensis 

condujeron a la obtención del ácido norsolorínico (122), la averufina (123) y la 6,7,8-

trihidroxi-3-metilisocumarina (124) tres metabolitos con actividad inhibitoria sobre la 

MAO (Yamazaki et al., 1988).  

 
 

ácido norsolorínico (122) averufina (123) 

 

 

6,7,8-trihidroxi-3-metilisocumarina (124) 

 

De la especie E. purpurea se han aislado compuestos del tipo indolmonoterpenoide, 

tal es el caso de los emindoles PA-PC (125-127; Hosoe et al., 2006), y tres pigmentos 

denominados epurpurinas A-C (128-130; Takahashi et al., 1996).  

 

R1 = -C(CH3)2CHCH2 
R2 = H 

emindol PA (125) 

R1 = H 
R2 = -C(CH3)2CHCH2 

emindol PB (126) 
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emindol PC (127) 

 

 
 R1 R2 R3   
 

H 
  

epurpurinas A (128) 
 

 
H H 

 
epurpurinas B (129) 

 

 H H H epurpurinas C (130)  
 

 

Moosophon y colaboradores en 2009 aislaron cuatro xantonas preniladas, las 

ruguloxantonas A-C (131-133) y etanoato de tajixantona (134), y un derivado del 

biciclo[3.3.1]nona-2,6-dieno, la rugulosona (135), de E. rugulosa. El compuesto 135 

mostro actividades antimalárica y antimicobacteriana (Moosophon et al., 2009). 

Finalmente, de E. desertorum  y E. venezuelensis se obtuvieron las cumarinas desertorinas 

A-C (136-138; Nozawa  et al., 1987), la aflatoxina B1 (139)  y la esterigmatocistina (140); los 

dos últimos compuestos son potencialmente carcinogénicos (Frisvad  et al., 2004). 
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ruguloxantona A (131) ruguloxantona B (132) ruguloxantona C (133) 

 

 
 

etanoatao de tajixantona (134) rugulosona (135) 
 

 

R1 R2  
H H desertorina A (136) 
H 

Me 
Me 
Me 

desertorina B (137) 
desertorina C (138) 

   

  

  
aflatoxina B1 (139) esterigmatocistina (140) 
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2.5 Antecedentes del hongo Emericella 25379 

 

Debido a la gran diversidad estructural y propiedades farmacológicas que han 

mostrado los metabolitos aislados de algunas especies del género Emericella, 

recientemente, en nuestro grupo de trabajo se inició la investigación química del hongo 

Emericella 25379 (Figura 5), aislado de un coral obtenido en las islas Marietas, Nayarit, 

México. El trabajo se realizó en el marco de un programa encaminado al descubrimiento 

de nuevos compuestos naturales con propiedades antagonistas de la proteína 

calmodulina (CaM). Esta investigación permitió la obtención de una serie de xantonas 

preniladas caracterizadas como hidrato de tajixantona (23), shamixantona (141), 

emericellina (142), 14-metoxitajixantona (143) y 15(S)-clorotajixantona (144; Figueroa et 

al., 2009). Posteriormente, la reinvestigación realizada sobre esta cepa en el año 2009 por 

Rivera Chávez, permitió el aislamiento del compuesto caracterizado como 15-acetil 

hidrato de tajixantona (145).  

 

 

Figura 5. Emericella 25379. 
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Los metabolitos 23, 141-144 inhiben de manera significativa el crecimiento radicular 

de semillas de Amarantus hypochondriacus; su actividad es comparable a la de la 

tricolorina A (3.6×10-5 M), oligosacarido aislado de Ipomoea tricolor (Convolvulaceae) con 

propiedades fitotóxicas notables (Pereda-Miranda et al., 1993). Además, los compuestos 

23 y 143 inhiben de manera dependiente de la concentración la actividad enzimática del 

complejo Ca2+-CaM-PDE-1, de manera comparable a la CPZ (Figueroa, 2009). Por otra 

parte, los estudios de cinética enzimática indicaron que ambos compuestos actúan como 

antagonistas competitivos de la CaM, compitiendo con la enzima blanco por la formación 

del complejo activo Ca2+CaM-PDE1. Los valores de Ki obtenidos para los compuestos 143 y 

23 fueron de 13.92 ± 2.29 y 25.38 ± 2.26 μM, respectivamente. Posteriormente, Figueroa 

determinó el efecto de los compuestos 23, 141, 143 y 144 sobre la movilidad 

electroforética de la proteína CaM en presencia de Ca2+, utilizando electroforesis no 

desnaturalizante en gel de poliacrilamida (PAGE). Bajo estas condiciones, la interacción de 

cualquier compuesto con esta proteína ocasiona alteraciones en su conformación 

estructural, mismas que se ven reflejadas en cambios de su movilidad electroforética. Los 

efectos observados en esta evaluación permitieron concluir que los compuestos 23 y 143 

interactúan con la CaM y posiblemente modifican sus propiedades reguladoras 

enzimáticas. Finalmente, como parte de un estudio complementario se realizó un estudio 

de acoplamiento molecular (AM) del compuesto 23 empleando la estructura 

cristalográfica de la CaM obtenida del Protein Data Bank (PDB, código 1a29). Este análisis 

confirmó que el hidrato de tajixantona (23) interacciona en el mismo sitio de unión que las 

fenotiazinas TFP y CPZ (Figura 6; Figueroa 2009).  
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shamixantona (141) emericelina (142) 14-metoxitajixantona (143) 

 

 

 

 

15(S)-clorotajixantona (144) 15-acetil hidrato de tajixantona (145) 
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Figura 6. Modelo propuesto por  AM para la interacción del compuesto 23 con la CaM, 

en bastones azules se muestra el inhibidor clásico TFP, en bastones naranjas el hidrato de 
tajixantona (23) y en morado la superficie de la CaM.  
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3. Justificación y objetivos 

 
La búsqueda de compuestos de origen natural que sirvan como prototipo estructural 

para el desarrollo de nuevos fármacos con un efecto antagónico sobre las propiedades 

moduladoras de la calmodulina (CaM) ha cobrado recientemente gran interés debido a la 

enorme variedad de procesos celulares que regula esta proteína. Así por ejemplo, muchos 

procesos de contracción muscular, transcripción genética, proliferación celular, división 

celular, fosforilaciones y desfosforilaciones protéicas, son regulados por la CaM. Por lo 

tanto, esta proteína constituye entonces un blanco molecular atractivo para el desarrollo 

de nuevos agentes espasmolíticos y antitumorales, entre otros (Pornpakakul, 2006). Por 

esta razón, nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a la búsqueda exhaustiva de 

metabolitos secundarios a partir de diversas especies de plantas y microorganismos. Estos 

estudios, han permitido el descubrimiento de nuevos agentes espasmolíticos de tipo 

bencil benzoatos y estilbenoides a partir de Brickellia veronicifolia y varias orquídeas 

mexicanas, respectivamente, los cuales mostraron una actividad antagonista sobre la 

proteína CaM en diversos ensayos.  

Así mismo, el estudio de varias especies de hongos microscópicos ha conducido al 

descubrimiento de entidades químicas novedosas desde el punto de vista estructural y 

que inhiben de manera notable las propiedades moduladoras de la CaM, algunos ejemplos 

relevantes son las nonenólidas obtenidas de Phoma  herbarum, el indolmonoterpenoide 

malbranqueamida de Malbranchea aurantiaca y recientemente el hidrato de tajixantona 

(23) y compuestos relacionados obtenidos a partir del hongo marino Emericella 25379. 

Este compuesto y sus análogos poseen actividad citotóxica contra distintas líneas celulares 

(Pornpakakul, 2006). Estos hallazgos, en conjunto con la gran biodiversidad de hongos en 

México, prácticamente inexplorada como una fuente de agentes biodinámicos, 

constituyen un punto de partida valioso para el descubrimiento de nuevos inhibidores de 

la proteína calmodulina (CaM). En consecuencia, el objetivo primordial del presente 

trabajo es continuar con el análisis del complejo metabolismo de rejilla de la especie 

fúngica Emericella 25379, con la finalidad de obtener compuestos análogos del hidrato de 
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tajixantona (23) con mejores propiedades inhibidoras de la CaM y que sirvan como 

prototipos estructurales para el desarrollo de fármacos potenciales.  

 

Para el cumplimiento del objetivo principal propuesto, se formularon los siguientes 

objetivos específicos: 

 

a. Obtener y caracterizar químicamente los metabolitos minoritarios presentes en el 

extracto orgánico obtenido a partir del micelio y medio de cultivo de Emericella 

25379, utilizando diferentes procedimientos de separación y purificación, así como 

las técnicas espectroscópicas y espectrométricas convencionales. El cumplimiento 

de este objetivo permitirá conocer con mayor detalle el complejo perfil metabólico 

del anamorfo objeto de estudio. 

b. Determinar la interacción potencial de los metabolitos aislados con la proteína 

calmodulina utilizando un método espectrofluorimétrico. El cumplimiento de este 

objetivo permitirá establecer sí los metabolitos interaccionan de manera directa 

con la proteína y establecer los parámetros de unión.  

c. Realizar estudios de acoplamiento molecular de los metabolitos aislados y una 

serie de análogos para predecir su probable sitio de unión y generar información 

de utilidad para el diseño futuro de compuestos más potentes. 
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4. Parte experimental 

 
4.1 Material fúngico 

 

Emericella 25379 (Trichocomaceae) se aisló a partir de la superficie de un coral blando 

(Pacifigorgia rutilia) recolectado en los arrecifes de las Islas Marietas, ubicadas en el 

estado de Nayarit, México en el año 2006 (Figura 7). La Dra. María del Carmen González, 

investigadora del Instituto de Biología, UNAM, identificó el aislamiento fúngico a nivel de 

género. Una muestra de referencia (N° 25379) se depositó en el Herbario Nacional 

(MEXU), Instituto de Biología UNAM. 

 

A                     B                          

 

 

  

 

 

 

Figura 7. A) Coral blando (Pacifigorgia rutilia), B) Emericella 25379. 

 

4.2 Análisis cromatográficos  

 

Los análisis cromatográficos en capa fina (CCF) se realizaron en placas de vidrio 

(modalidad preparativa) o aluminio (modalidad analítica), recubiertas con gel de sílice 60 

F254 Merck® [tamaño de partícula 3.5-7.0 ASTM y de 0.25 mm de espesor]. Se emplearon 

diversos sistemas de elución. La visualización de las placas se realizó con lámpara de luz 

UV a dos diferentes longitudes de onda (254 y 365 nm) y un agente revelador consistente 
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de una solución de sulfato cérico amoniacal en ácido sulfúrico. La cromatografía en 

columna abierta (CCA) se realizó sobre gel de sílice Kieselgel 60 Merck® [tamaño de 

partícula 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM] o Sephadex ® LH-20 de acuerdo a las 

técnicas convencionales.  

 

La cromatografía de líquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizó en un cromatógrafo 

Waters ® (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA) equipado 

con un detector de UV con arreglo de fotodiodos (PDA-2996). Para el control del equipo, 

así como para la adquisición, manejo y manipulación de datos se utilizó el programa 

Empower ® Versión 2.0 (Waters ®). Los análisis cromatográficos se realizaron en columnas 

empacadas con dimetiloctadecilsilil (HCR-C18) SymmetryPrep™ 7m (Waters®) [7.8 × 300 

mm, 2.0 mL/min] y Symmetry® 5 m (Waters®) [4.6 × 250 mm, 0.6 mL/min]. Todos los 

análisis se realizaron a temperatura ambiente. Las longitudes de onda () utilizadas para la 

detección de los compuestos de interés fueron 254 y 273 nm. 

 

4.3 Determinación de las constantes físicas, espectroscópicas y espectrométricas 

 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se reportan sin 

corregir. Los espectros en el IR (pastilla de KBr y película) se registraron en un 

espectrofotómetro de rejilla Modelo 599-B, marca Perkin-Elmer. Los espectros de 

resonancia magnética nuclear protónica (RMN-1H, 300 o 500 MHz) y de carbono 13 (RMN-

13C, 125 MHz) se registraron en un aparato Varian Unity-Plus, o en un Bruker HDX500, 

utilizando CDCl3 como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como estándar interno. Los 

espectros de masas por la técnica de impacto electrónico (EM-IE) se obtuvieron mediante 

un espectrómetro de masas HP 5890 (serie II), por introducción directa a 70 eV y un 

barrido de 33 a 800 unidades de masa-carga (m/z) por segundo. El registro de los 

espectros se realizó en la Facultad de Química e Instituto de Química de la UNAM y en la 

UAM Iztapalapa.  
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4.4 Fermentación de la especie fúngica Emericella 25379 

 

El cultivo en mediana escala (20 L) de Emericella 25379 se realizó en medio líquido 

Czapek utilizando las mismas condiciones experimentales previamente descritas por 

Figueroa y colaboradores (2009), es decir 30 días de fermentación a temperatura 

ambiente, sin agitación y con periodos de luz oscuridad normales. El inóculo consistió en 

dos cuadros de agar de un cm2 de un cultivo de microorganismos en medio sólido agar 

papa dextrosa comercial (PDA).  

 

4.5 Estudio químico del hongo Emericella 25379 

 

4.5.1 Obtención del extracto orgánico del micelio y medio de cultivo de                                    

Emericella  25379 

 

 Una vez finalizado el proceso de fermentación, el micelio (biomasa) y el medio de 

crecimiento se separaron por medio de una filtración simple a través de gasa estéril. El 

extracto orgánico del micelio se preparó mediante un proceso de maceración durante tres 

días, utilizando CH2Cl2 como disolvente de extracción; el proceso se realizó por triplicado. 

Por otra parte, el extracto orgánico obtenido a partir del medio de cultivo se obtuvo 

mediante particiones sucesivas utilizando CH2Cl2 como disolvente de extracción. Las 

soluciones resultantes se filtraron sobre sulfato de sodio anhidro y, posteriormente, se 

eliminó el disolvente orgánico a presión reducida. Los extractos orgánicos obtenidos 

(micelio y medio de crecimiento) fueron reunidos con base en su similitud cromatográfica 

obteniéndose 5.0 g de un residuo de color café.  

 

4.5.2   Fraccionamiento primario del extracto orgánico de Emericella 25379 

 

El extracto orgánico seco (5.0 g) se sometió a un proceso de fraccionamiento 

preliminar mediante una CCA, empleando una columna de vidrio empacada con gel de 

sílice (290 g) y como fase móvil mezclas binarias de polaridad creciente iniciando con 
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hexano, pasando por CH2Cl2 y finalizando con MeOH [Hex-CH2Cl2 (100:0→0:100); CH2Cl2 -

MeOH (100:0→0:100); CH2Cl2-MeOH (100:0→50:50)]. Este procedimiento generó 11 

fracciones primarias (F1-F11). 

 

4.5.3  Aislamiento, purificación e identificación de la emericellina (142) a partir de la  

fracción primaria F4 

 

La resolución de la fracción primaria F4 (50 mg) mediante CCFP (Hex-AcOEt 7:3) 

permitió el aislamiento y purificación de 20 mg de un sólido amarillo identificado como 

emericelina (142). 

 

Emericelina (142): 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δH (ppm): 1.71 (3H, s, CH3-23), 1.74 (6H, 

s, CH3-17, CH3-18), 1.81 (1H, s, CH3-22), 2.41 (3H, s, CH3-24), 3.39 (2H, d, J = 7.2 Hz, H-14), 

4.45 (2H, dd, J = 7.5 Hz, H-19), 4.50 (1H, d, J = 8.1 Hz, 25-OH), 5.09 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-25), 

5.34 (1H, dd, J = 7.5, 1.5 Hz, H-15), 5.61 (1H, dd, J = 7.2, 1.5 Hz, H-20), 6.85 (1H, d, J = 8.4 

Hz, H-2), 7.28 (1H, d, J = 0.6 Hz, H-5), 7.48 (1H, dd, J = 8.4, 0.45 Hz, H-3), 12.92 (1H, d, J = 

0.3 Hz, 1-OH); 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δC (ppm): 184.5 (C-13), 159.7 (C-1), 152.8 (C-10), 

152.3 (C-11), 149.4 (C-7), 142.6 (C-21), 138.4 (C-6), 136.6 (C-3), 133.3 (C-16), 123.9 (C-8), 

122.1 (C-15), 119.5 (C-20), 119.4 (C-5), 118.8 (C-9), 118.7 (C-12), 109.8 (C-4), 106.2 (C-2), 

71.6 (C-19), 56.2 (C-25), 27.1 (C-14), 25.8 (C-22), 25.3 (C-17), 18.4 (C-18), 18.2 (C-23), 17.9 

(C-24). Los datos espectroscópicos son idénticos  a los reportados en la literatura (Ishida et 

al., 1975; Kawahara et al., 1988). 

 

4.5.4 Aislamiento, purificación y elucidación estructural del acetato de 

variecoxantona A (148) a partir de la fracción F5 

 

El fraccionamiento secundario de la fracción primaria F5 (212 mg), mediante una CCA 

de Sephadex ® LH-20 (500 mL: MeOH) condujo a la obtención de cinco fracciones 

secundarias F5-I-F5-V. Posteriormente, el análisis cromatográfico por CLAE de la fracción F5-V 

(30 mg) bajo las condiciones que se indican en la  Tabla 2 permitió el aislamiento y 
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purificación  del acetato de variecoxantona A (148) bajo la forma de un sólido cristalino 

amarillo (6 mg; p. f. 89-90 °C, tR 6.40 min). 

 

Tabla 2. Condiciones utilizadas para la separación y purificación del acetato de 
variecoxantona A (148). 

 

Columna SymmetryPrep™ 7 m (Waters®) 7.8 × 300 mm 

Flujo 2.4 mL/min 

Fase móvil ACN 100% 

 

Acetato de variecoxantona A (148): IR por reflactancia max 3482, 2926, 2855, 1736, 

1644, 1601, 1467 y 1232 cm-1; EM-FAB+ [M+1] m/z 383.4139 (calc. C22H22O6); UV  max 

CHCl3 234.5, 258.1, 287.7 y 370.8 nm.   

 

4.5.5 Aislamiento, purificación e identificación de la tajixanona (147) y la 14-  

metoxitajixantona (143) a partir de la fracción primaria F7 

 

El análisis cromatográfico por CLAE de la fracción F7 (54 mg) bajo las condiciones 

citadas en la Tabla 2 permitió el aislamiento y purificación de dos sólidos cristalinos 

amarillos identificados como 14-metoxitajixantona (143; 12 mg; p. f. 201-202 °C; tR 6.17 

min) y la tajixantona (147; 15 mg; p. f. 153-155 °C; tR 7.02 min).  

 

14-Metoxitajixantona (143): 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δH (ppm): 1.25 (3H, s, CH3-17), 

1.32 (3H, s, CH3-18), 1.85 (3H, s, CH3-23), 2.36 (3H, s, CH3-24), 2.74 (1H, ddd, J = 2.1, 3.0, 

3.6 Hz, H-20), 3.18 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-14), 3.40 (3H, s, OCH3),  4.35 (1H, dd, J = 3.0, 10.8, 

H-19b),  4.43 (1H, dd, J = 3.6, 10.8 Hz, H-19a),  4.60 (1H, d, J = 1.0 Hz, H-22b), 4.67(1H, d, J 

= 8.0, H-15),  4.81 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-22a), 4.94 (1H, sa, OH-25), 5.43 (1H, d, J = 2.1 Hz, 

OH-25), 6.88 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-3), 7.23 (1H, d, J = 1.0 Hz, H-5), 7.72 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-

2), 12.86 (1H, 1-OH); 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δC (ppm): 184.4 (C-13), 162.2 (C-1), 152.7 

(C-10), 151.9 (C-11), 149.8 (C-7), 142.5 (C-21), 138.9 (C-6), 135.6 (C-2), 119.1 (C-8), 119.0 
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(C-3), 116.8 (C-9), 115.9 (C-12), 112.3 (C-22), 110.9 (C-5), 109.0 (C-4), 76.1 (C-15), 66.7 (C-

14), 64.7 (C-19), 63.3 (C-25), 57.8, (CH3O-14), 56.9 (C-16), 45.0 (C-20), 24.7 (C-17), 22.7 (C-

23), 19.8 (C-18),17.5 (C-24). Estos datos son idénticos a los reportados por Figueroa y 

colaboradores (2009). 

 

Tajixantona (147):  1H-NMR (300 MHz, CD2Cl2) δH (ppm): 1.30 (3H, s, CH3-17), 1.44 

(3H, s, CH3-18), 1.84 (3H, sa, CH3-23), 1.87 (3H, s, CH3-27), 2.35 (3H, d, J = 0.9 Hz, CH3-24), 

2.72 (1H, d, J = 3.0 Hz, H-20 ), 3.00 (1H, dd, J = 4.8, 12.0 Hz, H-15), 4.33 (1H, dd, J = 3.0, 

10.8Hz, H-19b), 4.43 (1H,  ddd, J =1.2, 3.75, 10.95 Hz, H-19a), 4.57 (1H, d, J = 0.9 Hz, H-

22b), 4.79 (1H, d, J = 0.9 Hz, H-22a), 4.80 (1H, s), 5.41 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-25), 6.76 (1H, d, 

J = 8.4 Hz, H-2), 7.35 (1H, d, J = 0.9 Hz, H-5), 7.54 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-3), 12.61 (1H, s, OH-

1); 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δC (ppm): 184.9 (C-13), 160.8 (C-1), 152.5 (C-10), 151.3 (C-

11), 143.4 (C-7), 142.0 (C-21), 139.0 (C-6), 137.5 (C-2), 121.7 (C-8), 119.5 (C-3), 116.1 (C-9), 

115.9 (C-12), 112.2 (C-22), 110.2 (C-5), 110.0 (C-4), 63.6 (C-15), 65.0 (C-19), 63.6 (C-25), 

58.9 (C-16), 45.4 (C-20), 29.0 (C-14), 24.9 (C-17), 22.6 (C-23), 19.2 (C-18),17.5 (C-24). Estos 

datos son congruentes con los reportados por Chexal y colaboradores (1974). 

 

4.5.6   Separación, purificación e identificación del  15-acetil hidrato de tajixantona 

(145) y 16-clorotajixantona (146) a partir de la fracción primaria F9 

 

El fraccionamiento secundario de la fracción F9 (150 mg) mediante una CCA sobre 

Sephadex ® LH-20 (400 mL; MeOH) condujo a la obtención de seis fracciones secundarias 

F10-I-F10-VI; el fraccionamiento posterior de la fracción F9-III (35 mg) mediante una CCA sobre 

Sephadex ® LH-20 (20 mL; CH2Cl2) llevó al aislamiento y purificación de 3 mg de 15-

acetilhidrato de tajixantona (145) como un sólido cristalino amarillo (p. f. 206-208 °C).  Por 

otra parte, la resolución de la fracción secundaria F9-II (40 mg) mediante cromatografía en 

capa fina en su modalidad preparativa (CCFP; 99:1 CH2Cl2-MeOH) permitió el aislamiento y 

purificación de 4 mg de un polvo amarillo identificado como 16-clorotajixantona (146), p. 

f. 179-180 °C. 
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15-Acetilhidrato de tajixantona (145): 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δH (ppm): 1.34 (3H, s, 

CH3-17), 1.38 (3H, s, CH3-18), 1.85 (3H, s, CH3-23), 1.87 (3H, s, CH3CO2), 2.36 (3H, s, CH3-

24), 2.37 (1H, s, OH-16), 2.73 (1H, sa, H-20), 2.90 (1H, dd, J = 14.25, 10.0 Hz, H-14b), 3.35 

(1H, dd, J = 14.0, 3.0, H-14a), 4.35 (1H, dd, J = 11.0, 3.0 Hz, H-19b), 4.43 (1H,  dd, J =10.5, 

3.25 Hz, H-19a), 4.57 (1H, s, H-22b), 4.80 (1H, s, H-22a), 4.96 (1H, d, J = 4.0 Hz, OH-25), 

5.16 (1H, dd, J = 10.5, 3.0 ,Hz, H-15), 5.41 (1H, s, H-25), 6.72 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-2), 7.27 

(1H, s, H-5), 7.42 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-3), 12.56 (1H, s, OH-1); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δC 

(ppm): 184.1 (C-13), 170.2 (CH3COO), 160.6 (C-1), 153.2 (C-10), 152.0 (C-11), 149.5 (C-7), 

142.6 (C21), 138.5 (C-6), 137.8 (C-3), 121.1 (C-8), 119.1 (C-5), 116.9 (C-12), 115.1 (C-9), 

112.2 (C-22), 109.6 (C-2), 109.1 (C-4), 78.6 (C-15), 72.4 (C-16), 64.5 (C-19), 63.1 (C-25), 44.9 

(C-20), 29.6 (C-14), 26.9 (C-17), 25.2 (C-18), 22.5 (C-23), 20.7 (CH3COO), 17.4 (C-24); Datos 

espectroscópicos idénticos a los descritos por Rivera Chávez (2009). 

 

16-Clorotajixantona (146): IR (KBr) nmax 3486, 3073, 2925, 2849, 1736, 1644, 1567, 

1240, 1022 y 920 cm-1; EMIE [M]+ m/z 458.9392 (calc. C25H27O6Cl 458.1496); UV max 

(CHCl3) log  (nm) 3.60 (388), 3.25 (339), 3.76 (301), 3.72 (292), 4.07 (277), 3.96 (258), 3.92 

(249), 3.94 (244). 

 

4.5.7  Separación, purificación e identificación del  hidrato de tajixantona (23)  a 

partir de la fracción primaria F11 

 

El análisis cromatográfico por CLAE de la fracción F11 bajo las condiciones citadas en la 

Tabla 2 permitió el aislamiento y purificación de un sólido cristalino amarillo identificado 

como hidrato de tajixantona (23; 15 mg; p. f. 182-184 °C; tR 5.50 min). 

 

Hidrato de tajixantona (23): 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δH (ppm): 1.34 (3H, s, CH3-17), 

1.38 (3H, s, CH3-18), 1.82 (3H, s, CH3-23), 2.28 (3H, s, CH3-24), 2.37 (1H, s, OH-16), 2.44 

(1H, s, OH-15), 2.63 (1H, dd,  J = 10.8, 14.0 Hz, H-14b), 2.69 (1H, s, H-20), 3.16 (1H, dd, J = 

1.2, 14.0 Hz, H-14a), 3.70 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-15) , 4.31 (1H, dd, J = 2.8, 10.8 Hz, H-19b), 

4.41 (1H, dd, J = 2.0, 10.8 Hz, H-19a) , 4.53 (1H, s, H-22b), 4.77 (1H, s, H-22a), 4.98 (1H, d, J 
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= 4.0 Hz, OH-25), 5.34 (1H, s, H-25), 6.72 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-2), 7.19 (1H, s, H-5), 7.49 (1H, 

d, J = 8.4 Hz, H-3), 12.54 (1H, s, OH-1); 13C-NMR (75 MHz, CDCl3) δC (ppm): 184.3 (C-13), 

160.3 (C-1), 153.1 (C-10), 151.9 (C-11), 149.5 (C-7), 142.5 (C-21), 138.5 (C-6), 138.3 (C-3), 

120.8 (C-8), 119.1 (C-5), 116.8 (C-12), 116.4 (C-9), 112.3 (C-22), 109.9 (C-2), 109.2 (C-4), 

77.7 (C-15), 72.9 (C-16), 64.5 (C-19), 63.2 (C-25), 44.8 (C-20), 32.0  (C-14), 26.5 (C-17), 23.6 

(C-18), 22.6 (C-23), 17.4 (C-24). Datos espectroscópicos idénticos a los reportados en la 

literatura (Pornpakankul, et al., 2006).  

 

4.6  Ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca utilizando el biosensor hCaM     

L39C-mBBr/V91C-mBBr 

Los espectros de fluorescencia de cada uno de los compuestos analizados se 

registraron en un espectrofluorómetro ISS-PC1 (ISS, Champaing, IL, USA) a 25 °C. La 

adquisición de los datos se realizó por medio del software  VINCI 1.6.SP4 (Experiment & 

Instrumeny Control). La ex para el biosensor fue de 381 nm y la em se registro en el 

intervalo de 410-550 nm. Una vez adquiridos los datos, se ajustaron para obtener la Kd del 

complejo proteína-ligando utilizando la siguiente expresión matemática: 

 



v0 
(1 kd /P0  L0 /P0) (1 kd /P0  L0 /P0)

2  4L0 /P0

2
 

  

En donde P0 y L0 son la concentración de proteína y ligando respectivamente y Kd es la 

constante de disociación (Miller et al., 1983). El análisis de los datos se realizó con el 

programa Origin 8.0.  

 

Los ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca de la CaM en presencia de 

los ligantes se realizaron utilizando el biosensor fluorescente hCaM L39C-mBBr/V91C-

mBBr a una concentración de 1 M en solución amortiguadora de NaOAc 5 mM y 10 mM 

de CaCl2 a pH 5.1 siguiendo la metodología descrita por González-Andrade y 

colaboradores 2009. 
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4.7 Cálculos de acoplamiento molecular 

 

4.7.1   Preparación de las estructuras para los cálculos 

 

Las moléculas se construyeron con el programa Hyperchem 8.0 (HyperCube Inc., FL). 

Para su diseño se tomo en cuenta la ausencia o presencia de la cadena isoprenílica en la 

posición C-4 así como de un anillo tipo pirano fusionado al núcleo xantona, otra 

característica importante tomada en cuenta fue la naturaleza de los sustituyentes 

ubicados en la cadena isoprenílica. La visualización de las estructuras se realizó con uno o 

varios de los siguientes programas: Hyperchem 8.0, Pymol (DeLano Scientific LLC, CA), y 

AutoDock Tools (ADT; www.autodock.scripps.edu).  

 

4.7.2   Optimización geométrica 

 

La optimización geométrica (minimización de la energía) de todas las moléculas  se 

llevó a cabo con el programa Gaussian 09 utilizando un campo de fuerza de teoría de 

funcionales de la densidad (DFT, por sus siglas en inglés), a un nivel de teoría híbrido 

B3LYP 321-G.  

 

4.7.3   Acoplamiento molecular (AM) 

 

Los cálculos de acoplamiento molecular (AM) se realizaron utilizando el programa 

AutoDock 4.0 (www.autodock.scripps.edu; Morris et al., 1998). La estructura 

cristalográfica de la proteína se obtuvo del Protein Data Bank (RCSB; código pdb: 1a29). La  

adición de los átomos de hidrógenos polares, cargas de Kollman, parámetros de 

solvatación y volúmenes fraccionarios a la proteína, se realizó utilizando el programa ADT 

(AutoDock Tools). A cada ligando se le asignaron las cargas parciales de Gasteiger-Marsili, 

y removieron los átomos de hidrógeno no polares. En todos los casos se permitió la libre 

rotación en torno a los ejes de los ángulos de torsión para generar todos los confórmeros 

permisible (Morris et al., 1998). 

http://www.autodock.scripps.edu/
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El acoplamiento molecular (AM), consistió en la generación de mapas electrostáticos 

para cada tipo de átomo que participa en el “docking”, en una caja de 60×60×60 Å, con un 

espacio de enrejamiento de 0.375 Å, localizada en el centro de la macromolécula, la cual 

fue generada con el programa AutoGrid 4, programa que evalúa la energía de unión 

ligando-proteína. Para determinar las posiciones de menor energía de la interacción se 

utilizó el algoritmo genético Lamarkiano (LGA, Morris et al., 1998) utilizando los siguientes 

parámetros: una población de 150 individuos, 2,500,000 evaluaciones energéticas y un 

máximo de 100 evaluaciones independientes. Posterior a la etapa de búsqueda y 

evaluación de la energía de las diferentes posiciones y conformaciones de los ligantes, se 

eligió la posición de menor energía y se realizó nuevamente el análisis, pero en esta 

ocasión, los mapas electrostáticos generados fueron para aquellos átomos presentes en 

una caja de 30×30×30 Å centrada en el ligando.  

 

Los resultados obtenidos de los cálculos de acoplamiento molecular fueron analizados 

utilizando los siguientes programas: AutoDock 4.00, AutoDockTools versión 1.5.0 (1997-

2007 Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Reseach Institute) y PyMOL (DeLano 

2004), sobre los sistemas operativos UNIX y Windows. Cabe mencionar que los cálculos de 

AM se realizaron con apoyo de la supercomputadora KANBALAM HP C 4000 de la 

Dirección General de Cómputo y de Tecnologías de Información y Comunicación, UNAM 

(www.super.unam.mx/).  

http://www.super.unam.mx/
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5. Resultados y discusión 

 

La presentación de los resultados, así como el análisis de los mismos se realizará en 

tres partes. En la primera se abordará lo concerniente al estudio químico de la especie 

fúngica Emericella 25379;  en la segunda parte se discutirán los resultados del efecto de 

los metabolitos aislados sobre la proteína CaM utilizando el ensayo de apagamiento de la 

fluorescencia extrínseca del biosensor hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr; finalmente, en la 

tercera sección, se analizarán los resultados de los estudios de acoplamiento molecular 

realizados con el fin de determinar el probable sitio de unión a la CaM de los ligantes 

analizados. 

 

5.1 Obtención de metabolitos tipo xantona a partir de Emericella 25379 

 

La reinvestigación de la especie fúngica Emericella 25379 se realizó considerando que 

los compuestos minoritarios que se detectaron en el estudio realizado por Figueroa y 

colaboradores en 2009 bien podrían ser análogos del hidrato de tajixantona (23) y por lo 

tanto presentar propiedades anti-CaM (Figueroa et al., 2009).  

 

La estrategia metodológica general seguida para la realización de este estudio fue 

similar a la descrita por Figueroa (2009) y Rivera Chávez (2009). En primer lugar se realizó 

la fermentación en mediana escala (20 L) del microorganismo bajo las condiciones 

descritas en la sección experimental. Al término de la fermentación, se separó el micelio 

del medio de cultivo y se prepararon los extractos correspondientes. Los extractos 

orgánicos obtenidos (micelio y medio de crecimiento) se reunieron con base en su 

similitud cromatográfica. Por último, el extracto orgánico obtenido se sometió a sucesivos 

procedimientos cromatográficos, lo cual permitió el aislamiento de dos metabolitos 

secundarios novedosos caracterizados como acetato de variecoxantona A (148) y 16-

clorotajixantona (146); sus estructuras se indican en la Figura 8. De manera adicional se 

obtuvo la tajixantona (147), un compuesto conocido, pero aislado por primera vez de esta 
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especie, el 15-acetil hidrato de tajixantona (145), la 14-metoxitajixantona (143), la 

emericelina (142), y el hidrato de tajixantona (23). La caracterización de los compuestos 

obtenidos en este estudio se realizó mediante diversas técnicas espectroscópicas (IR, UV, 

RMN, uni y bidimensional) y espectrométricas (espectrometría de masas; EMIE, FAB+). 

 

 

 

 
 

 

146  148 
   

 
Figura 8. Metabolitos novedosos de Emericella 25379. 

 

5.2 Elucidación estructural de los productos obtenidos 

 

5.2.1   Elucidación estructural del acetato de variecoxantona A (148)  

 

La fórmula molecular del producto 148 se estableció como C22H22O6 (12 

insaturaciones) mediante EM modalidad FAB+. El análisis detallado de los espectros de 

resonancia magnética nuclear (RMN) uni y bidimensional permitió establecer que este 

producto natural pertenece al grupo de las xantonas preniladas, y es similar a las aisladas 

por Chexal y colaboradores (1975) a partir de la especie E. variecolor.  Las características 

más relevantes de los espectros de 1H-RMN (Espectro 1) se resumen a continuación:  

 

a) En H 12.90 se observa un singulete atribuido a un protón de un grupo hidroxilo 

ya que al equilibrar la solución bajo análisis con agua deuterada la señal 
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desaparece; el desplazamiento químico de la señal sugirió que el hidroxilo se 

encuentra quelatado con el grupo carbonilo de la xantona. La presencia del 

grupo carbonilo se confirmó mediante la presencia de una señal en C 183.0 en 

el espectro de 13C-RMN. 

b) En H 7.88 aparece el cuarteto (c, J = 1.0 Hz) típico del protón H-5 del núcleo 

xantona, el cual muestra un acoplamiento bencílico con la señal en H 2.50 

correspondiente a un metilo sobre anillo aromático.  

c) En δH 7.57 se aprecia un triplete (t; J = 8.0, Hz) asignable al protón H-3. 

d) En δH 6.88 y 6.78 se aprecian las señales doble de dobles (dd; J = 8.0, 1.0 Hz) 

para los hidrógenos aromáticos correspondientes a H-4 y H-2, 

respectivamente.  

e) En H 5.79 se observa un singulete que integra para dos protones, y es 

asignable a los hidrógenos bencílicos (H-20) ubicados en C-20. 

f) En H 5.60 se aprecia una señal múltiple que corresponde al hidrógeno vinílico 

H-15.  

g) En H
 4.39 se aprecia una señal doble (d; J = 7.5 Hz) que integra para dos 

protones y es asignable a los hidrógenos H-14 (protones alílicos). 

h) Finalmente, el espectro de 1H-NMR muestra señales para cuatro grupos 

metilos en H 2,50, 2.10, 1.83 y 1.71, asignables a los metilos CH3-19, CH3-22, 

CH3-18 y CH3-17.  

 

El espectro de 13C-RMN (Espectro 2) permitió determinar la presencia de 22 átomos 

de carbono, los cuales pertenecen a once carbonos cuaternarios, cinco metinos, dos 

metilenos y cuatro metilos. Cabe señalar que los desplazamientos químicos tanto de 

hidrógeno como de carbono del compuesto 148 son muy similares a los del compuesto 

39, difiriendo únicamente en la señales correspondientes a los hidrógenos y carbono del 

hidroximetileno en C-20; en 148 la señal para H-20 se encuentra desplazada 

paramagnéticamente (ΔH = -0.74 ppm) debido a que el hidroxilo en esa posición se 

encuentra esterificado con un residuo de ácido acético. En el caso del carbono la señal se 
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observó en C 58 ppm. Además, el espectro de masas del compuesto 148 presentó 42 

unidades de masa atómica (uma) más que la variecoxantona A (39) aislada de E. variecolor 

por Chexal y colaboradores en  1975. Todas estas evidencias indican que 148 es el éster 

acético de la variecoxantona A (39). 

 

Es importante destacar que el ensamble inequívoco de la molécula se corroboro con 

el análisis detallado del espectro bidimensional HMBC, el cual permitió determinar las 

correlaciones mostradas en la Figura 9. En la Tabla  3  se resumen de los datos de 1H-

RMN, 13C-RMN y HMBC del nuevo análogo de la variecoxantona A (39). 

 

 

Figura 9. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el acetato de 
variecoxantona A (148). 
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Tabla 3. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMN para el acetato de 
variecoxantona A (148). 

Posición 
Compuesto 148 

C (ppm) H (ppm), mult (J en Hz) HMBC 

1 162.0  OH-1, H-2, H-3 

2 110.5 6.78 dd (8.0, 1.0) OH-1, H-4 

3 136.3 7.57 dd (8.0, 8.0) OH-1 

4 106.3 6.88 dd (8.0, 1.0) H-2 

5 120.9 7.88 c (1.0) H-19 

6 141.6  H-19 

7 153.8  H-5, H-14, H-19, H-20 

8 117.7  H-5, H-19, H-20 

9 109.3  H-2, H-4 

10 155.5  H-3, H-4 

11 153.9  H-5,  H-19  

12 128.4  H-5, H-20 

13 183.0  OH-1, H-4, H-5 

14 71.8 4.39 d (7.5)  

15 119.3 5.60 m H-14, H-17, H-18 

16 139.1  H-14, H-17, H-18 

17 18.0 1.71 s H-18 

18 25.8 1.83 s H-17 

19 17.5 2.50 d (1.0) H-5 

20 58.0 5.79 s  

21 170.9  H-20, H-22 

22 20.9 2.10 s  

OH-1  12.90 s  
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Espectro 1. Espectro de 1H-RMN del acetato de variecoxantona A (148). 
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Espectro 2. Espectro de 13C-RMN del acetato de variecoxantona A (148). 
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Espectro 3. Espectro bidimensional HMBC del acetato de variecoxantona A (148).
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        5.2.2   Elucidación estructural de la 16-clorotajixantona (146) 

 

El compuesto 146 se obtuvo como un sólido amarillo (4 mg, p. f. 179-180 °C). El 

espectro de masas obtenido por impacto electrónico permitió establecer su fórmula 

molecular como C25H27O6Cl y un índice de insaturación de doce.  

 

Por otra parte, el análisis detallado de los espectros de RMN unidimensionales (Tabla 

4) permitió establecer que este compuesto presentaba el mismo núcleo que el hidrato de 

tajixantona (23), las principales diferencias observadas entre ambos compuestos (23 y 

146) radican en los desplazamientos químicos de los protones H-14 y H-15 y los carbonos 

C-14, C-15 y C-16, observadas en H/C 3.05, 3.13/28.6, 3.03/63 y C  58.9 para 146 y en 

H/C 2.63, 3.16/32.0, 5.31/77.7 y C 72.9 para 23. De manera adicional, el análisis del 

espectro HMBC, permitió el ensamblaje de la molécula de manera inequívoca. La Figura 

10 muestra la estructura propuesta para el metabolito 146 y las correlaciones más 

importantes observadas en el espectro bidimensional HMBC.  

 

 

 
 
 
Figura 10. Correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC para la 16-
clorotajixantona (146). 
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Evidentemente, el producto 146 es un derivado de la tajixantona (147), que se podría 

formar vía la apertura del epóxido en condiciones ácidas, y una posterior sustitución 

nucleofílica (SN1). Sin embargo, ante la duda de que el producto 146 fuese un artefacto 

generado de la apertura del epóxido del producto 147 durante el proceso de obtención, 2 

mg de éste se disolvieron en 2 mL de CH2Cl2/AcOH (10 %) en presencia y ausencia de gel 

de sílice, y se dejaron en reposo por siete días. El análisis cromatográfico del crudo de esta 

reacción indico la ausencia del producto clorado 146. Así mismo, el análisis por 

cromatografía en CCF del extracto fúngico preparado con acetato de etilo, en lugar de 

diclorometano, permitió detectar la presencia del producto 146 en el extracto. Por lo 

tanto se concluyó que 146 es un metabolito biosintetizado por el hongo y no un artefacto 

generado durante el proceso de extracción.  

 

5.2.3   Elucidación estructural de la tajixantona (147) 

 

El compuesto 147 se aisló de la fracción primaria F7 por CLAE y se obtuvo como un 

sólido cristalino amarillo (15 mg; p. f. 153-155 °C). El espectro de masas en su modalidad 

impacto electrónico mostró el ión molecular [M+] en una relación m/z  de 422, congruente 

con una fórmula molecular de C25H26O6 que permite trece insaturaciones. El espectro de 

masas, además, muestra un pico en m/z 404, que corresponde a la pérdida de una 

molécula de agua, y otros picos en una m/z 379, 354, 333 (pico base) y 255. En la Figura 

11 se muestran los principales fragmentos estructurales de los picos más importantes 

observados en el espectro de masas de la tajixantona (147). 

 

El análisis detallado de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN del compuesto 147 (Tabla 

5), permitió establecer que este compuesto presentaba un núcleo similar al de la 14-

metoxitajixantona (143) aislada por Figueroa y colaboradores (2009) a partir de Emericella 

25379. Las diferencias principales observadas en los espectros del compuesto 147 y 143 

radican en las absorciones de los protones H-14 y H-15 presentes en la cadena isoprenílica 

que se observan en H/C 3.18/66.7 y 4.67/76.1 ppm respectivamente para 143 y 3.05, 
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3.04/29.0 y 3.00/63.6 ppm, respectivamente para 147. Las señales para tres hidrógenos 

en el intervalo entre H 3.00 y 3.05 atribuidas a H-14 y H-15, así como la ausencia de una 

señal para un grupo metoxilo en el espectro de RMN de 147 permitieron determinar que 

este producto es el derivado desmetoxilado de 143, es decir su estructura corresponde al 

compuesto conocido como tajixantona (147), y sus propiedades concordaron con las 

descritas previamente en otros trabajos de investigación.  

 

Con fines comparativos, en la Tabla 6 se incluyen los datos espectroscópicos del resto 

de las xantonas (22, 142 y 145) aisladas de Emericella 25379.  
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Tabla 4. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMN para la 16-
clorotajixantona (146). 
 

Posición 
Compuesto 146 

C (ppm) H (ppm), mult (J en Hz) HMBC 

1 160.5  H-2, H-3 

2 137.1 7.52  d (8.0) H-14a, H-14b 

3 119.3 6.80 d (8.0) H-2 

4 109.3  H-3, H-14a, H-14b, H-15 

5 110.3 7.33 c (1.0) H-24 

6 138.6   

7 149.6  H-5, H-19a, H-19b, H-24, H-25 

8 119.3  H-24 

9 115.2  H-2 

10 152.1  H-14a, H-14b, H-15 

11 152.0  H-5 

12 121.1  H-20, H-25 

13 184.4   

14 28.6 a 3.05 d (8.0) 

b 3.13 dd (8.0, 16.3) 
H-2 

15 63.4 3.03 dd (2.0, 10.5) H-14a, H-14b, H-17, H-18 

16 58.9  H-14a, H-14b, H-15 

17 24.8 1.34 s H-18 

18 19.0 1.46 s H-17 

19 64.6 a 4.44 ddd (1.0, 3.6, 10.8) 

b 4.35 dd (3.0, 11.0) 
H-25 

20 44.9 2.74 ddd (3.0, 3.0, 3.5) H-19a, H-19b, H-22a, H-22b, H-23, H-

25, OH-25 

21 142.6  H-19a, H-19b, H-25 

22 112.3 a 4.82 ddd (0.5, 1.5, 2.5) 

b 4.60 dd (1.5, 2.5) 
H-23 

23 22.5 1.87 s H-22a, H-22b 

24 17.4 2.37 s H-5 

25 63.2 5.43 ddd (1.0, 3.0, 3.5) H-19a, H-19b, OH-25 

OH-1  12.66 s  

0H-15  2.47 s  

OH-25  4.94 a  
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Tabla 5. Datos espectroscópicos de RMN de la 14-metoxitajixantona (143) y la tajixantona 
(147). 

 

Posición 
Compuesto 143 Compuesto 147 

C (ppm) H (ppm), mult (J en Hz) C (ppm) H (ppm), mult (J en Hz) 

1 162.2  160.8  

2 135.6 7.72  d (8.5) 137.5 6.76 d (8.4) 

3 119.0 6.88 d (8.5) 119.5 7.54 d (8.4) 

4 109.0  110.0  

5 110.9 7.23 d (1.0) 110.5 7.35 d (0.9) 

6 138.9  139.0  

7 149.8  143.4  

8 119.1  121.7  

9 116.8  116.1  

10 152.7  152.5  

11 151.9  151.3  

12 115.9  115.9  

13 184.4  184.9  

14 66.7 3.18 d (8.0) 29.0 a 3.05 dd (7.2, 15.0) 

b 3.04 d (4.8, 13.2) 

15 76.1 4.67 d (8.0) 63.6 3.00 dd (4.8, 7.2) 

16 56.9  58.9  

17 24.7 1.25 s 24.9 1.30 s 

18 19.8 1.32 s 19.2 1.44 s 

19 64.7 a 4.43 dd (3.6, 10.8) 

b 4.35 dd (3.0, 10.8) 

65.0 a 4.43  ddd (1.2, 3.7, 10.9) 

b 4.33 dd (3.0, 10.8)  

20 45.0 2.74 ddd (2.1, 3.0, 3.6) 45.4 2.72 d (3.0) 

21 142.5  142.0  

22 112.3 a 4.81 d (2.5) 

b 4.60 d (1.0) 

112.2 a 4.79 d (0.9) 

b 4.57 d (0.9) 

23 22.7 1.85 s 22.6 1.84 sa 

24 17.5 2.36 s 17.5 2.35 d (0.9) 

25 63.3 5.43 d (2.1) 63.3 5.41 d (1.8) 

OH-1  12.86 s  12.61 s 

CH3O-14 57.8 3.40 s   

OH-25  4.94 sa  4.80 sa 
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Figura 11. Principales fragmentaciones de la tajixantona (147). 
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Tabla 6. Datos espectroscópicos observados en los espectros de RMN para el hidrato de 
tajixantona (23), la emericelina (142) y el 15-acetil hidrato de tajixantona (145), 
compuestos aislados de Emericella 25379. 

 

Posición 

23 142 145 

δC/δH, mult (J en Hz) δC/δH, mult (J en Hz) 
δC/δH, mult (J en 

Hz) 

1 160.3 159.7 160.6 

2 109.9/6.72 d (8.4) 106.2/6.85 d (8.4) 109.6/6.72 d (8.0) 

3 138.3/7.49 d (8.4) 136.6/7.48 d (0.45, 8.4) 137.8/7.42 d (8.0) 

4 109.2 109.8 109.1 

5 119.1/7.19 s 119.4/7.28 d (0.6) 119.1/7.27 s 

6 138.5 138.4 138.5 

7 149.5 149.4 149.5 

8 120.8 123.9 121.1 

9 116.3 118.8 115.1 

10 153.1 152.8 153.2 

11 151.9 152.3 152.0 

12 116.8 118.7 116.9 

13 184.3 184.5 184.1 

14 32.0/a 3.16 dd (1.2, 14.0) 27.1/a 3.39 d (7.2) 29.6/a 3.35 dd (3.0, 14.0) 

 b 2.63 dd (10.8, 14.0)  b 2.90 dd (10.0, 14.2) 

15 77.7/5.31 dd (7.2, 7.6) 122.1/5.34 dd (1.5, 7.5) 78.6/5.16 dd (3.0, 10.5) 

16 72.9 133.3 72.4 

17 26.5/1.34 s 25.3/1.74 s 26.9/1.34 s 

18 23.6/1.39 s 18.4/1.74 s 25.2/1.38 s 

19 64.5/a 4.41 dd (2.0, 10.8) 71.6/4.45 d (7.5) 64.5/a 4.43 dd (3.2, 10.5) 

 b 4.31 dd (2.8, 10.8)  b 4.35 dd (3.0, 11.0) 

20 44.8/2.69 s 119.5/5.61 dd (1.5, 7.2) 44.9/2.73 sa 

21 142.5 142.6 142.6 

22 112.3/a 4.77 s; b 4.53 25.8/1.81 s 112.2/a 4.80 s, b 4.57 s 

23 22.6/1.82 s 18.2/1.71 s 18.2/1.85 s 

24 17.4/2.28 s 17.9/ 2.41 s 17.4/2.36 s 

25 63.2/5.34 s 56.2/5.41 s 63.1/5.41 s 

CH3COO   170.2 

CH3COO   20.7/1.87 s 

OH-1 12.54 s 12.92 d (0.3) 12.56 

OH-15 2.44 s   

OH-16 2.37 s  2.37 s 

OH-25 4.98 d (4.0) 4.50 d (8.1) 4.96 d (4.0) 
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5.3 Determinación de la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) con 

la CaM 

 

Como se mencionó en el apartado de antecedentes, el hidrato de tajixantona (23) 

y su análogo la 14-metoxitajixantona (143) inhiben de manera significativa la activación 

del complejo Ca2+-CaM-PDE-1 (Figueroa, 2009), con concentraciones inhibitorias cincuenta 

(CI50) de 5.54 ±1.28 y 5.62 ±1.25 µM respectivamente; sus actividades son comparables 

con las del inhibidor clásico CPZ (CI50 = 7.26 ± 1.60). Sin embargo, hasta ahora no se ha 

determinado si estos compuestos se unen directamente a la proteína CaM, la enzima PDE-

1 o al complejo Ca2+-CaM-PDE-1. Por lo tanto, en el presente estudio se realizaron ensayos 

de apagamiento de la fluorescencia utilizando el biosensor hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr. 

La utilización de este desarrollo presenta ciertas ventajas tales como: mediciones directas 

en solución, utilización de una mínima cantidad de muestra, una alta sensibilidad y 

especificidad de unión, así mismo, este biosensor permite realizar determinaciones 

cuantitativas de los parámetros de unión. A continuación, se presentan los resultados 

obtenidos de estos ensayos.   

 

5.3.1  Ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca utilizando el biosensor 

hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr 

 

La interacción de un ligante con el biosensor hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr provoca 

un cambio conformacional en la proteína que modifica el microambiente de los 

fluoróforos en las posiciones 39 y 91 y con ello, la intensidad de fluorescencia del 

biosensor. Esta respuesta permite determinar sí los compuestos a ensayar interaccionan 

directamente con la proteína CaM. 

 

En el presente trabajo los cambios de las curvas de la fluorescencia del biosensor en 

presencia de varios ligantes se registraron luego de titular la proteína con cantidades 

conocidas de cada uno de los compuestos. El análisis de los resultados obtenidos 

mediante la expresión matemática mostrada en la sección de antecedentes permitió 
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determinar la constante de disociación (Kd), un parámetro de afinidad de cada compuesto 

con la CaM. En la Figura 12 y Tabla 7 se muestran los resultados de las  titulaciones del 

biosensor con los metabolitos (23), 14-metoxitajixantona (143), tajixantona (147), 15-

acetil hidrato de tajixantona (145), emericelina (142), shamixantona (141), acetato de 

variecoxantona A (148), la 16-clorotajixantona y, el control positivo clorpromazina (CPZ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 12. Espectros de fluorescencia y curvas de titulación del biosensor hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr 
con los ligantes a) hidrato de tajixantona (23), b) 14-metoxitajixantona (143), c) tajixantona (147), d) 15-
acetil hidrato de tajixantona (15-AHT, 145), e) emericelina (142), f) shamixantona (141), g) acetato de 
variecoxantona A (148), h)16-clorotajixantona e i) clorpromazina (CPZ). 
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 Figura 12. Espectros de fluorescencia y curvas de titulación del biosensor fluorescente hCaM L39C-mBBr/V91C-
mBBr con los ligantes a) hidrato de tajixantona (23), b) 14-metoxitajixantona (143), c) tajixantona (147), d) 15-
acetil hidrato de tajixantona (15-AHT, 145), e) emericelina (142), f) shamixantona (141), g) acetato de 
variecoxantona A (148),  h)16-clorotajixantona e i) clorpromazina (CPZ) (continuación). 
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Tabla 7. Resultados del ensayo de fluorescencia; cálculo de la constante de disociación 
(Kd) y coeficiente de correlación cuadrático (R2) del ajuste para los compuestos 23, 143, 
147, 145, 142, 141, 148, 146 y CPZ.  

 

Ligante Kd (nM) R2 

23 828 ± 73 0.996 

143 250 ± 41 0.996 

147 4 ± 1 0.999 

145 308 ± 63 0.990 

142 10 ± 4 0.998 

141 49 ± 23 0.995 

148 138 ± 28 0.997 

146 7.35 ±  2.6* 0.985 

CPZ 410 ± 20 0.998 

* Valor dado en concentración µM 
 

 

Como se ilustra en la Figura 12, en todos los casos se observó un cambio de la 

fluorescencia del biosensor que se atribuye a la formación del complejo Ca2+-hCaM L39C-

mBBr/V91C-mBBr-ligante. Los compuestos 23, 143, 145, 147, 146 y CPZ provocan un claro 

apagamiento de la fluorescencia del biosensor de una magnitud del 72, 52, 57, 44, 42 y 85 

%, respectivamente. En el caso de los ligantes 141, 142 y 148 el apagamiento es menor 

(24, 28 y 23 %, respectivamente), estas diferencias pueden ser atribuidas al diferente 

arreglo estructural que adoptan los ligando al unirse a la CaM. Sin embargo, cabe destacar 

que los valores de Kd en todos los casos analizados son del orden nanomolar (nM), excepto 

para 146. Estos resultados indican que los metabolitos de tipo xantona aislados del 

extracto orgánico de la especie fúngica Emericella 25379 interaccionan directamente con 

la CaM y su elevada afinidad con la proteína permite proponerlos como moléculas 

prototipo para el desarrollo de fármacos antipsicóticos o anticancerígenos. Asimismo, es 

importante destacar que todos los ligantes evaluados excepto 23 y 146 muestran una 

mejor afinidad hacia la CaM que el control positivo clorpromazina (CPZ).  
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Por otra parte, el análisis global de los resultados obtenidos permitió establecer 

algunas relaciones estructura-afinidad importantes para lograr una interacción más 

estable entre el ligante y la proteína; las cuales se resumen a continuación: 

  

 
a. La presencia de la cadena isoprenílica en la posición C-4 aumenta 

considerablemente la capacidad antagonista sobre la CaM, así la Kd 

calculada para el compuesto 148 que carece de esta cadena fue de 138 ± 28 

nM; en contraste, la constante para el ligante 142  que sí posee una cadena 

isoprenílica en C-4 fue de 10 ± 4 nM.  

b. La ausencia de sustituyentes en la posición C-14 incrementa la actividad 

anti-CaM de los compuestos, esto se observa claramente en los 

compuestos 143 y 147 cuyas Kd´s calculadas fueron de 250 ± 41 nM y 4 ± 1 

nM, respectivamente. Entonces, la presencia de un sustituyente en C-14 

disminuye la afinidad alrededor de 60 veces. 

c. A medida que disminuye el área polar superficial, es decir la densidad 

electrónica, en la cadena isoprenílica de la posición C-4 (Figura 13), la 

afinidad de los ligantes con la CaM aumenta. Así en la serie de productos 

23, 145, 147 y 143, el compuesto 147 presenta la interacción más estable 

con la proteína, en tanto que la de menor estabilidad es la de 23. 

d.  La apertura del anillo piráno genera un ligante de mayor afinidad. Esta 

afirmación se basa en el hecho de que el compuesto 142 presenta una 

afinidad con la CaM cinco veces mayor que la del compuesto 141; las Kd´s 

calculadas son 10 ± 4 nM y 49 ± 23, respectivamente. 

e. Finalmente, el apagamiento de la fluorescencia del biosensor puede estar 

relacionado con el tipo de sustituyentes en la cadena isoprenoide, por 

ejemplo, el compuesto 23 con dos grupos hidroxilos en la cadena presenta 

una elevada densidad electrónica e induce un apagamiento de la 

fluorescencia del 72 %;  en el caso del compuesto 147, con un grupo 

epóxido, la densidad electrónica es menor y el apagamiento es del 44 %; 
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por último, el ligante 141 con una cadena netamente hidrofóbica muestra 

un apagamiento de la fluorescencia del 24 % y el compuesto 148  que 

carece de cadena apaga la fluorescencia en un 23 %. Entonces, los 

compuestos que contienen sustituyentes polares en la cadena isoprenílica 

de la posición C-4 provocan un mayor apagamiento de la fluorescencia, 

debido a dos factores, el tipo de sustituyente y el arreglo estructural en el 

complejo CaM-ligante.   

 

 

Figura 13. Densidad electrónica de los compuestos 23, 145, 143 y 147, calculada y 
visualizada con Spartan ´08. 
 

5.4 Estudios de acoplamiento molecular (AM) 

 

Las técnicas de acoplamiento molecular constituyen una herramienta adicional que 

permite estimar, de manera teórica, la interacción ligante-receptor y son las más 

ampliamente usadas para predecir el sitio probable de unión de un ligante con su 

receptor, así como la afinidad de unión de fármacos de interés terapéutico con sus 
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blancos moleculares. Complementario a lo anterior, el conocimiento del sitio de 

interacción entre un ligante y la macromolécula receptora constituye una herramienta 

poderosa para el diseño racional de fármacos ya que nos permiten entender los factores 

estructurales que son importantes en la interacción de un fármaco con un blanco 

terapéutico. Además son de gran utilidad para la elucidación de la función de algunas 

proteínas involucradas en procesos metabólicos. 

 

La técnica de AM utiliza una parametrización energética con la cual se obtienen 

constantes de unión o afinidad (Ki) y permite encontrar el sitio de unión más probable 

entre el ligante y el receptor, es decir, la que menos energía requiera.  

 

Con base en estas consideraciones, en el presente trabajo se realizaron estudios de 

acoplamiento molecular (AM) de diversos análogos del hidrato de tajixantona (23) 

previamente ensayados experimentalmente con el biosensor fluorescente hCaM L39C-

mBBr/V91C-mBBr y de algunos compuestos aislados a partir de diferentes especies del 

género Emericella. En total se analizaron 14 compuestos, 8 de ellos evaluados 

experimentalmente y, los otros seis estructuralmente relacionados. Todo ello con la 

finalidad de comparar y complementar los resultados experimentales obtenidos de los 

ensayos de apagamiento de la fluorescencia reportados en este trabajo y los ensayos 

enzimáticos funcionales reportados por Figueroa y colaboradores (2009).   

 

Los estudios de AM se realizaron empleando la estructura cristalizada de la CaM, 

obtenida del Protein Data Bank (PDB; código 1a29). Para ello, se optimizaron las 

geometrías de los compuestos a evaluar utilizando el programa Gaussian 09 (Tabla 8), 

posteriormente, se encontraron los sitios de unión más probables de cada uno de los 

ligantes tomando en cuenta diferentes factores energéticos y empleando el programa 

AutoDock. Para cada ligante se obtuvo la energía libre de unión estimada (kcal/mol), la 

constante de inhibición, así como los residuos con los que estos interactúan.  
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción. 

 

Ligante Estructura optimizada 
y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 
residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

143 

 

-1525.74 

- 10.3/ 26.9 

 

Phe 141, Met 124, Glu 127, Met 144, Leu 105, Phe 
92, Ile 100 

 

142 

 

-1386.56 

-9.36/ 137.3  

 

Lys 75, Met 145, Ile 85, Ala 88, Glu 84, Met 76, Ala 
73, Arg 74 
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción (continuación). 
 

Ligante Estructura optimizada 

y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 

residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

145 

 

-1639. 73 

-11.6/ 3.1 

 

Phe 92, Leu 105, Ile 100, Met 124, Val 136, Phe 141, 

Met 144, Glu 127, Glu 11, Phe 12 

 

           

 

23 

 

-1487.89 

-11.0/ 8.6 

 

Val 136, Phe 141, Ile 100, Phe 92, Leu 105, Ala 128, 

Met 144, Met 124, Glu 127, Glu 11, Phe 12 
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción (continuación). 
 

Ligante Estructura optimizada 

y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 

residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

141 

 

-1337.08 

- 9.65/ 83.0 

 

Phe 141, Met 144, Glu 127, Met 124, Leu 105, Phe 

92, Ile 100, Phe 12, Glu 11, Gln 8 

       

 

131 

 

-1411.90 

- 9.56/ 98.2 

 

Phe 141, Met 144, Val 136, Ile 100, Phe 92, Leu 105, 

Met 124, Glu 127, Glu 11, Phe 12 
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción (continuación). 
 

Ligante Estructura optimizada 

y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 

residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

132 

 

-1411.90 

- 9.79/ 66.1 

 

 

Phe 141, Val 136, Ile 100, Phe 92, Leu 105, Met 124, 

Ala 128, Met 144, Glu 127, Glu 11, Phe 12 
 

133 

 

-1411.86 

-9.86/ 58.7 

 

Val 136, Ile 100, Leu 105, Phe 92, Ala 128, Phe 141, 

Glu 127, Met 124, Met 144, Glu 11, Phe 12, Ala 15 
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción (continuación). 
 

Ligante Estructura optimizada 

y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 

residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

134 

 

-1566.10 

- 10.81/ 11.8 

 

Phe 141, Met 144, Val 136, Ile 100, Phe 92, Ala 128, 

Leu 105, Met 124, Glu 127, Glu 11, Ala 15 

 

146 

 

-1870.50 

- 9.70/ 76.9 

 

Phe 92, Ile 100, Leu 105, Met 124, Phe 141, Glu 127, 

Met 144, Met 145 
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción (continuación). 
 

Ligante Estructura optimizada 

y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 

residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

148 

 

-1295.80 

- 8.94/ 282.1 

 

Phe 92, Ile 100, Val 136, Leu 105, Met 144, Phe 12, 

Glu 11, Glu 127, Met 124, Ile 125 
 

147 

 

-1411.86 

- 9.92/ 53.4 

 

Phe 92, Ile 100, Leu 105, Met 124, Phe 141, Met 144, 

Met 145, Glu 127 
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Tabla 8. Parámetros e información sobre la interacción de los análogos del hidrato de tajixantona (23) y  la CaM generados por 
acoplamiento molecular. Estructura optimizada del ligante y energía calculada en unidades arbitrarias (u.a), energía libre de unión 
(ELU), constante de inhibición estimada (Ki) y residuos involucrados en la interacción (continuación). 
 

Ligante Estructura optimizada 

y energía (u.a) 

Energía libre de unión (ELU, kcal/mol)/ Ki (nM)/ 

residuos involucrados en la interacción (EH) 

 

49 
 

-1338.26 

- 8.37/ 735.7 

 

Phe 92, Phe 141, Val 136, Leu 105, Met 109, Ile 125, 

Met 124, Glu 11 

 

27 

 

-1600.60 

- 11.10/ 6.9 

 

Val 136, Phe 141, Met 144, Ala128, Ile 100, Glu 127, 

Leu 105, Met 124, Glu 11, Phe 12, Gln 8, Phe 92 
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 El análisis de los resultados presentados en la Tabla 8 (Figura 14) permitió establecer 

el sitio de unión para la mayoría de los ligantes analizados. Para construir el sitio probable 

de unión se seleccionaron los diez residuos con los que interaccionaron al menos ocho de 

los análogos ensayados. De manera adicional se incluyó el residuo Ala 128, que forma 

parte del sitio 1 de unión del inhibidor clásico TFP (Vandonselaar, et al., 1994). En 

conjunto, nueve de los once residuos incluidos para modelar el sitio de unión (Phe 92, Ile 

100, Leu 105, Met 124, Glu 127, Ala 128, Val 136, Phe 141 y Met 144) coinciden con el 90 

% de los residuos encontrados en el sitio 1 de unión del inhibidor clásico TFP; este sitio es 

el de mayor afinidad de la TFP con la CaM y  está asociado con ambos dominios de la 

proteína (N-terminal y C-terminal). La Figura 15 muestra el modelo estructural construido. 

 

 

 

Figura 14. Análisis de los residuos de aminoácidos involucrados en la interacción con los 
ligantes ensayados. En el eje de las abscisas se representan los aminoácidos involucrados 
en las interacciones y, en el eje de las ordenadas el número de ligantes que interaccionan 
con éstos.  
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Figura 15. A) Sitio de unión a la CaM de los ligantes analizados. B) residuos de aminoácidos 
involucrados en la interacción. C) líneas rojas residuos de aminoácidos, bastones amarillos 
23, bastones naranjas 147, bastones verdes inhibidor clásico TFP.  
 
 
 Como se puede observar en la Figura 15-B el lugar donde interactúan la mayoría de 

los ligantes analizados coincide con el sitio de unión 1 del inhibidor clásico TFP 

(Vandonseelar, et al., 1994), sin embargo, la emericelina (142) se une en una región que 

involucra aminoácidos diferentes. Esta diferencia se puede atribuir al mayor carácter 

hidrofóbico de 142 que contiene una cadena isoprenílica sin sustituyentes y carece de 

anillo piránico fusionado al núcleo xantona. A continuación, se presenta el sitio de 

interacción del ligante 142 con la CaM (Figura 16). 
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Figura 16. Modelo molecular construido para el sitio de unión del ligante 142 con la CaM. 
En líneas rojas se muestran los residuos de aminoácidos involucrados en la interacción y 
en bastones amarillos 142. 
 

 Por otra parte, los resultados presentados en la Tabla 8, en particular el parámetro de 

energía libre de unión, permitieron establecer que la afinidad de los análogos por el sitio 

de unión se ve influenciada por la formación de enlaces de hidrógeno entre la Met 124 y 

el hidroxilo de la posición 25 de los distintos análogos analizados (Figura 17). Así, los 

metabolitos 145, 27, 23, y 132 presentaron energías de unión de -11.6, -11.1, -11.0, y 9.79 

kcal/mol respectivamente. En el caso de los productos 23 y 145, los resultados 

concuerdan con los obtenidos en el ensayo enzimático funcional y en el experimento de 

apagamiento de la fluorescencia (145, Figueroa, 2009, Rivera Chávez, 2009). Además, los 

datos indican que la presencia de la cadena en la posición C-4 y la oxidación de la misma 

influyen considerablemente en la estabilidad del complejo formado y corroboran los 

resultados obtenidos a través del ensayo de apagamiento de la fluorescencia extrínseca 

de la CaM reportados en este trabajo (Figura 18). Así en el producto 148 en el cual el 

residuo isoprenílico está ausente, la energía libre de unión es de -8.94 kcal/mol, mientras 

que para los compuestos 141 y 147, con una doble ligadura y un epóxido, en la cadena 

lateral respectivamente, las energías calculadas son de -9.61 y -9.92 kcal/mol.  
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 Finalmente, para determinar si los factores estéricos influyen en la estabilidad del 

complejo CaM-Ca2+-xantona, se analizó el análogo 146 (16-clorotajixantona) y los 

resultados generados se compararon con aquellos obtenidos para 23. El modelo teórico 

propuesto para la interacción de estos análogos con la CaM se ilustra en la Figura 19. De 

acuerdo con el modelo estructural, la orientación de la cadena isoprenílica de ambos 

compuestos es diferente en el sitio de unión, a pesar de que ambos productos forman un 

enlace de hidrógeno con los residuos de metionina 144 y 124. Estos resultados indican 

que la presencia de sustituyentes con radios atómicos grandes en C-16 afectan 

considerablemente la afinidad por la proteína calmodulina (energía de unión -9,70 

kcal/mol para 146 compuesto clorado y -11.0 kcal/mol para 23 compuesto hidroxilado) y 

están en armonía con los resultados experimentales obtenidos de los ensayos de 

apagamiento de la fluorescencia, en los que se pudo detectar que la presencia de un 

átomo de cloro en esta posición disminuye la afinidad del ligante hacia la proteína (Kd = 

7.35 µM para 146 y Kd = 828 nM para 23). 

 

 

Figura 17. Superposición de los compuestos 23 (bastones amarillos) y 145 (bastones 
naranjas) en el sitio de unión a la CaM (superficie verde; la línea punteada muestra el 
enlace de hidrógeno que se establece entre el OH-25 de los compuestos y la metionina 
124 (Met 124). 
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Figura 18. Superposición de los compuestos 147 (bastones amarillos), 141 (bastones 
naranjas) y 148 (bastones rojos)  en el sitio de unión a la CaM (superficie verde).  

 

 

Figura 19. Superposición de los compuestos 146 (bastones amarillos) y 23 (bastones 
naranjas) en el sitio de unión a la CaM (superficie verde). Los bastones morados indican 
los residuos de Met-124  y Met-144 involucrados en la interacción de estos compuestos; 
las líneas punteadas indican la formación de enlaces de hidrógeno.  
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 Evidentemente, los resultados antes presentados permiten concluir de manera 

general que los ligantes evaluados interaccionan con la CaM uniéndose a ésta con una 

elevada afinidad (orden nanomolar). Por otro lado, los ensayos de acoplamiento 

molecular indican que la mayoría de los ligantes evaluados interaccionan en la misma 

región que los inhibidores clásicos fenotiazínicos, lo que permite proponer a los 

compuestos de tipo xantona como candidatos potenciales para el desarrollo de nuevos 

fármacos anti-CaM.   
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6. Conclusiones  

 
a) La reinvestigación de la especie fúngica Emericella 25379 condujo al aislamiento y 

caracterización de dos análogos novedosos del hidrato de tajixantona (23), la 16-

clorotajixantona (146) y el acetato de variecoxantona A (148), así como cinco 

metabolitos conocidos, el mismo hidrato de tajixantona (23), la emericellina (142), 

la 14-metoxitajixantona (143), el 15-acetil hidrato de tajixantona (145) y la 

tajixantona (147). De acuerdo a los ensayos de apagamiento de fluorescencia, 

todos los metabolitos interaccionan directamente con la proteína CaM, 

presentando parámetros de afinidad en el orden nanomolar de concentraciones, 

excepto 146 (Kd = 7.35 µM). Estos resultados, además de satisfacer el objetivo 

primordial planteado al inicio del estudio, indicaron los elementos estructurales 

más relevantes para la interacción de 23 y sus análogos con la proteína CaM. De tal 

forma que la presencia de una cadena isoprenílica en la posición C-4 del núcleo 

xantona aumenta considerablemente la afinidad sobre la CaM (142 vs 148) y a 

medida que disminuye el potencial electrostático y el radio atómico de los 

sustituyentes (O vs Cl) en la cadena isoprenílica (23 vs 147), la afinidad de los 

ligantes hacia la proteína aumenta. Por otro lado, la ausencia de sustituyentes en 

la posición C-14 y la apertura del anillo piráno fusionado al núcleo xantona genera 

un farmacóforo con mayor afinidad (142 vs 141). 

b) Los estudios de acoplamiento molecular permitieron proponer que el sitio de  

unión “pocket” de los metabolitos analizados se encuentra conformado por los 

siguientes residuos de aminoácidos: Glu 11, Phe 12, Phe 92, Ile 100, Leu 105, Met 

124, Glu 127, Ala 128, Val 136, Phe 141 y Met 144, este sitio de unión coincide en 

un 90 % con el sitio 1 reportado para el inhibidor clásico TFP.  

c) El biosensor hCaM L39C-mBBr/V91C-mBBr mostró ser una herramienta eficiente 

para determinar la afinidad a la CaM de los productos naturales obtenidos en el 

presente estudio.  
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d) Los resultados experimentales obtenidos de los ensayos de apagamiento de la 

fluorescencia extrínseca del biosensor en conjunto con los generados a través de 

los ensayos de acoplamiento molecular, permiten proponer al hidrato de 

tajixantona (23) y sus análogos como candidatos potenciales para el desarrollo de 

nuevos fármacos.  
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7. Perspectivas  

 
1. Determinar la estequiometría del complejo Ca2+-CaM-hidrato de tajixantona por 

medio de ensayos de calorimetría de titulación isotérmica (ITC), así como resolver 

la estructura cristalográfica del mismo, con la finalidad de corroborar su sitio de 

unión experimentalmente.  

 

 

2. Determinar la actividad citotóxica contra diversas líneas celulares de los 

compuestos aislados a partir de la especie fúngica objeto de estudio, esto con el 

propósito de complementar los resultados obtenidos de ésta investigación y así, 

comprobar sí la interacción ligante-CaM tiene implicaciones en procesos de 

proliferación celular.  
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