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RESUMEN 
 

El presente trabajo forma parte de un proyecto enfocado al descubrimiento de 

compuestos de utilidad para el desarrollo de nuevos agentes inhibidores de la proteína 

calmodulina (CaM), potencialmente útiles para el desarrollo de fármacos y/o herramientas de 

investigación, a partir de especies fúngicas endófitas obtenidas de plantas medicinales de 

México. Las dos especies seleccionadas para el desarrollo de la presente investigación 

comprenden a MEXU 26343 y Sporormiella minimoides, que son especies endófitas obtenidas 

a partir de las hojas de Hintonia latiflora (Rubiaceae). 

El estudio químico de la nueva especie endófita MEXU 26343 permitió el aislamiento 

de la mezcla isomérica de la E/Z vermelhotina (82) y de un nuevo derivado del aldehído 

salicílico denominado 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83), caracterizados fundamentalmente 

mediante RMN. La configuración absoluta del compuesto 83 fue establecida mediante 

cálculos de modelado molecular utilizando DFT a un nivel de teoría B3LYP/DGDZVP, el cual 

incluyó la comparación entre los valores de rotación óptica ([α]D) teóricos con el experimental 

y de las constantes de acoplamiento (JH-H) de dos derivados químicos del producto natural. 

El análisis del extracto del medio de cultivo sólido de S. minimoides (Pleosporales) 

generó tres nuevos compuestos caracterizados por métodos espectroscópicos y 

espectrométricos como la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86), la 3,6-dimetoxi-8-

metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona (88), y la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-

1H,3H-benzo[de]isocromen-9-ona (89). De manera adicional, los policétidos corimbiferona 

(84), ziganeina (85) y brocaenol B (87) también fueron identificados. La transformación del 

compuesto 88 en 89, se llevó a cabo mediante el tratamiento del primero con MeOH a 

temperatura ambiente, sugiriendo de esta manera que 89 es un artefacto generado durante el 

procedimiento de separación. 

Para determinar la interacción de los compuesto con la proteína CaM, se realizaron 

experimentos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca, empleando dos biosensores: 

hCaM M124C-mBBr y hCaM V91C-mBBr, además de estudios de acoplamiento molecular 

para establecer el posible sitio de unión. Todos los compuestos fueron evaluados como 

posibles inhibidores de la CaM pero sólo 82 y 86 apagaron la fluorescencia extrínseca con 

valores de constantes de disociación (Kd) de 0.25 y 1.55 μM, respectivamente. El estudio de 
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acoplamiento molecular sugirió que 82 se une en el sitio I y que 84 en el sitio IV de la 

trifluoperazina en la CaM. 

Los estudios de acoplamiento molecular de 82 permitieron predecir que el isómero Z 

muestra interacciones de tipo hidrofóbicas con los aminoácidos Ile100, Leu105, Met124, 

Ile125, Glu127 y Val136, mientras que el isómero E interacciona con Phe92, Met109, Met124, 

Glu127, Ala128 y Met144, además forma un puente de hidrógeno entre H-1 y Glu127. El 

análisis del compuesto 86 mostró interacciones hidrofóbicas con Phe19, Met51, Ile52, Ile63, 

Phe68, Met71 y Met72. 

La determinación cuantitativa del potencial fitotóxico de los compuestos 82 y 83 se 

realizó mediante el ensayo de inhibición de la germinación y crecimiento radicular de cuatro 

especies, incluyendo Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa crus-galli, Ipomea purpurea 

y Medicago saltiva, utilizando el método de dilución en agar. El estudio permitió detectar 

productos más activos que el producto comercial Rival®. Los productos activos incluyeron a la 

E/Z vermelhotina (82) y la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83), siendo el primero de éstos el más 

activo. 

La evaluación del efecto relajante sobre la contracción inducida por noradrenalina en 

anillos de aorta de rata, indicó que la E/Z vermelhotina (82) tiene un efecto inhibidor 

dependiente de la concentración e independiente de la presencia de endotelio. El efecto de este 

compuesto fue menos potente con relación a los controles carbacol y nifedipina; sin embargo, 

la potencia de la vermelhotina (82) es significativa. 

Finalmente, la evaluación de la toxicidad aguda por el método de Lorke para 

determinar la capacidad de producir efectos adversos tras la exposición a una sola dosis del 

compuesto 82 permitió establecer que éste no es tóxico para ratones hasta una dosis de 5000 

mg/kg. 
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ABSTRACT 

 

The present investigation was undertaken to discover novel CaM-inhibiting agents 

potentially useful for drug development and/or research tools from Sporormiella minimoides 

and MEXU 26343, endophytic fungal species isolated from Hintonia latiflora (Rubiaceae) 

leaves. 

Chemical investigation of MEXU 26343 (Pleosporales) yielded the known polyketide 

vermelhotin (82) and a new salicylic aldehyde derivative, namely 9S,11R-(+)-ascosalitoxin 

(83). The structure and absolute configuration of the new compound 83 were established by 

NMR spectroscopy and molecular modeling calculations at the DFT B3LYP/DGDZVP level, 

which included the comparison between theoretical and experimental optical rotation values. 

In addition, chemical transformations of 83 yielded suitable derivatives for 1H−1H NMR 

coupling constant analyses, which reinforce the stereochemical assignment for the natural 

product. 

Analysis of the extract from solid cultured of Sporormiella minimoides (Pleosporales) 

yielded three new polyketides, 5-hydroxy-2,7-dimethoxy-8-methylnaphthoquinone (86), 3,6-

dimethoxy-8-methyl-1H,6H-benzo[de]isochromene-1,9-dione (88), 3-hydroxy-1,6,10-

trimethoxy-8-methyl-1H,3H-benzo[de]isochromen-9-one (89), along with three known 

compounds, corymbiferone (84), ziganein (85), and brocaenol B (87). Indeed, the treatment of 

88 with MeOH at room temperature during two days yielded 89, supporting the possibility of 

it being an isolation artifact generated by the electrophilic addition of MeOH to 88 in the 

separation processes. 

All isolates were tested as potential human calmodulin (hCaM) inhibitors using the 

fluorescent biosensors hCaM V91C-mBBr and hCaM M124-mBBr, but only 82 and 86 

quenched significantly the extrinsic fluorescence with dissociation constant (Kd) values of 

0.25 and 1.55 μM, respectively. 

Docking analysis predicted that compound 82 bounds at site I, and 86 bounds at site 

IV to the trifluoperazine in the CaM protein. On the other hand, a series of predicted 

interactions between the compounds and protein were observed: Z-isomer of vermelhotin 

(82b) display mainly hydrophobic interactions with Ile100, Leu105, Met124, Ile125, Glu127 

and Val136, while its E-isomer form one hydrogen bond between H1 and Glu127, in addition 
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to hydrophobic interactions with Phe92, Met109, Met124, Glu127, Ala128 and Met144. 

Analysis of complex 86-CaM, revealed hydrophobic interactions with Phe19, Met51, Ile52, 

Ile63, Phe68, Met71 and Met72 residues. 

Compounds 82 and 83 were evaluated as phytotoxic agents by testing the effects on 

germination and radicle growth of four seedlings: Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa 

crus-galli, Ipomea purpurea and Medicago saltiva. Both compounds inhibit radicle growth of 

seedlings A. hypochondriacus and E. crus-galli; first was more active than Rival®, used as 

positive control. 

Finally, compound 82 displayed a vasorelaxant effect on the endothelium-denuded (E-) 

aortic rings test, and acute toxicity was established in mice according to the Lorke procedure, 

which was not toxic to mice because the LD50 was higher than 5000 mg/kg. 
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1. ANTECEDENTES 
 

1.1 Hongos endófitos como fuente potencial de metabolitos secundarios bioactivos 

 

La existencia de alrededor de 300,000 especies de plantas terrestres en el planeta nos 

da la posibilidad de encontrar en cada una ellas más de una especie de microorganismo 

endófito, por lo que se estima que el número de éstos asciende a más de un millón de especies 

(Petrini, 1991). En particular, los hongos endófitos son microorganismos eucariotas 

relacionados con la planta hospedera de manera simbiótica; estos microorganismos crecen 

entre los espacios intercelulares de los tejidos de una planta cuyas infecciones son discretas y 

asintomáticas (Stone et al., 2000). Así, la planta suministra nutrientes y espacio físico 

necesarios para la supervivencia de los endófitos, en tanto que éstos producen una serie de 

metabolitos secundarios bioactivos, distintos o similares a los de las plantas hospederas para 

ayudar a éstas a resistir las tenciones bióticas y abióticas (Tan y Zou, 2001; Strobel y Daisy, 

2003). 

De esta manera, los hongos endófitos representan una fuente importante y novedosa de 

productos bioactivos, diversos estructuralmente, con potencial en las industrias agrícola, 

farmacéutica y alimenticia. De tal forma que se han encontrado compuestos con actividades 

antimicrobiana, pesticida, citotóxica, inhibidores de enzimas implicadas en procesos 

patológicos como la enfermedad de Alzheimer, algunos tipos de cáncer y Síndrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), entre otros (Strobel, 2003; Strobel et al., 2004; Selim et 

al., 2012). En el cuadro 1 se ilustran ejemplos selectos de metabolitos biodinámicos 

producidos por hongos endófitos. 
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endófitos. 

Compuesto Actividad 
Biológica 

Endófito 
(cepa) Planta Hospedera Referencia 

 
Pirrocidina A 

antibacterial 
antifúngico 

Acremonium zeae 
(NRRL 13540) Zea maydis L. (Poaceae) Wicklow et al., 

2002 

 
Brefeldin A 

antifúngico 
antiviral 

citotóxico 
herbicida 

Aspergillus clavatus 
(H-037) 

Taxus mairei 
Torreya grandis 

(Taxaceae) 
Wang et al., 2002 

 
Grafislactona A 

antioxidante Cephalosporium sp. 
(IFB-E001) 

Trachelospermum 
Jasminoides 

(Apocynaceae) 
Song et al., 2005 

 
Radicicol 

citotóxico 
inhibidor de Hsp90 Chaetomium chiversii Ephedra fasciculata 

A. Nels (Ephedraceae) 
Turbyville et al., 

2006 

 
Aspernigrin A 

 
Rubrofusarin B 

citotóxico 
inhibidor de xantina 

oxidasa 

Cladosporium herbarum 
(IFB-E002) 

Cynodon dactylon 
(L.) Pers. (Poaceae) 

Ye et al., 2005 
Hiort et al., 2004 

 
Citosporona E 

antibacterial Cytospora sp. (CR 200) Conocarpus erecta L. 
(Combretaceae) Brady et al., 2000 
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endófitos (continuación). 

Compuesto Actividad 
Biológica 

Endófito 
(cepa) Planta Hospedera Referencia 

 
Alantripinona 

citotóxico Eupenicillium sp. Murraya paniculata 
(L.) Jack (Rutaceae) 

Barros y 
Rodriguez-Filho, 

2005 

 
Enalin 

 
Ulocladol 

inhibidor de 
acetilcolinesterasa 

(AChE) 

Microsphaeropsis 
olivacea 

Pilgerodendron 
uviferum 

(Cupressaceae) 

Hormazahal et al., 
2005 

 
Preussomerin L 

antibacterial 
antifúngico Mycelia sterilia Atropa belladonna L. 

(Solanaceae) Krohn et al., 2001 

 
Ácido nodulisporico A 

insecticida Nodulisporium sp. 
MF 5954 

Bontia daphnoides L. 
(Scrophulariaceae) 

Hensens et al., 
1999 

 
Peniprequinolona 

 
Gliovictin 

nematicida 
acelerador del 
crecimiento 

radicular 
citotóxico 

Penicillium 
janczewskii 

Prumnopitys andina 
(Endl.) Laubenf. 
(Podocarpaceae) 

Schmeda-
Hirschmann et al., 

2005 
He et al., 2005 
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endófitos (continuación). 

Compuesto Actividad 
Biológica 

Endófito 
(cepa) Planta Hospedera Referencia 

 
Jesterona 

antifúngico 
antimicótico Pestalotiopsis jesteri Fragraea bodenii 

Thunb. (Gentianaceae) Li y Strobel, 2001 

 
Pestacin 

antimicótico 
antioxidante 

Pestalotiopsis 
microspora 

Terminalia morobensis 
L. (Combretaceae) Harper et al., 2003  

 
Fomol 

antibacterial 
antifúngico 

antiinflamatorio 
citotóxico 

Phomopsis sp. Erythrina crista-galli 
L. (Fabaceae) Weber et al., 2004 

 
Demetilasterriquinona B1 

activador de 
receptores de 

insulina 
Pseudomassaria sp. No identificada Salituro et al., 

2001 

 
Guanacastepeno B 

antibacterial No identificado (CR115) 
Daphnopsis americana 
(Miller) J. S. Johnson 

(Thymelaeaceae) 
Brady et al., 2000 
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endófitos (continuación). 

Compuesto Actividad 
Biológica 

Endófito 
(cepa) Planta Hospedera Referencia 

 
Criptosporioptido 

inhibidor de 
lipooxigenasas Cryptosporiopsis sp. Zanthoxylum leprieurii Saleem et al., 2013 

 
Emerimidina A 

antiviral 
(H1N1) 

Emericella sp. 
(HK-ZJ) Aegiceras corniculatum Zhang et al., 2011  

 
Altersolanol 

angiogénico Alternaria sp. Erythrina variegata Pompeng et al., 
2013 

 
Corinesidona A 

Inhibidor de la 
actividad aromatasa 

Corynespora cassiicola 
(L36) 

Lindenbergia 
Philippensis 

(Scrophulariaceae) 

Chomcheon et al., 
2009 

 
Chaetoglobosin X 

citotóxico Chaetomium globosum 
(L18) 

Curcuma wenyujin 
Y.H. Chen & C. Ling Wang et al., 2012 
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Entre los metabolitos que son biosintetizados por el hongo y la planta hospedera 

destacan por su importancia en la terapéutica, el taxol (1), la podofilotoxina (2), la 

camptotecina (3), la vinblastina (4) y la vincristina (5). 

 El taxol (1) es un diterpenoide que fue aislado por primera vez de la especie Taxus 

brevifolia (Taxaceae) en 1971. Este compuesto muestra acción eficaz contra el cáncer de 

próstata, ovario, mama y pulmón; su principal mecanismo de acción está relacionado con 

su capacidad de alterar el equilibrio dinámico de los microtúbulos y de esta manera inhibir 

el proceso de mitosis en las células. Este compuesto es biosintetizado por diferentes 

hongos endófitos aislados a partir de varias especies del género Taxus, entre otras (Tabla 

1). 

 

 
(1) 

 
Tabla 1. Hongos endófitos que producen taxol (1) y sus plantas hospederas. 

Endófito Planta Hospedera Referencia 
Alternaria sp. Ginkgo biloba Kim et al., 1999 

Aspergillus niger var. Taxi Taxus cuspidata Strobel et al.,1996 
Fusarium arthrosporioides Taxus cuspidata Li et al., 2008 

Alternaria alternata 
Ectostroma sp. 

Botrytis sp. 
Fusarium mairei 

Ozonium sp. 
Papulaspora sp. 

Taxus chinensis var. mairei 

Tian et al.,2006 
Hu et al., 2006 

Guo et al., 2006 
Cheng et al., 2007 

Aspergillus fumigatus Podocarpus sp Sun et al., 2008 
Botryodiplodia theobromae 

Fusarium lateritium 
Monochaetia sp. 
Pestalotia bicilia 

Taxus baccata Strobel et al.,1996 
Venkatachalam et al., 2008 

Cladosporium cladosporioides Taxus media Zhang et al., 2009 
Fusarium solani Taxus celebica Chakravarthi et al., 2008 

Metarhizium anisopliae 
Mucor rouxianus 

Taxus chinensis Li et al., 2009 
Miao et al., 2009 

Periconia sp. Torreya grandifolia Li et al., 1998 
Pestalotiopsis guepinii Wollemia nobilis Strobel et al., 1997 
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Tabla 1. Hongos endófitos que producen taxol (1) y sus plantas hospederas (continuación). 
Endófito Planta Hospedera Referencia 

Pestalotiopsis microspora Taxus wallachiana Strobel et al., 1996 
Pestalotiopsis pauciseta Cardiospermum helicacabum Gangadevi et al., 2008 

Pestalotiopsis terminaliae Terminalia arjuna Gangadevi et al., 2009 
Phyllosticta dioscoreae Hibiscus rosa-sinensis Kumaran et al., 2009 
Phyllosticta spinarum Cupressus sp. Kumaran et al., 2008 

Pithomyces sp. Taxus sumatrana Strobel et al., 1996 
Taxomyces andreanae Taxus brevifolia Stierle et al., 1993 

 

 La podofilotoxina (2) es un lignano del tipo ariltetralina aislado de vegetales de los 

géneros Diphylleia (Berberidaceae), Dysosma (Berberidaceae), Sabina (Juniperus) 

[Cupressaceae] y Sinopodophyllum (Podophyllum) [Berberidaceae]. Este lignano tiene 

propiedades antiviral, anticancerígena, antioxidante, antibacterial, inmunoestimulante y 

antirreumática. De manera adicional, la podofilotoxina es un precursor para la síntesis de 

fármacos anticancerígenos como el etopósido y el tenipósido. Recientemente, varios 

investigadores reportaron el aislamiento del lignano a partir de varios hongos endófitos 

(Tabla 2). 

 

 
(2) 

 
Tabla 2. Hongos endófitos que producen podofilotoxina (2) y sus plantas hospederas. 

Hongo Endófito (Cepa) Planta Hospedera Referencia 

Alternaria sp. (-/SC13) 
Sinopodophyllum hexandrum 

Sabina vulgaris 
Yang et al., 2003 

Lu et al., 2006 
Alternaria neesex (Ty) 

Penicillium sp. 
Trametes hirsuta 

Sinopodophyllum hexandrum 
Cao et al., 2007 

Yang et al., 2003 
Puri et al., 2006 

Fusarium oxysporum (JRE1) Sabina recurva Kour et al., 2008 
Monilia sp. Dysosma veitchii Yang et al., 2003 

Penicillium sp. 
Penicillium implicatum (-/2BNO1) 

Diphylleia sinensis 
Dysosma veitchii 

Yang et al., 2003 
Zeng et al., 2004 
Guo et al., 2004 

Phialocephala fortinii (PPE5/ PPE7) Sinopodophyllum peltatum Eyberger et al., 2006 
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 La camptotecina (3) es un alcaloide indol-monoterpenoide aislado por primera vez 

de la corteza de Camptotheca acuminata (Cornaceae) en 1966. La camptotecina y su 

análogo 10-hidroxicamptotecina son agentes antineoplásicos que actúan inhibiendo la 

topoisomerasa I, enzima necesaria para la replicación y transcripción del DNA. 

 

 
(3) 

En 2005, Puri y colaboradores reportaron un hongo endófito aislado de 

Nothapodytes foetida (Icacinaceae), identificado como Entrophospora infrequens, el cual 

tiene la habilidad de producir a la camptotecina. Posteriormente se describieron varias 

especies endófitas que biosintetizan este metabolito (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Hongos endófitos que producen camptotecina (3) y sus plantas hospederas. 
Hongo endófito Planta Hospedera Referencia 

Entrophospora infrequens Nothapodytes foetida Puri et al., 2005 
Fusarium solani Camptotheca acuminata Kusari et al., 2009 
Fusarium solani Apodytes dimidiata Shweta et al., 2010 
Neurospora sp. Nothapodytes foetida Rehman et al., 2008 
No identificado Camptotheca acuminata Min y Wang, 2009 

 

 La vincristina (4) y la vinblastina (5) son alcaloides indólicos empleados como 

anticancerígenos y fueron aislados de la especie Catharanthus roseus (Apocynaceae). El 

mecanismo de acción primario de estos alcaloides es a través de la interferencia con la 

formación de los microtúbulos y la dinámica del huso mitótico. También interrumpen el 

transporte intracelular y disminuyen el flujo sanguíneo hacia el tumor, posiblemente 

debido a un efecto anti-angiogénesis. 

  

(4) (5) 
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En 1998 Guo y colaboradores reportaron el aislamiento a partir de la apocinácea de 

una especie endófita del genero Alternaria sp. capaz de producir vinblastina. Por otro lado, 

Zhang y colaboradores en 2004 aislaron una cepa de Fusarium oxysporum a partir del 

polen de C. roseaus con la capacidad de biosintetizar vincristina. 

 

1.2 Inhibidores de la CaM 

 

La calmodulina (CaM) es una proteína ubicua de unión a calcio (Ca2+) fundamental 

en la regulación de diversos eventos celulares (Bouche et al., 2005). Aunque carece de 

actividad enzimática, la CaM actúa como mediadora en los procesos de señalización 

regulados por Ca2+. Desde el punto de vista estructural, la CaM es una proteína pequeña de 

148 aminoácidos (∼17 kD), organizados en dos dominios globulares C- y N-terminales 

conectados por una larga hélice flexible (Figura 1). Cada uno de los dominios globulares 

contiene dos sitios funcionales que se unen al ión Ca2+. Cuando la CaM tiene unidos sus 

cuatro iones Ca2+, su estructura cuaternaria cambia a un estado conformacional en donde 

expone sus dos superficies hidrofóbicas ricas en metionina (Met). La flexibilidad de la 

larga hélice permite que la CaM adopte una gran variedad de conformaciones para 

interaccionar, activar y/o desactivar diversos blancos enzimáticos. Por lo tanto, en 

presencia de algún blanco molecular, la CaM adopta una nueva conformación en donde la 

región flexible se encuentra parcialmente desenrollada, completamente doblada y 

envolviendo al péptido: esta interacción Ca2+-CaM-péptido se lleva a cabo mediante 

interacciones de tipo hidrofóbicas (Chin y Means, 2000; Bouché et al., 2005). 
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Figura 1. Estructura de la CaM: diferentes conformaciones de la proteína. (a) CaM libre de átomos 
de Ca2+ (apo-CaM; PDB 1CFD), (b) CaM unida a 4 átomos de Ca2+, dos iones en cada dominio 
(Ca2+-CaM; PDB 1CLL), (c) CaM unida a un inhibidor clásico, la trifluoperazina (Ca2+-CaM-TPZ; 
PDB 1A29), (d) Complejo CaM-Péptido de la Cinasa de Cadena Ligera de la Miosina (Ca2+-CaM-
MLCK, PDB 2K0F). 
 

La CaM se considera el primer transductor de señales en células eucariontes y es un 

regulador de eventos celulares por interacción con grupos heterogéneos de proteínas 

blanco en células tanto animales como vegetales. Cabe mencionar que la secuencia de 

aminoácidos en la CaM está conservada tanto en animales como en plantas. Se estima que 

la CaM puede interaccionar con aproximadamente 100 diferentes enzimas, incluidas la 

óxido nítrico sintasa, adenilato ciclasa, algunas fosfodiesterasas, varias cinasas, canales 

iónicos y fosfatasas, por mencionar algunas (Figura 2). Estas enzimas están involucradas 
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en la regulación de numerosas funciones celulares como el transporte de iones, la división 

celular, contracción y relajación del músculo, el aprendizaje, procesos inflamatorios, 

memoria a largo y corto plazo, humor y ansiedad, procesos virales, transcripción, 

metabolismo de fosfolípidos, crecimiento y diferenciación celular, ciclo celular, respuesta 

inmune, entre otras (Bouché et al., 2005; Martínez-Luis et al., 2007; Racioppi y Means, 

2008; Kim et al., 2008; Reyes-Ramírez et al., 2011). Por otro lado, esta proteína juega un 

papel muy importante en la regulación de varios procesos fisiológicos en las plantas, 

incluyendo los relacionados con el crecimiento y la defensa (Yang y Poovaiah, 2003; 

Black et al., 2004; Kortvely y Gulya, 2004). 

 

 
Figura 2. Localización y función de algunas proteínas reguladas por la CaM. 

 
La participación de la CaM en un gran número de procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos, hacen de esta proteína un blanco de acción atractivo para el 

descubrimiento de nuevos fármacos, pesticidas o herramientas de investigación. Así, 

muchos compuestos, naturales y sintéticos interaccionan con la CaM e inhiben sus 

propiedades moduladoras. Estos productos se pueden unir en forma directa a la proteína o 

al complejo Ca2+-CaM-enzima. A los productos que se unen a la proteína afectando sus 

propiedades moduladoras se les conoce como inhibidores clásicos. 
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Muchos de los productos que se unen a la CaM han contribuido al conocimiento de 

sus funciones, regulación y características estructurales, así mismo han permitido el 

descubrimiento de nuevas proteínas blanco e isoformas, y su papel en la regulación del 

crecimiento de las plantas y su defensa (Bouché et al., 2005), la contracción y relajación 

del músculo liso (Somlyo y Somlyo, 2003), el aprendizaje y la memoria, la inflamación 

(Horikawa et al., 2005), y la ansiedad fisiológica (Du et al., 2004), entre otros procesos. 

 

1.2.1 Técnicas experimentales utilizadas para la detección y caracterización de 

la interacción ligante-CaM 

 

Para la detección de ligantes de la CaM se pueden utilizar diversos métodos, la 

mayoría de ellos in vitro. Los más importantes incluyen la cromatografía de afinidad 

(Ovádi, 1989; Yurimoto et al., 2009), proteólisis limitada (Ovádi, 1989), espectroscopía 

UV y dicroísmo circular (Molnar et al., 1995; Vertessy et al., 1998; Harmat et al., 2000; 

Jaren et al., 2000), electroforesis en gel (Leung et al., 1984), resonancia magnética nuclear 

(Craven et al., 1996; Chou et al., 2001), cristalografía de rayos X (Vertessy et al., 1998; 

Harmat et al., 2000), mutagénesis dirigida (Odom et al., 1997), ensayos enzimáticos 

funcionales (Sharma et al., 1997; Mata et al., 2003; Rivero-Cruz et al., 2007), tecnologías 

basadas en la energía de resonancia de fluorescencia (Molnar et al., 1995; Allen et al., 

2004; Gangophadhay et al., 2004), técnicas basadas en la interacción antígeno-anticuerpos 

(ELISA) [Liliom et al., 1991; Guerra et al., 2001] y métodos computacionales 

(Gabdoulline y Wade, 2002; Ladbury y Williams, 2004). 

Las técnicas basadas en la energía de resonancia de fluorescencia son muy 

apreciadas debido a que son altamente específicas, selectivas, de bajo costo y el tiempo de 

detección es corto. En este caso, la evaluación de la interacción proteína-ligante se da 

mediante el uso de biosensores marcados con fluoróforos que producen una señal de 

emisión de energía en el espectro de fluorescencia debido a los cambios conformacionales 

provocados por la unión de un ligante a la proteína (González-Andrade et al., 2009); estos 

detectores biológicos contienen uno o más fluoróforos estratégicamente localizados en la 

proteína, gracias a un proceso de mutagénesis dirigida, que mantienen la capacidad de 

unirse específicamente al ligante mediante interacciones de tipo no-covalente (Allen et al., 

2004; Sharma et al., 2005; González-Andrade et al., 2009).  
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González Andrade y colaboradores han generado varios biosensores que permiten 

detectar ligantes de CaM potencialmente inhibidores o moduladores de sus propiedades 

reguladoras de cientos de proteínas fisiológicamente activas (González-Andrade et al., 

2009; González-Andrade et al., 2011). Así surgieron hCaM M124C-mBBr y hCaM L39C-

mBBr/V91C- mBBr en los que el componente biológico encargado del reconocimiento 

molecular es la proteína CaM y el componente transductor es el fluoróforo 

monobromobimano (mBBr). En ambos casos el biosensor se generó a través de un proceso 

de mutagénesis dirigida, mediante  la sustitución del aminoácido metionina (Met) 124 o de 

los aminoácidos leucina (Leu) 39 y valina (Val) 91 por residuos de cisteína (Cis), a las que 

posteriormente se les unió de manera covalente el fluoróforo monobromobimano (mBBr) 

(Figura 3). 

 
Figura 3. Diseño del biosensor hCaM M124C-mBBr. 

 

1.2.2 Inhibidores de origen sintético 

 

Los inhibidores de la CaM de origen sintético más conocidos pertenecen a las 

categorías de las fenotiazinas, arilalquilaminas, felodipionas y naftalensulfonamidas, 

principalmente. Algunos ejemplos de estos compuestos son los antipsicóticos 
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clorpromazina (CPZ; 6) y la trifluoperazina (TFP; 7); la arilalquilamina AAA (8) y la 

naftalensulfonamida W7 (9), así como el J8 (10), el calmidazolio (11) y la felodipiona 

(12). 

 

 
 

 

(6) (7) (9) 

 

 

 
(10)  (8) 

 

 

 
(11)  (12) 

 

Las técnicas de RMN y cristalografía de rayos X han permitido resolver los 

complejos formados entre la CaM y sus ligantes; algunos de los inhibidores sintéticos co-

cristalizados con la proteína son la CPZ, TFP, W7, J8 y AAA. Estos estudios permitieron 

observar que la región más hidrofóbica de la proteína es el sitio de unión primario para 

estos compuestos, y que estos compuestos se unen a la CaM con diferente estequiometría. 

Frecuentemente, estos compuestos son utilizados como herramientas de investigación en el 

estudio de los procesos en los que participa esta proteína (Molnar et al., 1995; Craven et 

al., 1996; Osawa et al., 1998; Vertessy et al., 1998; Harmat et al., 2000; Horváth et al., 

2005). 
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1.2.3 Inhibidores de origen natural 

 

De acuerdo a dos revisiones recientes (Martínez-Luis et al., 2007; Mata et al., 

2011), numerosos metabolitos secundarios aislados de diversas fuentes naturales, incluidos 

los hongos microscópicos, antagonizan las propiedades moduladoras enzimáticas de la 

CaM. Estos compuestos presentan una gran diversidad estructural y pertenecen a diferentes 

categorías de metabolitos secundarios incluyendo terpenoides, cumarinas, alcaloides, 

policétidos varios, flavonoides, estilbenoides, peptidos y lignanos, entre otros. En las 

revisiones recientes se presentan los aspectos más relevantes de sus estructuras, fuentes 

naturales y afinidad por la proteína CaM o los complejos Ca2+-CaM-enzima efectora 

(Martínez-Luis et al., 2007; Mata et al., 2011). En la tabla 4 se presentan ejemplos selectos 

de productos naturales que han demostrado una gran afinidad por la CaM. Las estructuras 

correspondientes se indican en las figuras 4-11. 

 

 

  

13 14 15 

 

 

 
16 17 18 

Figura 4. Alcaloides inhibidores de la CaM. 
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Tabla 4. Productos naturales con actividad anti-calmodulina. 
Metabolito 
Secundario Fuente Natural Método de Detección Referencia 

Alcaloides 

Vincristina (4) 
Vinblastina (5) Cataranthus roseus 

Transferencia Energía de  
Resonancia de Fluorescencia  

Dicroísmo Circular 
Molnar et al., 1995 

K-252a (13) Nocardiopsis sp Ensayo Enzimático Funcional 
(PDE1) 

Kase et al., 1986 
Nakanishi et al., 1986 

Eudistomidina A (14) Eudistoma glaucus 
Ensayo Enzimático Funcional 

 (PDE1) 
 

Kobayashi et al., 1990 

Esteletamida A (15) Stelletta sp Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Abe et al., 1997 

Verruculogeno (16) Penicillium spp Transferencia Energía de  
Resonancia de Fluorescencia  Pala et al., 1999 

Piridindolol (17) Streptoverticillium album 
K-251 

Ensayo Enzimático Funcional 
(PDE1) Matsuda et al., 1988 

Leptosina M (18) 
Leptosphaeria sp 

OUPS-4 
Sargassum tortil 

Ensayo Enzimático Funcional 
(CaMKIII, PTK) Yamada et al., 2002 

Péptidos 

Sanjoinina A (19) 

Zizyphus vulgaris var. 
spinosus 

Z. jujube var inermis 
(Rhamnaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1, PKII) 

Han et al., 1993; 2005 
Hwang et al., 2001 

Sanjoinina Ahl (20) 

Sanjoinina B (21) 

Sanjoinina F (22) 
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Tabla 4. Productos naturales con actividad anti-calmodulina (continuación). 
Metabolito 
Secundario Fuente Natural Método de Detección Referencia 

Péptidos 

Daechuina S4 (23) 

Zizyphus vulgaris var. 
spinosus 

Z. jujube var inermis 
(Rhamnaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1, PKII) 

Han et al., 1993; 2005 
Hwang et al., 2001 

Sanjoinina (24) 

Dihidrosanjoinina A (25) 

Sanjoinina D (26) 

Sanjoinina G1 (27) 

Polimixina B (28) Bacillus polymyxa 
(Bacillaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Cromatografía de Afinidad 
Electroforesis Nativa en Gel 

Hegemann et al., 1991 

Terpenoides 

Ácido Fasciculico A (29) Naematoloma fasciculare Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Takahashi et al., 1989 
Kubo et al., 1985 

Ácido Quinovico (30) Mitragyna stipulosa 
(Rubiaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Fatima et al., 2002 

Flourensadiol (31) Flourensia cernua Electroforesis Nativa en Gel Mata et al., 2003 

Jujubosido A (32) Planta Medicinal China Resonancia Magnética Nuclear Zhou et al., 1994 

KS-505a (33) Streptomyces argenteolus  
(Streptomycetaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Electroforesis Nativa en Gel 

Nakanishi et al., 1990 
Ichimura et al., 1996 

1-Hidroxi-2-oxoeremofil-
1(10),7(11),8(9)-trien-

12(8)-olido (34) 

Malbranchea aurantiaca 
(Myxotrichaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Martínez-Luis et al., 
2005 
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Tabla 4. Productos naturales con actividad anti-calmodulina (continuación). 
Metabolito 
Secundario Fuente Natural Método de Detección Referencia 

Cumarinas, γ-pironas y xantonas 

Reticulol (35) Streptoverticillium album Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Matsuda et al., 1988 

Xantona (36) Guanomyces polythrix 
(Chaetomiaceae) 

 

Cromatografía de Afinidad 
Electroforesis Nativa en Gel 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1, NADK) 

Macías et al., 2000, 
2001 Rubrofusarina B (37) 

Ácido Secalonico (38) Penicillium oxalicum 
Ensayo Enzimático Funcional 

 (PDE1) 
Espectroscopía de Fluorescencia 

Pala et al., 1999 

Piranocumarina (39) 

Prionosciadium watsoni 
(Umbelliferae) Electroforesis Nativa en Gel Valencia-Islas et al., 

2002 Lomatin (40) 

(+)-cis-Kelactona (41) 

Antraciclinas y antaquinonas 

K-259-2 (42) Micromonospora 
olivasterospora 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Matsuda et al., 1987, 
1990 

Adriamicina (43) Streptomyces spp. Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Matsuda y Kase, 1987 

Daunorubicina (44) 
Streptomyces peucetius 
Streptomyces galilaeus 

(Streptomycetaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Nwankwoala y 
Williams, 1988 

Emodina (45) Guanomyces polythrix 
(Chaetomiaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Macías et al., 2001 
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Tabla 4. Productos naturales con actividad anti-calmodulina (continuación). 
Metabolito 
Secundario Fuente Natural Método de Detección Referencia 

Lignanos 

Kobusina (46) Leucophyllum ambiguum 
(Scrophulariaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Electroforesis Nativa en Gel 
Rojas et al., 2003 

Honokiol (47) Magnolia officinalis Ensayo Enzimático Funcional 
 (CaMKII) 

Lo et al., 1994 
Zhai et al., 2005 

Estilbenoides 

Prenil bibencilos (48 y 49) Radula kojana Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Asakawa et al., 1991 

Gigantol (50) Nidema boothii 
(Orchidaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Electroforesis Nativa en Gel 

Hernández- Romero et 
al., 2004 

Reyes-Ramírez et al., 
2011 Batatasina (51) 

Policétidos 

Antibiótico KS-501 (52) Sporothrix sp. KAC-1985 
(Ophiostomataceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Nakanishi et al., 1990; 
Yasuzawa et al., 1990 

Herbarumina I (53) Phoma herbarum 
Ensayo Enzimático Funcional 

 (PDE1) 
Electroforesis Nativa en Gel 

Rivero-Cruz et al., 
2003 

Citreoviridina (54) Penicillium spp. 
Ensayo Enzimático Funcional 

 (PDE1) 
Espectroscopía de Fluorescencia 

Pala et al., 1999 

Obscurolido A1 (55) 
Streptomyces 

viridochromogenes 
(Streptomycetaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Hoff et al., 1992 
Ritzau et al., 1993 
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Tabla 4. Productos naturales con actividad anti-calmodulina (continuación). 
Metabolito 
Secundario Fuente Natural Método de Detección Referencia 

Flavonoides 

Tectorigenina (56) Streptoverticillium album 
K-251 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Matsuda et al., 1988 

4-Hidroxiderricina (57) Angelica keiskei 
(Umbelliferae) Espectroscopía de Fluorescencia Okuyama et al., 1991 

Crisina (58) Oroxylum indicum 
(Bignoniaceae) Estudios Computacionales Li et al., 2007 

Vitexina (59) Aloysia citriodora Palau 
(Verbenaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) Ragone et al., 2007 

Diocleina (60) Dioclea grandiflora 
(Fabaceae) 

Ensayo Enzimático Funcional 
 (PDE1) 

Bhattacharyya et al., 
1995 

Goncalves et al., 2009 
 

  



 Antecedentes 
 

 25 

  
 

 R1 R2  
(19) N(CH3)2Phe(S)- (CH3)2CHCH2-  R1 R2 X 
(20) N(CH3)2Phe(R)- (CH3)2CHCH2- (25) N(CH3)2Phe(S)- (CH3)2CHCH2- H 
(21) N(CH3)Phe- (CH3)2CHCH2- (26) N(CH3)2Phe(R)- (CH3)2CHCH2- OCH3 
(22) N(CH3)2Phe- (CH3)2CHCH(OH)- (27) N(CH3)Phe- (CH3)2CHCH2- OH 
(23) N(CH3)2Leu- (CH3)2CHCH2-  
(24) t-cinamoil- (CH3)2CHCH2-  

 

 
28 

Figura 5. Péptidos inhibidores de la CaM. 
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31 32 

Figura 6. Terpenoides inhibidores de la CaM. 
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33 34 

 
Figura 6. Terpenoides inhibidores de la CaM (continuación). 
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38 39 

  
40 41 

Figura 7. Cumarinas, γ-pironas y xantonas inhibidores de la CaM. 
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44 45 

Figura 8. Antraciclinas y antaquinonas inhibidores de la CaM. 

 

 

  

46 47 
  

  
48 49 

  

  
50 51 

Figura 9. Lignanos y estilbenos inhibidores de la CaM. 
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52 53 

  
54 55 

Figura 10. Policétidos inhibidores de la CaM. 

 

 
 

56 57 

 
 

 

58 59 60 

Figura 11. Flavonoides inhibidores de la CaM. 

 

Algunos ejemplos más específicos de inhibidores de la CaM son las xantonas 

preniladas hidrato de 15-clorotajixantona (61), la 14-metoxitajixantona (62), la 

samixantona (63) y la hidrato de tajixantona (64), biosintetizadas por la especie Emericella 

25379 aislada del coral Pacifigorgia rutilia (Figueroa et al., 2009). 
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(61) (62) 
  

  

(63) (64) 
 

El efecto de estas xantonas sobre la CaM fue inicialmente evaluado con un ensayo 

enzimático funcional (PDE1), el cual comúnmente se emplea para detectar antagonistas de 

la CaM (Sharma y Wang, 1979; Rivero Cruz et al., 2007; Figueroa et al., 2009). 

Adicionalmente, se evaluó el comportamiento de la CaM en presencia de las xantonas 

mediante electroforesis en gel de poliacridamida (PAGE) y el apagamiento de la 

fluorescencia extrínseca utilizando un biosensor (hCaM M124C–mBBr) diseñado mediante 

mutagénesis biodirigida. 

La malbranqueamida (65), un alcaloide indol monoterpenoide, y el 

sesquiterpenoide 66 fueron aislado de la especie coprófila Malbranchea aurantiaca Singler 

& Carmich (Myxotrichaceae). Ambos compuestos presentan actividad fitotóxica sobre 

Amaranthus hypochondriacus e inhiben la actividad enzimática de la proteína PDE1 

(Martínez-Luis et al., 2005; Martínez-Luis et al., 2006). 

 

 

 

 

(65)  (66) 
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El sesterterpenoide ofiobolina A (67), producto natural aislado del hongo patógeno 

Bipolaris oryzae ha sido ampliamente estudiado por su potente actividad fitotóxica (Leung 

et al., 1984; Au y Leung, 1998). Este metabolito inhibe la síntesis de proteínas y ácidos 

nucleicos y la actividad de la enzima β-1,3-D-glucano sintetasa involucrada en la síntesis 

de β-1,3-D-glucano, componente estructural de la pared en hongos. Asimismo, la 

ofiobolina A es un antagonista de las calmodulinas de maíz y de cerebro de bovino. La 

interacción de este sesterterpenoide con la CaM se demostró, en un principio, a través de 

experimentos de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y de la inhibición de 

la enzima fosfodiesteresa dependiente de CaM (PDE1) [Leung et al., 1984]. 

Posteriormente se comprobó el efecto anti-CaM mediante el apagamiento de la 

fluorescencia intrínseca a la tirosina, espectroscopía UV y experimentos de mutagénesis 

dirigida sobre residuos de lisina en CaM de cerebro de bovino. Adicionalmente, 

experimentos in vivo con raíces de plantas de maíz, estableció que el efecto fitotóxico está 

parcialmente relacionado con la actividad anti-CaM (Evidente et al., 2006).  

 

 

 

(67) 

 

De los alcaloides vincristina y vinblastina (Watanabe y West, 1982; Molnar et al., 

1995; Martínez-Luis et al., 2007) inhibidores de la CaM, se generó un derivado 

semisintético, el KAR-2 (68), de uso en terapéutica para el tratamiento del cáncer. Este 

producto se une a la CaM a través de los aminoácidos ubicados en sus dominios N- y C- 

terminales. La estructura terciaria que se genera es similar al complejo TFP-4-Ca2+-CaM, 

pero los puntos de contacto de ambos ligantes son diferentes. Esta particularidad confiere 

al KAR-2 una mayor especificidad como agente antimitótico, sin impedir que la CaM se 

una a sus otras proteínas blanco y así ejercer sus efectos fisiológicos. Aunque la afinidad 

del KAR-2 por la proteína es grande, los efectos antagónicos a la proteína son menores que 

los provocados por la TFP, la vincristina, o las arilalquilaminas (Orosz et al., 1997;  

Horvárth et al., 2005; González-Alvárez, et al., 2009). 
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(68) 

 

1.3 Antecedentes de las especies endófitas: MEXU 26343 (Pleosporales) y 

Sporormiella minimoides (Pleosporales) 

 

MEXU 26343, hongo de estudio del presente trabajo, es una especie fúngica 

novedosa de origen endófito aislada de la especie Hintonia latiflora (Rubiaceae). 

 

Sporormiella es un género con ∼80 especies distribuidas en diferentes regiones del 

mundo. Algunas especies de este género son saprófitas, mientras otras son endófitas de 

hongos o plantas (Mudur, et al., 2006; Liang-Dong et al., 2008). Los estudios químicos 

realizados de algunas especies han permitido el aislamiento de varios metabolitos 

secundarios, con un amplia variedad de estructuras químicas y actividades biológicas. 

De Sporormiella sp. M5032 (FERM P-9506), un hongo aislado del excremento de 

oveja, se obtuvo el inhibidor de la fosfodiesterasa del cAMP, esporostatin (69) [Kinoshita 

et al., 1997]. 

 

 

(69) 

 

De S. australis (Spegazzini) Ahmed & Cain, una especie aislada del excremento de 

alce recolectado en el Condado de Cook, Estado de Minnesota, EUA, se aislaron los 

policétidos australifungina (70) y el australifunginol (71). La australifungina mostró una 

actividad antifúngica de amplio espectro contra patógenos en humanos. Este compuesto 

inhibe también la ceramida sintasa, enzima involucrada en la síntesis de esfingolípidos en 

plantas (Mandala et al., 1994; Abbas et al., 1997). 
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(70) (71) 

 

S. intermedia (Auersw.) S. I. Ahmed & Cain ex Kobayasi, especie coprófila aislada 

del excremento de conejo en Tucson, Arizona, EUA, biosintetiza ácido zaragócico B (72) 

y el citrato de alquilo L-731,128 (73). Ambos compuestos inhiben la escualeno sintasa, 

enzima involucrada en la síntesis de colesterol, y poseen propiedades antifúngicas 

(Bergstrom et al., 1993; Harris et al., 1995). 

 

 

 (72) 

(73) 
 

 

 S. vexans (Auerswald) Ahmed & Cain (JS 306), otra especie coprófila aislada del 

excremento del puercoespín en New Brunswick, Canadá, contiene esporovexins A-C (74-

76), compuestos derivadas del ácido hidroxibenzoico, y 3’-O-desmetil-1-epipreusomerin C 

(77) (Soman et al., 1999). Tanto la esporovexin A como la 3’-O-desmetil-1-

epipreusomerin C demostraron actividades antifúngica y antibacterial. 

 

  
(74) (75) 
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(76) (77) 
 

 S. minimoides S. I. Ahmed & Cain, es un hongo saprófito ampliamente distribuido; 

se ha aislado del excremento de jirafa en la región de Namutoni, Namibia; de los tejidos de 

Pinus tabuliformis, un pino nativo del Norte de China; y de los basidiomas de Trametes 

hirsutum, recolectado de una rama de madera en un bosque subalpino seco en Hawaii 

(Clapp-Shapiro et al., 1998; Bugni et al., 2002; Yu y Liang-Dong, 2004). 

La especie S. minimoides ha sido objeto de estudios químicos previos, estos análisis 

condujeron a la caracterización de varios policétidos incluyendo el brocaenol A (78), la 

esporminarin A (79), esporminarin B (80) y un depsipéptido (81). Estos tres últimos 

productos son antifúngicos, mientras que el brocaenol A es un agente citotóxico. 

 

 

(78) 

(79) 

 

 

(80) 

(81) 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

2.1 Hipótesis 

 

Los microorganismos fúngicos endófitos de plantas medicinales biosintetizan metabolitos 

secundarios bioactivos, iguales o diferentes a los de la planta hospedera.  

 

La evaluación mediante ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca de la CaM 

utilizando los biosensores hCaM M124C-mBBr y hCaM V91C-mBBr permitirá la detección 

de principios activos con actividad anti-CaM. 

 

2.2 Objetivo 

 

Descubrir nuevos inhibidores de la proteína calmodulina de utilidad para el desarrollo de 

fármacos, herbicidas y/o herramientas de investigación a partir de hongos endófitos aislados 

de Hintonia latiflora. 

 

2.3 Objetivos Particulares 

 

Para el cumplimiento del objetivo general propuesto, se plantearon los siguientes objetivos 

particular: 

 

1.- Aislar al menos dos hongos endófitos a partir de las partes áreas de H. latiflora mediante 

las técnicas microbiológicas adecuadas. 

 

2.- Cultivar en pequeña escala las especies fúngicas preseleccionadas y preparar sus extractos 

orgánicos con el fin de realizar una evaluación preliminar de su efecto anti-CaM. 

 

3.- Cultivar en mediana escala las especies fúngicas con efecto anti-CaM, obtener los 

extractos y proceder al aislamiento y la purificación de los componentes activos en forma pura 
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y en cantidades apropiadas, para la determinación de sus estructuras químicas y la valoración 

de su actividad biológica. 

4.- Determinar la estructura molecular de los compuestos activos mediante la aplicación de 

técnicas espectroscópicas y espectrométricas y cálculos de mecánica molecular. Es altamente 

probable que el cumplimiento de este objetivo conduzca a la caracterización de sustancias que 

representen nuevos prototipos estructurales para el desarrollo de agentes anti-CaM. 

 

5.- Evaluar la interacción de los principios activos puros con la proteína calmodulina mediante 

ensayos de apagamiento de la fluorescencia extrínseca de los biosensores hCaM M124C-

mBBr y hCaM V91C-mBBr. Estos ensayos permitirán la detección de principios activos que 

afecten las propiedades reguladoras de la calmodulina. 

 

6.- Realizar estudios de acoplamiento molecular para establecer el sitio de unión del ligante en 

la proteína. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1 Material fúngico 

 

La especie fúngica MEXU 26343 (Pleosporales) se aisló en forma pura a partir de las 

hojas sanas de Hintonia latiflora, recolectadas por el Dr. Robert Bye (Instituto de Biología, 

UNAM) y Sol Cristians (Facultad de Química, UNAM), en Urique (29° 13.143′ N, 

107°54.832′ W; 579 masl), Estado de Chihuahua, México, en 2007. 

La segunda especie se caracterizó como Sporormiella minimoides Ahmed & Cain 

(Sporormiaceae), y se aisló a partir de una recolecta de la especie  en Huetamo (18° 31.709’ N, 

101° 4.692’ W; 221 masl), Estado de Michoacán, México, en 2010. 

 La identificación y clasificación de las especies fúngicas fue establecida por la Dra. 

María del Carmen González (Instituto de Biología, UNAM) y el Dr. Anthony E. Glenn 

(Toxicology & Mycotoxin Research Unit, USDA-ARS, Georgia, EUA). Una muestra de 

referencia de cada una de las especies está depositada en el Herbario Nacional MEXU, 

Instituto de Biología, UNAM (para la especie del orden Pleosporales la referencia es MEXU 

26343; para Sporormiella minimoides el No. de referencia es MEXU 26355) (Figura 12). 

Figura 12. Hintonia latiflora (A). Especies endófitas MEXU 26343 (B) y S. minimoides (C). 
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3.2 Análisis cromatográficos 

 

Los análisis cromatográficos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las técnicas 

convencionales, utilizando placas de aluminio de distintas dimensiones recubiertas con una 

capa de gel de sílice de 0.25 mm de espesor (silica gel 60 F254) y empleando diversos sistemas 

de elución. La visualización de las placas se realizó con una lámpara de luz UV (254 y 356 

nm) y como agente cromógeno se utilizó una solución reactiva a base de sulfato cérico (sulfato 

cérico amoniacal en H2SO4). 

Los análisis cromatográficos en columna abierta (CCA) se realizaron sobre gel de 

sílice o Sephadex como fases estacionarias (Silica gel 60 o Sephadex LH-20) y diversas 

mezclas de elución (gradiente de Hex-CH2Cl2-MeOH o MeOH, respectivamente). 

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

Waters. El control del equipo, la adquisición de datos, el procesamiento y manipulación de la 

información se realizaron utilizando el programa Empower versión 2.0 (Waters). Los análisis 

cromatográficos se realizaron en columnas empacadas con gel de sílice Waters Nova-Pak 

Silica 6µm (3.9 × 300 mm, 0.6 mL/min), µPorasil 125 Å 10 µm (3.9 × 300 mm, 0.6 mL/min), 

Symmetry C18 5µm (3.9 × 150 mm, 0.6 mL/min) y Symmetry Prep C18 7μm (7.8 × 300 mm, 

1.4 mL/min). Todos los análisis se realizaron a temperatura ambiente. 

 

3.3 Determinación de las constantes físicas, espectroscópicas y espectrométricas 

 

Los puntos de fusión se midieron con un aparato Fisher-Johns y se reportan sin 

corregir. Los espectros en el IR se obtuvieron por reflectancia y se midieron en un 

espectrómetro Perkin-Elmer 400 FT-IR. Los espectros en el UV se registraron utilizando un 

espectrómetro Perkin Elmer Lambda 2 UV, en MeOH o CH3CN. Los análisis de rotación 

óptica se midieron en un polarímetro Jasco modelo P-1030 a 25 °C, a la longitud de onda de la 

línea D-sodio (589 nm) en DMSO o CHCl3. Los espectros de 1H-RMN se obtuvieron en los 

siguientes espectrómetros: Varian Unity Plus 700 a 700 (1H) y 176 MHz (13C), Varian Inova-

500 a 500 (1H) y 125 MHz (13C), JEOL ECA 500 a 500 (1H) y 125 MHz (13C), Bruker Avance 

III 400 (1H) y 100 MHz (13C), Varian Mercury 300 a 300 (1H) y 75.4 MHz (13C), utilizando 

CDCl3, MeOH-d4 o DMSO-d6 como disolvente y TMS como referencia interna; los 
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desplazamientos químicos fueron registrados en ppm (δ). Los espectros de masas de 

ionización por electrospray (EM-ESI) e impacto electrónico (EM-EI) se obtuvieron utilizando 

un espectrómetro LECO Pegasus 4D, en tanto que los espectros de masas por bombardeo por 

átomos rápidos (EM-FAB) y los espectros de masas de alta resolución por electrospray (EM-

AR-ESI) se obtuvieron empleando los espectrómetros Thermo DFS y Orbitrap, 

respectivamente. El registro de los espectros se realizó en la Unidad de Servicios de Apoyo a 

la Investigación (USAI) de la Facultad de Química, UNAM; el Instituto de Química, UNAM; 

la UAM Iztapalapa y/o en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, UNCG, 

Carolina del Norte, EUA. 

 

3.4 Fermentación de las especies fúngicas 

 

La fermentación de ambas especies fúngicas se realizó en cultivos sólidos de arroz 

húmedo (200 g + 300 mL H2O) empleando las siguientes condiciones de crecimiento: 

temperatura ambiente con ciclos de luz-oscuridad 12 × 12 horas, durante un periodo de 30 

días. El inoculo consistió en cubos de agar papa-dextrosa (PDA) de 1 cm2 conteniendo el 

microorganismo desarrollado. 

 

3.5 Estudio químico de las especies fúngicas 

 

 3.5.1 Preparación de los extractos orgánicos en mediana escala 

 

Al término del crecimiento, los extractos orgánicos se prepararon mediante un proceso 

de maceración exhaustiva de los cultivos sólidos utilizando CH2Cl2 como disolvente de 

extracción. Al cabo de cada maceración, los extractos orgánicos se filtraron y se secaron sobre 

sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y se concentraron al vacío. El rendimiento total del extracto 

de MEXU 26343 fue de 1.49 g, mientras que el de S. minimoides fue de 1.63 g. 
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 3.5.2 Establecimiento del perfil cromatográfico del extracto de MEXU 26343 

 

El extracto orgánico fue analizado por CLAE fase normal en una columna de gel de 

sílice µPorasil y empleando como fase móvil un sistema binario de CHCl3 (A) y MeOH (B). 

Se utilizó un programa de gradiente de 0-5 min, 100% A; 5-25 min 90% A; 25-30 min 90% A; 

30-32 min 85% A. Las longitudes de onda utilizadas para la detección de los compuestos 

fueron de 238 y 273 nm. 

 

 3.5.2.1 Obtención de la E/Z vermelhotina (82) y la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) a 

partir del extracto orgánico de la especie endófita MEXU 26343 

 

El extracto orgánico total (1.49 g) de MEXU 26343 se sometió a un proceso de 

fraccionamiento mediante CCA utilizando como fase estacionaria Sephadex y como fase 

móvil MeOH. Este proceso generó un total de cuatro fracciones primarias (FI-FIV). 

 

 3.5.2.2 Aislamiento, purificación e identificación de la E/Z vermelhotina (82) 

 

La fracción FIII (372 mg) fue resuelta por CLAE fase normal en una columna de gel de 

sílice Nova-Pak, empleando como fase móvil CHCl3-MeOH (95:5) y un flujo de 0.6 mL/min. 

El proceso cromatográfico permitió la obtención de 347 mg de un sólido naranja identificado 

como E/Z vermelhotina en una proporción de 6:4 (tR 8.55 min). 

 

E/Z Vermelhotina (82): UV (MeOH) λmax (log ε): 232 (4.92), 273 (4.51), 318 (3.89), 437 

(4.29) nm; IR (CHCl3) νmax: 3445, 1701,1656, 1614, 1499, 1260 cm-1; IR (KBr) νmax: 3428, 

1703, 1652, 1610, 1553, 1495 cm-1; isómero-E: 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δH (ppm): 8.17 

(1H, d, J = 9.2 Hz, H-7), 7.42 (1H, dq, J = 15.3, 7.1 Hz, H-12), 7.40 (1H, dd, J = 9.2, 7.5 Hz, 

H-8), 6.29 (1H, d, J = 7.0 Hz, H-9), 6.17 (1H, dq, J = 15.3, 1.7 Hz, H-11), 5.86 (1H, sa, NH), 

3.79 (2H, s, H-5), 2.02 (3H, dd, J = 7.1, 1.7 Hz, H-13); 13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δC 

(ppm): 192.7 (C-4), 172.3 (C-2), 165.5 (C-6), 158.7 (C-10), 141.5 (CH-8), 138.6 (CH-12), 

122.1 (CH-11), 116.0 (CH-7), 107.6 (CH-9), 98.1 (C-3), 50.4 (CH2-5), 18.9 (CH3-13); 

isómero-Z: 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δH (ppm): 8.18 (1H, d, J = 9.2 Hz, H-7), 7.39 (1H, 
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dq, J = 15.3, 7.1 Hz, H-12), 7.40 (1H, dd, J = 9.2, 7.5 Hz, H-8), 6.28 (1H, d, J = 7.0 Hz, H-9), 

6.16 (1H, dq, J = 15.3, 1.7 Hz, H-11), 5.64 (1H, sa, NH), 3.82 (2H, s, H-5), 2.00 (3H, dd, J = 

7.1, 1.7 Hz, H-13); 13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δC (ppm): 194.8 (C-4), 172.4 (C-2), 166.7 

(C-6), 158.8 (C-10), 141.9 (CH-8), 139.3 (CH-12), 122.1 (CH-11), 116.5 (CH-7), 107.5 (CH-

9), 97.9 (C-3), 50.9 (CH2-5), 19.0 (CH3-13); EM-AR-ESI m/z 218.0818 [M]+ (calcd. para 

C12H12NO3, 218.0812). 

 

 3.5.2.3 Aislamiento, purificación e identificación de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina 

(83) 

 

La fracción FII (357 mg) fue sometida a una purificación mediante CCF tipo 

preparativa, utilizando placas cromatográficas de vidrio recubiertas de gel de sílice como fase 

estacionaria  y empleando como fase móvil una mezcla de CH2Cl2-MeOH (9:1). De este 

proceso de separación se obtuvieron 84.9 mg de un aceite amarillo identificado como 9S,11R-

(+)-ascosalitoxina (83). 

 

9S,11R-(+)-Ascosalitoxina (83): [α]D +153 (c 0.1, CHCl3); UV (MeOH) λmax (log ε) 221 

(4.92) y 296 (4.51) nm; IR (KBr) νmax 3387, 2969, 1698, 1622, 1306, 1245 cm−1; 1H-RMN 

(400 MHz, CDCl3) δH (ppm): 12.84 (1H, s, HO-2), 10.24 (1H, s, H-7), 7.63 (1H, s, HO-4), 

6.27 (1H, s, H-5), 4.53 (1H, q, J = 6.8 Hz, H-9), 2.50 (1H, tq, J = 7.2, 6.8 Hz, H-11), 2.11 (3H, 

s, H-8), 1.57 (1H, ddq, J = 14.0, 7.5, 6.8 Hz, H-12), 1.43 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-14), 1.31 (1H, 

dquint, J = 14.0, 7.2 Hz, H-12), 1.09 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-15), 0.67 (3H, t, J = 7.5, 7.2 Hz, H-

13); 13C-RMN (100 MHz, CDCl3) δC (ppm): 215.5 (C-10), 191.5 (CHO-7), 164. 9 (C-2), 

162.2 (C-4), 142.8 (C-6), 111.6 (C-1), 110.8 (C-3), 107.5 (CH-5), 46.9 (CH-11), 44.2 (CH-9), 

25.4 (CH2-12), 18.8 (CH3-14), 17.5 (CH3-15), 11.6 (CH3-13), 7.1 (CH3-8); EM-IE m/z 264 

[M]+ (10), 246 (6), 208 (46), 180 (100), 162 (40), 85 (76); EM-AR-IE m/z 264.1344 [M]+ 

(calcd para C15H20O4, 264.1356). 
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3.5.2.4 Reducción y acetilación de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) 

 
16 mg del compuesto 83 se disolvieron en 1000 µL de MeOH y se adicionó gota a gota 

(20 μL) una solución de NaBH4 en MeOH (1 mg/mL). La mezcla de reacción permaneció en 

agitación durante 2 h a temperatura ambiente; posteriormente el MeOH se eliminó mediante 

una corriente de N2. El crudo de reacción se extrajo con AcOEt (3 × 10 mL); la fase orgánica 

resultante se secó sobre Na2SO4 y el disolvente se evaporó in vacuo. 

El crudo de reacción resultante fue disuelto en 400 µL de Ac2O−piridina (1:1) y se 

mantuvo durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reacción fue diluida con H2O 

(10 mL) y se realizaron extracciones con AcOEt (3 × 10 mL); la fase orgánica se lavó 

sucesivamente con una solución acuosa de HCl (3 × 10 mL), NaHCO3 (3 × 10 mL) y H2O (3 

× 10 mL) y finalmente se secó sobre Na2SO4 anhidro. El crudo de reacción se sometió a una 

purificación por CLAE-FN en una columna semi-preparativa µPorasil 125 Å, empleando 

como fase móvil n-hexano−AcOEt (70:30) y un flujo de 1.0 mL/min, obteniéndose al cabo del 

análisis dos aceites amarillos correspondientes a los compuestos 83-1 (4.5 mg) y 83-2 (1.4 

mg). 

 

Compuesto 83-1: aceite amarillo; [α]D +5.4 (c 0.34, CHCl3); 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δH 

(ppm): 7.02 (1H, s, H-5), 5.11 (2H, sa, H-7), 4.99 (1H, dd, J = 9.2, 3.9 Hz, H-10), 3.47 (1H, 

dq, J = 9.2, 7.1 Hz, H-9), 2.34 (3H, s, CH3CO2), 2.31 (3H, s, CH3CO2), 2.04 (3H, s, 

CH3CO2), 1.92 (3H, s, H-8), 1.78 (3H, s, CH3CO2), 1.23 (3H, d, J = 7.1 Hz, H-14), 0.92 (3H, 

t, J = 7.3 Hz, H-13), 0.87 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-15); 13C-NMR (CDCl3, 75.4 MHz) δC (ppm): 

170.7, 170.3, 168.7, 168.7 (4C, CH3CO2), 150.1 (C-4), 149.3 (C-2), 143.4 (C-6), 124.3 (C-3), 

122.0 (C-1), 118.9 (CH-5), 81.4 (CH-10), 57.4 (CH2-7), 35.8 (CH-11*), 35.7 (CH-9*), 22.5 

(CH2-12), 20.9, 20.8, 20.5, 20.5 (4CH3, COCH3), 18.6 (CH3-14), 16.1 (CH3-15), 11.7 (CH3-

13), 10.2 (CH3-8); EM-IE m/z 435 [M − 1]+ (1), 317 (10), 233 (65), 206 (65), 164 (100). 

 

Compuesto 83-2: [α]D −3.6 (c 0.1, CHCl3); 1H-NMR (300 MHz, CDCl3) δH (ppm): 6.87 (1H, 

s, H-5), 5.55 (2H, d, J = 15.5 Hz, H-7), 3.21 (1H, dd, J = 7.4, 4.8 Hz, H-10), 2.93 (1H, dq, J = 

7.2, 6.9 Hz, H-9), 2.32 (3H, s, CH3CO2), 2.31 (3H, s, CH3CO2), 1.92 (3H, s, H-8), 1.23 (3H, 

d, J = 6.9 Hz, H-14), 0.98 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-15), 0.91 (3H, t, J = 7.5 Hz, H-13); 13C-NMR 

(75.4 MHz, CDCl3) δC (ppm): 169.2, 168.9 (2C, CH3CO2), 148.3 (C-4), 145.0 (C-2), 138.4 



  Parte Experimental 
 

 43 

(C-6), 125.0 (C-1), 120.6 (C-3), 118.8 (CH-5), 84.1 (CH-10), 62.5 (CH2-7), 35.2 (CH-9), 32.6 

(CH-11), 22.7 (CH2-12), 20.8, 20.3 (2CH3, CH3CO2), 18.9 (CH3-14), 16.6 (CH3-15), 12.0 

(CH3-13), 9.7 (CH3-8); EM-IE m/z 333 [M − 1]+ (1), 275 (36), 236 (35), 208 (39), 194 (45), 

165 (100). 

 

 3.5.3 Establecimiento del perfil cromatográfico del extracto orgánico de 

Sporormiella minimoides 

 

El extracto orgánico de S. minimoides fue analizado por CLAE fase reversa en una 

columna de Symmetry C18 y empleando como fase móvil un sistema binario de CH3CN (A) y 

H2O (B). Se utilizó un programa de gradiente de 0-10 min, 30% A; 10-15 min, 60% A; 15-25 

min, 60% A; 25-28 min, 100% A. Las longitudes de onda utilizadas para la detección de los 

compuestos fueron de 220 y 255 nm. 

 

 3.5.3.1 Obtención de los metabolitos secundarios de la especie endófita S. 

minimoides 

 

 3.5.3.2 Aislamiento, purificación e identificación de corimbiferona (84) 

 

Al reconstituir el extracto orgánico total (1.63 g) de S. minimoides con CH2Cl2 

precipitaron espontáneamente 891 mg de un sólido café (FA), el cual se sometió a un proceso 

de purificación por CCA utilizando como fase estacionaria gel de sílice y como fase móvil una 

mezcla binaria (CH2Cl2-MeOH) con un incremento gradual de polaridad. Esta metodología 

generó un total de cinco fracciones (FA1-FA5). El análisis por CCF permitió corroborar que 

FA3 estaba constituida por un solo componente. Al evaporar el disolvente se obtuvieron 511 

mg de corimbiferona como un sólido amarillo con punto de fusión superior a los 210 °C 

(Overy et al., 2005). 

 

Corimbiferona (84): UV (MeOH) λmax: 212, 245, 276, 364 nm; IR (FTIR-ATR) νmax: 3474, 

3074, 2949, 1741, 1647, 1588, 1561, 1381 cm-1; 1H-RMN (700 MHz, CDCl3) δH (ppm): 14.56 

(1H, s, OH-8), 8.25 (1H, s, H-10), 6.57 (1H, s, H-7), 5.92 (1H, s, H-2), 4.06 (3H, s, OCH3-6), 
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3.96 (3H, s, OCH3-3); 13C-RMN (175 MHz, CDCl3) δC (ppm): 188.5 (C-1), 170.4 (C-8), 

167.5 (C-6), 165.0 (C-3), 156.0 (C-9), 152.1 (C-10), 136.9 (C-4a), 107.9 (C-4), 105.0 (C-8a), 

101.3 (C-2), 99.9 (C-7), 99.6 (C-5), 56.9 (OCH3-6), 56.3 (OCH3-3); EM-AR-FAB m/z 

275.0530 [M+1]+ (calcd. para C14H10O6, 275.0550). 

 

 3.5.3.3 Fraccionamiento secundario del extracto orgánico de S. minimoides 

 

Las aguas madres (735 mg) restantes del extracto total se sometieron a un proceso de 

fraccionamiento por CCA utilizando como fase estacionaria gel de sílice y como eluyentes, 

mezclas binarias de disolventes (Hex-CH2Cl2-MeOH) con un incremento gradual de 

polaridad. Este proceso generó un total de ocho fracciones (FI-FVIII). 

 

 3.5.3.4 Aislamiento, purificación e identificación de ziganein (85; 1,5-dihidroxi-3-

metilantraquinona) 

 

De la fracción FI (10.4 mg) precipitó un sólido color naranja (4.1 mg; p.f. 170-171 °C) 

tras un lavado con hexano (10 mL) identificado como ziganein (85) [Imre et al., 1974]. 

 

Ziganein (85): UV (MeOH) λmax: 224, 256, 287 nm; IR (FTIR-ATR) νmax: 3064, 2920, 1726, 

1669, 1623, 1455, 1382, 1266 cm-1; 1H-RMN (700 MHz, CDCl3) δH (ppm): 12.13 (1H, s, OH-

5), 12.02 (1H, s, OH-1), 7.83 (1H, dd, J = 0.7, 7.7 Hz, H-8), 7.68 (1H, dd, J = 7.7, 8.4 Hz, H-

7), 7.30 (1H, dd, J = 0.7, 8.4 Hz, H-6), 7.10 (1H, d, J = 0.7 Hz, H-2), 2.47 (3H, s, CH3-

11); 13C-RMN (175 MHz, CDCl3) δC (ppm): 192.5 (C-10), 182.0 (C-9), 162.7 (C-5), 162.4 

(C-l), 149.3 (C-3), 136.9 (C-7), 133.6 (C-8a), 133.3 (C-4a), 124.5 (C-6), 124.4 (C-2), 121.4 

(C-4), 119.8 (C-8), 115.3 (C-10a), 113.7 (C-9a), 22.3 (CH3-3); EM-AR-ESI m/z 254.0579 

[M+]+ (calcd. para C15H10O4, 254.0571). 
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 3.5.3.5 Aislamiento, purificación e identificación de 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-

metilnaftoquinona (86) 

 

 El fraccionamiento secundario de la fracción FIII (59.9 mg) mediante una CCA 

sobre Sephadex condujo a la obtención de cuatro fracciones FIII-1-FIII-4. La fracción FIII-3 

estaba constituida por un sólido naranja (86; 18.7 mg; p.f. 165-167 °C). 

 

5-Hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86): UV (MeOH) λmax (log ε): 220 (4.51), 265 

(4.09), 297 (3.96) nm; IR (FTIR-ATR) νmax: 3067, 2929, 1678, 1632, 1600, 1434, 1373, 1237 

cm-1; 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δH (ppm): 13.28 (1H, s, OH-5), 6.63 (1H, s, H-6), 6.02 

(1H, s, H-3), 3.90 (3H, s, OCH3-7), 3.88 (3H, s, OCH3-2), 2.52 (3H, s, CH3-8); 13C-RMN 

(125 MHz, CDCl3) δC (ppm): 189.4 (C-4), 181.2 (C-1), 164.2 (C-7), 162.8 (C-5), 161.0 (C-2), 

128.8 (C-8a), 126.8 (C-8), 108.4 (C-5a), 108.3 (C-3), 104.2 (C-6), 56.5 (OCH3-2), 56.2 

(OCH3-7), 12.6 (CH3-8); EM-AR-IE m/z 248.0684 (calcd para C13H12O5, 248.0680). 

 

 

3.5.3.6 Aislamiento, purificación e identificación de brocaenol B (87) 

 

 El fraccionamiento de la fracción FV (35.8 mg) mediante una CCA sobre Sephadex 

condujo a la obtención de tres fracciones secundarias FV-1-FV-3. La fracción FV-3 estaba 

constituida por un sólido blanco (15.2 mg; p.f. 195-198 °C) identificado como brocaenol B 

(Bugni et al., 2003). 

 

Brocaenol B (87): UV (MeOH) λmax: 233, 271, 313 nm; IR (FTIR-ATR) νmax: 3483, 3066, 

2926, 1748, 1625, 1594, 1474, 1326, 1228 cm-1; 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δH (ppm): 12.22 

(1H, s, OH-1), 8.13 (1H, s, H-7), 7.49 (H, t, J = 8.5 Hz, H-3), 6.83 (H, d, J = 8.5 Hz, H-2), 

6.82 (H, d, J = 8.5 Hz, H-4), 4.09 (H, s, H-15), 3.83 (1H, s, H-13), 1.80 (1H, s, H-11); 13C-

RMN (125 MHz, CDCl3) δC (ppm): 197.2 (C-5), 181.9 (C-9), 172.8 (C-7), 165.0 (C-12), 

164.9 (C-8), 160.8 (C-1), 152.5 (4a), 134.8 (C-3), 113.8 (C-6), 113.1 (C-2), 108.5 (C-9a), 

105.9 (C-4), 96.8 (C-8a), 84.8 (C-10a), 57.0 (C-25), 53.8 (C-13), 5.8 (C-11); EM-AR-IE m/z 

346.0685 (M+)+ (calcd. para C17H14O8, 346.0688). 
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3.5.3.7 Aislamiento, purificación e identificación de la 3,6-dimetoxi-8-metil-

1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona (88) y la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) 

 

 La resolución de la fracción FVI (21.5 mg) mediante CLAE fase reversa en una 

columna Symmetry C18, empleando como fase móvil un sistema binario isocrático de 

CH3CN-H2O (60:40), permitió el aislamiento de los metabolitos secundarios 88 (sólido 

blanco; 8.6 mg; p. f. 190-194 °C; tR 16.5 min) y 89 (sólido amarillo; 1.0 mg; p. f. 218-220 °C; 

tR 12.5 min). Las longitudes de onda utilizadas para la detección del compuesto fueron de 252 

y 280 nm. 

 Bajo las mismas condiciones de CLAE, se analizó la fracción FVII (31.4 mg) 

obteniendo 4.4 mg adicionales del compuesto 89. 

 

3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona (88): UV (CH3CN) λmax (log 

ε): 208 (4.47), 251 (4.12) 279 (4.25), 292 (4.24) nm; IR (FTIR-ATR) νmax: 3474, 2924, 1742, 

1651, 1614, 1582, 1465, 1353, 123, 1215 cm−1; 1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δH (ppm): 8.06 

(1H, s, H-10), 6.93 (1H, s, H-7), 5.86 (1H, s, H-2), 4.10 (3H, s, OCH3-6), 3.90 (3H, s, OCH3-

3), 2.92 (3H, d, J = 1.0 Hz, CH3-8); 13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δC (ppm): 185.4 (C-1), 

163.7 (C-6), 161.7 (C-3), 156.9 (C-9), 152.8 (C-8), 148.2 (C-10), 136.6 (C-4a), 118.8 (C-8a), 

115.2 (C-7), 108.5 (C-4), 105.5 (C-5), 104.1 (C-2), 56.6 (OCH3-6), 55.8 (OCH3-3), 24.9 

(CH3-8); EMAR-EI m/z 272.0687 (calcd para C15H12O5, 272.0684). 

 

3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-9-ona (89): UV (MeOH) 

λmax (log ε): 218 (4.55), 273 (4.45) and 341 (3.91) nm; IR (FTIR-ATR) νmax: 3291, 2941, 

1743, 1689, 1619, 1590, 1460, 1309 cm−1; 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δH (ppm): 10.78 

(1H, s, OH-3), 7.01 (1H, s, H-7), 6.61 (1H, s, H-2), 6.18 (1H, s, H-10), 3.93 (3H, s, OCH3-6), 

3.83 (3H, s, OCH3-1), 3.31 (3H, s, OCH3-10), 2.83 (3H, s, CH3-8); 13C-RMN (125 MHz, 

DMSO-d6) δC (ppm): 162.5 (C-6), 160.9 (C-9), 159.9 (C-3), 156.9 (C-1), 147.1 (C-8), 133.7 

(C-4a), 113.4 (C-7), 112.8 (C-8a), 102.4 (C-4), 100.8 (C-5), 97.5 (C-10), 95.7 (C-2), 56.8 

(OCH3-6), 56.3 (OCH3-1), 55.5 (OCH3-10), 25.8 (CH3-8); ESI-MS m/z (rel. int.): 304 (5, 

[M]+), 291(8), 273(100); EMAR-ESI m/z 304.0947 (calc. for C16H16O6, 304.0940). 
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3.5.3.8 Transformación de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-

diona (88) a la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-9-ona (89) 

 

A 4 mg de 88 fueron adicionados 0.7 mL de metanol. La mezcla se dejó en reposo 

durante 48 h a temperatura ambiente. La solución orgánica se concentró bajo presión reducida 

obteniéndose un sólido amarillo (4.1 mg). Los datos de 1H-RMN y EM-ESI para el producto 

de la reacción fueron idénticos a los del compuesto 89. 

 

3.6 Ensayos biológicos 

 

3.6.1 Evaluación cuantitativa del potencial fitotóxico de compuestos puros sobre 

la germinación y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus, Echinochloa 

crus-galli, Ipomea purpurea y Medicago sativa 

 

La determinación cuantitativa del potencial fitotóxico de los compuestos se realizó 

mediante el bioensayo de germinación y crecimiento radicular de cuatro especies de plantas de 

prueba: Amaranthus hypochondriacus L. (Amaranthaceae), Echinochloa crus-galli (L.) P. 

Beauv. (Poaceae), Ipomea purpurea L. (Convolvulaceae) y Medicago saltiva L. (Fabaceae), 

utilizando el método de dilución en agar. Estas especies representan a los dos grandes grupos 

de plantas superiores: dicotiledóneas y monocotiledóneas. 

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 5 cm de diámetro. Cada uno de los 

compuestos a evaluar se disolvió en MeOH (~200 µL) y se prepararon disoluciones de agar al 

2%, 5 mL de cada una de las disoluciones se adicionaron a cada caja Petri. Los compuestos 

puros se evaluaron utilizando concentraciones de 25, 50, 75 y 100 µg/mL. 

Se sembraron 10 semillas de cada una de las especies de prueba por caja Petri. Las 

cajas de Petri que contenían las semillas se incubaron en la oscuridad a 29 °C y la actividad 

fitotóxica se registró midiendo la longitud de las radículas y contando el número de semillas 

germinadas después de 24 horas para el caso de A. hypochondriacus, 36 horas para el caso de 

I. purpurea, y 72 horas para el caso de E. crus-galli y M. sativa. Paralelamente se evaluaron 

controles positivo y blanco. Como control positivo se utilizó la Tricolorina A a 50, 100, 150 y 
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500 µg/mL (Pereda-Miranda et al., 1993), así como Rival® (Glifosato: sal monoamoníca de N-

(fosfonometil)glicina) a 100, 250, 500 y 750 µg/mL. Como blancos se utilizaron agar 2% y 

agar 2%-MeOH. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados 

obtenidos se expresaron como concentraciones inhibitorias medias (CI50), las cuales fueron 

calculadas por regresión lineal a partir de los porcentajes del crecimiento radicular. Además 

los resultados fueron analizados mediante la prueba estadística ANOVA (p ≤ 0.5). 

 

3.6.2 Apagamiento de la fluorescencia extrínseca de la CaM mediante el empleo 

del biosensor hCaM M124-mBBr 

 

A una solución de la proteína hCaM M124C-mBBr (1 μM), obtenida mediante 

mutagénesis dirigida, se añadió a una solución amortiguadora (10 mM acetato de potasio [pH 

5.1] y 10 mM CaCl2) y el ligante disuelto en DMSO. El espectro de emisión de fluorescencia 

fue adquirido con ranuras de excitación y emisión de 4 y 8 nm, respectivamente. La longitud 

de onda de excitación fue de 381 nm y la longitud de onda de emisión para las medidas fue de 

415 a 550 nm. El grado de saturación de hCaM M124-mBBr con el ligando fue calculado por 

los cambios en fluorescencia ocasionados por la unión del ligando. El apagamiento de la 

fluorescencia se midió en un espectrofluorímetro ISS-PC1, con las muestras en agitación a 37° 

C. 

 

3.6.3 Efecto vasorrelajante de la E/Z vermelhotina (82) sobre las contracciones 

inducidas por noradrenalina en anillos de aorta de rata 

 

La actividad vasorrelajante se realizó en anillos de aorta de ratas Wistar (200–300 g) 

adaptadas a las condiciones estándares del bioterio: temperatura de 25 °C, humedad relativa de 

45–65%, ciclos de 12 h luz/oscuridad y alimento/agua ad libitum. 

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-

062-ZOO-1999) y a las recomendaciones realizadas por el Comité Institucional para el 

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio para Pruebas Farmacológicas y Toxicológicas. 

Para la obtención del tejido, los animales fueron anestesiados con pentobarbital (1 

mL/2.5 kg de peso) y sacrificados por dislocación cervical. Posteriormente, se realizó una 
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disección en el abdomen del animal para aislar la aorta; luego la aorta torácica se removió, 

limpió, y cortó en anillos de alrededor de 3–5 mm de longitud. De manera adicional, en 

algunos de los anillos aórticos se retiró el endotelio mediante procedimientos manuales. 

Para determinar el efecto sobre la contracción o relajación en los anillos de aorta, cada 

pieza de tejido se suspendió en una cámara de órgano aislado que contenía solución de Ringer 

Krebs (NaCl 118 mM, KCl 4.7 mM, KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, CaCl2 2.5 mM, 

NaHCO3 25 mM, EDTA 0.026 mM y glucosa 11.4 mM: pH 7.4) a 37 °C con burbujeo 

constante de una mezcla gaseosa de O2/CO2 (95:5). Los tejidos se colocaron bajo una tensión 

de reposo de 3 g y se dejaron estabilizar durante 30 min, realizando lavados cada 15 minutos 

con la solución de Krebs. Las contracciones se registraron con un transductor de fuerza 

isométrica Grass Modelo FT 03, conectado a un polígrafo BIOPAC system UIM 100C. 

Posterior al período de estabilización, se continuó con un periodo de sensibilización del tejido 

con noradrenalina (0.1 µM) durante 10 min en tres ocasiones a intervalos de 30 minutos, en 

cada intervalo los tejidos se lavaron con solución de Krebs fresca. La ausencia o presencia de 

la capa endotelial se confirmó por la falta de una respuesta relajante inducida por carbacol (1 

µM). 

Para determinar el efecto vasorrelajante de vermelhotina, se contrajo con noradrenalina 

(NA) [1 µM], y una vez que la contracción es sostenida, se agregaron concentraciones 

acumulativas del compuesto de prueba (Figura 13). 

 

 
Figura 13. Representación esquemática del experimento vasorrelajante de la E/Z vermelhotina 

(82). 
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3.6.4 Toxicidad aguda de la E/Z vermelhotina (82) 

 

La evaluación de la toxicidad aguda potencial de la vermelhotina (82) se estableció de 

acuerdo al procedimiento descrito por Lorke (1983). En la primera fase del experimento; doce 

animales divididos en grupos de tres se trataron vía oral con el compuesto (10, 100 y 1000 

mg/kg) y el vehículo. En la segunda fase, aplicando los criterios establecido por Lorke, las 

dosis administradas fueron 1600, 2900 y 5000 mg/kg. En cada fase experimental, los animales 

se observaron durante 14 días y al término del ensayo, todos los animales se sacrificaron por 

dislocación cervical, para realizar una disección en el abdomen y así aislar los órganos vitales 

(hígado, riñón, corazón, estómago). Cada órgano fue analizado macroscópicamente con la 

finalidad de poder observar algún daño o alteración morfológica. Los animales que fallecieron 

en el transcurso del experimento también fueron sujetos al mismo análisis post-morten. La 

DL50 (dosis que produce la mortalidad del 50% de los animales evaluados) se determinó 

mediante el cálculo de la media geométrica de las dosis ensayadas (Lorke, 1983). 

 

3.7 Estudios de Acoplamiento Molecular 

 

El estudio de acoplamiento molecular se llevó a cabo usando la estructura 

cristalográfica de la proteína CaM con TFP (PDB code 1LIN.pdb). Los compuestos fueron 

construidos usando el programa HyperChem y optimizados geométricamente usando el 

programa Gaussian 09 con un nivel de teoría DTF B3LYP/3-21G. El acoplamiento molecular 

consistió en la generación de mapas electrostáticos para cada tipo de átomo que participa en el 

mismo, en una caja de 60×60×60 Å. Un análisis de acoplamiento refinado se llevó a cabo en 

una caja más pequeña, 30×30×30 Å. 

Los programas utilizados para el acoplamiento molecular y su análisis fueron los 

siguientes: AutoDock 4.2 revision 1.69 (1991-2007), AutoDockTools versión 1.5.0 revisión 7 

(1999-2007) y PyMOL (DeLano 2004), sobre un sistema operativo UNIX usando la 

supercomputadora KANBALAM HP CP 4000, la cual contiene 1368 procesadores AMD 

Opteron, 3 terabyte de memoria y 160 terabyte de almacenamiento 

(http://www.super.unam.mx). 

 

http://www.super.unam.mx/
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3.8 Cálculos de Modelado Molecular 

 

La construcción y análisis conformacional se llevó a cabo utilizando el programa 

Spartan ´04. Se realizó una búsqueda conformacional Monte Carlo para las estructuras de 

estudio utilizando el campo de fuerza de mecánica molecular MMFF94 (Molecular Mechanics 

Force Field). Cada confórmero fue geométricamente optimizado utilizando el funcional de la 

teoría DFT y el método híbrido B3LYP con el conjunto de funciones de base DGDZVP 

(B3LYP/DGDZVP). Las estructuras totalmente optimizadas se utilizaron para calcular los 

parámetros termoquímicos y las frecuencias a 298 K y 1 atm. La selección de confórmeros se 

basó en la diferencia de energía, considerando un intervalo de 0 a 10 kcal/mol, rango 

seleccionado con el fin de tener una amplia ventana de confórmeros en la distribución de 

Boltzmann. 

Las constantes de acoplamiento JH-H vecinales y los valores de [α]D para los 

confórmeros optimizados se calcularon empleando el programa Gaussian 09 utilizando la 

opción SpinSpin durante los cálculos de RMN por el método GIAO. Todos los cálculos de 

mecánica cuántica, RMN y rotación óptica se realizaron utilizando el programa Gaussian 

W09, en un sistema operativo Linux a través de la supercomputadora KANBALAM HP CP 

4000. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

4.1 Selección primaria de las especies fúngicas MEXU 26343 y Sporormiella minimoides 

 

La presente investigación se desarrolló como parte de un proyecto enfocado al 

descubrimiento de nuevos inhibidores de la proteína CaM a partir de especies fúngicas 

endófitas selectas obtenidas de plantas medicinales de México. En este caso los dos 

aislamientos seleccionados, MEXU 26343 y Sporormiella minimoides, se obtuvieron de la 

especie Hintonia latiflora (Rubiaceae). 

El trabajo se inició con la selección primaria de los dos aislamientos endófitos 

considerando fundamentalmente los resultados obtenidos al evaluar el efecto de sus extractos 

orgánicos sobre el apagamiento de la fluorescencia extrínseca de un biosensor de CaM (hCaM 

M124C-mBBr), así como los rendimientos y complejidad de los mismos. El apagamiento de la 

fluorescencia del biosensor indica a priori que los extractos contienen ligantes de CaM. Por 

otro lado, en el caso de MEXU 26343, además se tomó en cuenta su carácter de especie nueva 

(vide infra). 

Las condiciones de cultivo para ambos aislamientos fueron las siguientes: arroz, como 

medio de cultivo, 30 días de fermentación a temperatura ambiente, y ciclos de luz-oscuridad 

de 12×12 horas. De tal forma que MEXU 26343 y Sporormiella minimoides apagaron la 

fluorescencia extrínseca del biosensor en un 50 y 30 %, respectivamente. 

Posteriormente, el proceso se repitió en mediana escala con la finalidad de obtener un 

mejor rendimiento de los extractos para la obtención de los principios activos. Una vez 

purificados, estos productos se caracterizaron estructuralmente por métodos espectroscópicos, 

químicos y computacionales; a continuación se evaluaron los metabolitos secundarios como 

inhibidores de la proteína CaM mediante el monitoreo del apagamiento de la fluorescencia de 

hCaM M124C-mBBr y hCaM V91C-mBBr; y finalmente los compuestos que resultaron 

activos se sometieron a estudios de acoplamiento molecular para establecer el posible sitio de 

interacción con la CaM. 
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4.2 Estudio químico del endófito novedoso MEXU 26343 

 

La propuesta de especie nueva de MEXU 26343 se comprobó mediante el análisis de 

la secuencias de las subunidades ribosomales 28S (28S rARN) e ITS (Espaciador Transcrito 

Interno), y su posterior comparación con la base de datos del GenBank. Los resultados 

indicaron que no existía similitud entre las secuencias de MEXU 26343 y las depositadas en el 

GenBank para otros aislamientos. Sin embargo, fue posible concluir que existía una estrecha 

relación con especies del orden de los Pleosporales (Figura 14). Los datos de secuencia de 

MEXU 26343 fueron depositados en el GenBank con los siguientes números de acceso: 

JN870279 (28S rRNA) y JN870280 (ITS). 

 
Figura 14. Árbol filogenético de MEXU 26343 (Endophyte 39140-2) basado en la subunidad 

28S ribosomal. 
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4.2.1 Obtención y caracterización E/Z vermelhotina (82) y 9S,11R-(+) 

ascosalitoxina (83) 

 

Del extracto orgánico activo del cultivo de MEXU 26343 en mediana escala, 

utilizando varias técnicas cromatográficas, se obtuvieron dos metabolitos secundarios 

caracterizados como E/Z de vermelhotina (82) y 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) [Figura 15]. 

La caracterización de los metabolitos aislados se realizó mediante la aplicación de métodos 

espectroscópicos (IR, UV, 1H y 13C-RMN, HSQC, HMBC, NOESY, COSY) y de 

espectrometría de masas (EM-ESI y EM-IE). El producto 83 se describe por vez primera en la 

naturaleza, en tanto que los datos espectroscópicos y espectrométricos de la mezcla de E/Z de 

vermelhotina concuerdan con los descritos previamente en la literatura para la E/Z 

vermelhotina (82) [Hosoe et al., 2006; Kasettrathat et al., 2008]. 

 

  

E-vermelhotina (82a) Z-vermelhotina (82b) 

  

 
9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) 

Figura 15. Metabolitos fúngicos aislados de MEXU 26343. 

 

El compuesto 82 se obtuvo como un sólido amorfo naranja, soluble en AcOEt, 

CH2Cl2, CHCl3, MeOH y H2O. Su fórmula molecular se estableció por EM  de alta 

resolución (EM-AR-ESI) como C12H11NO3 con un índice de deficiencia de hidrógenos de 

ocho. 

O
HN

O

O
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Los espectros de RMN del compuesto 82 se obtuvieron inicialmente en CDCl3, 

observándose dos conjuntos de señales que se atribuyeron a una mezcla de isómeros E/Z en 

una proporción 6:4 (Figura 16; Tabla 5). El análisis por CLAE-FN permitió corroborar que 

efectivamente el producto que inicialmente se obtenía puro, se transformaba en una mezcla de 

isómeros. Cabe mencionar que fue factible detectar la mezcla de isómeros geométricos debido 

a que la velocidad de interconversión de uno y otro fue menor que el tiempo de registro. El 

análisis de los espectros de RMN indicó que 82 presenta un fragmento estructural similar al 

ácido tetrámico (pirrolidina-2,4-diona) [Royles, 2001]: dos grupos carbonilos (δC 172.3 y 

192.7), un protón de amida (δH 5.86) y un grupo metileno (δH/δC 3.79/50.4). 

 

ácido tetrámico 

 
 

 

Tabla 5. Datos espectroscópicos de la mezcla isomérica de E/Z vermelhotina (82) en CDCl3 (1H a 500 
MHz y 13C a 125 MHz). 

Posición 
Isómero E  Isómero Z 

δC δH, mult. (J en Hz) HMBC  δC δH, mult. (J en Hz) 
2 172.3    172.4  
3 98.1    97.9  
4 192.7    194.8  
5 50.4 3.79, s 2, 4  50.9 3.82, s (H-5) 
6 165.5    166.7  
7 116.0 8.17, d (9.2) 6, 9  116.5 8.18, d (9.2) 
8 141.5 7.40, dd (9.2, 7.5) 6, 9, 10  141.9 7.40, dd (9.2, 7.5) 
9 107.6 6.29, d (7.0) 7, 10, 11  107.5 6.28, d (7.0) 
10 158.7    158.8  
11 122.1 6.17, dq (15.3, 1.7) 9, 10, 12, 13  122.1 6.1, dq (15.3, 1.7) 
12 138.6 7.42, dq (15.3, 7.1) 10, 13  139.3 7.39, dq (15.3, 7.1) 
13 18.9 2.02, dd (7.1, 1.7) 10, 11, 12  19.0 2.00, dd (7.1, 1.7) 
NH  5.86, s    5.64, s 
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Figura 16. Espectro de 13C-RMN de la E/Z vermelhotina (82) (125 MHz, CDCl3). 

 
También se observaron señales para cinco protones olefínicos, tres de los cuales se 

acoplan entre sí. Los otros dos corresponden a una cadena lineal de tres carbonos con una 

doble ligadura trans a juzgar por el valor de la constante de acoplamiento de J = 15.3 Hz; el 

tercer carbono de la cadena se caracterizó como un metilo unido a doble ligadura. El análisis 

de las correlaciones HMBC permitieron posteriormente generar dos fragmentos con los dos 

conjuntos de señales recién descritos: un anillo de pirano sustituido por un propenilo. 

Finalmente, el segundo sustituyente del anillo de pirano que permitiria establecer la estructura 

de 80 debía ser el ácido tetrámico. 

Los cuadros de conectividad observados en el espectro HMBC (Figura 17) permitieron 

corroborar como se unen los fragmentos estructurales detectados y que el producto aislado 

corresponde a la mezcla de isómeros E/Z vermelhotina. 
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Figura 17. Espectro de HMBC de la E/Z vermelhotina (80), mostrando las correlaciones señaladas en 
la estructura.  



  Resultados 
 

 59 

 
En 2006, Hosoe y colaboradores publicaron la estructura por rayos X de la E-

vermelhotina (82a) y los datos de RMN en CDCl3 de dicho isómero en esa ocasión; la E-

vermelhotina se obtuvo a partir de un hongo no identificado IFM 52672 y los autores no hacen 

mención del equilibrio entre los dos isómeros que debió observarse al registrar los espectros 

de RMN en CDCl3 (Hosoe et al., 2006). Posteriormente en 2008 Kasettrathat y colaboradores 

reportan la E/Z vermelhotina en una proporción 1:2 y concluyen que es imposible separar la 

mezcla por CLAE debido a la rápida interconversión. 

En el presente trabajo se registraron también los espectros de RMN en diferentes 

disolventes con la finalidad de ver el comportamiento de la mezcla de isómeros (Tablas A1 y 

A2). Cuando los espectros se registraron en presencia de TFA-d (Tabla 6) se pudo detectar un 

solo conjunto de señales (Figura 18). 

 

Tabla 6. Datos espectroscópicos del compuesto 82 en CDCl3+TFA-d (1H a 300 MHz y 13C a 75 MHz). 
Posición δC δH, mult. (J en Hz) HMBC 

2 174.5   
3 95.7   
4 193.8   
5 51.5 4.22, s 2, 4 
6 167.9   
7 116.3 8.28, d (9.0) 3, 6, 8, 9 
8 148.4 7.99, dd (8.7, 7.8) 6, 7, 10 
9 112.2 6.85, d (7.5) 7, 8, 9, 10 

10 163.3   
11 121.5 6.38, dd (15.5, 1.5) 9, 10, 13 
12 145.1 7.48, dq (15.3, 6.9) 10, 13 
13 19.3 2.12, dd (6.9, 1.5) 10, 11, 12 

 

La presencia de un solo conjunto de señales se debe a la formación del trifluoroacetato 

de pirilio 82c; en este producto el enlace C3-C6 es sencillo, por lo tanto ya no hay posibilidad 

de generar isómeros geométricos. 
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82c 

 

 
 

Figura 18. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) (300 MHz, CDCl3+TFA-d). 
 

 La formación de la sal 82c o de las especies zwitteriónicas 82a-1' y 82b-1' (Figura 

19), podrían explicar la solubilidad de vermelhotina en agua; cabe mencionar que en los 

espectros de RMN registrados en MeOH y H2O, disolventes próticos, se observan también 

señales para un solo producto (Espectros A13-A18). 
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Figura 19. Equilibrio isomérico y conformacional de la E/Z vermelhotina (82). 

 

Los cálculos de DFT con un nivel de teoría B3LYP/DGDZVP, establecieron que los 

confórmeros 82a-1 y 82b-1 son los más estables, y que la contribución del isómero E respecto 

al isómero Z en la mezcla es de 64.2% y 35.8%, respectivamente, corroborando la información 

obtenida en los espectros de RMN. 
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4.2.2 Elucidación estructural de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) 

 

El compuesto 83 se aisló como un aceite amarillo (84.9 mg), ópticamente activo. El 

espectro de masas de alta resolución (EM-AR-IE) permitió establecer la fórmula molecular 

C15H20O4 y un índice de insaturación de seis. 

El análisis detallado de los espectros de RMN uni y bidimensionales (Tabla 7) 

permitieron establecer la presencia de un núcleo similar al del aldehído salicílico (δC 191) el 

cual posee un anillo de benceno pentasustituido (δH/δC 6.27/107.5, 110.8, 111.6, 142.8, 162.2 

y 164.9) con dos grupos hidroxilo (δH 7.63 y 12.84), un metilo (δH/δC 2.11/7.1), y una cadena 

lateral con una función cetona (δC 215). La cadena lateral posee también dos grupos metilo 

(δH/δC 1.09, d, J = 7.2 Hz/17.5 y 1.43, d, J = 6.8 Hz/18.8). La señal en δH 12.84 es consistente 

con la presencia de un grupo hidroxilo quelado orto al grupo aldehído. 

 
Tabla 7. Datos espectroscópicos de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3 (1H a 400 MHz y 13C a 

100 MHz). 

Posición δC δH, mult. (J en Hz) HMBC NOESY 

1 111.6  5, 7, 9  
2 164.9  OH-2, 7, 8  
3 110.8  8  
4 162.2  5, 8  
5 107.5 6.27, s 8, 9 14 
6 142.8  9, 14  
7 191.5 10.24, s  9 
8 7.1 2.11, s   
9 44.2 4.53, q (6.8) 5, 14 7, 14, 15 
10 215.5  9, 14, 15  
11 46.9 2.50, tq (6.8, 7.2) 13, 15 12, 15 
12 25.4 1.57, ddq (14.0, 7.5, 6.8) 

13, 15 13 
1.31, dquint (14.0, 7.2) 

13 11.6 0.67, t (7.2, 7.5) 11, 12 12 
14 18.8 1.43, d (6.8) 9 5, 9 
15 17.5 1.09, d (7.2) 11, 12 9, 11 

OH-2  12.84, s   
OH-4  7.63, s   
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Las correlaciones HMBC de C-2 y C-4 confirmaron la posición de los grupos metilo e 

hidroxilo en C-3 y C-4, respectivamente. Las correlaciones en los espectros NOESY y HMBC 

confirman la posición de los sustituyentes en el anillo aromático y en la cadena lateral y por lo 

tanto la estructura del compuesto 83. Los datos espectroscópicos fueron idénticos a los 

reportados para la toxina fúngica ascosalitoxina, aislada de Ascochyta pisi var. pisi, sin 

embargo, la configuración absoluta de los centros estereogénicos no fue descrita en esa 

ocasión (Evidente, et al., 1993). 

Para determinar la configuración absoluta en los carbonos C-9 y C-11 de la 

ascosalitoxina se realizaron transformaciones químicas del producto natural y cálculos de 

modelado molecular. De esta manera, se inició la búsqueda conformacional de cada uno de los 

cuatro posibles diastereoisómeros de 83 (83a – 83d); este procedimiento se realizó en el 

programa Spartan 04 utilizando el campo de fuerza de mécanica molecular MMFF94, seguida 

de la optimización geométrica de cada confórmero con DFT a un nivel de teoría 

B3LYP/DGDZVP utilizando el programa Gaussian 09 (Figura 20). 

Un análisis detallado de cada una de las estructuras de mínima energía permitió 

descartar las moléculas duplicadas. Para cada uno de los diastereoisómeros se obtuvieron 

veinte confórmeros de mínima energía, seleccionados a partir del valor energético que 

presentaron (0−3 kcal/mol), y con los cuales posteriormente se calcularon los valores de 

rotación óptica especifica ([α]D). En las tablas 8, A3, A4 y A5 se muestran los valores teóricos 

de energía libre (∆G), población (P), valores de ángulos diedros y [α]D para cada una de las 

estructuras analizadas. 

El primer análisis de los resultados indicó que los diastereoisómeros 83c (9R,11R) y 

83d (9R,11S), que presentaron valores calculados de rotación óptica negativos, fueron 

descartados como posibles estructuras del producto natural. En tanto que 83a (9S,11R) y 83b 

(9S,11S) presentaron un valor teórico de rotación óptica positivo (Tabla 8 y A3; Figura 20), al 

igual que el producto natural aislado que presentó un valor experimental de [α]D de +153. 

Entre los valores de rotación óptica experimental del producto natural 83 y el valor calculado 

para 83b se observó una diferencia significativa, por lo tanto 83a (9S,11R) representa la mejor 

opción estructural para 83. 
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83a (9S,11R) 

DFT calculated [α]D = +157 

 
83b (9S,11S) 

DFT calculated [α]D = +167 

 

83c (9R,11R) 
DFT calculated [α]D = –167 

 

83d (9R,11S) 
DFT calculated [α]D = –157 

 
Figura 20. Estructuras de mínima energía de los cuatro posibles diastereoisómeros del producto 

natural 83. 
 

El análisis detallado del espectro NOESY proporcionó una evidencia en favor del 

diasteroisómero 9S,11R, ya que se observa una clara correlación entre los protones H-9 y el 

CH3-15 (Figura 21). Un análisis detallado de las estructuras de mínima energía de los 

diastereoisómeros 83a y 83b indicaron una marcada preferencia para 83a, dado que los 

valores de los ángulos diedros para los fragmentos C6−C9−C10−C11 y C9−C10−C11−C12 

son alrededor de −75° y +145°, respectivamente (Figura 22). Estos valores se pueden observar 

en los primeros siete conformeros enlistados en la tabla 8. Esto implica que H-9 es muy 

cercano a los protones del CH3-15, con una distancia aproximada de 2.4 Å. En contraste, la 

distancia entre los mismos protones para el isómero 83b es de aproximadamente 4.7 Å, 

eliminando la posibilidad de observar una correlación entre H-9 y CH3-15, y a 83b como la 

estructura del producto natural. 
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Tabla 8. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados,c y valores de [α]D 
calculados con DFTd para los veinte confórmeros más relevantes de la 9S,11R-(+)-
ascosalitoxina (83a). 

Conformero ΔGa P (%)b D1 D2 D3 D4 D5 [α]D 

1 0.000 40.96 +180 -53 -86 +150 -68 177.66 
2 0.306 24.17 +180 -48 -81 +144 -175 165.56 
3 0.527 15.85 0 -53 -81 +149 -68 166.06 
4 0.767 10.39 +1 -46 -73 +141 -175 123.81 
5 1.782 1.92 -1 +118 -70 +149 -67 59.27 
6 2.004 1.40 0 +120 -62 +134 -175 66.04 
7 2.191 1.02 -179 +118 -69 +149 -67 63.54 
8 2.369 0.74 +180 -47 -107 +65 +67 160.72 
9 2.488 0.60 1 -106 61 +118 -174 1.26 

10 2.508 0.60 +180 -43 -98 -73 -60 127.62 
11 2.612 0.49 0 -46 -74 +141 +73 214.09 
12 2.616 0.49 0 -103 +58 +134 -65 -36.19 
13 2.709 0.39 0 -42 -95 -75 -60 116.23 
14 3.025 0.23 +179 -104 +57 +134 -65 -31.97 
15 3.218 0.17 -1 -63 -158 +119 -63 -98.54 
16 3.220 0.17 0 +114 -146 +92 -171 -372.28 
17 3.223 0.17 0 -45 -103 +68 +68 145.88 
18 3.549 0.10 1 +116 -160 +120 -64 -315.68 
19 3.635 0.09 0 +118 -60 +114 +67 99.72 
20 4.032 0.04 0 +122 -52 +175 +74 156.57 

Valor promedio teórico de [α]D
e 157.18 

Valor experimental de [α]D
f 153 

a Energía libre de Gibbs calculada por DFT B3LYP/DGDZVP en kcal mol-1 relativa al valor absoluto 
de G para el mínimo global –554,957.611 kcal mol-1. bEn porcentaje a partir de los valores de ΔG a 298 
K y 1 atm. cÁngulos diedros en grados D1: (C3C4OH), D2 (C5C6C9C10), D3 (C6C9C10C11), D4 
(C9C10C11C12), D5 (C10C11C12C13). dValores de [α]D calculados por DFT B3LYP/DGDZVP en 
grados [dm g/cm3]-1. eCalculado con la ecuación Σi [α]D

i × Pi, donde [α]D
i es el valor de [α]D teórico y 

Pi es la población para el n-ésimo confórmero. fRegistrado en CHCl3. 
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Figura 21. Espectro de NOESY de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) mostrando la interacción H-9/H-

15. 

 

83a (9S,11R) 

 

83b (9S,11S) 

 

Figura 22. Estructuras de mínima energía de los diastereoisómeros 83a y 83b. Las 
correlaciones NOESY entre H-5/H-9 y H-9/Me-15 observadas en el espectro están marcadas en el 
diastereoisómero 83a. 
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Otra evidencia adicional a favor de la estructura 83a se obtuvo a partir de la 

transformación química del compuesto 83 en 83-2 y la comparación de sus constantes de 

acoplamiento experimentales y teóricas calculadas. Así, la reducción del producto natural con 

NaBH4 y la posterior acetilación de la mezcla de reacción con anhídrido acético y piridina 

condujo a la obtención del derivado tetraacetilado 83-1 y del éter cíclico 83-2 (Figura 23), este 

último formado durante la acetilación por un ataque nucleofílico de la función oxígenada en 

C-10 a C-7. 

 

 
Figura 23. Transformaciones químicas del producto 83 para generar los derivados 83-1 y 83-2. 

 

La purificación de los compuestos 83-1 y 83-2 se llevó a cabo por CLAE-FR y la 

caracterización se realizó mediante la aplicación de métodos espectroscópicos (1H y 13C-

RMN) y de espectrometría de masas (EM-ESI y EM-EI). El compuesto 83-1 se purificó como 

un aceite amarillo (4.5 mg) ópticamente activo. El espectro de masas de alta resolución 

permitió establecer su fórmula molecular como C23H32O8. Los espectros de RMN (Tabla 9) 

permitieron establecer la presencia de señales para un alcohol bencílico acetilado (δH/δC 

5.11/57.4), un carbinol secundario acetilado (δH/δC 4.99, dd, J = 9.3 y 3.9 Hz/81.4), y cuatro 

grupos acetilo. 
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Tabla 9. Datos espectroscópicos de los derivados 83-1 y 83-2 en CDCl3 (1H a 300 MHz y 13C 
a 75 MHz). 

Posición 
83-1  83-2 

δC δH, mult. (J en Hz)  δC δH, mult. (J en 
Hz) 

1 122.0   125.0  
2 149.3   145.0  
3 124.3   120.6  
4 150.1   148.3  
5 118.9 7.02, s  118.8 6.87, s 
6 143.4   138.4  
7 57.4 5.11, s  62.5 5.55, d (15.5) 
8 10.2 1.92, s  9.7 1.92, s 
9 35.7 3.47, dq (9.2, 7.1)  35.2 2.93, dq (7.2, 6.9) 
10 81.4 4.99, dd (9.2, 3.9)  84.1 3.21, dd (7.4, 4.8) 
11 35.8   32.6  
12 22.5   22.7  
13 11.7 0.92, t (7.3)  12.0 0.91, t (7.5) 
14 18.6 1.23, d (7.1)  18.9 1.23, d (6.9) 
15 16.1 0.87, d (6.9)  16.6 0.98, d (6.9) 

(CH3CO) 20.9, 20.8 
20.5, 20.5 

2.34, 2.31, 
2.04, 1.78, s 

 20.8 
20.3 

2.32, 2.31 

CH3CO 170.7, 170.3 
168.7, 168.7   

169.2 
168.9  

 

El espectro de masas del derivado cíclico 83-2 (1.4 mg), permitió establecer la fórmula 

molecular C19H26O5 para este producto. El análisis de los espectros de RMN (Tabla 9) 

permitió detectar las señales de dos grupos acetilo, un metileno bencílico como un sistema AB 

(δH 4.65 y 4.42, H-7, ecuatoial/axial); dos protones no bencilicos en δH 3.21 (dd, J = 7.3; 4.7 

Hz) y 2.93 (dq, J = 7.2 and 6.9 Hz) correspondientes a los protones H-10 y H-9, 

respectivamente. Adicionalmente una correlación NOESY entre H-7ax y H-10 confirmó la 

formación de producto cíclico. 

El estudio teórico se realizó con los diastereoisómeros de los dos productos de reacción 

que consideraban la configuración S en el C-9, dado que dicha configuración confiere el signo 

positivo en el valor de [α]D experimental del producto natural; se realizó un análisis 

conformacional de los diastereoisómeros del compuestos 83-1 y del compuesto 83-2 mediante 

mecánica molecular (Figura 24 y 25), utilizando el campo de fuerza MMFF94. 

Posteriormente, cada confórmero de mínima energía fue optimizado geométricamente 
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mediante DFT a un nivel de teoría B3LYP/DGDZVP. A continuación, se calcularon las 

constantes de acoplamiento vecinales (JH-H), para cada uno de los diastereoisómeros, mediante 

la sumatoria de valores de cada confórmero en función de la fracción molar (Cerda-García-

Rojas y Pereda-Miranda, 1999; Tabla A6 y A7). Finalmente, se realizó un análisis 

comparativo entre las constantes de acoplamiento teóricas y las experimentales empleando el 

estadístico del error medio cuadrático (EMC). 

El análisis comparativo de los valores de las constantes de acoplamiento vecinales (JH-

H) teóricas y los valores experimentales de cada uno de los compuestos, permitió establecer las 

siguientes conclusiones (Tabla 10 y 11): la menor diferencia significativa entre los valores de 

las constantes de acoplamiento teóricas respecto a las experimentales se obtuvieron con los 

diastereoisómeros 83-1a (9S,10R,11R) y 83-2a (9S,10R,11R). Estos resultados confirman la 

configuración absoluta de S para el C-9 y R para el C-11. 

 

 
 

83-1a (9S,10R,11R) 83-1b (9S,10R,11S) 

  
83-1c (9S,10S,11R) 83-1d (9S,10S,11S) 

 

Figura 24. Diastereoisómeros de menor energía del derivado 83-1. 
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Tabla 10. Valores de las constantes de acoplamiento vecinales (JH-H) teóricas y experimentales, de los 
diastereoisómeros del producto 83-1, y criterio estadístico EMC. 

Diastereoisómero J9-10 J10-11 EMC 

83-1a (9S,10R,11R) 9.47 3.16 0.56 

83-1b (9S,10R,11S) 9.77 1.92 1.43 

83-1c (9S,10S,11R) 9.96 1.74 1.62 

83-1d (9S,10S,11S) 9.07 2.60 0.93 

Valor Experimental 9.20 3.90  

 

 

  
83-2a (9S,10R,11R) 83-2b (9S,10R,11S) 

  
83-2c (9S,10S,11R) 83-2d (9S,10S,11S) 

 

Figura 25. Diastereoisómeros de menor energía del producto 83-2. 

 



  Resultados 
 

 71 

Tabla 11. Valores de las constantes de acoplamiento vecinales (JH-H), teóricas y experimentales, de los 
diastereoisómeros del producto 83-2, y criterio estadístico EMC. 

Diastereoisómero J9-10 J10-11 EMC 

83-2a (9S,10R,11R) 7.47 2.51 1.62 

83-2b (9S,10R,11S) 8.88 1.92 2.29 

83-2c (9S,10S,11R) 2.49 8.81 4.48 

83-2d (9S,10S,11S) 2.51 8.93 4.53 

Valor Experimental 7.40 4.80  

 

4.3 Obtención de los metabolitos secundarios de Sporormiella minimoides 

 

El fraccionamiento preliminar del extracto orgánico (1.63 g) del medio de cultivo, 

utilizando diversas técnicas cromatográficas condujo al aislamiento y purificación de tres 

metabolitos secundarios novedosos caracterizados como 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-

metilnaftoquinona (86), 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona (88), y 3-

hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-benzo[de]isochromen-9-ona (89). De manera 

adicional, se aislaron y purificaron la corimbiferona (84), la ziganeina (85) y el brocaenol B 

(87) [Figura 26]. 

 

   
(84) (85)  (86) 

   

   

(87) (88) (89) 

  
Figura 26. Metabolitos secundarios de Sporormiella minimoides. 
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4.3.1 Caracterización de los metabolitos secundarios aislados de S. minimoides 

 

La caracterización de los metabolitos aislados se realizó mediante la aplicación de 

métodos espectroscópicos (IR, UV, RMN) y espectrométricos de masas (EM-FAB, EM-ESI y 

EM-EI). Los resultados obtenidos para los compuestos 84–85 y 87 concuerdan con los 

descritos previamente en la literatura (Overy, et al., 2005; Imre et al., 1973; Bugni et al., 

2002). 

 

4.3.2 Elucidación estructural de la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona 

(86) 

 

La fórmula molecular del compuesto 86 se estableció por espectrometría de masas de 

alta resolución (EM-AR-EI) como C13H12O5, con un índice de deficiencia de hidrógenos de 

ocho. Los espectro de RMN (Tabla 12) mostraron señales características para una 

naftoquinona tetrasustituida (Ioset et al., 1998). De manera adicional, el análisis de los 

espectros indicó la presencia de dos grupos metoxilo (δC/δH 56.5/3.88 y 56.2/3.90) y un metilo 

(δC/δH 12.6/2.52), un grupo hidroxilo quelatado (δH 13.28), y dos metinos que absorben en la 

región aromática (δC/δH 104.2/6.63 y 108.3/6.02) [Figura 27]. 

La señal en δH 6.02 fue asignada a un hidrógeno quinonoide (H-3), el cual correlaciona 

con ambos grupos carbonilo (δC 189.4 y 181.2) en el espectro de HMBC. Las correlaciones 

HMBC del carbono C-7 (δC 164.2) con el metoxilo OCH3-7 y el protón H-6, apoya la 

posición de uno de los metoxilos. La intensidad de la correlación NOESY entre el protón H-6 

y el metoxilo OCH3-7 favorece esta propuesta. Por otro lado, las interacciones HMBC entre el 

protón H-6 y el C-5a, y entre el C-1 y C-7 indican que el hidrógeno aromático se encuentra 

ubicado entre el hidroxilo quelatado y un grupo metoxilo. Finalmente, los hidrógenos del 

grupo metilo correlacionaron con los carbonos C-8a y C-7, por lo que el grupo metilo fue 

situado en el carbono C-1 (Figura 28). Con base en las evidencias presentadas, el compuesto 

fue caracterizado como 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86). 
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Tabla 12. Datos espectroscópicos de la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86) en CDCl3 (1H 
a 500 MHZ y 13C a 125 MHz). 

Posición δC δH, mult. (J ) HMBCa NOESY 
1 181.2    
2 161.0    
3 108.3 6.02, s 1, 2, 4 2-OMe 
4 189.4    
5 162.8    
5a 108.4    
6 104.2 6.63, s 4, 5, 5a, 7, 8 7-OMe 
7 164.2    
8 126.8    
8a 128.8    

2-OMe 56.5 3.88, s 2  
7-OMe 56.2 3.90, s 7  
8-Me 12.6 2.52, s 1, 7, 8, 8a  
5-OH  13.28 5, 5a, 6  

 

 
Figura 27. Espectro de 1H-RMN de la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86) [500 MHz, 

CDCl3]. 
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Figura 28. Espectro HMBC de la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8 metilnaftoquinona (86) mostrando 

las correlaciones más importantes. 
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4.3.3 Elucidación estructural de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-

benzo[de]isocromen-1,9-diona (88) y la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) 

 

3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona (88) se obtuvo como un 

polvo blanco con un punto de fusión de 190–192 °C. Su fórmula molecular C15H12O5, se 

determinó por espectrometría de masas de alta resolución (EM-AR-EI). El compuesto 88, 

muestra máximos de absorción en el UV similares a los del compuesto 84 en 208, 251, 279 y 

292 nm. En tanto que el espectro en el IR fue consistente con la presencia en la molécula de 

grupos lactona (1742 cm-1) y cetona conjugada (1651 cm-1). Los espectros de 1H y 13C-RMN 

(Tabla 13), mostraron señales similares a las observadas en aquellos de la corimbiferona (84), 

asumiéndose que el esqueleto base de ambos compuestos era igual (Overy et al., 2005). Las 

diferencias entre los espectros de ambos compuestos se observan principalmente en los 

desplazamientos de C-8a, C-7/H-7, C-5 y C-8 (Figura 29); las señales correspondientes a los 

tres primeros núcleos se encuentran paramagnéticamente desplazadas en el producto 88, como 

consecuencia del menor efecto protector que resulta de sustituir el grupo hidroxilo por un 

metilo; éstas se observan en δC 118.8δC/δH 115.2/6.93, y δC 105.5, respectivamente. Por otro 

lado, la señal de C-8 se desplaza diamagnéticamente a δC 152.8 por encontrarse ipso al grupo 

metilo. 

Los experimentos de HMBC y NOESY (Tabla 13) proporcionaron evidencias 

adicionales que respaldan la ubicación del metilo en C-8. En el primer caso con base en las 

correlaciones que se observan entre los protones del metilo (CH3-8) y el carbono C-4a (δC 

136.6), C-7 (δC 115.2), C-8 (δC 152.8) y C-8a (δC 118.8); y entre el protón H-7 (δH 6.93) con 

los carbonos C-5 (δC 105.5), C-8 (δC 152.8) y C-8a (δC 118.8). Finalmente, el espectro 

NOESY muestra cuadros de conectividad entre H-7, OCH3-6 y H-7/ CH3-8. 
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a) 

 
b) 

 
Figura 29. Espectro de RMN: a) 1H (500 MHz, CDCl3) y b) 13C (125 MHz, CDCl3) del compuesto 88. 
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Tabla 13. Datos espectroscópicos de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona 
(88) y la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-9-ona (89) en CDCl3 y 
DMSO-d6, respectivamente (1H a 500 MHz y 13C a 125 MHz). 

Posición 
86  87 

δC δH, mult. 
(J) 

HMBC NOESY  δC δH, mult. (J ) HMBC NOESY 

1 185.4     156.9    
2 104.1 5.86, s 1, 3, 8, 8a, 10 3-OMe  95.7 6.61, s 1, 3, 4, 

8, 8a, 
10 

1-OMe 

3 161.7     159.9    
4 108.5     102.4    
4a 136.6     133.7    
5 105.5     100.8    
6 163.7     162.5    
7 115.2 6.93, s 5, 6, 8, 8a, 9 6-OMe 

8-Me 
 

113.4 7.01, s 5, 6, 8, 
8a 

6-OMe 
8-Me 

8 152.8     147.1    
8a 118.8     112.8    
9 156.9     160.9    
10 148.2 8.06, s 3, 4, 4a, 9   97.5 6.18, s 4, 4a, 9 10-OMe 

1-OMe      56.3 3.83, s 1  
3-OMe 55.8 3.90, s 2, 3, 4 2-H      
6-OMe 56.6 4.10, s 6, 7 7-H  56.8 3.93, s 6  
8-Me 24.9 2.92, d (1.0) 1, 4a, 7, 8, 8a 7-H  25.8 2.83, s 7, 8 1-OMe 

10-OMe      55.5 3.31, s 10  
3-OH       10.78 2, 3, 10 2-H, 10-OMe 
 

El producto 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-9-ona (89) 

se aisló como un sólido amarillo ópticamente inactivo. Su formula molecular se estableció 

como C16H16O6 mediante EM-ESI en su modalidad  negativa. El espectro en el IR mostró 

bandas para un éster cíclico (1743 cm-1) y para una cetona conjugada (1689 cm-1). 

Los espectros de UV y RMN (DMSO-d6) de este compuesto, mostraron similitud 

parcial con el compuesto 84, sugiriendo de esta manera un núcleo estructural relacionado 

(Overy et al., 2005). Así, una cuidadosa revisión de la literatura especializada permitió 

proponer que el producto es un derivado de la lactona del ácido hidroximetil naftalen 

carboxílico como la corimbiferan lactona D (90). 
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(90) 

 

En congruencia con la propuesta de núcleo base, el espectro de 13C-RMN presentó 15 

señales que se asignaron como se indica en la tabla 13 mediante la comparación de los 

desplazamientos descritos para la corimbiferan lactona D, y los espectros de HSQC y HMBC. 

El espectro de 1H-RMN presentó señales para un grupo hidroxilo en δH 10.78 que se 

intercambia con D2O; tres hidrógenos aromáticos en δH 7.01, 6.61. y 6.18; tres grupos 

metoxilos en δH 3.93, 3.83 y 3.31, los dos primeros unidos a anillos aromáticos, y el tercero a 

un carbono terciario de naturaleza bencílica; un grupo metilo sobre anillo aromático en δH 

2.83. En el espectro HSQC la señal en δH 6.18 correlaciona con la señal en δC 97.5, la cual a 

su vez muestra una clara correlación con el grupo metoxilo en δH 3.31 en el espectro HMBC, 

sugiriendo que uno de los hidrógenos del metileno de la corimbiferan lactona D se encuentra 

sustituido por un metoxilo en el compuesto 89. De manera adicional,  las correlaciones 

observadas en el espectro HMBC entre C-9 (δC 160.9) y H-10 (δC 6.18) confirman la posición 

de este metoxilo en C-10. Entonces el producto 89, al igual que en el compuesto 90, solo 

contiene dos hidrógenos aromáticos. Las señales en ambos espectros del anillo B resultaron 

idénticas a la de la corimbiferan lactona D. En tanto que las del A resultaron ligeramente 

diferentes. Esta diferencia resulta de la disposición invertida de los sustituyentes, es decir, en 

el caso del producto 89 el hidroxilo se encuentra en C-3 y el metoxilo en C-1. Las evidencias 

que permitieron llegar a esta conclusión fueron las correlaciones NOESY entre OCH3-10 (δH 

3.31) con H-10 (δH 6.18) y OH-3 (δH 10.78); OCH3-1 (δH 3.83) con H-2 (δH 6.61) y CH3-8 

(δH 2.83); y OH-3 (δH 10.78) con H-2 (δH 6.61) [Figura 30]. 

Todas estas evidencias en conjunto con el análisis global del cuadro de conectividades 

observadas en el espectro HMBC permitieron caracterizar al compuesto 3-hidroxi-1,6,10-

trimetoxi-8-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-9-ona (89).  
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Figura 30. Espectro 1H-1H modalidad NOESY de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) mostrando las correlaciones más importantes. 
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La carencia de actividad óptica del producto 89 planteó la posibilidad de que éste fuese 

un artefacto generado por una adición electrofílica del MeOH a la doble ligadura ubicada entre 

el C-4 y el C-10 del producto 88. Para comprobar esta hipótesis, el producto natural se trató 

con MeOH a temperatura ambiente durante 48 horas. Al procesar la mezcla de reacción se 

encontró que el compuesto 88 se había interconvertido en 89, proponiendo de esta manera que 

el producto 89 es un artefacto que se generó durante el proceso de separación de 3,6-dimetoxi-

8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona (88). Esto explica la falta de rotación óptica, ya 

que durante la generación del artefacto la adición de MeOH tiene lugar por las caras re y si de 

la doble ligadura en el compuesto 88. 

Una ves establecida la estructura de 89, se llevaron a cabo cálculos de modelado 

molecular para correlacionar la configuración del centro estereogénico (C-10) de los dos 

posibles enantiómeros (89a y 89b) con el signo de la rotación óptica. Los cálculos se iniciaron 

con la búsqueda de los confórmeros de menor energía para cada enantiómero usando mecánica 

molecular, seguida de la optimización geométrica para cada uno de los confórmeros 

seleccionados usando DFT a un nivel de teoría B3LYP/DGDZVP. Posteriormente, se 

obtuvieron los valores de rotación óptica teóricos en la línea D-sodio (Tablas A8 y A9) 

[López-Vallejo et al., 2011]. Los resultados indicaron que el enantiómero 89a con 

configuración R tiene un valor de [α]D positivo, mientras el enantiómero 89b con 

configuración S muestra un valor [α]D teórico negativo (Figura 31). 

 
 

 
 

89a (10R) 89b (10S) 

DFT [α]D = +32 DFT [α]D = –32 

 

Figure 31. Estructuras de mínima energía de los enantiómeros 89a y 89b y sus valores de rotación 
óptica calculados en la línea D-sodio. 
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4.4 Analísis CLAE de los extractos de MEXU 26343 y S. minimoides 

 

Con la finalidad de analizar la complejidad de los extractos, se procedió a establecer 

los perfiles cromatográficos por CLAE para las dos especies de estudio. Esta técnica es un 

método general utilizado en el análisis de diversas matrices biológicas debido a que es 

relativamente sencilla y versátil, y que permite analizar mezclas de diversa naturaleza química 

utilizando varios sistemas de detección (detector en el ultravioleta, índice de refracción, 

detectores de fluorescencia). 

Los perfiles cromatográficos para cada uno de los extractos se obtuvieron mediante 

ensayo y error, utilizando diversas fases estacionarias. En el caso de MEXU 26343 se utilizó 

una columna cromatográfica fase normal µPorasil (3.9 × 300 mm, 10 µm) y Symmetry C18 

(3.9 × 150 mm, 5 µm), así como diferentes mezclas binarias de elución CHCl3-MeOH, 

CH3CN-H2O, y en algunos casos acidificadas (ácido fosfórico, ácido acético o ácido 

tricloroacético). Siguiendo esta estrategia metodológica fue posible establecer el perfil 

cromatográfico que se ilustra en la Figura 32 y 33. 

 

 
Figura 32. Cromatograma de líquidos obtenido a partir del extracto de MEXU 26343. Fase móvil: 
gradiente CHCl3 (A): MeOH (B) [0-5 min, 100% A; 5-25 min, 90% A; 25-30 min, 90% A; 30-32 min, 
85% A]; Flujo: 0.6 mL/min; Columna: µPorasil; Detección: 273 nm. 
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En el primer caso, el perfil cromatográfico del extracto de MEXU 26343 solo muestra 

dos compuestos mayoritarios, los cuales corresponden a la mezcla isomérica de vermelhotina 

(82) y a 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83), ambos metabolitos secundarios aislados a partir de 

especies fungicas del orden Pleosporales. 

 

 
Figura 33. Cromatograma de líquidos obtenido a partir del extracto de S. minimoides. Fase móvil: 
gradiente CH3CN (A): H2O (B) [0-10 min, 30% A; 10-15 min, 60% A; 15-25 min, 60% A; 25-28 min, 
100% A]; Flujo: 0.6 mL/min; Columna: Symmetry C18; Detección: 220 nm. 

 

En el segundo caso, el análisis del perfil cromatográfico obtenido del extrato orgánico 

de S. minimoides permitió concluir que es una matriz compleja, y que sólo algunos 

compuestos lograron aislarse por métodos convencionales de cromatografía. Cabe destacar 

que ninguno de los tres compuestos conocidos habían sido reportado previamente para la 

especie en estudio. 
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4.5 Estudios de apagamiento de la fluorescencia extrínseca mediante el empleo de los 

biosensores hCaM M124C-mBBr y hCaM V91C-mBBr 

 

Con la finalidad de determinar si los compuestos obtenidos apartir de las especies 

fúngicas de estudio MEXU 26343 y S. minimoides interaccionan con la proteína CaM, se 

realizaron estudios de apagamiento de la fluorescencia extrínseca. Para la evaluación de cada 

uno de los compuestos se utilizaron los biosensores hCaM M124C-mBBr y hCaM V91C-

mBBr, descritos en la sección de antecedentes, de tal manera que al titular la proteína marcada 

con los compuestos se produjo un apagamiento de la fluorescencia debida al cambio 

conformacional de la misma. 

El resultado de la titulación de todos los compuestos aislados de ambas especies, 

indicó que sólo la E/Z vermelhotina (82) y la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8 metilnaftoquinona (86) 

obtenidos a partir de los extractos de MEXU 26343 y S. minimoides, respectivamente, 

apagaron de la fluorescencia del biosensor de CaM de una manera dependiente de la 

concentración. Los espectros de emisión de cada uno de los compuestos se indican en las 

figuras 34 y 35. De los espectros de emisión obtenidos, se tomaron los valores de los máximos 

y se graficaron contra la relación Compuesto/ProteínaTotal, para generar una gráfica a partir de 

la cual se calculó la constante de disociación (Kd). Los resultados obtenidos demostraron que 

vermelhotina (82) tiene una constante de disociación de 0.25 µM, mientras que la 5-hidroxi-

2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona de 2.0 µM; la CPZ (Kd = 0.64 µM) fue utilizada como 

control positivo. 
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a)  

 
 

b)  

  
Figura 34. Espectro de fluorescencia (izquierda) y curva de titulación (derecha) de hCaM M124C-

mBBr con: a) E/Z vermelhotina (82) [0-7.6 μM] y b) CPZ (0-15 μM). 
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a)  

 
 

b)  

 
 

Figura 35. Espectro de fluorescencia (izquierda) y curva de titulación (derecha) de hCaM V91C-mBBr 
con: a) compuesto 86 (0-236 μM) y b) CPZ (0-35 μM). 
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4.6 Estudios de acoplamiento molecular 

 

Para predecir el sitio de unión de los ligantes E/Z vermelhotina (82) y 5-hidroxi-2,7-

dimetoxi-8 metilnaftoquinona (86) a la proteína, se realizaron estudios de acoplamiento 

molecular usando AutoDock 4.2 (Morris et al., 1998; Huey et al., 2007). Éstos estudios 

iniciaron con la optimización geométrica de las estructuras con DFT a un nivel de teoría 

B3LYP/DGDZVP. Los análisis se llevaron a cabo en toda la proteína (Ca2+-CaM-TPZ; PDB 

1A29) con la finalidad de determinar la mejor posición, para finalizar con un afinamiento. El 

estudio indicó que ambos isómeros de vermelhotina se unen a la CaM en el mismo sitio de 

unión que la TFP, un inhibidor clásico de la proteína. Por un lado, el isómero Z muestra 

interacciones de tipo hidrofóbicas con los aminiácidos Ile100, Leu105, Met124, Ile125, 

Glu127 y Val136, mientras que el isómero E, adicional a la interacciones con los aminoácidos 

Phe92, Met109, Met124, Glu127, Ala128 y Met 144, forma un puente de hidrogeno entre H-1 

y el aminiácido Glu127 (Figura 36). 

 

 
Figure 36. Estructura del complejo CaM-TFP. La figura izquierda muestra la unión de la CaM 

con la TFP (morado), el isómero E-vermelhotina (82a) [rojo] y el isómero Z-vermelhotina (82b) [azul]. 
La figura de la derecha muestra las interacciones entre los isómeros E y Z con los aminoácidos de la 
CaM. 
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En cuanto al compuesto 86, el estudio indicó que se une a la proteína en el sitio IV, 

interaccionando con los aminoácidos Phe19, Met51, Ile52, Ile63, Phe68, Met71 y Met72 

(Figura 37). Cabe destacar que dada la interacción del compuesto 86 con los aminoácidos 

antes descritos, los resultados que se presentaron fueron los obtenidos con el biosensor hCaM 

V91C-mBBr, el cual tiene la particularidad de tener el fluoróforo ubicado cerca del sitio IV. 

 

 
 

Figure 37. Estructura del complejo CaM-TFP. La figura izquierda muestra la unión de 86 con la CaM 
(sitio IV; rojo), usando la estructura cristalizada del complejo CaM-TFP (sitio I; azul). La figura de la 
derecha muestra las interacciones entre 86 y los aminoácidos de la CaM. 
 

4.7 Evaluación del potencial fitotóxico de los compuestos derivados de los estudios 

químicos de las especies MEXU26343 y S. minimoides 

 

De acuerdo a la estrategia metodológica planteada en la presente investigación, se 

efectuaron los ensayos biológicos conducentes a determinar el potencial fitotóxico de los 

compuestos aislados. De esta manera, se evaluó la actividad fitotóxica de vermelhotina (82) y 

9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83), mediante la determinación de su efecto sobre la germinación y 
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el crecimiento radicular de cuatro diferentes semillas: Amaranthus hypochondriacus, 

Echinochloa crus-galli, Medicago sativa e Ipomea purpurea. 

La determinación del efecto de los compuestos 82 y 83 se realizó de acuerdo a la 

metodología descrita en la sección experimental: utilizando como control positivo un producto 

natural con actividad fitotóxica, la tricolorina, y el herbicida comercial Rival [Glifosato: sal 

monoamónica de N-(fosfonometil)glicina]. 

Los resultados obtenidos de este estudio indicaron que ambos compuestos inhibieron 

de manera significativa la germinación y el crecimiento radicular de A. hypochondriacus, 

respecto al control positivo Rival® (Figura 39). Los valores de la concentración inhibitoria 

media (CI50) del crecimiento radicular se muestra en la tabla 14. Adicionalmente, ambos 

compuestos afectaron la germinación y el crecimiento radicular de E. crus-galli, pero no de 

una manera significativa respecto al control. 

 
Tabla 14. Efecto de los compuestos 82 y 83 sobre la germinación y el crecimiento radicular de A. 

hypochondriacus, E. crus-galli, M. sativa e I. purpurea. 

Compuesto 
CI50 (µM) 

A. hypochondriacus E. crus-galli M. sativa I. purpurea 

Vermelhotina 
(82) 

141.65 49.98 357.81 361.49 

Ascosalitoxina 
(83) 

129.52 112.86 998.99 412.55* 

Tricolorinaa 1.59 2.04 350.37 272.82* 

Rivala 223.21 12.28 914.32 201.93 

IC50 en mM 
aControl positivo 
 

 
Figura 38. Efecto de la E/Z vermelhotina (82) sobre A. hypochondriacus: a) control negativo, 

b) 50 ppm, c) 100 ppm y d) 500 ppm. 
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El crecimiento radicular de I. purpurea se inhibió en presencia de la E/Z vermelhotina 

(82) y Rival® de manera similar. En el caso de M. sativa, solo la vermelhotina (82) inhibió el 

crecimiento radicular de forma significativa respecto al control comercial, pero con un valor 

similar de CI50 al de la tricolorina. Estos resultados comprueban el potencial de la E/Z 

vermelhotina (82) como agente herbicida. 

 

4.8 Efecto vasorrelajante de la E/Z vermelhotina (82) en un modelo in vitro 

 

El complejo CaM-Ca2+ regula la actividad de numerosos elementos estructurales en las 

células, como el complejo actina-miosina del músculo liso. Las células del músculo liso 

continen las proteínas actina, miosina y tropomiosina. La miosina tiene una actividad ATP-asa 

dependiente de Mg2+ y se activa por la interacción con actina y CaM. La miosina es además la 

principal proteína de los filamentos gruesos de la célula del músculo liso y se compone de dos 

subunidades de bajo peso molecular o cadenas ligeras (Voet, 2002; Webb, 2003). 

Las interacciones entre actina y miosina en el músculo liso se encuentran reguladas por 

el ion Ca2+ mediante diferentes mecanismos bioquímicos: al inicio de la contracción, la 

concentración de Ca2+ intracelular aumenta mediante la activación de canales de 

Ca2+ membranales y/o mediante la liberación de Ca2+ a partir de depósitos intracelulares. En la 

regulación de los filamentos gruesos, el Ca2+ se une a la CaM, y el complejo Ca2+-CaM se une 

y activa una cinasa de la cadena ligera de miosina, que a su vez fosforila la cadena ligera de la 

miosina, con la consiguiente estimulación de la actividad ATP-asa del complejo actina-

miosina. El enlace a través de puentes generados por la interacción entre la miosina y la actina 

generan la fuerza contráctil. De lo anterior, se desprende el importante papel que tiene la CaM 

durante la fase inicial de la contracción. Cuando la concentración de calcio intracelular 

disminuye y se incrementa la actividad de la miosina fosfatasa de la cadena ligera, el proceso 

de contracción se revierte automáticamente. 

De lo anterior, se desprende la importancia de evaluar el efecto vasorrelajante de la 

vermelhotina (82). Este ensayo se llevó a cabo en anillos de aorta de rata precontraídos con 

NA; el análisis de los resultados indicaron que este compuesto tiene un efecto sobre la 

regulación del tono muscular (Figura 39 y Tabla 15). 
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Figura 39. Efecto vasorrelajante de la E/Z vermelhotina (82) dependiente de la concentración. 

 
Tabla 15. Concentración inhibitoria media (CI50) y efecto máximo (Emax) de la vermelhotina (82) en 

anillos de aorta de rata con y sin endotelio (E+:E-). 

Compuesto 
CI50 (µM)  Emax (%) 

E+ E-  E+ E- 
Carbacol 0.30 -  74 - 

Nifedipina - 0.03  - 99 
Vermelhotina (82) 177 255  90 82 

 

El efecto observado fue dependiente de la concentración de E/Z vermelhotina (82) e 

independiente de la presencia de endotelio en los anillos de aorta de rata. Sin embargo, y 

aunque su efecto fue menos potente que ambos controles positivos utilizados, los valores de 

potencia del compuesto son significativos (Tabla 15). Al ser independiente de la presencia de 

endotelio, su mecanismo de acción podría estar relacionado con una posible interacción con 

canales iónicos (bloqueo de canales de calcio y/o apertura de canales de potasio), aumento o 

acumulación de segundos mensajeros como GMPc o AMPc (activación guanilato ciclasa o 

inhibición de fosfodiesterasa), o una posible interacción con el complejo Ca2+-CaM, 

principalmente. 
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4.9 Toxicidad aguda de vermelhotina (82) 

 

Además de las plantas, los microorganismos constituyen una fuente importante de 

productos naturales con propiedades bioactivas. Por lo tanto, la investigación sobre los hongos 

se ha acelerado en la última década y más de 20 000 metabolitos bioactivos de origen 

microbiano se han aislado durante los últimos años (Kronstad, 200; Bérdy, 2005). Los 

medicamentos existentes de origen fúngico incluyen antibióticos β-lactámicos, griseofulvina, 

ciclosporina A y lovastatina, por mencionar algunos (Grabley y Sattler, 2003; Mitchell et al., 

2008; Stadler y Keller, 2008); de tal modo que su uso obliga a realizar un estudio de toxicidad 

de los nuevos metabolitos. 

La toxicidad aguda de vermelhotina (82) se evaluó para determinar la capacidad de 

producir efectos adversos tras una sola dosis; estos efectos pueden variar desde una simple 

irritación cutánea hasta la muerte. La evaluación de su toxicidad por el método de Lorke 

ofrece una serie de ventajas, incluyendo el hecho de que se realizó en ratones y permitió 

calcular de manera sencilla la dosis letal media (DL50) utilizando un número pequeño de 

animales durante un período de tiempo relativamente corto; el tiempo que generalmente se 

espera para ver si se produce muerte por intoxicación aguda es de 24 horas, sin embargo en 

ocasiones este efecto puede aparecer mucho más tarde, por lo que se debe de mantener la 

observación de los animales durante 15 días. 

Los resultados de esta prueba indican que vermelhotina (82) no presenta efectos 

tóxicos agudos para ratones (DL50 > 5000 mg/kg) y por lo tanto se pueden considerar seguro 

para roedores. Por otro lado, durante el periodo de evaluación del compuesto se realizaron 

observaciones conductuales que permitieron descartar efectos neurotóxicos. De manera 

adicional, una vez terminado el período de experimentación, los animales fueron sacrificados 

con la finalidad de realizar un análisis macroscópico de los principales órganos (corazón, 

pulmón, riñón, bazo, hígado y estómago) para determinar si presentaban alguna anomalía en 

sus órganos. En todos los casos no se observó daño asociado a la administración del 

compuesto que sugiriera efectos tóxicos sistémicos. Estos resultados permiten concluir que 

vermelhotina carece de efectos nocivos para ratones, los cuales sumados al uso que se le 

quisiera dar, ya sea como herbicida, como agente relajante u otro, permitirían inferir a priori 
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que el compuesto no es tóxico. Sin embargo, de ninguna manera estos resultados sustituyen  a 

los estudios clínicos. 
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CONCLUSIONES 
 

5.1 El estudio químico de la especie novedosa MEXU 26343 permitió la obtención de la 

mezcla isomérica E/Z vermelhotina (82) y de un derivado aldehído salicílico novedoso, 

caracterizado como 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83). 

 

5.2 Vermelhotina (82) se aisló por segunda vez como una mezcla isomérica imposible de 

separar. El registro de los espectros de 1H y 13C-RMN en CDCl3 permitió observar dos 

conjuntos de señales debido a la presencia de ambos isómeros; sin embargo, cuando el 

espectro de RMN se registró en presencia de TFA-d y disolventes próticos se detectó un solo 

compuesto, una sal de pirilio o un zwitterión mas estables que la mezcla isomérica. 

 

5.3 Se determinó exitosamente la configuración absoluta en los carbonos C-9 y C-11 de la 

ascosalitoxina (83) como S, R, respectivamente, mediante la comparación de los valores de la 

rotación óptica experimental y calculada mediante modelado molecular utilizando DFT a un 

nivel de teoría B3LYP/DGDZVP. Esta propuesta se corroboró a través del análisis de las 

constantes de acoplamiento (teóricas y experimentales) de dos derivados del producto natural. 

El nivel de cálculo para determinar las constantes de acoplamiento fue el mismo que para 

determinar la rotación óptica. 

 

5.4 La investigación química de S. minimoides, permitió el aislamiento y la caracterización de 

tres metabolitos secundarios novedosos: 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (82), 4-

hidroxi-3,6,9-trimetoxi-7-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-1-ona (83) y 5-hidroxi-2,7-

dimetoxi-8-metilnaftoquinona (84). De manera adicional se aislaron otros tres metabolitos 

conocidos: la corimbiferona (85), la ziganeina (86) y el brocaenol B (87). 

 

5.5 La transformación de 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (82) 4-hidroxi-3,6,9-

trimetoxi-7-metil-1H,3H-benzo[de]isocromen-1-ona (83) por tratamiento con MeOH, permitió 

proponer que 83 es un artefacto formado durante el fraccionamiento primario del extracto. 
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5.6 La interacción de 80 y 83 con la proteína CaM se determinó mediante el ensayo de 

apagamiento de la fluorescencia extrínseca. Estos compuestos provocaron un apagamiento de 

la fluorescencia del biosensor hCaM M124C-mBBr de manera dependiente de la 

concentración. Cabe destacar que la actividad de vermelhotina (82; Kd = 0.25 µM) es 

comparable a la reportada para la clorpromazina (0.64 µM), un inhibidor clásico de la CaM. 

 

5.7 El análisis de acoplamiento molecular de los dos ligantes de CaM obtenidos en este 

estudio reveló que: el compuesto 80 se une en el sitio I a diferencia del compuesto 83 que se 

une el sitio IV. Es estos sitios se unen los inhibidores clásicos de la proteína. 

 

5.8 El estudio del potencial fitotóxico de todos los metabolitos aislados utilizando ensayos de 

germinación y crecimiento radicular de cuatro semillas, permitió detectar compuestos más 

activos que el herbicida comercial Rival. Vermelhotina (80) y 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (81), 

ambos aislados de MEXU 26343, inhibieron no sólo el crecimiento radicular sino también la 

germinación de A. hypochondriacus y E. crus-galli. 

 

5.9 Vermelhotina (82) tiene efecto relajante en anillos de aorta de rata precontraídos con NA 

de manera dependiente de la concentración e independiente de la presencia de endotelio. 

 

5.10 Vermelhotina resultó ser seguro para ratones hasta la dosis de 5000 mg/kg en el ensayo 

de toxicidad aguda. 
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ANEXO 
 

Tabla A1. Datos espectroscópicos de RMN de E/Z vermelhotina (82) en MeOH-d4 (1H a 500 

MHz y 13C a 125 MHz). 

Tabla A2. Datos espectroscópicos de RMN de E/Z vermelhotina (82) en DMSO-d6 (1H a 500 

MHz y 13C a 125 MHz). 

Tabla A3. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados, c y valores de [α]D 

calculados con DFTd para los veinte confórmeros más relevantes y la comparación 

con el valor experimental de 9S,11S-(+)-ascosalitoxina (83b). 

Tabla A4. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados, c y valores de [α]D 

calculados con DFTd para los veinte confórmeros más relevantes y la comparación 

con el valor experimental de 9R,11R-(+)-ascosalitoxina (83c). 

Tabla A5. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados, c y valores de [α]D 

calculados con DFTd para los veinte confórmeros mas relevantes y la comparación 

con el valor experimental de 9R,11S-(+)-ascosalitoxina (83d). 

Tabla A6. Energía libre relativa calculada con DFT B3LYP/DGDZVP, población, y 

comparación entre las constantes de acoplamiento vecinales (JH-H) teóricas y 

experimentales de los confórmeros más relevantes del diastereoisómero 83-1a 

(9S,10R,11R). 

Tabla A7. Energía libre relativa calculada con DFT B3LYP/DGDZVP, población, y 

comparación entre las constantes de acoplamiento vecinales (JH-H) teóricas y 

experimentales de los confórmeros más relevantes del diastereoisómero 83-2a 

(9S,10R,11R). 

Tabla A8. Energías libres relativa calculadas con DFT B3LYP/DGDZVP, población, ángulos 

diedros selectos y valores de [α]D calculados del enantiómero 89a (10R). 

Tabla A9. Energías libres relativa calculadas con DFT B3LYP/DGDZVP, población, ángulos 

diedros selectos y valores de [α]D calculados del enantiómero 89b (10S). 

Espectro A1. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3 (500 MHz). 

Espectro A2. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3 (125 MHz). 

Espectro A3. Espectro de HSQC de la vermelhotina (82) en CDCl3. 

Espectro A4. Espectro de HMBC de la vermelhotina (82) en CDCl3. 

Espectro A5. Espectro NOESY de la vermelhotina (82) en CDCl3. 
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Espectro A6. Espectro COSY de la vermelhotina (82) en CDCl3. 

Espectro A7. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d (300 MHz). 

Espectro A8. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d (75 MHz). 

Espectro A9. Espectro de HSQC de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 

Espectro A10. Espectro de HMBC de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 

Espectro A11. Espectro de NOESY de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 

Espectro A12. Espectro de COSY de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 

Espectro A13. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en DMSO-d6 (500 MHz, CDCl3). 

Espectro A14. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) DMSO-d6 (125 MHz, CDCl3). 

Espectro A15. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en MeOH-d4 (400 MHz). 

Espectro A16. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en MeOH-d4 (100 MHz). 

Espectro A17. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en D2O (400 MHz). 

Espectro A18. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en D2O (100 MHz). 

Espectro A19. Espectro de 1H-RMN de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3 (400 MHz). 

Espectro A20. Espectro de 13C-RMN de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3 (100 MHz). 

Espectro A21. Espectro de HSQC de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 

Espectro A22. Espectro de HMBC de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 

Espectro A23. Espectro de NOESY de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 

Espectro A24. Espectro de COSY de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 

Espectro A25. Espectro de 1H-RMN del derivado 83-1 (300 MHz, CDCl3). 

Espectro A26. Espectro de 13C-RMN del derivado 83-1 (75 MHz, CDCl3). 

Espectro A27. Espectro de 1H-RMN del derivado 83-2 (300 MHz, CDCl3). 

Espectro A28. Espectro de HSQC del derivado 83-2. 

Espectro A29. Espectro de HMBC del derivado 83-2. 

Espectro A30. Espectro de 1H-RMN de la corimbiferona (84) en CDCl3 (700 MHz). 

Espectro A31. Espectro de 13C-RMN de la corimbiferona (84) en CDCl3 (175 MHz). 

Espectro A32. Espectro de 1H-RMN de la ziganeina (85) en CDCl3 (700 MHz). 

Espectro A33. Espectro de 13C-RMN de la ziganeina (85) en CDCl3 (175 MHz). 

Espectro A34. Espectro de 13C-RMN de la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86) en 

CDCl3 (175 MHz). 

Espectro A35. Espectro de HSQC del 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86) en 

CDCl3. 

Espectro A36. Espectro de 1H-RMN del brocaenol B (87) en CDCl3 (500 MHz). 
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Espectro A37. Espectro de 13C-RMN del brocaenol B (87) en CDCl3 (125 MHz). 

Espectro A38. Espectro de HSQC de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-

diona (88) en CDCl3. 

Espectro A39. Espectro de HMBC de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-

diona (88) en CDCl3. 

Espectro A40. Espectro de NOESY de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-

diona (88) en CDCl3. 

Espectro A41. Espectro de 1H-RMN de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) en DMSO-d6 (500 MHz). 

Espectro A42. Espectro de 13C-RMN de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) en DMSO-d6 (125 MHz). 

Espectro A43. Espectro de HSQC de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) en DMSO-d6. 

Espectro A44. Espectro de HMBC de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89)en DMSO-d6. 
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Tabla A1. Datos espectroscópicos de RMN de E/Z vermelhotina (82) en MeOH-d4 (1H a 500 
MHz y 13C a 125 MHz). 

Posición 
MeOH-d4 

δC δH, mult. (J in Hz) 
2 175.5  
3 98.7  
4 195.8  
5 54.8 3.74, s 
6 162.3  
7 116.5 8.11, s 
8 144.7 7.67, dd (9.4, 7.2) 
9 109.9 6.61, d (7.2) 
10 160.8  
11 123.5 6.35, dq (15.5, 1.6) 
12 139.5 7.35, s 
13 18.8 2.00, dd (7.2, 1.6) 
NH  5.49, s 

 
 

Tabla A2. Datos espectroscópicos de RMN de E/Z vermelhotina (82) en DMSO-d6 (1H a 500 
MHz y 13C a 125 MHz). 

Posición 
DMSO-d6 

82a 82b 
     δC δH, mult. (J in Hz)  δC δH, mult. (J in Hz) 

2 170.9   169.6  
3 97.8   97.7  
4 192.4   194.8  
5 49.9 3.59, s  50.4 3.63, s 
6 163.9   165.3  
7 115.1 8.03, d (9.0)  115.5 8.00, d (9.0) 
8 142.1 7.63, dd (9.5, 7.0)  142.8 7.65, dd (9.5, 7.5) 
9 108.1 6.62, d (7.0)  108.0 6.62, d (7.0) 

10 157.3   157.4  
11 122.7 6.38, dd (15.5, 1.5)  122.8 6.37, dd (15.5, 1.5) 
12 136.1 7.47, dd (15.3, 6.9)  136.8 7.47, dd (15.3, 6.9) 
13 18.3 1.97, dd (7.5, 1.5)  18.4 1.95 dd (7.0, 1.5) 
NH  7.45 s   7.65 s 

 
  



 112 

Tabla A3. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados, c y valores de [α]D 
calculados con DFTd para los veinte confórmeros más relevantes y la comparación con el valor 
experimental de 9S,11S-(+)-ascosalitoxina (83b). 

Confórmero ΔGa P (%)b D1 D2 D3 D4 D5 [α]D 

1 0.000 26.77 +180 -47 -80 -91 +171 185.86 

2 0.043 24.09 +179 -49 -74 -110 +63 182.53 

3 0.149 19.51 0 -46 -75 -92 +171 161.74 

4 0.719 7.55 0 -48 -69 -110 +62 145.03 

5 0.744 7.55 +178 -47 -81 -83 -66 190.05 

6 0.848 6.11 0 -46 -77 -85 -66 160.5 

7 1.529 1.92 0 +120 -62 -97 +171 83.21 

8 1.763 1.26 0 +119 -59 -118 +63 66.88 

9 1.896 1.02 -179 +119 -59 -118 +63 70.95 

10 2.358 0.49 -179 -47 -106 +57 +64 122.18 

11 1.904 1.02 -180 +120 -61 -98 +171 86.38 

12 2.232 0.60 +180 -43 -98 52 +168 127.49 

13 2.303 0.54 0 +120 -64 -88 -66 104.33 

14 2.361 0.49 -179 -47 -107 +57 +64 122.18 

15 2.529 0.35 0 -105 +60 -116 +174 0.59 

16 2.779 0.23 -179 +120 -63 -89 -66 109.23 

17 2.899 0.19 +179 -106 +59 -116 +174 4.64 

18 3.103 0.14 0 +114 -144 -145 +175 -300.78 

19 3.139 0.12 0 -102 +72 -134 +66 18.82 

20 3.548 0.07 +179 -102 +71 -134 +66 21.38 

Valor promedio teórico de [α]D
e 166.83 

Valor experimental de [α]D
f 153 

a Energía libre de Gibbs calculada por DFT B3LYP/DGDZVP en kcal mol-1 relativa al valor absoluto 
de G para el mínimo global –554,957.611 kcal mol-1. bEn porcentaje a partir de los valores de ΔG a 298 
K y 1 atm. cÁngulos diedros en grados D1: (C3C4OH), D2 (C5C6C9C10), D3 (C6C9C10C11), D4 
(C9C10C11C12), D5 (C10C11C12C13). dValores de [α]D calculados por DFT B3LYP/DGDZVP en 
grados [dm g/cm3]-1. eCalculado con la ecuación Σi [α]D

i × Pi, donde [α]D
i es el valor de [α]D teórico y 

Pi es la población para el n-ésimo confórmero. fRegistrado en CHCl3. 
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Tabla A4. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados, c y valores de [α]D 
calculados con DFTd para los veinte confórmeros más relevantes y la comparación con el valor 
experimental de 9R,11R-(+)-ascosalitoxina (83c). 

Confórmero ΔGa P (%)b D1 D2 D3 D4 D5 [α]D 

1 0.000 26.76 -180 +47 +80 +91 -171 -185.83 

2 0.041 24.08 -179 +49 +74 +110 -62 -182.45 

3 0.151 19.50 0 +46 +75 +91 -171 -161.75 

4 0.715 7.54 0 +48 +69 +110 -62 -144.81 

5 0.740 7.54 -180 +48 +81 +83 +66 -190.10 

6 0.848 6.11 0 +46 +77 +85 +66 -160.53 

7 1.529 1.91 0 -120 +62 +97 -171 -83.22 

8 1.763 1.26 0 -119 +59 +118 -63 -66.82 

9 1.901 0.10 +179 -119 +59 +118 -63 -70.92 

10 2.298 0.54 +179 +47 +106 -59 -65 -121.33 

11 1.904 1.02 +179 -121 +61 +98 -171 -86.4 

12 2.232 0.60 -180 +43 +98 -52 -168 -127.49 

13 2.303 0.54 0 -120 +64 +88 +66 -104.32 

14 2.364 0.49 +179 +47 +106 -57 -64 -122.22 

15 2.529 0.35 0 +105 -60 +116 -174 -0.59 

16 2.777 0.23 +179 -120 +63 +89 +66 -109.27 

17 2.899 0.19 -179 +106 -59 +116 -174 -4.66 

18 3.103 0.14 0 -114 +144 +145 -174 300.77 

19 3.139 0.12 0 +102 -72 +134 -66 -18.81 

20 3.548 0.07 -179 +102 -71 +134 -66 -21.41 

Valor promedio teórico de [α]D
e -166.12 

Valor experimental de [α]D
f 153 

a Energía libre de Gibbs calculado por DFT B3LYP/DGDZVP en kcal mol-1 relativa al valor absoluto 
de G para el mínimo global –554,957.611 kcal mol-1. bEn porcentaje a partir de los valores de ΔG a 298 
K y 1 atm. cÁngulos diedros en grados D1: (C3C4OH), D2 (C5C6C9C10), D3 (C6C9C10C11), D4 
(C9C10C11C12), D5 (C10C11C12C13). dValores de [α]D calculados por DFT B3LYP/DGDZVP en 
grados [dm g/cm3]-1. eCalculado con la ecuación Σi [α]D

i × Pi, donde [α]D
i es el valor de [α]D teórico y 

Pi es la población para el n-ésimo confórmero. fRegistrado en CHCl3. 
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Tabla A5. Energía libre relativa,a población,b ángulos diedros seleccionados, c y valores de [α]D 
calculados con DFTd para los veinte confórmeros mas relevantes y la comparación con el valor 
experimental de 9R,11S-(+)-ascosalitoxina (83d). 

Confórmero ΔGa P (%)b D1 D2 D3 D4 D5 [α]D 

1 0.000 40.49 +180 +53 +86 -150 +68 -177.62 

2 0.307 23.89 -179 +48 +81 -144 +175 -165.57 

3 0.528 15.67 0 +53 +81 -149 +68 -166.07 

4 0.767 11.42 0 +46 +73 -141 +175 -123.98 

5 1.783 1.90 0 -118 +69 -149 +67 -59.32 

6 2.008 1.38 0 -120 +62 -134 +175 -66.06 

7 2.189 1.01 +179 -118 +69 -149 +67 -63.62 

8 2.369 0.73 +180 +47 +108 -65 -67 -160.67 

9 2.489 0.60 0 +106 -61 -118 +174 -1.25 

10 2.509 0.60 +180 +43 +98 +73 +60 -127.62 

11 2.613 0.48 0 +46 +74 -141 -73 -214.05 

12 2.617 0.48 0 +103 -58 -134 +65 36.18 

13 2.713 0.39 0 +42 +95 +75 +60 -116.24 

14 3.025 0.23 -179 +104 -57 -134 +65 31.92 

15 3.213 0.17 0 +63 +158 -119 +63 98.42 

16 3.222 0.17 0 -114 +146 -92 +171 372.29 

17 3.224 0.17 0 +45 +103 -68 -68 -146.17 

18 3.549 0.10 0 -116 +160 -120 +64 315.68 

19 3.636 0.09 0 -118 +59 -113 -67 -99.78 

20 4.034 0.04 0 -122 +52 -175 -74 -156.71 

Valor promedio teórico de [α]D
e -156.81 

Valor experimental de [α]D
f 153 

a Energía libre de Gibbs calculado por DFT B3LYP/DGDZVP en kcal mol-1 relativa al valor absoluto 
de G para el mínimo global –554,957.611 kcal mol-1. bEn porcentaje a partir de los valores de ΔG a 298 
K y 1 atm. cÁngulos diedros en grados D1: (C3C4OH), D2 (C5C6C9C10), D3 (C6C9C10C11), D4 
(C9C10C11C12), D5 (C10C11C12C13). dValores de [α]D calculados por DFT B3LYP/DGDZVP en 
grados [dm g/cm3]-1. eCalculado con la ecuación Σi [α]D

i × Pi, donde [α]D
i es el valor de [α]D teórico y 

Pi es la población para el n-ésimo confórmero. fRegistrado en CHCl3. 
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Tabla A6. Energía libre relativa calculada con DFT B3LYP/DGDZVP, población, y comparación 
entre las constantes de acoplamiento vecinales (JH-H) teóricas y experimentales de los confórmeros 
más relevantes del diastereoisómero 83-1a (9S,10R,11R). 

Confórmero ΔGa Pb J9-10 J10-11 

1 0.000 0.599 11.11 2.54 

2 0.835 0.152 11.23 1.96 

3 1.131 0.089 4.72 10.72 

4 1.174 0.090 10.86 2.68 

Constante de acoplamientoc 10.41 3.52 

Valores corregidosd 9.47 3.16 

Valores expeimentalese 9.20 3.90 
aVariación de la energía libre (ΔG) en kcal/mol, valor del mínimo global de G –1115.60358. bFracción 
molar a partir de los valores de DG a 298 K y 1 atm. cJH-H vecinales en Hz calculadas por DFT-GIAO a 
partir de las estructuras optimizadas a un nivel B3LYP/DGDZVP. dFactor de corrección: ƒH(sp3)-
H(sp3) = 0.910; ƒH(sp3)-H(sp2) =0.929 y ƒH(sp2)-H(sp2) = 0.977. eConstante de acoplamiento 
experimental. 
 
 
Tabla A7. Energía libre relativa calculada con DFT B3LYP/DGDZVP, población, y comparación 
entre las constantes de acoplamiento vecinales (JH-H) teóricas y experimentales de los confórmeros 
más relevantes del diastereoisómero 83-2a (9S,10R,11R). 

Confórmero ΔGa Pb J9-10 J10-11 

1 0.000 0.815 9.79 1.04 

2 0.913 0.167 0.73 10.66 

3 2.631 0.010 6.46 9.60 

4 2.755 0.008 6.61 3.88 

Constante de acoplamientoc 8.21 2.76 

Valores corregidosd 7.47 2.51 

Valores expeimentalese 7.40 4.80 
aVariación de la energía libre (ΔG) en kcal/mol, valor del mínimo global de G –1115.60358. bFracción 
molar a partir de los valores de DG a 298 K y 1 atm. cJH-H vecinales en Hz calculadas por DFT-GIAO a 
partir de las estructuras optimizadas a un nivel B3LYP/DGDZVP. dFactor de corrección: ƒH(sp3)-
H(sp3) = 0.910; ƒH(sp3)-H(sp2) =0.929 y ƒH(sp2)-H(sp2) = 0.977. eConstante de acoplamiento 
experimental. 
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Tabla A8. Energías libres relativa calculadas con DFT B3LYP/DGDZVP, población, ángulos 
diedros selectos y valores de [α]D calculados del enantiómero 89a (10R). 

Confórmero ΔGa P (%)b D1 D2 D3 D4 D5 [α]D 

1 0.000 46.50 -180 -173 +81 +172 +80 -62.83 
2 0.108 38.76 +180 -174 -146 +172 +74 147.05 
3 1.010 8.46 +179 -167 +90 -69 +118 -35.65 
4 1.268 5.47 +179 -172 -142 -70 +100 151.32 
5 2.597 0.58 -180 0 +142 +170 +163 -224.05 
6 3.132 0.23 -179 -2 -87 +170 +163 -45.41 

Valor promedio [α]D f 31.63 
aDFT B3LYP/DGDZVP Energías libres de Gibbs en kcal mol-1 en relación con el valor del mínimo 
global -554,957.611 kcal mol-1. bPorcentaje a partir de los valores de ΔG a 298 K y 1 atm. cÁngulos 
diedros en grados D1: (CH3O1C1C8a), D2 (C2C3OH), D3 (CH3O6C6C7), D4 (CH3O10C10C4), D5 
(CH10OC9). dValores de [α]D DFT B3LYP/DGDZVP en grados [dm g/cm3]-1. fCalculado con la 
ecuación Σi [α]D

i × Pi, donde [α]D
i es el valor de [α]D teórico y Pi es la población para el n-ésimo 

confórmero. 
 
 
 
 
 
Tabla A9. Energías libres relativa calculadas con DFT B3LYP/DGDZVP, población, ángulos 
diedros selectos y valores de [α]D calculados del enantiómero 89b (10S). 

Confórmero ΔGa P (%)b D1 D2 D3 D4 D5 [α]D 

1 0.000 46.45 +180 +173 -81 -172 -80 62.83 
2 0.107 38.80 -180 +174 +146 -172 -74 -147.03 
3 1.009 8.46 -180 +168 -90 +69 -118 35.65 
4 1.267 5.47 -179 +172 +142 +70 -100 -151.41 
5 2.596 0.58 +180 0 -143 -170 -164 223.35 
6 3.130 0.24 +179 +2 +87 -171 -163 45.33 

Averaged theoretical [α]D valuef -31.73 
aDFT B3LYP/DGDZVP Energías libres de Gibbs en kcal mol-1 en relación con el valor del mínimo 
global -554,957.611 kcal mol-1. bPorcentaje a partir de los valores de ΔG a 298 K y 1 atm. cÁngulos 
diedros en grados D1: (CH3O1C1C8a), D2 (C2C3OH), D3 (CH3O6C6C7), D4 (CH3O10C10C4), D5 
(CH10OC9). dValores de [α]D DFT B3LYP/DGDZVP en grados [dm g/cm3]-1. fCalculado con la 
ecuación Σi [α]D

i × Pi, donde [α]D
i es el valor de [α]D teórico y Pi es la población para el n-ésimo 

confórmero. 
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Espectro A1. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3 (500 MHz). 

 
Espectro A2. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3 (125 MHz). 
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Espectro A3. Espectro de HSQC de la vermelhotina (82) en CDCl3. 

 
Espectro A4. Espectro de HMBC de la vermelhotina (82) en CDCl3. 
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Espectro A5. Espectro NOESY de la vermelhotina (82) en CDCl3. 

 
Espectro A6. Espectro COSY de la vermelhotina (82) en CDCl3. 
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Espectro A7. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d (300 MHz). 

 
Espectro A8. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d (75 MHz). 
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Espectro A9. Espectro de HSQC de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 

 
Espectro A10. Espectro de HMBC de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 
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Espectro A11. Espectro de NOESY de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 

 
Espectro A12. Espectro de COSY de la vermelhotina (82) en CDCl3+TFA-d. 
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Espectro A13. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en DMSO-d6 (500 MHz, CDCl3). 

 
Espectro A14. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) DMSO-d6 (125 MHz, CDCl3). 
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Espectro A15. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en MeOH-d4 (400 MHz). 

 
Espectro A16. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en MeOH-d4 (100 MHz). 
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Espectro A17. Espectro de 1H-RMN de la vermelhotina (82) en D2O (400 MHz). 

 
Espectro A18. Espectro de 13C-RMN de la vermelhotina (82) en D2O (100 MHz). 
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Espectro A19. Espectro de 1H-RMN de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3 (400 MHz). 

 
Espectro A20. Espectro de 13C-RMN de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3 (100 MHz). 

  



 127 

 
Espectro A21. Espectro de HSQC de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 

 
Espectro A22. Espectro de HMBC de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 
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Espectro A23. Espectro de NOESY de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 

 
Espectro A24. Espectro de COSY de la 9S,11R-(+)-ascosalitoxina (83) en CDCl3. 
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Espectro A25. Espectro de 1H-RMN del derivado 83-1 (300 MHz, CDCl3). 

 
Espectro A26. Espectro de 13C-RMN del derivado 83-1 (75 MHz, CDCl3). 

  



 130 

 
Espectro A27. Espectro de 1H-RMN del derivado 83-2 (300 MHz, CDCl3). 

 
Espectro A28. Espectro de HSQC del derivado 83-2. 
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Espectro A29. Espectro de HMBC del derivado 83-2. 
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Espectro A30. Espectro de 1H-RMN de la corimbiferona (84) en CDCl3 (700 MHz). 

 
Espectro A31. Espectro de 13C-RMN de la corimbiferona (84) en CDCl3 (175 MHz). 
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Espectro A32. Espectro de 1H-RMN de la ziganeina (85) en CDCl3 (700 MHz). 

 
Espectro A33. Espectro de 13C-RMN de la ziganeina (85) en CDCl3 (175 MHz). 

  



 134 

 
Espectro A34. Espectro de 13C-RMN de la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86) en CDCl3 

(175 MHz). 

 
Espectro A35. Espectro de HSQC del 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (86) en CDCl3. 
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Espectro A36. Espectro de 1H-RMN del brocaenol B (87) en CDCl3 (500 MHz). 

 
Espectro A37. Espectro de 13C-RMN del brocaenol B (87) en CDCl3 (125 MHz). 
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Espectro A38. Espectro de HSQC de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona 

(88) en CDCl3. 

 
Espectro A39. Espectro de HMBC de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona 

(88) en CDCl3. 



 137 

 
Espectro A40. Espectro de NOESY de la 3,6-dimetoxi-8-metil-1H,6H-benzo[de]isocromen-1,9-diona 

(88) en CDCl3. 
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Espectro A41. Espectro de 1H-RMN de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) en DMSO-d6 (500 MHz). 

 
Espectro A42. Espectro de 13C-RMN de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) en DMSO-d6 (125 MHz). 
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Espectro A43. Espectro de HSQC de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89) en DMSO-d6. 

 
Espectro A44. Espectro de HMBC de la 3-hidroxi-1,6,10-trimetoxi-8-metil-1H,3H-

benzo[de]isocromen-9-ona (89)en DMSO-d6. 
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‡Instituto de Biología, Universidad Nacional Autońoma de Mex́ico, Mex́ico DF 04510, Mexico
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ABSTRACT: Chemical investigation of the endophytic MEXU 26343, isolated from the medicinal plant Hintonia latif lora,
yielded the known polyketide vermelhotin (1) and a new salicylic aldehyde derivative, namely, 9S,11R-(+)-ascosalitoxin (2). The
structure and absolute configuration of the new compound were established through extensive NMR spectroscopy and molecular
modeling calculations at the DFT B3LYP/DGDZVP level, which included the comparison between theoretical and experimental
optical rotation values. In addition, chemical transformations of 2 yielded suitable derivatives for NOESY and 1H−1H NMR
coupling constant analyses, which reinforce the stereochemical assignment. The potential affinity of 1 and 2 with (Ca2+)4-hCaM
in solution was measured using the fluorescent biosensor hCaM M124C-mBBr. The results showed that 1 bound to the protein
with a dissociation constant (Kd) of 0.25 ± 0.04 μM, close to that of chlorpromazine (Kd = 0.64 ± 0.03 μM), a classical CaM
inhibitor. The stoichiometry ratio of 1 to (Ca2+)4-hCaM was 1:4, similar to other well-known CaM ligands.

Calmodulin (CaM) is the major ubiquitous Ca2+-binding
protein of all eukaryotes, fundamental to the regulation of

several cellular events.2 From the structural point of view, CaM
is an acidic small protein (∼17 kD) composed of ∼148 amino
acids organized in two distinct N- and C-terminal globular
domains.2 The crystal structure of Ca2+-CaM (pdb code 1CLL)
disclosed a protein with a dumbbell structure with a flexible α-
helical central linker region. The flexibility of this linker allows
CaM to adopt a variety of conformations and interact with, and
activate, a surprisingly diverse set of target enzymes. These
include nitric oxide synthases, adenylate cyclases, phosphodies-
terases, several kinases, calcium-ATPase pumps, ion channels,
phosphatases, and cytoskeletal structural proteins. Conse-
quently, CaM is implicated in a variety of cellular functions,
including cell growth and proliferation, inflammation, short-
and long-term memory, muscle contraction and relaxation,
learning, osteoclastogenesis, mood and anxiety, viral pene-
tration, cell growth and differentiation, the immune response,

and the cell cycle, associating it with AIDS, Alzheimer’s, some
cancers, and other diseases.2−7 Thus CaM is an important
target for drugs useful for the treatment of such diseases.
In plants CaM has also been implicated in several processes

including growth and protection,2 making CaM a potential
herbicide target. Some enzymes exclusive to plants, for example,
are regulated by CaM. Other proteins, although not exclusive to
plants, are regulated by CaM only in plants. Unlike animals,
higher plants express multiple CaM isoforms, two of which
(SCaM-4 and SCaM-5) share 78% structural identity with
vertebrate CaM. These isoforms might differentially regulate
CaM-binding enzymes, and they could be specific targets for
plant-growth inhibitors.
According to a recent review,2 marine,8 phytopathogenic,

coprophilous, and a few terrestrial fungi represent an important
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source of potent CaM inhibitors useful for the development of
drugs, pesticides, or research tools, but the potential of
endophytic fungi as a source of CaM inhibitors remains
unexplored.2 Therefore, considering their relevance as a source
of novel biologically active natural products,9 the present
investigation was undertaken to discover novel CaM-inhibiting
agents from a new endophytic fungus isolated from Hintonia
latif lora (Sesse ́ et Moc. ex DC.) Bull. (Rubiaceae), an
antidiabetic and anti-inflammatory Mexican plant widely
studied from the phytochemical and pharmacological points
of view.10

■ RESULTS AND DISCUSSION
In an attempt to analyze the pharmacological potential of H.
latif lora’s endophytic fungi, strain MEXU 26343 was isolated
from the plant and tested for its CaM inhibitor properties. An
organic extract prepared from a culture of MEXU 26343
quenched the fluorescence of the CaM biosensor3 hCaM
M124-mBBr by 56%. Gel permeation chromatography of the
active extract yielded four fractions (I−IV), and fraction III
quenched the biosensor fluorescence by 63%. HPLC
purification of the active fraction yielded compound 1 as an
orange, amorphous solid, which was a mixture of E- and Z-
vermelhotin. In 2006, Hosoe et al. isolated for the first time E-
vermelhotin (1a) from an unidentified fungus; the compound
was characterized by an X-ray analysis.11 Kasettrathat et al.
obtained the same compound and demonstrated that it
underwent interconversion between the E (1a) and Z (1b)
isomers, forming an equilibrium E/Z mixture with a ratio of 1:1
(Figure 1).12 As in our case, such a mixture was not separable
by HPLC. Our NMR data (see Supporting Information) were
identical to that reported by Kasettrathat et al.12 When the
NMR (13C and 1H) spectra were recorded in CDCl3, a
diastereoisomeric mixture (6.4:3.6, E/Z ratio) was obtained. In
the presence of TFA-d, a single set of signals was observed,
probably due to the generation of a pyrylium trifluoroacetate
such as 1c, where the double bonds are fixed at specific
positions and the C3−C6 bond remained single, eliminating
the possibility of geometric isomerism. The presence of

zwitterionic species 1a and 1b or salts such as 1c could explain
the water solubility of vermelhotin (1). Density functional
theory (DFT) calculations for both isomers at the B3LYP/
DGDZVP level13,14 revealed that 1a was the most stable. In
each case, a Monte Carlo conformational search was performed,
and the results revealed that both 1a and 1b, contributing
64.2% and 35.8%, respectively, to the overall equilibrium,
possessed two conformers with 1a-1 and 1b-1 being the most
stable.
Inactive fraction FII contained a major component, which was

purified by TLC to yield compound 2, obtained as a
dextrorotatory yellowish oil. Although inactive in the binding
assay, the compound was characterized to contribute to the
knowledge of the chemistry of the new fungus. Thus, the HREI
mass spectrum revealed a molecular ion [M]+ consistent with a
molecular formula of C15H20O4. The UV spectrum indicated
the presence of a conjugated aromatic compound [λmax (log ε)
at 221 (4.92) and 296 (4.51) nm]; the IR (KBr) showed
absorption bands for a hydroxyl (3387 cm−1), a branched
ketone, and an aromatic aldehyde with intramolecular hydrogen
bond (1698 cm−1) groups. The NMR data of 2 (Table 1)
supported a methyl salicylic aldehyde (δC 191) derivative
possessing a pentasubstituted benzene ring [δH/δC 6.27 (s)/
107.5, 110.8, 111.6, 142.8, 162.2 and 164.9], a dimethylated
(δH/δC 1.09, d, J = 7.2 Hz/17.5 and 1.43, d, J = 6.8 Hz/18.8)
side chain with a ketone (δC 215) functionality, and two
hydroxyl groups. The 1H NMR signal at δH 12.84 was
consistent with the presence of a chelated hydroxyl group ortho
to the aldehyde group. The HMBC correlation of C-2 and C-4
confirmed the position of the methyl and hydroxyl groups at C-
3 and C-4, respectively. Finally the HMBC correlations (Table
1) observed for the ketone group provided the planar structure
of the side chain. The spectral data were identical to those

Figure 1. Isomeric and conformational equilibrium of vermelhotin (1).
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reported for the levorotatory fungal toxin ascosalitoxin isolated
from Ascochyta pisi var. pisi,15 suggesting their enantiomeric
relationship. The NOESY and HMBC correlations (Table 1)
confirmed the position of the substituents along the aromatic
core and at the side chain. In that report the configuration of
the stereogenic centers was not assigned. Therefore, molecular
modeling and optical rotation calculations together with
chemical transformations were carried out to assign the
absolute configuration of 2 and ascosalitoxin. Theoretical
optical rotations at the D-sodium line16 calculated for the
four possible diastereoisomers a−d (Figure 2) were compared
with the experimental value of (+)-2. A detailed conformational
search was initially performed for each diastereoisomer using
molecular mechanics followed by geometry optimization with
DFT at the B3LYP/DGDZVP level for the most stable
conformers.14 The relative free energies and the Boltzmann
distribution for the 20 most relevant conformers of
diastereoisomers a−d, with a ΔG0 range of between 0.0 and
at least 3.5 kcal mol−1, were taken into account to obtain
population-weighted averaged calculated [α]D. The results are
listed in Tables S4−S7. Diastereoisomers c (9R,11R) and d
(9R,11S) were readily ruled out as possible structures for
compound 2 since their theoretical [α]D values were negative
(Figure 2). On the other hand, the experimentally observed
rotation of 2 was in agreement with the calculated [α]D value
for both a (9S,11R) and b (9S,11S) diastereoisomers (Tables
S4−S7). A NOESY correlation between H-9 and Me-15
observed in the spectrum of 2 supported diastereoisomer a
being the correct stereochemical arrangement for this new
compound. An inspection of the minimum energy structures of
a and b (Figure 2) indicated a marked preference for a specific
conformation in the C6−C9−C10−C11−C12 molecular
fragment having for model a C6−C9−C10−C11 and C9−
C10−C11−C12 dihedral angles close to −75° and +145°,
respectively. This feature can be seen for the first seven
conformers listed in Table S4. In this arrangement H-9 is close
to Me-15 in diastereoisomer a (average distance 2.4 Å, Figure
2). In contrast, the distance between H-9 and Me-15 in

diastereoisomer b was approximately 4.7 Å, ruling out this
structural possibility.
Additional evidence in favor of structure a was obtained by

preparation of two C-10-reduced derivatives of 2, followed by
analysis of their NOESY spectral data in combination with
molecular modeling. Comparison of theoretical and exper-
imental 1H NMR coupling constants was also included in this
protocol. Thus, treatment of compound 2 with NaBH4
followed by acetylation with acetic anhydride and pyridine
yielded two main compounds (3 and 4), which were purified by
HPLC as described in the Experimental Section and
characterized by spectral means. Compound 3 exhibited signals
for an acetylated benzyl alcohol (δH/δC 5.10/57.4), one
secondary acetylated carbinol (δH/δC 5.00, dd, J = 9.3 and
3.9 Hz/81.4), and four acetyl groups (δH/δC 2.33, 2.31, 2.04,
and 1.78, 4s, 3H each/20.9, 20.8, 20.5, 20.5, 170.7, 170.3, 168.7,
and 168.7). The unusual diamagnetic shift of the acetylated
benzyl alcohol could be attributed to a van der Waals shift due
to the steric compression exerted by the acetyl group at C-10 or
C-7, which in turn originates from the lack of free rotation
around the C9−C10 bond.17 The second product obtained was
the cyclic ether 4, formed during the acetylation step by the
nucleophilic attack to C-7 by an appropriately oriented
secondary alkoxy group at C-10, with the concomitant
displacement of the primary acetoxyl group.18 In this cyclic
product the signals for H-7eq and H-7ax appeared as an AB
system at δH 4.65 and 4.42 (d each, J = 15.5 Hz), respectively;
H-10 at δH 3.21 (dd, J = 7.3; 4.7 Hz) and H-9 at 2.93 (dq, J =
7.2 and 6.9 Hz). A NOESY correlation between H-7ax and H-
10ax confirmed the cyclic product formation. The NMR
assignments were based on the analysis of the HSQC and
HMBC experiments (Supporting Information).
Cyclic ether 4 was selected for further theoretical analysis

because its geometrical restraints would lead to conformation-

Table 1. NMR Data for 9S,11R-(+)-Ascosalitoxin (2) in
CDCl3 (400 and 100 MHz)

position δC δH (J in Hz) HMBCa NOESY

1 111.6 5, 7, 9
2 164.9 OH-2, 7, 8
3 110.8 8
4 162.2 5,8
5 107.5 6.27, s 8, 9 14
6 142.8 9, 14
7 191.5 10.24, s 9
8 7.1 2.11, s
9 44.2 4.53, q (6.8) 5, 14 7, 14, 15
10 215.5 9, 14, 15
11 46.9 2.50, tq (6.8, 7.2) 13, 15 12, 15
12 25.4 1.57, ddq (14.0, 7.5, 6.8) 13, 15 13

1.31, dquint (14.0, 7.2)
13 11.6 0.67, t (7.2, 7.5) 11, 12 12
14 18.8 1.43, d (6.8) 9 5, 9
15 17.5 1.09, d (7.2) 11, 12 9, 11
OH-2 12.84, s
OH-4 7.63, s

aHMBC correlations are from the carbon stated to the indicated
hydrogen. Figure 2. Global minimum energy structures of the four possible

diastereoisomers of natural product 2 showing the DFT-calculated
optical rotation values at the D-sodium line. The H-5/H-9 and H-9/
Me-15 NOESY interactions observed in the spectrum of 2 are marked
in diastereoisomer a.
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ally distinctive information. Thus, the series of the four possible
diastereoisomers of compound 4, possessing the 9S config-
uration, namely, e−h (9S,10R,11R; 9S,10R,11S; 9S,10S,11R;
and 9S,10S,11S, respectively), were subjected to a molecular
mechanics systematic search protocol followed by optimization
with DFT calculations at the B3LYP/DGDZVP level. For each
conformer, magnetic shielding tensors were estimated with the
gauge-including atomic orbital method, followed by theoretical
calculation of the total NMR spin−spin coupling constants,
using the same level of calculation.14 Structure e, which
corresponds to the 9S,10R,11R stereoisomer, showed the
smallest root-mean-square deviation between the experimental
(J9−10 = 7.4 Hz and J10−11 = 4.8 Hz) and calculated (J9−10 = 7.47
Hz and J10−11 = 2.51 Hz) 1H−1H vicinal coupling constants
(Table S8), supporting the 9S,11R configurational arrangement
for the natural product 2. Furthermore, the strong NOESY
cross-peaks observed between the signals of H-10 and Me-14
and between H-10 and Me-15 in the cyclic derivative 4 were in
agreement with the minimum energy molecular model e
(Figure 3). Accordingly, the absolute configuration for the

stereogenic centers of (−)-ascosalitoxin must be 9R,11S, even
though the predicted [α]D value for d did not correlate well
with the value previously reported.15

The affinity of 1 with (Ca2+)4-hCaM in solution was
measured using the fluorescent biosensor hCaM M124C-
mBBr (Figure S20).7 This fluorescent-engineered hCaM, hCaM
M124C-mBBr, was recently designed by our group by a
combination of site-directed mutagenesis and covalent attach-
ment of a fluorophore probe. The biological device allows the
detection of CaM inhibitors in a reliable, quick, and sensitive
manner. The fluorophore-labeled protein detects classic CaM
inhibitors such as chlorpromazine (CPZ) and trifluoperazine
(TFP). Its efficacy was demonstrated by means of a functional
enzymatic assay and by fluorescence spectroscopy. The results
of the analysis showed that 1 binds to the protein with a
dissociation constant (Kd) of 0.25 ± 0.04 μM, close to that of
CPZ (Kd = 0.64 ± 0.03 μM). The stoichiometry ratio for
1:CaM was 1:4, as with other well-known CaM ligands.
In order to predict if conformers 1a (1a1 and 1a2), and 1b

(1b1 and 1b2) interact with CaM (Figure 4), and if there are
differences in the energetic and binding parameters, docking
studies were performed using AutoDock4.2 software.19,20 The
3D structure of CaM in complex with TFP (PDB code
1A29.pdb) was used in the docking calculations following an
all-atom refinement of the protein using the Rosetta 3.1

software idealization protocol.21 The analysis predicted that the
four conformers 1a1, 1a2, 1b1, and 1b2 (Ki = 168, 154.8,
159.8, and 170.6 μM) bound to CaM at site I, as does TFP
(Figure 4), with affinities consistent with results from the
fluorescence quenching experiments using the hCaM M124C-
mBBr biosensor.7 Refined docking studies using reduced search
space and model flexibility in the target macromolecule
revealed subtle differences between the interaction of the two
sets of conformers. 1a1 and 1a2 display mainly hydrophobic
interactions with Phe92, Met109, Met124, Glu127, Ala128, and
Met144, while 1b1 and 1b2 form one hydrogen bond between
H1 and Glu127, in addition to hydrophobic interactions with
the residues shown in Figure 4. Both types of interactions
(hydrophobic and hydrogen bond) play an important role in
the stabilization of the protein−ligand complexes.
Altogether, the above findings suggested that compound 1

might be useful as a tool for studying the role of CaM in several
physiological and pathophysiological processes. It is possible
that the cytotoxic effect against several cancer cell lines
previously demonstrated for this compound12 might be related
with its binding to CaM, and it would be of interest to further
analyze its potential as an antitumor agent.

■ EXPERIMENTAL SECTION
General Experimental Procedures. The UV spectra were

recorded on a Shimadzu 160 UV spectrometer in MeOH solution;
the IR spectra were obtained on a Perkin-Elmer 59913 spectropho-
tometer with KBr pellets or in a CHCl3 solution; the experimental
optical rotations at the sodium D-line wavelength of pure compounds
were recorded in CHCl3 solution on a Jasco model P-1030 polarimeter
at 25 °C. NMR spectra were recorded on a Varian Unity Plus 500
spectrometer at 500 (1H) and 125 MHz (13C), or a Bruker Avance III
spectrometer at 400 (1H) and 100 MHz (13C), or a Varian Mercury
300 spectrometer at 300 (1H) and 75.4 MHz (13C) using TMS
(tetramethylsilane) as the internal standard; chemical shifts were
recorded as δ values. Electrospray ionization mass spectra (ESI-TOF-
MS) and electron-impact mass spectra (EIMS) were obtained on a
Waters 2695 LC and on a JEOL SX 102 mass spectrometers,
respectively. Preparative HPLC was performed using a Nova-Pak silica
column (silica gel, 3.9 × 300 mm, 6 μm, and 0.6 mL/min) and
CHCl3−MeOH, 9:1, as the mobile phase. Control of the equipment,
data acquisition, processing, and management of chromatography was
performed by the Empower 2 software program (Waters). Column
chromatography (CC) was carried out on Sephadex LH-20 (Sigma-
Aldrich-Fluka, St Louis, MO, USA). Thin layer chromatography
(TLC) analyses were carried out on silica gel 60 F254 plates (Merck
S.A. de C.V., Naucalpan de Juaŕez, Edo. de Mex́ico) using ceric sulfate
(10%) solution in H2SO4 as color reagent.

Plant Material. Hintonia latif lora leaves were collected by Dr.
Robert Bye (Instituto de Biologiá, UNAM) and Sol Cristians
(Facultad de Quiḿica, UNAM) in Urique (29°13.143′ N,
107°54.832′ W; 579 masl), State of Chihuahua, Mex́ico, on July 15,
2007. Identification of the plant was secured by both collectors; a
voucher specimen (Bye and Linares 39140) was deposited at the
Herbario Nacional de Mexico (MEXU).

Fungus Isolation and Identification. The endophytic fungus
MEXU 26343 was isolated from selected adult and healthy leaves of H.
latif lora. A strong surface sterilization protocol was applied to the
leaves.22 Complete intact leaves were immersed in 75% EtOH (1 min),
3.4% aqueous sodium hypochlorite solution (10 min), and 75% EtOH
(1 min). The sterilized leaves were then rinsed with sterilized distilled
H2O and dried with sterile absorbent paper. Sterilized leaves were cut
into 5 × 5 mm pieces and deposited on a Petri dish (3 to 5 pieces by
plate) containing PDA (potato-dextrose agar; Difco), streptomycin
sulfate (40 μg/mL), and ampicillin (150 μg/mL) to inhibit the
bacterial growth. The pure fungal strain was obtained after serial
transfers on PDA and was deposited in the Herbario Nacional MEXU

Figure 3. Global minimum energy structure of e, representing the
structure of 4.
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26343. Sequence data for this isolate were deposited in GenBank as
accession numbers JN870279 (28S rRNA) and JN870280 [internal
transcribed spacer (ITS) rRNA region]. The fungal strain lacked the
reproductive structures necessary for taxonomic identification.
Sequence data for MEXU 26343 were aligned with data available in
GenBank, revealing that this unidentified fungus showed a close
relationship with taxa from the order Pleosporales.
Fungal Fermentation, Extraction, and Isolation. The

endophytic fungus 39140-2 was cultured at room temperature for 30
days in a Fernbach flask containing 200 g of moist rice. The cultivated
rice was extracted exhaustively with CH2Cl2, and the organic layer was
evaporated in vacuo, yielding 1.49 g of an orange, solid extract. The
crude extract was subjected to CC eluting with MeOH to yield four
major primary fractions (FI−FIV). Fraction FIII (372 mg) was the only
one that significantly quenched the fluorescence of the CaM biosensor
hCaM M124C-mBBr. HPLC analysis (see above) of the active fraction
yielded 347 mg of vermelhotin (1). TLC separation (CH2Cl2−MeOH,
99:1) of inactive fraction FII (357.3 mg) afforded 84.9 mg of 9S,11R-
(+)-ascosalitoxin (2).
9S,11R-(+)-Ascosalitoxin (2): yellow oil; [α]D +153 (c 0.1, CHCl3);

UV (MeOH) λmax (log ε) 221 (4.92) and 296 (4.51) nm; IR (KBr)
νmax 3387, 2969, 1698, 1622, 1306, 1245 cm

−1; 1H and 13C NMR data
(CDCl3) see Table 1; EIMS m/z 264 [M]+ (10), 246 (6), 208 (46),
180 (100), 162 (40), 85 (76); HREIMS m/z 264.1344 (calcd for
C15H20O4, 264.1361).
Preparation of Compounds 3 and 4. A solution (20 μL) of

NaBH4 (100 mg/mL) was slowly added to a cooled solution of
compound 2 (16 mg) in MeOH. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 2 h; thereafter, the solvent was eliminated under
a N2 flow. The crude mixture was next extracted with EtOAc (3 × 10
mL), and the resulting extract dried over Na2SO4 and evaporated in
vacuo. The resulting crude mixture, without any separation, was
dissolved in 400 μL of Ac2O−pyridine (1:1) and maintained at room
temperature for 24 h. The reaction mixture was diluted with H2O (10
mL) and extracted with EtOAc (3 × 10 mL); the organic phase was
successively washed with saturated aqueous HCl (3 × 10 mL),

NaHCO3 (3 × 10 mL), and H2O (3 × 10 mL) and dried with
anhydrous Na2SO4. The crude product was resolved by semi-
preparative HPLC (n-hexane−EtOAc, 70:30; flow rate = 1.0 mL/
min) to yield 4.5 mg of compound 3 and 1.4 mg of 4.

Compound 3: yellow oil; [α]D +5.4 (c 0.34, CHCl3);
1H NMR

(300 MHz, CDCl3) δ 7.02 (1H, s, H-5), 5.11 (2H, br s, H-7), 4.99
(1H, dd, J = 9.2, 3.9 Hz, H-10), 3.47 (1H, dq, J = 9.2, 7.1 Hz, H-9),
2.34 (3H, s, CH3CO2), 2.31 (3H, s, CH3CO2), 2.04 (3H, s, CH3CO2),
1.92 (3H, s, H-8), 1.78 (3H, s, CH3CO2), 1.23 (3H, d, J = 7.1 Hz, H-
14), 0.92 (3H, t, J = 7.3 Hz, H-13), 0.87 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-15); 13C
NMR (CDCl3, 75.4 MHz) δ 170.7, 170.3, 168.7, 168.7 (4C,
CH3CO2), 150.1 (C, C-4), 149.3 (C, C-2), 143.4 (C, C-6), 124.3
(C, C-3), 122.0 (C, C-1), 118.9 (CH, C-5), 81.4 (CH, C-10), 57.4
(CH2, C-7), 35.8 (CH, C-11*), 35.7 (CH, C-9*), 22.5 (CH2, C-12),
20.9, 20.8, 20.5, 20.5 (4CH3, COCH3), 18.6 (CH3, C-14), 16.1 (CH3,
C-15), 11.7 (CH3, C-13), 10.2 (CH3, C-8); EIMS m/z 435 [M − 1]+

(1), 317 (10), 233 (65), 206 (65), 164 (100).
Compound 4: yellow oil; [α]D −3.6 (c 0.1, CHCl3); 1H NMR (400

MHz, CDCl3) δ 6.87 (1H, s, H-5), 5.55 (2H, d, J = 15.5 Hz, H-7),
3.21 (1H, dd, J = 7.4, 4.8 Hz, H-10), 2.93 (1H, dq, J = 7.2, 6.9 Hz, H-
9), 2.32 (3H, s, CH3CO2), 2.31 (3H, s, CH3CO2), 1.92 (3H, s, H-8),
1.23 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-14), 0.98 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-15), 0.91
(3H, t, J = 7.5 Hz, H-13); 13C NMR (CDCl3, 75.4 MHz) δ 169.2,
168.9 (2C, CH3CO2), 148.3 (C, C-4), 145.0 (C, C-2), 138.4 (C, C-6),
125.0 (C, C-1), 120.6 (C, C-3), 118.8 (CH, C-5), 84.1 (CH, C-10),
62.5 (CH2, C-7), 35.2 (CH, C-9), 32.6 (CH, C-11), 22.7 (CH2, C-12),
20.8, 20.3 (2CH3, CH3CO2), 18.9 (CH3, C-14), 16.6 (CH3, C-15),
12.0 (CH3, C-13), 9.7 (CH3, C-8); EIMS m/z 333 [M − 1]+ (1), 275
(36), 236 (35), 208 (39), 194 (45), 165 (100).

Steady-State Fluorescence Using the hCaM M124-mBBr
Biosensor (ref 7). All measurements were conducted with an ISS−
PC1 spectrofluorometer (ISS, Champaign, IL, USA) with sample
stirring at 37 °C. The protein hCaM M124-mBBr (1 μM), obtained as
previously described,7 was incubated in buffer (10 mM potassium
acetate [pH 5.1] and 10 mM CaCl2), and the ligand was dissolved in
DMSO (2 and 9.21 mM). Fluorescence emission spectra were

Figure 4. Structural model of CaM-TFP complex represented in green cartoon. The left panel shows the binding model of TFP (purple sticks), 1a1
(red sticks), 1a2 (green sticks), 1b1 (blue sticks), and 1b2 (yellow sticks) using the crystallographic structure of the CaM−TFP complex (PDB code
1A29). The right panel shows the structure of the docking, showing the amino acids that interact with ligands. This figure was prepared using
PyMOL.23
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acquired with excitation and emission slit widths of 4 and 8 nm,
respectively. The excitation wavelength was 381 nm, and emission
wavelengths of 415 to 550 nm were measured. The fractional degree of
saturated hCaM M124-mBBr with ligand (y) was calculated by changes
in fluorescence on ligand binding according to y = (F − F0)/(F∞ −
F0), where F∞ represents the fluorescence intensity at saturation of the
ligand, y is plotted as a function of the protein/ligand relation (L), and
the apparent dissociation constants (Kd) and stoichiometric (S) were
obtained by fitting to the equation

=
+ + − + + −

y
K S L S K S L S L S(1 / / ) (1 / / ) 4 /

2
d d

2

where y represents the fractional degree of fluorescence intensity at
470 nm, Kd is the apparent dissociation constant for the ligands, L is
the protein/ligand relation, and S is the stoichiometric. The data were
analyzed using the Origin version 8.0 program (OriginLab, North-
ampton, MA, USA).
Docking Studies. Docking was carried out using the PDB X-ray

structure of CaM (PDB code 1A29.pdb) with TFP (PDB code
1LIN.pdb). The crystal structure was rebuilt and refined after several
iterations, and the final all-atom refinement of CaM was carried out
with Rosetta 3.1.1.21 The compound was built using the program
HyperChem 8 and optimized geometrically using the program
Gaussian 09, revision A.02 (Gaussian Inc., Wallingford, CT, USA) at
DTF B3LYP/3-21G level of theory. Electrostatic grid maps were
generated for each atom type in the ligands using the auxiliary program
AutoGrid4, part of the software AutoDock4. The initial grid box size
was 60 Ǻ × 60 Ǻ × 60 Ǻ in the x, y, and z dimensions. Refined docking
analysis was performed in a smaller grid box, with 30 Ǻ × 30 Ǻ × 30 Ǻ
dimensions. All calculations were made using a supercomputer
KanBalam cluster from a Hewlett-Packard HP CP 4000, which
includes 1368 AMD Opteron processors at 2.6 GHz and a RAM
memory of 3 terabytes (Kanbalam, Direccioń General de Coḿputo y
de Tecnologiás de Informacioń y Comunicacioń, UNAM) (http://
www.super.unam.mx/). The analysis of the docking was made with
AutoDockTools (http://mgltools.scripps.edu/) using cluster analysis
and the program PyMOL.23

Molecular Modeling Calculations. Molecular building and
conformational search were carried out in the Spartan’04 program24

(Wavefunction Inc. Irvine, CA, USA). Monte Carlo conformational
searching25 for structures 1 and 2 was carried out by molecular
mechanics using the MMFF94 force field. In each case the minimum
energy structures were filtered and checked for duplicity. The energy
cutoff of 10 kcal/mol was selected in order to have a wide window of
conformers in the Boltzmann distribution. Each conformer was
geometrically optimized using hybrid DFT method B3LYP and basis
set DGDZVP (B3LYP/DGDZVP). The fully optimized structures
were used to calculate the thermochemical parameters and the
frequencies at 298 K and 1 atm. Magnetic shielding tensors were
calculated with the gauge invariant atomic orbital method (GIAO),
and 1H−1H vicinal coupling constants were obtained from the
B3LYP/DGDZVP-optimized structures using the SpinSpin option
during the NMR calculations. The coupling constants were also
calculated from DFT dihedral angles through an empirically
parametrized equation. All quantum mechanical and NMR calculations
were carried out using Gaussian W03 (Gaussian Inc., Pittsburgh, PA,
USA) on a Linux operating system in the KanBalam cluster from a
Hewlett-Packard HP CP 4000, which includes 1368 AMD Opteron
processors at 2.6 GHz and a RAM memory of 3 terabytes.
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(3) Martínez-Luis, S.; Peŕez-Vaśquez, A; Mata., R. Phytochemistry
2007, 68, 1182−1903 , and references therein.
(4) Zhang, L.; Ma, S. Med. Chem. 2010, 5, 811−822.
(5) Racioppi, L.; Means; Anthony, R. Trends Immunol. 2008, 29,
600−607.
(6) Kim, H. R.; Appel, S.; Vetterkind, S.; Gangopadhyay, S. S.;
Morgan, K. G. J. Cell. Mol. Med. 2008, 12, 2165−2180.
(7) Reyes-Ramírez, A.; Leyte-Lugo, M.; Figueroa, M.; Serrano-Alba,
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