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Resumen

Resumen

El presente trabajo describe la investigacion quimica de las especies fungicas
Purpureocillium lilacinum e Isaria fumosorosea con el objetivo de obtener nuevos ligantes de la
proteina calmodulina (CaM), potencialmente dutiles para el desarrollo de farmacos y/o
herramientas de investigacion.

El estudio quimico de la especie Purpureocillium lilacinum condujo al aislamiento de los
metabolitos activos acremonidina A (121) y acremoxantona C (122), heterodimeros de xantona-
antraquinona caracterizados mediante la aplicacion de técnicas espectroscdpicas, espectrométricas
y quiroopticas. La configuracién absoluta de los centros estereogénicos C-2, C-3, C-1', C-11"y C-
14' de 122 fue establecida como R, R, S, S, v R, respectivamente, mediante la comparacién de los
valores experimentales de rotacion dptica especifica ([a]p) y constantes de acoplamiento (*Ju.p y
*Jc.n) con los obtenidos a través de cilculos teéricos utilizando teorfa de funcionales de la densidad
(DFT) a un nivel B3LYP/DGDZVP.

La actividad anti-CaM de los productos 121 y 122 se determiné mediante el uso de dos
biosensores fluorescentes de CaM: hCaMM124C-mBBr y hCaMM124C-T110C. El primer
biosensor permite la deteccion de ligantes clasicos de la CaM, mientras que el segundo es util para
detectar moléculas que se unen a un sitio diferente al de inhibicién cldsica. Los ensayos de
apagamiento de la fluorescencia de ambos biosensores permitié establecer que 121 y 122 se unen a
la CaM con constantes de afinidad de K; = 19.40 y 18.25 nM. El uso del biosensor /CaMM124C-
T110C, asi como estudios tedricos de acoplamiento molecular, permitieron proponer que el sitio
de unién a CaM de 121 y 122 es un sitio diferente al cldsico, pero similar al sitio donde interactta
el KAR-2.

El estudio quimico del extracto organico de Isaria fumosorosea permitié la obtenciéon de
siete metabolitos caracterizados como las beuverdlidas L (112), C (113), F (114),1(115), ], (116) M

(117) y N (118). La determinacién de la actividad ligante de CaM de los productos 112-118 se
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determind mediante el uso del biosensor fluorescente de CaM hCaMM124C-AF;s, ademads de
estudios de acoplamiento molecular para establecer el posible sitio de unién a la CaM. Todos los
metabolitos resultaron activos, con constantes de afinidad entre 0.078 uM y 3.44 uM, siendo la
beauverdlida J, la mds afin (K4 = 0.078 uM). El estudio de acoplamiento molecular permite sugerir
que el sitio de unién de las beauverdlidas es similar al de la CPZ.

De manera adicional, y con la finalidad de establecer si las propiedades ligantes de CaM de
las malbranqueamidas (51-53) correlacionan con una actividad relajante de la musculatura lisa, se
exploré su potencial vasorrelajante. Los resultados indicaron que las malbranqueamidas (51 -53)
tienen un efecto relajante dependiente de la concentracién y de la presencia de endotelio; en tejidos
con ausencia de endotelio el efecto fue menor pero significativo. Los experimentos farmacolégicos
conducentes a determinar su mecanismo de accién indicaron que los alcaloides ejercen una
vasorrelajacion mediada principalmente por produccién de 6xido nitrico (NO) y otros factores.
Los resultados de los estudios tedricos de acoplamiento molecular de 51 - 53 con la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS), indican que los metabolitos podrian estar interactuando de forma
alostérica con la enzima en los sitios de uniéon C1 y C2, promoviendo de esta manera su activacion.
Ademds, la potente actividad anti-CaM de las malbranqueamidas ya bien establecida permite
proponer que su modo de accién vasorrelajante podria implicar también una interferencia con la

fosforilacién de la miosina de cadena ligera (MLC).
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Abstract

The present work was conducted with the aim of discovering new CaM ligands useful for
the development of new drugs and/or research tools, derived from the chemical investigation of
the fungal species Purpureocillium lilacinum and Isaria fumosorosea.

Bioassay guided fractionation of an extract prepared from the culture medium and
mycelium of Purpureocillium lilacinum allowed the isolation of two CaM inhibitors, namely
acremonidin A (121) and acremoxanthone C (122). The absolute configuration at the
stereocenters of 122 was established as 2R, 3R, 1'S, 11’S, and 14’R through extensive NMR
spectroscopy and molecular modeling calculations at the DFT B3LYP/DGDZVP level which
included the comparison between theoretical and experimental specific rotation, *Joy and *Jun
values. Compounds 121 and 122 bind to the human calmodulin (hCaM) biosensor hKCaMM124C-
mBBr, with dissociation constants (Kg) of 18.25 and 19.40 nM, respectively, seventy fold higher
than that of chlorpromazine, used as positive control. Docking analysis predicted that 121 and 122
bind to CaM in a similar site as KAR-2 does, which is unusual. Furthermore, a novel, sensible and
specific fluorescent biosensor of hCaM, i.e. hCaM T110C-mBBr, was constructed; this device is
labeled in a site where classical inhibitors do not interact and was successfully applied to measure
the interaction of 122 to CaM. This is the first report of xanthone-anthraquinone heterodimers in
species of Paecilomyces or Purpureocillium genera.

Chemical investigation of the entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea yielded seven
cyclotetradepsipeptides namely beauverolides L (112), C (113), F (114), I (115), J, (116) M (117)
and N (118). The beauverolides were evaluated as potential calmodulin inhibitors using the newly
designed CaM biosensor hCaMM124C-AF;5; these peptides displayed high affinity to the proteins
with dissociation constants (K;) ranging from 0.078 uM to 3.44 uM. Beauverolide Ja, the only one
containing a tryptophan residue in its structure, showed the highest affinity. The docking study

predicted that beauverolides could bind to CaM in the same site of interaction as chlorpromazine,
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a well-known calmodulina ligand. This investigation represents the first report of anti-CaM
activity for cyclotetradepsipeptides.

Additionally, the potential of malbrancheamides (51 -53) as vasorrelaxant agents was
investigated in order to determine whether their anti-CaM properties correlated well with a
pharmacological activity. The experiment was conducted using rat aorta ring tests and in silico
studies. Malbrancheamides induced a significant vasorrelaxant activity in a concentration and
endothelium-dependent manner in NA (0.1 uM) pre-contracted aortic rings. Furthermore,
malbrancheamide-induced vasorrelaxation was significantly weakened by pretreatment of
endothelium-intact aortic rings with L-NAME. Docking analysis predicted that 51 — 53 could
interact with eNOS in an allosteric fashion at C1 and C2 pockets promoting its activation.
Although other mechanisms could be involved in the endothelium-independent relaxation, the
fact that malbrancheamides are well characterized CaM ligands led us to postulate that its mode of

action could implicate also an interference of MLC phosphorylation.



Antecedentes

2. Antecedentes

2.1 Calmodulina

En organismos superiores, el calcio (Ca’") acttia como segundo mensajero ubicuo en
diversos procesos celulares. Las concentraciones citosélicas de Ca’" libre (~10 — 100 nM) estdn
altamente controladas por una combinacién de proteinas amortiguadoras, bombas de iones y
transportadores (Kovalevskaya et al., 2013). Incrementos en la concentracién de Ca’" intracelular
conllevan a la unién de este ion a proteinas reguladoras intracelulares, un evento que inicia una
amplia variedad de procesos celulares (Jurado et al, 1999). El estudio de la red compleja de
proteinas de unidén a calcio y sus interacciones, ahora denominado como calcidmica, trata de
entender los efectos del calcio dentro de la fisiologia celular (Bertchold et al., 2014). Una de las
proteinas reguladoras mas importantes de unién a Ca’* intracelular es la calmodulina (CaM).

La calmodulina es la principal proteina de sefializacién de Ca®', es ubicua en los
organismos eucariotes, altamente conservada y posee un amplio espectro de funciones fisioldgicas
esenciales. Una de las razones para la diversa gama de funciones de la CaM radica en su habilidad
para interactuar con varios cientos de proteinas y modular su actividad de diferentes maneras.
Desde su descubrimiento como un activador de la fosfodiesterasa de nucleétido ciclico (PDE) a
principios de los aflos 70 y nombrada como calmodulina por Cheung (Cheung, 1980), se ha
acumulado una gran cantidad de informacién acerca de su funcién en el control de procesos
fisiologicos importantes (Berchtold et al., 2014). El conocimiento generado en afios recientes
acerca de la estructura y funcionalidad de la CaM y sus proteinas blanco, la dindmica de la unién
de iones Ca”" y los mecanismos de interaccién con sus multiples proteinas blanco, sean éstos
dependientes 0 no de Ca”", es sumamente extenso. En los organismos vertebrados, los genes que
codifican para la sintesis de CaM son idénticos, hecho que se refleja en el grado de similitud (igual

secuencia de aminoacidos) de la proteina presente en distintos organismos.
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2.2 Estructura de la Calmodulina

La CaM es una proteina pequefia, formada por 148 aminodacidos, y su estructura consiste
de dos dominios globulares, los cuales contienen cada uno, dos sitios de unién a Ca™* tipo mano-
EF, ligados por un conector flexible, el cual permite a la proteina el cambiar su conformacién
segun sea necesario. Ademads de la plasticidad del doblamiento de la proteina, las cadenas laterales
de aminodacidos interactiian con proteinas blanco, en particular, los residuos de metionina (Met)
son marcadamente flexibles. Dicha plasticidad estructural, tanto a nivel de cadenas individuales
laterales como a nivel de orientaciéon de los dominios completos, es crucial para su habilidad de
reconocer y regular numerosas proteinas blanco (Villaroel et al., 2014). En células normales, la
concentracion de apo-CaM (aquella que no presenta unién a Ca’") varia entre 60 y 8800 nM,
mientras que la cantidad de holo-CaM (complejo formado por cuatro iones Ca>" unidos a CaM)
estd limitada a ~50 nM (Figura 1, Black et al., 2004).

El calcio se une a la CaM, primero en los sitios del dominio C-terminal, que son entonces
los de mayor afinidad, y luego a los dos sitios del dominio N-terminal. Sin embargo, en presencia
de proteinas blanco, la unién a calcio se vuelve cooperativa para los cuatro sitios, y la afinidad
relativa de estos sitios cambia. La concentracién de calcio dentro de las células puede variar en un
amplio rango (100 — 10, 000 nM), variacién que constituye la base de las diferentes cascadas de
seflalizaciéon que se desencadenan en funcién de la sensibilidad de las distintas proteinas de unién
a calcio a las diferencias de concentracién del catién. La presencia de la apo-CaM es esencial para
la supervivencia de las células, y ahora se sabe que algunas enzimas (6xido nitrico sintasa
inducible, fosfodiesterasa (PDE), glicogeno fosforilasa, miosina de vellosidades, y proteinas

neuronales) prefieren interactuar con esta forma de la CaM (Menyhard et al., 2009).



Antecedentes

Figura 1. Conformaciones adoptadas por la proteina CaM: a) apo-CaM (pdb 1CFD) y b) holo-
CaM (CaM-Ca**, pdb 1CLL). Los iones calcio estan representados por esferas amarillas.

Cuando la calmodulina interactia con Ca®* (se unen hasta cuatro dtomos) hay un cambio
en la estructura global de la proteina, de una forma elipsoide globular a una forma de mancuerna,
promoviendo también cambios caracteristicos entre los dominios terminales. Estos cambios
causan que parches hidrofébicos sean expuestos entre ambos dominios; esta conformacion
altamente activa se denomina “forma abierta”. Los parches hidrofébicos de CaM estan rodeados
por aminodcidos cargados negativamente, por lo que los estados activados por Ca”" atraerdn
preferentemente ligantes de naturaleza hidrofébica y/o polarizados positivamente (Kovalevskaya
etal, 2013).

La calmodulina presenta también cadenas laterales con metioninas (Met) en gran
abundancia, representando cerca de la mitad de la superficie hidrofébica de cada parche. Se ha
demostrado que estos residuos de aminodcido (Met) se exponen al disolvente en la conformacién
abierta de CaM, siendo esenciales para la capacidad de la proteina de aceptar una amplia variedad

de ligantes (Figura 2).
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Figura 2. A) Distribucién de aminodacidos hidrofébicos (superficie blanca y roja) y polares (superficie azul)
en la conformacion holo-CaM (pdb 1CLL). B) Localizacion de las metioninas (bastones y esferas naranjas)
en las cadenas laterales y parche hidrofébico de la conformacién abierta de CaM (pdb 1CLL).

Las cadenas laterales son altamente flexibles y son ideales para crear interacciones
favorables de tipo van der Waals debido a la polarizabilidad de los grupos sulfuro, al mismo tiempo
que son compatibles con el medio acuoso circundante. El complejo Ca>*-CaM, por consiguiente,
posee superficies de uniéon flexibles, dindmicas y altamente hidrofébicas en cada uno de los

dominios (Menyhard et al., 2009).

2.3 Blancos moleculares regulados por la CaM

La CaM carece de actividad enzimatica propia, sin embargo acttia como mediadora en el
~ 1 . 2+ . O 7

proceso de sefializacién por Ca” de muchas enzimas y canales idnicos presentes en las células. Se
estima que la CaM puede interaccionar con cerca de 100 diferentes enzimas para asi regular
numerosas funciones celulares tales como motilidad celular, arquitectura y funcién del
citoesqueleto, proliferaciéon celular, apoptosis, autofagia, homeostasis metabdlica, recambio de
fosfolipidos, plegamiento proteico, fosforilacion/desfosforilacién de proteinas, transporte de iones,
control osmético, procesos reproductivos, contraccién de musculo y expresion de genes, entre

otras (Figura 3, Chin y Means 2000; Reddy et al.,, 2011). Las interacciones a nivel celular que
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presenta la CaM con sus proteinas blanco, pueden traducirse en procesos fisioldgicos vitales que
incluyen inflamacién, memoria a corto plazo, penetracién viral, respuesta inmune y el ciclo
celular, implicando a la CaM en enfermedades como el SIDA, Alzheimer, y algunos tipos de
cancer, entre otros. Estas proteinas moduladas por CaM comprenden un grupo diverso,
relacionadas entre si por el simple hecho de que interactdan con la calmodulina, una interaccion
que es regulada por niveles intracelulares de calcio. Con base en sus requerimientos del ion calcio
se pueden dividir en tres categorfas: aquellas que son dependientes de Ca’', incluyendo la
calcineurina (CNA), la 6xido nitrico sintasa (NOS), adenilato ciclasa y la cinasa de cadena ligera de
la miosina (MLCK), localizadas principalmente en el citosol y citoesqueleto; aquellas que son
independientes de Ca’', entre las que destacan las MLCK tipo II, las neuromodulinas y las
neurograninas y, por tltimo, aquellas proteinas que son inhibidas por Ca®, de las cudles se tiene
poco conocimiento (O’Day 2003).

Receptor de tirosina cinasas
(e.g. EGFR
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Figura 3. Localizacion y funcién de las principales proteinas de unién a calmodulina.
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Los dominios de unién a calmodulina de las diferentes proteinas blanco son altamente
diversos en su secuencia de aminodcidos. Una de las caracteristicas en comun que denota la
interaccién de CaM y proteinas blanco es la capacidad que tienen los péptidos de unién en las
enzimas blanco para formar hélices anfifilicas cuando se forman complejos con Ca’*-CaM. En el
Banco de Proteinas (PDB) se encuentra una cantidad significativa de estructuras tridimensionales
de complejos Ca’*-CaM con péptidos de proteinas blanco resueltas (Figura 4). En la mayoria de
ellas, los dos dominios de CaM rodean el péptido, poniendo en contacto residuos hidrofébicos en

el sitio de unidn entre ellos.

Canal de Potasio (pdb 1G4Y) Dominio reductasa de la iNOS (pdb 3HR4) Calcineurina (pdb 2R28)

Figura 4. Estructura de complejos formados entre Ca®*-CaM (listones azul marino) y, algunos péptidos de
enzimas blanco. Figuras preparadas con Chimera 1.8.1.

10
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2.4 La calmodulina como herramienta para el descubrimiento de nuevos farmacos

En aflos recientes, la investigacién en diferentes grupos de trabajo ha denotado gran
interés en el descubrimiento de nuevos inhibidores de la CaM; posiblemente, como una
consecuencia del mayor conocimiento de esta proteina, incluyendo aspectos estructurales, el
descubrimiento de nuevas enzimas blanco e isoformas y la participacién de la proteina en diversos
procesos patolégicos. Todo ello, hace de la CaM un blanco atractivo para el desarrollo de farmacos
que puedan afectar selectivamente la activacion de las enzimas dependientes de esta importante
proteina.

Los inhibidores de la CaM pueden actuar en diferentes formas, ya sea uniéndose
directamente a la proteina, o bien al complejo CaM-enzima. Para descubrir nuevos inhibidores de
CaM se utilizan diferentes estrategias o métodos, la mayoria de ellos in vitro. Algunos de los
métodos mas utilizados para este fin se resumen en la Tabla 1.

De los métodos mencionados en la Tabla 1, aquellos basados en fluorescencia son
altamente especificos, de bajo costo, selectivos y con tiempos de reaccion relativamente rapidos,
aunque algunas veces la preparacién del elemento sensible puede ser laboriosa. Entre los métodos
basados en fluorescencia, el uso de la CaM marcada con fluoréforos en uno o mds sitios especificos
ha ganado gran popularidad. Uno de los procedimientos mds usados incluye la unién covalente a
la CaM de un fluorédforo tiol-reactivo estratégicamente localizado a través de un proceso de
mutagénesis de cisteina sitio-dirigida. De esta manera, es posible correlacionar los cambios
conformacionales con la unién de ligandos por el cambio en las propiedades de emisiéon de las

proteinas marcadas.

11



Tabla 1. Algunos métodos utiles en la deteccion de inhibidores de la CaM.

Antecedentes

Método

Descripcion

Referencias

Cromatografia de
afinidad

Es un método especifico, sin embargo es de alto costo y laborioso.

Yurimoto et al., 2009

Electroforesis nativa

en gel

Sigue el cambio en la movilidad electroforética del complejo CaM-ligando. Es una buena herramienta

para detectar eventos de unién. Es cualitativa, relativamente simple, pero poco robusta.

Charpenteau et al.,
2004

Resonancia

Magnética Nuclear

Los métodos de RMN multidimensional heteronuclear proveen informacion estructural detallada sobre
las interacciones proteina-ligando en solucién. En estos procedimientos, la CaM marcada con "Ny >C
es titulada con los ligandos. También es posible determinar el sitio de unioén y conformaciones de los

ligandos, receptores y complejos, con la ayuda de experimentos de RMN como NOESY y HSQC.

Chou et al., 2000; Lalor
et al., 2003

Espectroscopia
diferencial UV-DC

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) en longitud de onda cercana al UV es considerada uno de
los métodos mas sensibles para seguir pequefios cambios en la conformacién de la proteina inducida por
unioén de ligandos en solucién. Una de las desventajas, es la gran cantidad de proteina requerida, asi
como la necesidad de sistemas acuosos para la medicidn, ya que absorben en el mismo rango en donde

las caracteristicas estructurales exhiben absorcion diferencial de la luz polarizada circularmente.

Masino et al., 2000;
Horvath et al., 2005

Fluorescencia

intrinseca

La CaM contiene dos residuos de aminodcidos aromaticos (tirosina y fenilalanina) que contribuyen a su
fluorescencia intrinseca. Esta requiere poca cantidad de material (proteina y ligando). La respuesta es
muy sensible a cambios locales estructurales promovidos por la unién del ligando. Las principales
ventajas experimentales son: alto rango de concentracidn, tiempos de medicién rapidos y diferentes

configuraciones del equipo instrumental.

VanScyoc y Shea, 2001

Resonancia de
Fluorescencia de
Transferencia de

Energia (FRET)

Esta técnica registra la distancia entre diferentes sondas fluorescentes que se unen a CaM. Involucra la
transferencia de energia de un estado excitado del donador al estado excitado del aceptor. Monitorea
tanto las interacciones de unién entre diferentes moléculas, como los cambios conformacionales en la
misma molécula. Es usada tanto in vivo como in vitro. Es un método poderoso y sensible para investigar

distancias moleculares y cambios conformacionales en complejos CaM-ligando.

Allen et al., 2004,
Gangopadhyay et al.,
2004
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Tabla 1. Algunos métodos utiles en la deteccion de inhibidores de la CaM (continuacién).

Antecedentes

Método

Descripcion

Referencias

Difraccién de Rayos

La cristalografia de Rayos X es un método poderoso para estudiar las estructuras de las proteinas y sus
ligandos. Esta técnica provee detalles de aproximacion atémica de los complejos proteina-ligando y

Babu et al., 1985; Babu
et al., 1988; Okubo y
Okada 1998; Vertessy

similitud del sitio funcional, y su validacion, a través de acoplamiento molecular (docking).

X ofrece una vista detallada de su arreglo espacial y sus interacciones. Las principales limitantes de este
método son las muestras de proteina cristalina apropiadas. et al, 1998; Acharyay
Lloyd 2005
Métodos Los métodos enzimaticos funcionales miden la inhibicién de la actividad enzimatica modulada por la Sharma y Wang 1979;
enzimdticos CaM, siendo la Fosfodiesterasa del AMPc dependiente de CaM, la més utilizada. La MLCK, la Ca®"- Chock y Huang 1984;
funcionales ATPasay la calcineurina, son otras enzimas reguladas por CaM empleadas para detectar antagonistas de | Harmon et al., 1984;
la CaM. Mata et al., 2003
Los métodos computacionales son usados para la caracterizacion de sitios de union de proteinas
efectoras, especialmente ahora que la informacion estructural sobre proteinas estd disponible en bancos
Métodos de datos (PDB). En el disefio de fairmacos en general, las estrategias de modelado para optimizar la Gabdoulline y Wade
computacionales afinidad de unién receptor-ligante estan principalmente enfocadas en la deteccion del sitio funcional, 2002, Ladbury y
esto es, en localizar los sitios de unidn de una superficie en la proteina, seguido de la consideracion dela | Williams 2004

Biosensores de

fluorescencia

Se basa en el uso de biomoléculas que transducen eventos de unidn en sefiales fluorescentes detectables y
que recientemente demostraron ser herramientas utiles para detectar inhibidores de la CaM.

Allen et al., 2004,
Gonzalez-Andrade et
al.,, 2009
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Recientemente, Gonzédlez-Andrade y colaboradores (2009) disefiaron una proteina
humana recombinante marcada con un fluoréforo, la calmodulina hKCaMM124C-mBBr, util para
la identificacién de inhibidores de la CaM. Esto se llevo a cabo reemplazando la Met124 por
cisteina, mediante mutagénesis sitio-dirigida; la proteina resultante, hCaMM124C, se purifico, y
posteriormente, se le unié covalentemente el fluoréforo monobromobimano (mBBr) en la

posicién correspondiente a la Cys124 de la nueva proteina (Figura 5).

Glul23

Figura 5. Modelo in silico de la mutacién del residuo de cisteina y la unién del bimano. Las
lineas rojas muestran los residuos de aminodcidos del sitio de unién en el complejo CaM-
TFP, en verde se muestra el mBBr, en naranja a la TFP y las esferas amarillas muestran los
iones de calcio (Tomado de Gonzélez-Andrade, et al., 2009).

Este biosensor fue utilizado exitosamente para medir las propiedades anti-CaM de la
clorpromazina, un inhibidor clésico de la CaM, y de algunos productos naturales (Figueroa et al.,
2011; Gonzélez-Andrade et al, 2011) que previamente habian demostrado propiedades
inhibitorias en un ensayo funcional utilizando el complejo CaM-PDE1 como sistema
experimental. Los resultados demostraron que los compuestos que inhibian la actividad
enzimdtica de la PDE1 mostraban una excelente afinidad a la proteina marcada, apagando su
fluorescencia de manera significativa y dependiente de la concentracién. Estos resultados

permitieron validar el uso de la hCaM M124C-mBBR como una herramienta analitica, robusta y

sensible para la busqueda de firmacos potenciales con un efecto sobre la CaM.
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El avance en los métodos de deteccién mas sensibles y especificos de inhibidores de la CaM
hizo que el descubrimiento de moléculas (de origen sintético y natural) con actividad anti-CaM
incrementara considerablemente. Este hecho no sélo tuvo impacto en la investigacion de esta
proteina, sino que atrajo la atencién de empresas farmacéuticas con miras de desarrollar nuevos
medicamentos.

En la década de los afios 90, la industria farmacéutica invirtié de manera considerable en el
desarrollo de moléculas capaces de inhibir las propiedades de la calmodulina; en este periodo se
generaron alrededor de 30 patentes en donde se describieron compuestos antagonistas de la CaM
con posible uso terapéutico para el tratamiento de desérdenes cardiovasculares y neurologicos,
incluyendo hipertensién, angina de pecho, infarto y otras enfermedades cerebrovasculares
(Menyhard et al., 2009). De acuerdo a registros en el Banco de Datos de Farmacos (DrugBank,
www.drugbank.ca), existen alrededor de 18 moléculas aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration) que tienen como probable mecanismo de accién la interaccién con la CaM y/o
union a enzimas blanco. Existen ademas, otras en fase experimental y otros compuestos que fueron
aceptados pero han sido retirados del mercado (Tabla 2).

Los firmacos que inhiben la funcién de la CaM de manera directa o indirecta, han sido
ampliamente usados para el control de la esquizofrenia (trifluoperazina, TFP, 1) y como agentes
anticancerigenos para el tratamiento de cincer de mama (e.g. tamoxifen, y andlogos). Un
entendimiento total de la regulacién de las proteinas blanco de CaM es esencial si se espera

desarrollar nuevos farmacos relacionados con estos procesos.
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Tabla 2. Moléculas con actividad anti-CaM empleadas como farmacos o como herramientas de investigacion.

Molécula . . L. .
) Estructura Estatus Clinico Actividad Farmacoldgica Referencia
(Nombre Comercial)

A

Trifluoperazina (1) j\ Aprobad Fenotiazina; agente antisicdtico; antagonista Bar Sagi et al., 1983;
robado
(Terfluzin) N RUF P de dopamina Vandoselaar et al., 1994
oL
S
|
_N
Clorpromazina (2
P . (2) 7\ Aprobado Fenotiazina; agente antisicdtico Marshak ef al., 1985
(Thoracine) N a
80
HOI
N/\l
Perfenazina (3) K/N Fenotiazina, agente antisicdtico, antagonista .
Aprobado . Natochin et al., 1987
(Decentan) dopaminérgico

sesy

F
YNH
Pimozida (4) N Agente antisicotico, antagonista de Strobl et al., 1990
) Aprobado ) o
(Neoperidole) X dopamina Cimino ef al., 1988
F l

Cl
Fenoxibenzamina (5) H Aprobad Agente antihipertensivo, vasodilatador, Mongin et al., 1999
robado
(Dibenzyline) o /\FN\/© p antagonista alfa-adrenégico Edlin et al., 2002
Isof] 6 Cl F
soflurano
© E O)\F Aprobado Anestésico (inhalacién) Bickelr et al., 2005
(Forane) F
F
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Tabla 2. Moléculas con actividad anti-CaM empleadas como fairmacos o como herramientas de investigacion (continuacion).

Molécula
. Estructura
(Nombre Comercial)

Estatus Clinico

Actividad Farmacoldgica

Referencia

Nifedipino (7)

Aprobado Dihidropiridina, agente antihipertensivo Lamers et al., 1985
(Adalat)
o Dihidropiridina, agente antihipertensivo,
Nicardipino (8) L .
Aprobado antiarritmico, vasodilatador, bloqueador de Thayer et al., 1983
(Cardene) .
canales de calcio
Loperamida (9 Stoll et al., 1988
P ) ©) Aprobado Agente antidiarréico
(Imodium) Daly et al., 2000
Flufenazina (10) Fenotiazina, gente antisicético, antagonista .
Aprobado ) Mongin et al., 1999
(Anatensol) de dopamina
Flunarizina (11) Aticonvulsivo, vasodilatador, bloquedaor de )
Aprobado . Imming et al., 2006
(Fluxarten) canales de calcio
F
Cinchocaina (12) P
(Cincaina) N/ N Aprobado Anestésico local Muto et al., 1983
incaina
_\—N —
N
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Tabla 2. Moléculas con actividad anti-CaM empleadas como farmacos o como herramientas de investigacion (continuacion).

Molécula . . L. .
. Estructura Estatus Clinico Actividad Farmacoldgica Referencia
(Nombre Comercial)
\N/
Prometazina (13 Antialérgico, antiprurito, antagonista de
i (13) L Aprobado § ) P ] & Cohen et al., 1986

(Avomine) Oi j@ histamina H1

S
N/_
Aprindina (14 — Agente antiarritmico, bloqueador de canales
P o (14) mw Aprobado & . ] q . Levine et al., 1983
(Fibocil) @ de sodio voltaje-dependientes

Melatonin (15)

Aprobado, nutracéutico

Antioxidante, depresor del sistema nervioso

central

Del Rio et al., 2004

(Mela-T)
. Agente antihipertensivo, antiarritmico,
Felodipina (16 Aprobado, bajo
pina (16) 'p o ) vasodilatador, bloqueador de canales de Bostrom et al., 1988
(Plendil) - investigacion d
calcio
Q Agente antihipertensivo, antiarritmico,
L HV O\)\ Aprobado, retirado vasodilatador, bloqueador de canales de Lamers et al., 1985
Bepridil (17) X calcio
(Angopril) \©
QO 0N o /Q o )/‘ o jl 7 o )/‘
CBP501 (18) ”Eﬁ)(” u/\g“\%\g\ﬁsﬁfﬁn/\g\ﬁ;ﬁﬁ“ Pruebas Clinicas Fase II Antineopldsico Saphiro et al., 2011
o \\\u . P NH NH NH
‘ o e P
0
NGA
Imidazopiridina (19) . Pruebas Clinicas Antagonista de CaM Takatani 1992
S\/\/N\S/\
7 X0
S
~ 0
Tetrahidrobenzotiepina
P (\N Pruebas Clinicas Antagonista de CaM Tanabe et al., 1991
(20) [
o
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Tabla 2. Moléculas con actividad anti-CaM empleadas como farmacos o como herramientas de investigacion (continuacién).

Molécula . . . .
(Nombre C ial) Estructura Estatus Clinico Actividad Farmacoldgica Referencia
ombre Comercial
NH,
N-trimetilisina (21) \NK\/\/H‘/OH Fase experimental Mitdgeno Overington et al., 2006
N\
0

Calmidzaolio (22) <"\©V /Nh‘r O a

Fase Experimental

Agente antihipertensivo
. Sunagawa et al., 2000
Agente vasorrelajante

3'-(B-cloroetil)-2',4'-
dioxo-3, 5'-spiro-
oxazolidino-4-
desacetoxi-vinblastina
(KAR-2) (23)

Fase experimental

Agente antimitotico Hoérvath et al., 2005

(3Z)-N,N-dimetil-2-oxo-
3-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-
indol-2-ilimetiliden)-2,3-
dihidro-1H-indol-5-
sulfonamida (24)

Fase experimental

Inhibidor de cinasas Blake et al., 2000
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Muchas de las moléculas que interaccionan con la CaM (fenotiazinas, arilalquilamidas,
naftalensulfonamidas, calmidazolio, etc.) se usan ampliamente como herramientas de
investigacion para el estudio de las funciones fisiologicas de esta importante proteina. La mayoria
de estos compuestos manifiestan su actividad anti-CaM mediante la competencia con la proteina
blanco por la unién a calmodulina, tal es el caso de la trifluoperazina (1), la cudl ha sido
ampliamente utilizada como un control positivo y denominado como inhibidor cldsico; los sitios
de unién en la CaM asi como la afinidad de unién han sido bien caracterizadas. Salvo algunas
excepciones como algunos derivados de naftalensulfonamidas, o arilalquilaminas, los ligantes a
CaM poseen una afinidad mucho mayor que la de algunos péptidos como el CBP501 (18) cuya

constante de disociacién se encuentra en el rango nanomolar (Orosz et al., 2006).

2.5 Productos de origen natural con actividad anti-CaM

Un numero importante de productos naturales obtenidos de animales, plantas y
microorganismos han sido reportadas como ligantes de la CaM de acuerdo a revisiones recientes
(Martinez-Luis et al., 2007). Estos productos presentan una gran diversidad estructural y
pertenecen a diferentes categorias de metabolitos secundarios, incluyendo alcaloides, terpenoides,
cumarinas, antraciclinas, antraquinonas, lignanos, estilbenoides, asi como flavonoides y otros
compuestos fendlicos.

De organismos del reino animal destaca la stellettamida A (25, Figura 6), una
octahidroindolizina con un residuo farnesilo, aislada de una esponja marina del género Stelletta; el
producto inhibi6 la actividad de dos enzimas dependientes del complejo Ca**-CaM, la (Ca®'-
CaM)-ATPasa obtenida de membrana de eritrocito (Cls, = 100 uM) y la PDE1 a partir de musculo
cardiaco de bovino (Cly = 52 puM). La interaccién entre 25 y la CaM también se demostrd
mediante un ensayo de apagamiento de la fluorescencia intrinseca (3 - 300 uM). Ademads, 25

inhibi¢ la fosforilacién de la cinasa de cadena ligera de la miosina (MLCK) con una Cls, = 152 uM
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en un ensayo de contraccién de musculo liso conteniendo CaM, MLC y MLCK (Abe et al, 1997).
El stelellattazol A (26), obtenido de la misma esponja, también inhibi6é en un 45% la actividad de
la PDE1 a concentraciones de 100 uM (Tsukamoto et. al., 1999). De la esponja marina Theonella
sp. se aislé la konbamida (27), un alcaloide peptidico que inhibié de forma moderada (ClI5, = 100
uM) la actividad de la PDE1 (Kobayashi e.t al., 1991). Las estructuras de estos metabolitos se

muestran en la Figura 6.

H ‘i,
/K/\/K/\/k/\’( N N I \rO]/\ NH
o (6] (¢] w
HO.
25 ] N\I
SN NH
(@] \N
-\ "
\K\/\K\/\NNWN\/\/N\“/NHZ ‘\\\\\HrOH
H +NH, )\

Figura 6. Metabolitos selectos con actividad anti-CaM aislados de fuentes animales.

El reino vegetal ha aportado un gran nimero de compuestos ligantes de la calmodulina
(Figura 7). Entre los mas estudiados y reconocidos, tal vez se encuentren los alcaloides vinblastina
(28) y la vincristina (29), aislados de Catharanthus roseus (Orosz et al, 2006). Estos dos
metabolitos vegetales se unen a la CaM en una forma dependiente de Ca’". La interaccién fue
cuantificada por las técnicas de transferencia de energia de fluorescencia (FRET) y dicroismo
circular. La constante de disociacion (3 uM) del complejo CaM-vinblastina revelé que la afinidad
de union del alcaloide hacia la CaM es comparable a su afinidad por la tubulina (Molnar et. al.,
1995). Los monémeros catarantina y vindolina son mucho menos efectivos como inhibidores de la
polimerizacién de la tubulina en mictrotdbulos que la vinblastina y la vincristina. La papaverina
(30), una isoquinolina aislada de la especie medicinal Papaver somniferum, inhibe a la PDE1 y
reduce marcadamente la actividad de la isoforma PDE10, la cual es también sensible a la CaM

(Boswell-Smith et. al., 2006). De la especie Menispermun dauricum y Berberis poiretti, se aisld la
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berbamina (31), alcaloide bisbencilisoquinolinico que inhibe la capacidad de la CaM para activar a
PDE1 (Hu et al., 1988).

Algunos estilbenoides (32 - 34) aislados de distintas especies de orquideas mexicanas han
demostrado tener propiedades inhibitorias sobre la CaM. Estos compuestos aromaticos inhibieron
la PDE1 sin afectar la actividad basal de la enzima. Dado que la mayoria de estos compuestos son
relajantes de musculo liso, se ha propuesto que la CaM estd vinculada a dicho efecto (Hernandez-

Romero et. al. 2004; Reyes-Ramirez et al., 2011).
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Figura 7. Metabolitos selectos con actividad anti-CaM aislados de plantas.
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Los microorganismos también son fuentes importantes de inhibidores de la CaM (Figura
8). Asi, a partir de Bacillus polymyxa se aisldé la polimixina B (35), un péptido ciclico con
propiedades antibidticas ampliamente utilizado como herramienta de investigaciéon en procesos
que involucran la proteina cinasa C (PKC). La polimixina B inhibe enzimas dependientes de CaM,
tales como la MLCK y la PKII con valores de K; = 17 uM y 950 uM, respectivamente (Hegemann et
al., 1991). El producto KS-505a (36) aislado de Streptomyces argenteolus A-2, es un terpenoide que

posee una estructura Unica con un nucleo de dacido 2-O-metilglucurénico, un esqueleto

isoprenoide decaciclico y una y-hidroxi-y-lactona aromética. Este metabolito inhibi6 la actividad
enzimdtica de la PDE1 (Cls, = 1.4 UM), y en un ensayo de cinética enzimadtica se comporté como
un inhibidor competitivo de la PDE1 por el complejo Ca’’-CaM con una K; = 0.089 uM
(Nakanishi et al., 1986). La antraciclina adriamicina (37), compuesto anticancerigeno producido
por varias especies de Streptomyces, inhibe la cinasa dependiente de CaM (CaMK) con una ICs, =
50-85 uM, asi como otras funciones de la CaM (30 - 300 uM) mediante su unién a un sitio

hidrofébico de la proteina (Matsuda y Kase, 1987).

NH [¢] OH HO. & OM
o " oo Y O=NH
ST AL o

NH

0 NH,

35

Figura 8. Metabolitos selectos con actividad anti-CaM aislados de algunos microorganismos.
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De diferentes especies de ascomicetos se han aislado importantes metabolitos con
actividad anti-CaM significativa (Figura 9a y 9b). La ofiobolina A (38), aislada del hongo Bipolaris
oryzae, figura como el inhibidor de CaM de origen natural mds estudiado hasta la fecha. Es una
potente fitotoxina que inhibe la PDE1 dependiente de CaM con una Cls, = 9 uM (Leung et al,
1984). La interaccién directa entre 38 y CaM se evalué mediante diferentes métodos
espectroscopicos (fluorescencia intrinseca y UV), revelando que dos moléculas de 38 se unen a la
CaM. Ademas, Evidente y colaboradores demostraron que la ofiobolina A también presenta
actividad herbicida (Evidente et al., 2006). El dcido secalénico (40) y el verruculdégeno (39); son
toxinas producidas por algunas especies de Penicillium, las cuales inhiben la actividad de la PDE1
(Clso = 42 uM y Cl5o = 50 pM, respectivamente) de manera dependiente de la concentracién (Pala
et al., 1999). Del hongo Guanomyces polythrix se obtuvieron una serie de naftopironas fitotdxicas
(41 — 46), las cuales inhibieron la actividad de la proteina NADK dependiente de CaM, y la
actividad de la PDE1, con valores de Cl;, entre 5.8 a 8.1 uM (Mata et al., 2000; Macias et al., 2001).

A partir del hongo Mollisa ventosa se aislaron los metabolitos policlorados denominados
como KS-504 (47 - 50), los cuales presentaron inhibicidn sobre diferentes enzimas dependientes
de CaM (CaM-PDE de cerebro, MLCK, Ca’>*-ATPasa, Proteina Cinasa C), con valores de CI50 que
varfan entre 11 y 207 uM (Nakanishi et al., 1989). En nuestro grupo de trabajo se estudié el hongo
Malbranchea aurantiaca, una especie coprofila aislada de guano de murciélago en cuevas del
estado de Guerrero, México. De este hongo se aislaron cuatro alcaloides inddlicos con un biciclo
diazaoctano, las malbranqueamidas (51 — 53); estos productos presentaron actividad anti-CaM en
un ensayo funcional utilizando a la enzima PDE1 como enzima monitora (Martinez-Luis et al,
2005). En estudios posteriores y empleando diversas técnicas espectroscdpicas (resonancia
magnética nuclear, dicroismo circular, fluorescencia extrinseca) asi como estudios de
acoplamiento molecular, corroboraron de manera directa la interaccion de 51 - 53 con la CaM

(Figueroa et al., 2011; Madariaga-Maz6n A. 2010).
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Los derivados de xantona (54 — 58) aislados de Emericella sp. 25379, una especie fungica
de origen marino, inhibieron de manera significativa la actividad de la CaM empleando a la
enzima PDE-1 como enzima monitora, en donde los andlogos 55 y 57 presentaron actividad
comparable con la de la CPZ, con valores de Cly, de 5.54 pM y 5.62 uM, respectivamente (Figueroa
et al., 2009). Una reinvestigaciéon quimica de la Emericella sp. 25379 empleando un biosensor de
CaM doblemente marcado en las posiciones Leu39 y Valo1 (hCaML39C-mBBr/V91C-mBBr),
permitio el aislamiento de tres xantonas adicionales (59 - 60). Estos metabolitos demostraron tener
propiedades inhibitorias de la CaM con valores de afinidad en el rango de 4 a 498 nM (Gonzalez-
Andrade et al.,, 2011).

En un estudio reciente del hongo endéfito MEXU 26343 aislado de la especie medicinal
Hintonia latiflora se obtuvo al policétido vermelhotina (61). Mediante el empleo del biosensor
fluorescente de CaM hCaMM124C-mBBr se evidenci6 la interaccion directa de 61 con la proteina,

el valor calculado de CI;, fue de 0.25 uM (Leyte-Lugo et al., 2012).
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Cl Cl
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Figura 9a. Metabolitos selectos con actividad anti-CaM aislados de fuentes fingicas.

25



Antecedentes

OH
N H
MeO, G (Y
OH
Ri= v Rj= v
R,= Ac (55) R=H (56)
¢ o
s
Rl_ mH R1— hbdd
R,=H (58) R,=H (59)

R1=C1, R2=CI (51)
R1=C1, R2=H (52)

o}
R =CL R =CI (53) O O
1 2 o

61

60
Figura 9b. Metabolitos selectos con actividad anti-CaM aislados de fuentes fingicas.

2.6 El género Paecilomyces

El género Paecilomyces fue establecido por Bainier en 1907, revisado por Brown y Smith en
1957 y modificado en 1974 por Samson. Paecilomyces variotii fue la primera especie aceptada en el
género, que ahora cuenta con més de 100 especies. Las especies de Paecilomyces son de tipo
filamentoso y se encuentran usualmente en suelos, hojarasca y algunos productos alimenticios
(Dong et al. 2012). Algunas especies de Paecilomyces infectan insectos y a humanos (Van
Schooneveld et al., 2008). Las especies mas comunes y mejor estudiadas son Paecilomyces variotii y
Paecilomyces fumosoroseus (sinonimia Isaria fumosorosea). A partir de P. variotii se han aislado
importantes enzimas termotolerantes (Michelin et al., 2008), mientras que P. fumosoroseus es
relevante por su uso para el control de la mosquita banca (Wraight et al., 2000).

Paecilomyces lilacinus (sinonimis Purpureocillium lilacinum) es un patégeno emergente
que causa algunas infecciones en humanos, aunque también se usa como un importante agente de

control biolégico en contra de nematodos (Dong et al., 2012).
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2.6.1 Metabolitos selectos aislados de especies del género Paecilomyces

A partir del hongo endofito Paecilomyces sp. aislado de un manglar en la zona sur del mar
de China, se aislaron las paeciloxocinas A (62) y B (63), agentes con citotoxicidad moderada en
contra la linea celular hepG2 (Wen et al.,, 2010). De otro aislamiento de la regién de manglares
asiaticos, se aislaron las paecilinas A (64) y B (65), sin embargo ninguno de los productos
presentaron citotoxicidad (Guo et al., 2007). De la cepa Paecilomyces sp FKI-0550 aislada de una
muestra de suelo de Okinawa, Japdn, se aislé el paecilaminol (66), el cual presenté actividad como

inhibidor de la NADH-fumarato reductasa, con un valor de Cls, = 5.1 uM (Ui et al, 2006).
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Figura 10. Metabolitos aislados de algunas especies de Paeciomyces sp.

La cornexistina A (67) se aislé de P. variotii SANK 20986, un hongo coprofilo obtenido de
heces de venado recolectadas en Canadéd; el producto 67 demostrd propiedades herbicidas,
evitando el crecimiento de diversas monocotiledéneas y dicotiledéneas con rangos de inhibicion
entre el 80 y 100 %. Ademas, se demostrd su nula toxicidad en un ensayo de toxicidad aguda en
ratones, lo que hace de este compuesto un herbicida promisorio para los cultivos de maiz
(Nakajima et al., 1991). Del hongo entomopatégeno P. militaris se aislé la cordicepina (68), un
metabolito con potente actividad sobre lineas ceulalres B16/F10 (melanoma) y HT-29 (cancer de

colon) (Li et al, 2011). De esta misma especie, se reporto el aislamiento de tres nuevos glicsidos
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de isoflavona (69 - 71), los cudles presentaron actividad anti-microbiana moderada (Hu et al.,
2009). La militarinona A (72), un alcaloide de piridona, fue aislado mediante un fraccionamiento
biodirigido a partir del micelio de P. militaris, su efecto sobre células PC-12 denota su actividad
como agente neurotréfico (Schmidt et al., 2002).
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Figura 11. Metabolitos aislados de las especies P. variotii y P. militaris.

La especie P. farinosus pertenece al grupo de entomopatégenos que infectan
primordialmente insectos del orden Lepidoptera, Homoptera y Coleoptera. De esta especie fingica
se aisl6 la (+)-N-desoximilitarinona A (73), la cual demostrd propiedades similares a las de 72
sobre células PC-12 a concentraciones de 33 y 100 uM (Yongxian Cheng 2006). A partir de una
cepa obtenida en Nueva Zelanda, se aisl6 la paecilosetina (74), un derivado de acido tetrdmico con
actividad neurotrofica (Cly, = 3.1 pg/mL) en la linea celular P388 (Lang et al, 2005). Las
farinosonas A — C (75 - 77), aisladas de mariposas infectadas en la Reptblica Popular de China
indujeron el crecimiento de neuritas en células PC-12 a concentraciones de 50 uM (Cheng et al,,

2004) (Figura 12).
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Figura 12. Metabolitos aislados de la especie P. farinosus.

Paecilomyces tenuipes (también llamada Isaria japonica) es una especie entomopatdgena
usada en la medicina tradicional (generalmente como tonico y antitusivo) y algunos suplementos
alimenticios en China, Corea y Japén. Cuando el hongo infecta al hospedero, el micelio generado
crece (desde dentro del cuerpo del insecto) en forma de cuerpos fructiferos (carp6foro), de donde
se han aislado gran cantidad de compuestos activos. Tal es el caso de las paecilomicinas A, By C
(78- 80) y las espirotenuipesinas A y B (81 — 82), serie de tricotecanos con potente actividad en la
biosintesis de factor neurotréfico en células gliales (Kikuchi et al., 2004a; Kikuchi ef al., 2004b). De
un cultivo artificial de carpéforos de P. tenuipes se aislo el acetoxiscirpenediol (83) con actividad
citotéxica sobre lineas celulares de diversos tipos de cidncer (Nam et al, 2001). Los
ciclodepsipéptidos beauvericina (84) y beauvericina A (85), aislados de una cepa originaria de la
region sur de Tailandia, presentaron actividad antimicrobiana y antiplasmédica (Nilanonta et al,

2000). Las estructuras de los metabolitos aislados de P. tenuipes se muestran en la Figura 13a y 13b.

R, =H (78)
R, =OH (79)

Figura 13a. Metabolitos aislados de la especie P. tenuipes.
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Figura 13b. Metabolitos aislados de la especie P. tenuipes.

2.6.2 Antecedentes de la especie objeto de estudio Purpureocillium lilacinum

(sinonimia Paecilomyces lilacinus)

Paecilomyces lilacinus es un hongo filamentoso aislado cominmente de suelos, vegetacion
en descomposicién, insectos, nematodos y como contaminante en ambientes de laboratorio;
ademds, es causa de infeccién en humanos (en pacientes inmunocomprometidos) y otros
vertebrados. Un estudio comparativo reciente de algunos aislamientos clinicos de este hongo con
cepas aisladas de suelos, insectos y nematodos usando como métodos de identificacion las
secuencias del gen de rARN 18S, del espaciador transcrito interno (ITS), y del factor de elongacién
de traduccién parcial (TEF), revelé que P. lilacinus no estaba relacionada con el género
Paecilomyces. Por lo tanto, un nuevo género llamado Purpureocillium fue propuesto, y la nueva
combinacién Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones & Samson
fue hecha para esta especie (Luangsa-Ard et al., 2011).

Purpureocillium lilacinum ha recibido gran interés en el campo del biocontrol de plagas de
cultivos de importancia econémica, debido a su excelente actividad nematicida. En un estudio para
determinar la actividad sobre dcaros de la manzana (Aculus schlechtendali), se demostré su
potencial acaricida al causar el 98.22% de mortalidad en la poblacién de estos organismos

(Demirci y Denizhan 2010; Oclarit y Cumagun 2009). El control biolégico del nematodo agallador
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(Meloidogyne incognita) también ha sido evaluado con P. lilacinum. En un estudio reciente, se
observé una reduccion de la actividad del nematodo en un 66%, mientras que el crecimiento de las
larvas se redujo en un 74%, y la poblacion final de nematodos hasta en un 71%, en comparacién

con el agente de referencia (Kiewnick y Sikora 2006).

2.6.2.1 Metabolitos aislados de P. lilacinum
El estudio quimico de P. lilacinum ha tenido gran interés desde su descubrimiento como
agente patdgeno de diferentes organismos. En un analisis de varias cepas de P. lilacinum aisladas
de insectos, nematodos y humanos, se obtuvieron las paecilotoxinas A — D (86 — 89, Figura 14).
Estos péptidos lineales, también llamados leucinostatinas, mostraron actividad antimicrobiana en
contra de bacterias Gram-positivas (Mikami ef al., 1989). Se ha demostrado que estas micotoxinas
estan presentes en la infeccién de insectos y nematodos, no obstante su ausencia no altera la

capacidad nematicida del hongo (Khan et al., 2003).

R;
/\/\/l?\ I /Q;N{ I g I g I g R
Y NN N N N N 2
E H H H H \/\ﬂ/
%0 0 0 0 0

R,= CH(OH)CH,COCH,CH, R,= NHCH(CH,)CH,N(CH,), 86
R,= CH(OH)CH,COCH,CH, R,= NHCH(CH,)CH,NCH, 87
R=H R,= NHCH(CH,)CH,N(CH,), 88
R=H R,= NHCH(CH,)CH,NCH, 89

Figura 14. Paecilotoxinas aisladas de Purpureocillium lilacinum.

El estudio quimico de una cepa derivada de una esponja marina (Petrosia sp.) condujo al
aislamiento de varias o-pironas (90 — 94) y ciclohexenonas (95 — 103), las cuales s6lo se habian
reportado para especies del género Alternaria y Phoma. Ninguno de los productos fungicos
present6 actividad significativa en contra de lineas celulares de diversos tumores (Elbandy et al,
2009). A partir de una muestra marina obtenida en el Océano Indico (a 200 m profundidad), se

aislaron algunos acidos de cadena larga, entre los que destacan la 1,2-dilinolilglicero-O-4'-(N,N,N-
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trimetil) homoserina (104) y el metil miristato (105), asi como los compuestos aromaticos indol-3-
carboxaldehido (106), dcido indoil-3-carboxilico (107) y el dcido 4-hidroxibenzoico (108). La
actividad citotdxica de estos metabolitos fue moderada (Cui et al., 2013). Un anadlisis reciente de
una cepa aislada de suelos en la localidad de Minas Gerais en Brasil, condujo al aislamiento de la
militarinona A (72), descrita anteriormente para la especie P. militaris. Tanto el extracto orgdnico
como la paecilomida aislada mostraron tener buena actividad en un ensayo de inhibicién de la
acetilcolinesterasa (91 % y 57.5 % de inhibicién, respectivamente), actividad relacionada con la

enfermedad del Alzheimer (Teles y Takahashi 2013; Figura 15).
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Figura 15. Metabolitos aislados de Purpureocillium lilacinum.
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2.6.3 Antecedentes de la especie objeto de estudio Isaria fumosorosea (sinonimia

Paecilomyces fumosoroseus)

Por mas de 30 afios, la especie Isaria fumosorosea se clasific6 como Paecilomyces
fumosoroseus, pero después de un exhaustivo trabajo por parte de diversos grupos de taxénomos,
se movid al género Isaria (Zimmermann 2008). En diferentes investigaciones filogenéticas se
demostré que el género Paecilomyces es polifilético (su origen evolutivo es de mas de un ancestro
comun y estd constituido por la unioén artificial de ramas dispersas del arbol evolutivo). Luangsa-
Ard et al., (2005) estudio las relaciones filogenéticas de las especies pertenecientes a Paecilomyces
seccién Isarioidea usando el espaciador de traduccion interna (ITS) de rADN. Ellos encontraron
que la seccién es polifilética entre los Hypocreales (Ascomycota), y un grupo fue reconocido y
designado como Isaria, el cual incluye a la especie Isaria fumosorosea (Zimmermann 2008).

Esta especie es patdgena para mas de 40 insectos y es uno de los patdgenos fingicos mas
comunes que causan infeccién rapida y muerte de la mosquita blanca (Homoptera: Aleyrodidae).
Actualmente, el hongo I fumosorosea esta registrado como micopesticida y estd bajo desarrollo
comercial para control microbiolégico de las mosquitas blancas (Wraight et al., 2001). En paises
como México, Venezuela y los Estados Unidos de América se emplea como una alternativa mds

viable debido a su poca toxicidad ambiental (Mier et al., 2005).

2.6.3.1 Metabolitos aislados de Isaria fumosorosea

La beauvericina (109) fue aislada en 1975 de una cepa obtenida en Baarn, Holanda
(Bernardi et al., 1975). Este ciclohexadepsipéptido ha sido considerado recientemente como una
micotoxina de la familia de las enniantinas producida por diferentes especies de Fusarium
(Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum, Fusarium semitectum, Fusarium subglutinans) que

infectan maiz, arroz y trigo (Luangsa-ard et al., 2009). No obstante, fue reportada por primera vez
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a partir de Beauveria bassiana, aislada con base en un ensayo de toxicidad sobre Artemia salina
(Hamill et al., 1969). La beauvericina (109) ha sido sujeto de numerosos estudios bioldgicos que
han permitido comprobar sus efectos insecticida, antitumoral, antibacteriana, antifingica y
antiviral (Wang y Xu 2012).

El dcido dipicolinico (110) y el acido oxalico (111) aislados de L fumosorosea, han
demostrado un gran potencial como agentes insecticidas (Asaff et al., 2006). El acido dipicolinico
es un metabolito conocido de varias especies patégenas de insectos incluyendo Beauveria bassiana
e Isaria farinosa, pero también es producido por un nimero de especies de Penicillium que no son
entomopatogenas (Claydon y Grove 1982). La actividad insecticida del dcido dipicolinico es
similar a la reportada para el dcido oxdlico (Cordon y Schwartz 1962). Las estructuras se muestran

en la Figura 16.
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Figura 16. Metabolitos aislados de I. fumosorosea.

Las beauverélidas L (112) y L, fueron aisladas de I. fumosorosea por primera vez en 1994
(Jegorov et al, 1994). Estos metabolitos pertenecen a la familia de los depsipéptidos ciclicos
aislados de varias especies entomopatdgenas del género Beauvaria (B. bassiana, B. brogniartii y B.
vermicoria) y de Isaria fumosorosea. Las beauverolidas son ciclotetradepsipéptidos lipofilicos y
neutros, que contienen residuos lineales y ramificados de Co- 0 C,;-B-hidroxi dcidos. En diversos

andlisis para determinar el perfil metaboélico de las especies que producen estos ciclidepsipéptidos,
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se ha detectado la presencia de las beauverdlidas C (113), F (114), I (115), ] (116), M (117), N (118)
y P (119) en aislamientos de I fumosorosea (Jegorov et al., 2004; Kuzma et al., 2001). La estructura

de las beauverolidas se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Beauverolidas presentes en la especie I. fumosorosea.

La funcién bioldgica esencial de las beauverdlidas no estd claramente definida. Varias
pruebas bioldgicas han indicado que las beauverolidas no exhiben efectos batericidas, fungicidas o
actividad insecticida directa. Sin embargo, se ha postulado que pueden estar involucradas en
procesos de inmunomodulacién en insectos. El aislamiento de nuevas beauverdlidas de especies de
Beauveria durante un estudio enfocado a la busqueda de inhibidores de la formacién de células
espumosas generadas por macréfagos (Namatame et al, 1999) ha impulsado el interés en la
investigacién de las propiedades biolégicas de estos metabolitos, sintetizando bibliotecas de
beauverdlidas por quimica combinatorial (Nagai et al., 2008, Tomoda y Doi 2008). Se espera que
estos compuestos puedan ser utiles en la inhibicién de la progresion de la aterosclerosis,
enfermedad relacionada con la formacion de células espumosas. Ademas, desde el punto de vista
quimiotaxonémico, las beauverélidas pueden servir como marcadores de tipos inusuales de

infecciones fungicas causadas por especies de Beauveria o Isaria (Jegorov et al., 2004).
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3. Justificacién

La importancia del descubrimiento de nuevos inhibidores de la CaM radica en la
posibilidad de descubrir nuevos farmacos potenciales (por ejemplo antitumorales, espasmoliticos o
tranquilizantes) y/o valiosas herramientas de investigacion para el mejor entendimiento de los
procesos fisiologicos en los que estd involucrada esta importante proteina.

Dentro de las fuentes naturales de inhibidores de la CaM que actualmente tienen un gran
impacto, se encuentran los microorganismos, incluyendo los hongos ascomicetos. A la fecha,
aproximadamente 100,000 especies fungicas han sido descritas, aunque se estima que existen mas
de un 1,000,000. La variedad de especies y la diversidad de sus habitats, algunos poco explorados,
permiten concluir que los hongos contindan siendo una fuente rica de nuevos metabolitos. De
acuerdo a investigaciones en la ultima década, hongos terrestres, coprofilos, fitopatdgenos,
marinos y entomopatogenos representan una importante fuente de inhibidores de la CaM utiles
para el desarrollo de farmacos, pesticidas o herramientas de investigacién. Estas consideraciones

sirvieron de base para formular la presente investigacién.

4. Objetivo Principal

Descubrir nuevos inhibidores de la proteina calmodulina de utilidad potencial para el
desarrollo de farmacos y/o herramientas de investigacién a partir de hongos ascomicetos selectos

de la biodiversidad fingica de México.

4.1 Objetivos Particulares

i. Aislar los hongos a partir de diferentes sustratos mediante las técnicas microbioldgicas
adecuadas.
ii.  Encontrar las condiciones adecuadas para la fermentacién de los microorganismos

fingicos aislados.
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iii.

iv.

vi.

vii.

viii.

Justificacién y Objetivos

Cultivar en pequefia escala los microorganismos fingicos con la finalidad de seleccionar
las especies mas adecuadas para la obtencién de inhibidores de la CaM con base en la
mejor actividad observada en un ensayo de fluorescencia.

Cultivar en mediana escala las dos especies fungicas seleccionadas con la finalidad de
obtener los productos naturales bioactivos, mediante la aplicacién de procedimientos
convencionales. Con el aislamiento y la purificaciéon de los principios biodindmicos se
lograra la obtenciéon de compuestos en forma pura y en cantidades apropiadas para la
determinacién de sus estructuras quimicas y la valoracion de su actividad anti-CaM.
Determinar la estructura molecular de los compuestos activos. La aplicacion de técnicas
espectroscOpicas y espectrométricas permitira la elucidacion de la estructura molecular
de los principios activos. Es altamente probable que el cumplimiento de este objetivo
conduzca a la caracterizacion de sustancias con esqueletos inéditos, mismas que pueden
constituir nuevos prototipos estructurales para el desarrollo de agentes anti-CaM.
Evaluar la interacciéon de los principios activos puros con la proteina calmodulina
utilizando ensayos enzimdticos y de fluorescencia.

Determinar el posible modo de unién de los metabolitos aislados con el complejo Ca®*-
CaM mediante estudios tedricos de acoplamiento molecular (docking).

Determinar la posible actividad vasorrelajante de las malbranqueamidas en un ensayo
utilizando aorta de rata pre-contraida con noradrenalina. Ademds, determinar el

mecanismo de accion por el cual ejercen dicha actividad.
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5. Parte Experimental.

5.1 Material fungico

La especie Purpureocillum lilacinum (sinonimia Paecilomyces lilacinus) se aislé en forma pura
a partir de una muestra de suelo, tomada en una cueva en la localidad de Juxtlahuaca (17°25’36”
N, 99°7°34”” O) en el Estado de Guerrero, México. Una muestra de referencia fue depositada en el
Herbario Nacional de México (MEXU) bajo el numero MEXU26014. La identificacién y
clasificacién de la especie fingica fue establecida por la Dra. Maria del Carmen Gonzélez
Villasefior (Instituto de Biologia, UNAM) y el Dr. Anthony E. Glenn (Toxicology & Mycotoxin
Research Unit, USDA-ARS, Georgia, EUA). El numero asignado en el GenBank para esta especie
(cepa RRC 1815; gen del factor de elongacion de traduccion 1 alfa [TEF]) es KC708022.

La especie Isaria fumosorosea (sinonimia Paecilomyces fumosoroseus) fue proporcionada por la
Dra. Concepcién Toriello de la Facultad de Medicina, UNAM. Esta especie se obtuvo del Centro
Nacional de Referencia de Control Bioldégico (CNRCB) en Tecomdn, Colima, México, y
originalmente fue aislada a partir de Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae). Una muestra de
referencia (EH-503/3) fue depositada en la coleccion fungica del Laboratorio de Micologia Basica,

del Departamento de Parasitologia y Microbiologia, en la Facultad de Medicina de la UNAM.

Figura 18. Cultivo de los hongos (A) Purpureocillium lilacinum'y (B) Isaria fumosorosea,

crecidos en medio agar papa-dextrosa por 21 dias.
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5.2 Analisis cromatograficos

Los andlisis cromatograficos cualitativos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales utilizando placas de aluminio de 0.25 mm de grosor recubiertas con gel de
silice (60 F,54 Merck, malla de 3.5-7.0 mm ASTM) de diferentes dimensiones, empleando diversos
sistemas de elucion. Como agentes cromogenos se emplearon soluciones de sulfato cérico
amoniacal y Dragendorff. Los andlisis cromatograficos en columna abierta (CCA) se realizaron
utilizando como fase estacionaria gel de silice (gel de silice 60, Merck) y empleando diferentes
sistemas de elucién como eluyentes (hexano, cloruro de metileno y metanol).

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realiz6 en un cromatografo
Waters® (Millipore, Corp., Waters Chromatography Division Miliford, MA, USA) equipado con
un detector de arreglo de fotodiodos (PDA, 996). Los andlisis cromatograficos se realizaron
empleando columnas empacadas con gel de silice: SymmetryPrep® 7 uM (Waters®) [7.8 x 300
mm, 2.5 mL/min], Symmetry® 5uM (Waters®) [4.6 x 250 mm, 0.5 mL/min] o PurospherSTAR® 5
uM (MERCK®) [4.6 x 250 mm, 0.7 mL/min]. Todos los andlisis se realizaron a temperatura
ambiente. Las longitudes de onda utilizadas para la deteccién de los compuestos fueron de 210, 275
y 325 nm. Los andlisis en cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (CLUE) se llevaron a cabo
en un equipo Acquity, Waters empleando una columna Acquity UPLC BEH-C18 [1.7 uM, 2.1 X
100 mm)] y acetonitrilo y agua desionizada acidificados (acido férmico 0.1%) como fase moévil. El
control del equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento y manipulacion de la informacion se
realizaron utilizando el programa Empower Waters version 2.0 y 3.0 para la modalidad CLAE y

CLUE, respectivamente.
5.3 Fermentacion de las especies fiingicas objeto de estudio

En todos los casos, las muestras fungicas se resembraron en medio agar papa-dextrosa

(APD) por triplicado y se observé la viabilidad y pureza de dichos cultivos por un periodo de 21
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dias. Para el estudio quimico de los hongos, el crecimiento se llevé a cabo en dos fases: una fase
preliminar en pequeiia escala, y la segunda fase en mediana escala.

Para la fermentacion en pequefa escala, se preparé un cultivo semilla empleando tubos
conicos de 20 mL de capacidad conteniendo 10 mL de caldo papa-dextrosa (CPD), fueron
inoculados con una muestra del hongo objeto de estudio. Tras un periodo de 10 dias, el contenido
de estos tubos sirvié como indculo para sembrar matraces de 250 mL de capacidad conteniendo ya
sea medio CPD (100 mL), medio V8 (100 mL) o medio arroz (30 g de arroz en 50 mL de agua),
previamente esterilizados.

El crecimiento en mediana escala se desarrolld con base en los resultados obtenidos en la
fase preliminar. Una vez determinadas las mejores condiciones para el crecimiento de las especies
fungicas (fase en pequefia escala), se prepard el cultivo semilla de la misma manera que en el punto
anterior y se inocularon matraces Fernbach de 2.8 L de capacidad, conteniendo CPD (1.4 L) o

medio arroz (300 g en 500 mL de agua).

5.4 Preparacion de los extractos organicos

En el caso de los cultivos liquidos (CPD), al término del periodo de fermentacion el
micelio generado se separd del medio de cultivo mediante filtracién rapida sobre gasa estéril. El
extracto orgdnico del medio de cultivo se obtuvo mediante procesos de reparto sucesivos
empleando cloruro de metileno (CH,Cl,) como disolvente. Las fases organicas resultantes se
reunieron y se secaron sobre sulfato de sodio anhidro (Na,SO,). El extracto organico del micelio se
prepard por maceracién (7 dias), empleando una mezcla de diclorometano-metanol (9:1). Al
término de la extraccidn, se juntaron las fases y se secaron sobre Na,SO, anhidro y concentraron al
vacio. Ambos extractos se reunieron de acuerdo a su homogeneidad cromatografica.

En el caso de los medios preparados con arroz, el extracto organico se elaboré mediante
maceracion empleando una mezcla de CH,Cl,-MeOH (9:1) por 7 dias, al menos dos veces. Las

fases organicas se juntaron, se elimin¢ la humedad (con Na,SO, anhidro) y se concentr¢ al vacio.
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5.5 Estudio quimico de la especie fngica Purpureocillium lilacinum

5.5.1 Fraccionamiento del extracto organico
El extracto orgdnico total combinado (medio de cultivo y micelio, 980 mg), se redisolvid
en una mezcla de acetonitrilo (MeCN) y metanol (MeOH) en una proporcion 1:1. Esta solucidn se
sometié a un proceso de reparto exhaustivo con hexano (1:1) al menos tres veces. Las fracciones de
MeCN-MeOH se combinaron, se secaron con Na,SO, anhidro y se evaporaron in vacuo. El
extracto resultante (FII, 350 mg) se sometié a un andlisis por cromatografia de liquidos de alta

eficiencia (CLAE), en fase reversa.

5.5.2 Aislamiento, purificacion e identificaciéon de la acremonidina A (119) y de la
acremoxantona C (122)

Se llevé a cabo un analisis cromatografico por CLAE de la fracciéon Fx II en una columna
PurosphereSTAR RP-C18 (4.6 mm x 250 mm) con gradiente empezando con 50% MeCN en agua,
a 80% MeCN, en 15 minutos, y 100% MeCN por 30 minutos, a un flujo de 3.0 mL/min. Este
andlisis permitio el aislamiento y la purificacion de dos productos caracterizados como

acremonidina A (121, 21.0 mg, tg 21.9 min) y la acremoxantona C (122, 115 mg, tg 26.2 min).

5.6 Estudio quimico de la especie Isaria fumosorosea
Al término del periodo de fermentacién se prepar6 el extracto organico mediante procesos
de maceracién empleando una mezcla de diclorometano-metanol (9:1). Los extractos orgdnicos se

juntaron para su posterior fraccionamiento.
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5.6.1 Fraccionamiento del extracto organico
El extracto orgdnico combinado (820 mg) se sometié a un proceso de reparto entre una
mezcla de MeCN:MeOH y hexano (25:25-50) con el objetivo de desgrasar el extracto. La fraccion
polar (FPf-II, 251 mg) se lavd sucesivamente con porciones frescas de MeOH, y se separ6 el
precipitado generado en el lavado (FPfIl-p, 56 mg). La fraccién soluble en MeOH (FPfII-s, 195

mg) se analiz6 posteriormente por cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

5.6.2  Analisis por CLUE-EM de la fraccion FPfII-s
La fraccién FPfll-s se analizé por cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (CLUE)
acoplada a espectrometria de masas (EM), en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion
(USAI) de la Facultad de Quimica, de la UNAM. La muestra (2.0 mg) se disolvié en una mezcla de
MeCN-MeOH (9:1) y se inyecté al cromatografo, empleando una columna fase reversa C18 (1.7

um, 2.1 X 100 mm).

5.6.3 Establecimiento del perfil cromatografico de la fraccion FPfII-s
La fraccion FPfIl-s se someti6 a un analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE) con deteccion de arreglo de fotodiodos (PDA). Tras una serie de ensayos, se logré obtener
el perfil cromatografico resuelto de la fraccién FPfII-s empleando una columna Symmetry (5uM,

4.6 X 250 mm, 0.5 mL/min) con fase moévil isocrética (MeCN:H,O; 9:1).

5.6.4 Obtencion de los metabolitos secundarios de la especie Paecilomyces
fumosoroseus a partir de la fraccion FPfII-s

Las condiciones de andlisis que permitieron la resolucion del perfil cromatografico de la

fracion FPfIl-s fueron escaladas a modo semi-preparativo, empleando una columna

SymmetryPrep (7 uM, 7.8 x 300 mm, 2.5 mL/min) con la finalidad de aislar los metabolitos

mayoritarios. Con estas condiciones se logré purificar siete ciclotetradepsipéptidos, identificados
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como las beuverdlidas L (112, 4.7 mg), C (113, 3.3 mg), F (114, 2.8 mg), I (115, 13.4 mg), J, (116,

3.0 mg), M (117, 6.1 mg) y N (118, 3.4 mg).

5.7 Obtenciéon de las malbranqueamidas (51-53) a partir de la especie flingica
Malbranchea aurantiaca

La obtencion de los alcaloides malbranqueamidas, se realizé siguiendo la metodologia
previamente descrita por Madariaga y Figueroa (Madariaga-Mazon, A., 2010; Figueroa, M. et al,
2011). Brevemente, se inocularon 25 L de CPD con una muestra stock del hongo Malbranchea
aurantiaca (hongo obtenido de suelos volcdnicos, voucher depositado en la colecciéon de
Micopatologia, del Instituto de Biologia de la UNAM No. 24428). Después de la incubacién (30
dias), se obtuvieron los extractos del medio de cultivo y micelio y se combinaron de acuerdo a su
homogeneidad cromatografica (12.0 g). Seis gramos del extracto fueron disueltos en CH,Cl, y se
llevé a cabo un proceso de reparto con HCl 1N. Posteriormente, los extractos acidos fueron
basificados con NH,OH 1 N (pH 9) y extraidos nuevamente con CH,Cl,. La fraccién organica
resultante (591 mg) fue resuelta por CLAE en una columna fase reversa Purosphere STAR (5 y, 4.6
X 250 mm, 2.0 mL/min] eluida con MeCN, para obtener a la malbranqueamida pura (51, 199.2 mg;
tz 7.4 min), y una mezcla de la malbranqueamida B (52) y la isomalbranqeamida B (53). Estas
ultimas fueron resultas usando una columna Nucleosil C18 (4 um, 10 x 250 mm) eluida con
MeOH (2.0 mL/min) para obtener 52 (19.2 mg; tz 7.05 min) y 53 (19.2 mg; tg 7.05 min) en forma

pura.

5.8 Ensayos bioldgicos

5.8.1 Apagamiento de la fluorescencia de los biosensores de calmodulina
El efecto de los extractos y/o productos puros sobre la proteina calmodulina se determiné
mediante un método espectrofluorimétrico, utilizando los biosensores fluorescentes de CaM

hCaMM124C-mBBr, hCaMT110C-mBBr y hCaMM124C-AF;5,, de acuerdo al procedimiento
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descrito por Gonzalez-Andrade y colaboradores (Gonzalez-Andrade, M., et al 2009). En cada caso,
la solucidn proteica se suspendi6 en amortiguador de acetato de potasio 5 mM y 10 mM de CaCl, y
pH final de 5.1, y se titulé con una solucién de 2 mM para el caso de los productos puros, o bien de
2000 ppm para los extractos o fracciones. El cambio en la fluorescencia de la proteina en presencia
de los extractos/fracciones/compuestos de prueba se registré en un espectrofluorémetro ISS-PC1
(ISS, Champaign, IL, USA) a 37 °C. Los datos se adquirieron mediante el software VINCI 1.6.SP4
(Experiment & Instrument Control). La longitud de onda de excitacién (Ae) para el biosensor fue
de 381 nm y la longitud de emision (Aem) fue adquirida en el rango de 400-550 nm, con diez
integraciones y cada dos nandémetros. Los cambios en los espectros de fluorescencia fueron

analizados para obtener la Ky del complejo proteina-ligante, utilizando la siguiente ecuacién:

- (1+Ky/S +L/S)-J(A+Ky/S +L/S)2—4LJS
B 2

en donde Py L son la concentraciéon de proteina y ligante respectivamente presentes, y K4 es la

constante de disociaciéon. Todos los datos fueron analizados utilizando el programa Origin 8.0.

5.8.1.1 Disefo del biosensor de calmodulina hCaMT110C-mBBr

El diseflo, construccién, purificacién y modificacion quimica del nuevo biosensor de
calmodulina hCaMT110C-mBBr se llevd a cabo por el Dr. Martin Gonzédlez Andrade, de la
Facultad de Medicina, UNAM vy la metodologia se describe a detalle por Madariaga-Mazén y
colaboradores (Madariaga-Mazo6n, A., 2013). De manera breve, para realizar la clonacién y
subclonacién de la proteina se empled el sistema pGEM-T Easy Vector System I y el vector
pET12b con restriccién de enzimas Ndel y BamHI, la sustitucién de aminodcidos se llevé a cabo
con el kit Quick Change (Stratagene, La Jolla, CA). La amplificacién por PCR incluyé 25 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, y se templ6 usando una rampa de temperatura de 45 a 60
°C, a una velocidad de calentamiento de 0.2 °C / seg, polimerizacién a 68 °C por 10 minutos,

seguido de un paso final de extensién a 68 °C por 10 min. Después de los experimentos de
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mutagénesis, los productos de amplificacién de PCR fueron digeridos y trasformados. La secuencia
de construccién y mutacion fue confirmada por secuenciacién de nucleétidos con un analizador
genético ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los plasmidos (pET12b-hCaM
T110C) fueron transformados con E. coli BL21-AI One Shot®.

Después del crecimiento bacteriano por una noche, y hasta haber alcanzado una densidad
Optica adecuada del medio (0.8 - 1.0, a 550 nm), se indujo la expresion por la adicién de L-(+)-
arabinosa (0.2% p/p). Las células se centrifugaron y resuspendieron en una solucién
amortiguadora de Tris-HCI (50 nM), adicionada con EDTA (2 mM), DTT (1 mM) y lisozima (200
mg/mL) a pH 7.5, incubado todo en hielo por 30 min. Las células fueron lisadas por sonicacién y
separadas por centrifugacion a 15,000 g. El sobrenadante se separé y la proteina se purificé usando
una columna cromatografica Phenyl-Sepharosa CL-4B, determinando su pureza mediante
electroforesis en gel.

Por ultimo, se llevo a cabo la modificacién quimica de la cisteina con el fluoréforo mBBr
de la siguiente manera: una solucién de DTT (5 mM) fue afiadida a la proteina purificada (5-10
mg/mL) por 12 h, y lavada en una columna de filtraciéon de gel (HR-100). La conjugacion del
fluoréforo se llevé a cabo por una noche, afladiendo el reactivo (en 20 % en DMSO) en pequeilas
cantidades hasta alcanzar una concentracién final en exceso de diez molar, y 5% de DMSO. La
separacion de la proteina del fluoréforo que no reaccioné se realizé mediante cromatografia de
exclusion (columna Sperdex 75).

El efecto de los metabolitos 121 y 122 puros sobre el biosensor fluorescente hCaMT110C-
mBBr de la CaM se llevd a cabo de igual manera que para el biosensor hCaMM124C-mBBr,

descrito en el punto anterior.
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5.8.2  Actividad vasorrelajante de las malbranqueamidas sobre anillos de aorta de
rata

El experimento para determinar la actividad vasorrelajante de 51-53 se realiz6 en
colaboracién con el Dr. Samuel Estrada Soto, de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos, siguiendo un protocolo modificado de Saponara (Saponara et
al., 2006). El ensayo se realizd en anillos de aorta de ratas Wistar (200-300 g) adaptadas a las
condiciones estandares del bioterio: temperatura de 25 °C, humedad relativa de 45-65 %, ciclos de
luz 12 h luz/oscuridad y alimento/agua ad libitum.

Los experimentos se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-
1999) v a las recomendaciones realizadas por el Comité Institucional para el Cuidado y Usp de
Animales de Laboratorio para pruebas Farmacolégicas y Toxicolédgicas.

Para la obtencion del tejido, los animales fueron anestesiados con pentobarbital (1 mL/2.5
kg de peso) y sacrificados por dislocacion cervical. A continuacidn, se realizé una diseccién por el
abdomen y la porcién de la aorta correspondiente a la caja toracica fue removida, limpiada y
cortada en anillos de entre 3 y 5 mm de longitud. De manera adicional, en algunos de los anillos
adrticos se retiré el endotelio mediante procedimientos manuales.

Después, para determinar el efecto contrctil o relajante sobre los anillos de aorta, cada
fragmento de tejido se suspendié en una cdmara de érgano aislado conteniendo una solucién de
Ringer Krebs (composicion en mM: NaCl, 118; KCl, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSO,, 1.2; KH,PO,, 1.2;
NaHCO;, 25.0; EDTA, 0.026 y glucosa, 11.1; a pH 7.4), incubado a 37 °C, continuamente
gasificado con O,/CO, (9:1). Los tejidos se colocaron bajo una tensiéon de reposo de 3.0 g, y se
dejaron estabilizar durante un periodo de 60 min, llevando a cabo lavados cada 15 min con
solucién de Krebs atemperada. Las sefiales de contraccion se registraron con un transductor de
fuerza isométrica Grass Modelo FT 03, conectado a un poligrafo BIOPAC system UIM 100C.
Posterior al periodo de estabilizacion, los tejidos fueron estimulados con una solucién de

noradrenalina (NA) 0.1 uM durante 10 min y después lavados con porciones frescas de solucién de
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Krebs. Este procedimiento se repitié tres veces en intervalos de 30 min antes de iniciar la
evaluacion de los compuestos de prueba. La ausencia o presencia de la capa endotelial se confirmé
por la falta de una respuesta relajante inducida por una solucion de carbacol (1 uM).

Finalmente, todos los tejidos fueron contraidos con noradrenalina (NA), y las muestras de
prueba (compuestos puros o control positivo) se afiadieron a la cdmara de incubacién en
concentraciones acumulativas de cuarto de logaritmo (periodo de evaluacion). El efecto relajante
de las muestras de prueba se determiné por su habilidad para inducir una contraccién vascular
méxima antes y después de su adicién a la cdmara de incubacién. Referirse al esquema

representado en la Figura 19.

Lavado Lavado Carbacol 1 yM Compuesto
Lavado
NA 0.1 uM NA 0.1 M NA 0.1 M NA 0.1 uM
30" 30" 30" 15" 15'
\ J\. J N J
Y Y
Estabilizacidon Sensibilizacion Evaluacion

Figura 19. Representacion esquematica del experimento vasorrelajante de las malbranqueamidas.

5.8.2.1 Determinacion del mecanismo de accion vasorrelajante
Con el objetivo de obtener evidencia del modo de accién vasorrelajante ejercida por las
malbranqueamidas, se emplearon inhibidores enzimaticos clave en las rutas de sefializacién a
través del ensayo de anillos adrticos de rata. Para ello, quince minutos antes de la dltima
estimulacion con NA, los anillos de aorta se incubaron ya sea con L-NAME (éster metilico de L-

nitroarginina; 10 uM), atropina (1 mM), tetraetilamonio (TEA, 5 mM) o indometacina (10 pM)
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respectivamente. Después, se afladié el compuesto puro a diferentes concentraciones y se

obtuvieron las correspondientes curvas de concentracion-respuesta.

5.9 Calculos de modelado molecular

5.9.1 Preparacion de las estructuras
Todas las estructuras se construyeron mediante el programa Spartan’02 (Wavefunction
Inc., Irvine, CA, USA). La busqueda conformacional para los diferentes isdémeros estructurales se
realiz6 usando un protocolo Monte Carlo implementado en el mismo programa de modelado
molecular, bajo un campo de fuerza de mecénica molecular MMFF94 (Molecular Mechanics Force
Field 94). El proceso de busqueda se repitio al menos dos veces, tomando como punto de partida

diferentes geometrias con el fin de obtener el mayor numero de estados conformacionales.

5.9.2  Analisis conformacional, optimizacion geométrica y calculos de propiedades
fisicas

Los conférmeros resultantes se analizaron y filtraron de acuerdo a su energia, cuidando de

dejar los duplicados fuera del estudio. La diferencia de energia fue de 10 kcal/mol, seleccionada
con el fin de tener una amplia ventana de conférmeros en la distribucién de Boltzmann.
Posteriormente, todos los conférmeros fueron geométricamente optimizados usando teoria de
funcionales de la densidad (DFT) con el método hibrido B3LYP y el conjunto de funciones base
DGDZVP, mediante el programa Gaussian 09 (Gaussian Inc., Wallingford, CT, USA). Las
estructuras una vez optimizadas, se emplearon para calcular los pardmetros termoquimicos y
frecuencias a 1 atm y a 298 k. Las constantes de acoplamiento (‘H-'H, y “C-'H) para las
estructuras se calcularon empleando la opcion spinspin implementada en el paquete Gaussian 09
durante los calculos de RMN por el método GIAO (Gauge Invariant Atomic Orbital). Los calculos

para determinar los valores de rotacién oOptica fueron realizados con el mismo nivel de teoria

48



Parte Experimental

(B3LYP/DGDZVP). Ambas propiedades fueron ponderadas mediante la distribucién Boltzmann,
tomando en cuenta la poblacién conformacional arrojada por el calculo con DFT.

Todos los célculos se llevaron a cabo en un sistema operativo Linux implementado en la
supercomputadora KanBalam de la UNAM, un cltster de computadoras Hewlett-Packard con

1369 procesadores AMD Opteron de 2.6 GHz y 3 terabytes de memoria RAM.

5.9.3 Acoplamiento y reconocimiento molecular

Los estudios de acoplamiento molecular (docking) se realizaron con el programa
AutoDock 4.2 (http://www.autodock.scripps.edu/). Las estructuras cristalograficas de la CaM y de
la NOS fueron obtenidas del Protein Data Bank (PDB, RCSB) bajo los codigos 1A29 y 1XA5 para el
caso de la CaM, y 3NOS y 3HR4 para el caso de la NOS. La adicién de dtomos de hidrogenos
polares, cargas Kollman y pardmetros de solvatacion para la proteina, se llevo a cabo mediante la
paqueteria AutoDock Tools 1.5.4 (ADT, http://mgltools.scripps.edu/). Se parti6 de las estructuras
de minima energia de los diferentes ligantes para llevar a cabo el estudio de docking y fueron
preparadas con la misma paqueteria (ADT) mediante la adicién de cargas atomicas Gasteiger-
Marsilli y atomos de hidrégeno no polares. El estudio de docking se llevd a cabo usando los
parametros establecidos en el programa, cambiando el nimero de corridas (1000) y la busqueda
local por medio de un Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), asi como el numero de
evaluaciones energéticas por corrida (25 000 000). Inicialmente, se llev6 a cabo un docking ciego,
colocando al ligante en una posicién al azar, y construyendo una caja de reconocimiento molecular
para la proteina de 120 A x 110 A x 110 A en las dimensiones x, y y z, con la proteina al centro de la
caja. Posteriormente, se realizé un refinamiento con un tamafio de caja menor (60 A x 60 A x 60
A), con el centro de la rejilla correspondiente al ligando en la posicién con la menor energia

obtenida en el docking ciego.
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Las posiciones de acoplamiento obtenidas se analizaron con el programa ADT mediante el
andlisis por cluster, y la representacion esquematica en dos y tres dimensiones de las interacciones

se llevé a cabo con los programas LigPlot” y Pymol, respectivamente.

5.10  Anadlisis estadistico

La informacion estd expresada como la media de los experimentos + el error estandar de la
media (SEM, por sus siglas en inglés) para el nimero de animales usados (n = 6). Las graficas se
construyeron y los datos experimentales se ajustaron mediante la herramienta de ajuste-no linear,
implementada en la paqueteria estadistica Origin 8.0 (OriginLab, Northampton, MA, USA). El
analisis estadistico fue realizado por anilisis de varianza de una via seguido de las pruebas de
Duncan y de Tukey. Los valores de P menores a 0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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6. Resultadosy Discusion

Como parte de un programa multidisciplinario enfocado a la btsqueda de inhibidores de la
CaM a partir de ascomicetos selectos, se llevd a cabo el estudio quimico de Purpureocillium
lilacinum e Isaria fumosorosea, obtenidas de suelo volcanico y mosquita blanca, respectivamente.
De manera adicional, y con el fin de complementar un trabajo previo sobre el efecto anti-CaM de
tres alcaloides indélicos del coprofilo Malbranchea aurantiaca, se estudié su actividad
vasorrelajante potencial en anillos de aorta de rata pre-contraidos con NA.

Para el estudio de los dos primeros hongos se utiliz una estrategia experimental clasica que
abarcé el aislamiento de los hongos, su fermentacién en pequefia escala en diferentes condiciones
de cultivo, y la preparacién de sus extractos organicos para seleccionar los mds apropiados como
inhibidores de la CaM. La seleccion de las especies y sus condiciones de cultivo se hizo con base en
los resultados obtenidos al evaluar el efecto de sus preparados orgdnicos sobre el apagamiento de la
fluorescencia de los biosensores de CaM (hCaMM124C-mBBr, hCaMT110C-mBBr vy
hCaMM124C-AF;5,) asi 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.

En una segunda etapa, se realizaron las fermentaciones en mediana escala con el objetivo de
aislar a los metabolitos activos. Esto se logré mediante un estudio biodirigido de los organismos
seleccionados, empleando técnicas cromatograficas. La caracterizaciéon de los compuestos
responsables de la actividad anti-CaM, se llevd a cabo mediante técnicas espectroscopicas
convencionales y, en algunos casos, se emplearon métodos computacionales que apoyaron la
elucidacion completa de las estructuras. A continuacion, se evaluaron los metabolitos puros como
inhibidores de la proteina CaM mediante el ensayo de apagamiento de la fluorescencia.
Finalmente, los compuestos que resultaron activos se sometieron a estudios de acoplamiento

molecular para establecer el posible sitio de interaccion con la proteina CaM.

51



Resultados y Discusién

Por tultimo, los alcaloides obtenidos de Malbranchea aurantiaca fueron evaluados como
agentes vasorrelajantes. Esto se llevé a cabo mediante un ensayo ex vivo empleado anillos de aorta
de rata, con y sin endotelio, pre-contraidos con noradrenalina. Posteriormente, con la finalidad de
proponer un mecanismo de accién vasorrelajante, el metabolito con mayor actividad fue evaluado
en el mismo ensayo empleando experimentos farmacolégicos clasicos y diferentes agonistas y
antagonistas de los receptores involucrados en el proceso de vasorrelajacién. Los resultados y su

discusion se describen a continuacion.

6.1 Obtencion y caracterizacion de los inhibidores de CaM de Purpureocillium lilacinum

Para determinar las mejores condiciones de fermentacidn, el microorganismo se cultivo en
pequeiia escala utilizando diferentes condiciones de crecimiento y, posteriormente, se elaboraron
los extractos, tanto del micelio como del medio de cultivo de acuerdo a la metodologia que se
describe en la seccion experimental. Los rendimientos de los extractos obtenidos en las diferentes

condiciones de crecimiento, se muestran en la Tabla 3:

Tabla 3. Rendimientos de los extractos obtenidos en diferentes condiciones de crecimiento para P.

lilacinum.
Agitacion Estatico
Exto. Exto. Biomasa Exto. Exto. Biomasa
Caldo Micelio generada Caldo Micelio generada
(mg) (mg) () (mg) (mg) ()
CPD* 61 78 4.40 189 111 9.34
VP 10.1 23.2 ND’ 19.9 13.2 ND’

“Caldo Papa-Dextrosa. *Medio de cultivo de ocho verduras (V8 comercial).

*ND: No fue posible determinar su peso.

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3, las condiciones de fermentacion en

las que se obtiene una mayor biomasa son: crecimiento estatico en medio CPD, ciclo luz/oscuridad

12 h/12 h, y temperatura ambiente (25 °C).
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Con la finalidad de determinar la posible presencia de metabolitos activos en el extracto
organico total de P. lilacinum, se realiz6 un ensayo preliminar para medir el apagamiento de la
fluorescencia extrinseca de la CaM empleando el biosensor hCaMM124C-mBBr. La evaluacién
inicial fue de tipo cuantal (del todo o nada) y las curvas de apagamiento de la fluorescencia se

muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Apagamiento de la fluorescencia del biosensor hCaMM124C-mBBr por el
extracto organico de Purpureocillium lilacinum.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el extracto de P. lilacinum presentd una actividad
anti-CaM significativa, por lo que se consideré un candidato apropiado para la obtencion de

nuevos inhibidores de la CaM.

Posteriormente, con base en los resultados anteriores, P. lilacinum se cultivd en mediana
escala durante un periodo de 21 dias (8.4 L de medio CPD). Al cabo de este tiempo, se prepar6 el
extracto organico (procesos de reparto con CH,Cl,), obteniendo un rendimiento final de 116 mg/
L. El extracto resultante de P. lilacinum se fraccion6 de manera preliminar mediante un proceso de
reparto entre una mezcla a partes iguales de MeCN-MeOH y hexano (9:1) para generar dos
fracciones (FI y FII). La fraccién activa (FII, 350 mg) se analizd por cromatografia de liquidos de
alta eficiencia (CLAE, Figura 21) en fase reversa, obteniéndose la acremonidina A (121) y la

acremoxantona C (122) como Unicos metabolitos.
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Figura 21. Cromatograma de la fraccién FII de P. lilacinum resuelto para la acremonidina A (121,
tg = 7.2 min) y la acremoxantona C (122, tz = 12.2 min). Columna PurosphereSTAR RP-C18 (4.6
mm x 250 mm) con gradiente: 50% MeCN en agua, a 80% MeCN en 15 minutos, y 100% MeCN

por 30 minutos, a un flujo de 0.6 mL/min.

La caracterizacién de los metabolitos 121 y 122 se llevd a cabo por métodos
espectroscopicos y espectrométricos convencionales (RMN de 'H y de °C, IR y EM). Los datos
espectroscopicos tanto para la acremonidina A como la acremoxantona C concuerdan con

aquellos reportados en la literatura (He et al., 2003; Ayers et al., 2011).

121 122
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Tabla 4. Datos espectroscépicos de la acremoxantona C (122) en CDCl, (‘H a 500 MHz y °C a

125 MHz)
Posicion d¢ 0y, Mult. (J en Hz) HMBC (H— C)
1
2 84.83
3 74.76 5.29 (dd, 1H) ] =2.3,2.8 C-2,4,15
4 143.90 6.50 (dd, 1H) J = 2.1, 10.3 C-2,6
5 123.74 6.12 (dd, 1H) J = 2.8, 10.3 C-3,7
6 171.19
7 99.18
8 185.23
9 105.56
10 159.99
11 114.36
12 147.73
13 115.13 6.13 (s, 1H) C-9,10,11,11', 13, 15
14 154.23
15 168.87
16 53.27 3.69 (s, 3H) C-15
1 73.18 5.96 (s, 1H) C-2,3,7,9, 14,15, 17
2' 136.50
3 123.43 6.88(d, 1H)J=1.3 c-1,7,5,8, 16
4 147.91
5' 119.56 6.79 (dd, 1H) ] = 0.5, 1.5 C-3.6,716,7
6' 161.72
7' 112.60
8 185.60
9 105.76
10' 186.27
11' 38.27 4.80 (dd, 1H) J=1.1,6.6 C-12,13, 14,9, 10/, 13'
12' 131.91 6.42 (dd, 1H) ] = 6.6, 8.5 C-10, 11, 13} 14, 15'
13' 132.66 6.08 (dd, 1H) J = 1.1, 8.5 C-12,13,1,9, 11, 14'
14' 41.63
15' 35.30 @ 2.68 (4, 1) C-12,13,1,9, 13, 14’
b:2.88 (d, 17)

16' 22.22 2.37 (s, 3H) C-3.,4,5
17' 170.57
18' 21.26 1.98 (s, 3H) C-17'

-OH 6 14.18 14.31 C-57

-OH 10 11.10 11.21 C-9,10, 12

-OH 6' 11.41 11.49 C-5,6,7

-OH 8’ 14.33 14.40 -
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La masa molecular de 122 se determiné como Cj3H,60,,. Los espectros en el infrarrojo
(IR) mostraron bandas intensas de absorcién en Lma.x 3416, 2956, y 1738 cm’' indicando la
presencia de grupos hidroxilo y carbonilos de cetona conjugados. En el espectro de RMN de "°C se
observaron 33 sefiales resueltas (Figura 23b). Por medio de experimentos de DEPT (90, 135) y
experimentos bidimensionales, fue posible determinar la naturaleza de los carbonos presentes:
diecinueve carbonos cuaternarios, 2 oximetinos (8¢ 73.1, 74.7), un metino sp3 (0¢ 38.27), un
metileno (8¢ 35.3), un grupo metoxilo (3¢ 53.2), dos grupos metilo (8¢ 21.2, 22.1) y siete grupos
metileno sp’. En el espectro de RMN 'H (Figura 23a) se observaron 17 sefiales, que integran para
26 hidrégenos (ver Tabla 4). Un anilisis detallado de los espectros unidimensional y bidimensional
de RMN de 122 permitié establecer que éste presenta un nucleo similar al de las acremoxantonas,
xantoquinodinas y beticolinas (Milat et al., 1992; Tabata et al., 1993; Tabata et al., 1995; Ducrot

2001; Isaka et al., 2009; Figura 22).

Figura 22. Nucleo general de A) las acremoxantonas, B) las xantoquinodinas y C) las beticolinas.
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Figura 23. Espectro de (A) "H-RMN (500 MHz, CDCI,) y (B) *C-RMN (500 MHz, CDCl,) de la
acremoxantona C (122) (125 MHz, CDCl,).
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De esta manera, la estructura de 122 estd compuesta de un heterodimero, una parte
antraquinona (anillos ABC) y una parte xantona (anillos EFG). Asi, el anillo A de la antraquinona
se establecid por la presencia de dos metinos meta-acoplados, H-5' y H-3', y las correlaciones en
HMBC del ~OH quelatado (3¢ 11.4, 6'-OH) con C-5, C-6' y C-7', y de los protones del metilo (8¢
2.37, H-16") con los carbonos C-3', C-4' y C-5 y del protén H-5' (dy 6.79) con C-6'y C-7". La
correlacion débil a cuatro enlaces observada entre H-3' (3y 6.88) y el carbono en d¢ 185.6 sugiere
que este carbono cuaternario (C-8') debe estar unido a C-7'. El anillo C estd compuesto por una
olefina (C-12'-C-13'"), conectada a un metino (8¢ 38.27, C-11') y a un carbono cuaternario (dc¢
41.63, C-14"). Estos carbonos, junto con dos carbonos sp2 en ¢ 186.27 (C-10") y d¢ 105.76 (C-9')
forman el anillo de seis miembros. Esta conectividad estd complementada por las correlaciones
observadas en los experimentos COSY para el fragmento H-11-H-12"-H-13', y HMBC entre el

protén H-1' con C-2', C-3', C-7', C-13'y C-14' (Figuras 24 y 25).
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Figura 24. Espectro bidimensional HMBC de la acremoxantona C (122).
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Figura 25 Correlaciones observadas en los experimentos bidimensionales HMBC (flechas verdes) y COSY

(lineas sdlidas azules) para la acremoxantona C (122).

La porcién de la estructura xantona (anillo EFG) se dedujo de las correlaciones HMBC. El
anillo E fue asignado con las correlaciones en HMBC del ~-OH quelatado (8y 11.1, 10-OH) con los
carbonos C-9 y C-10; de H-11 con C-9, C-10 y C-13; asi como de los protones no equivalentes del
metileno (dy 2.68, 2.88, H-15") con C-11, C-12 y C-13. Al igual que en el anillo A de la estructura,
se observaron correlaciones débiles a cuatro enlaces de H-11 con el carbono cuaternario en d¢
185.23 (C-8) y C-6' que soporta el -OH quelatado en 0y 11.1, indicando la unién del carbonilo (C-
8) con C-9. El resto de las sefiales en RMN proténica y carbono fueron asignadas para la porciéon G
del anillo, el cual consiste de dos metinos -orto acoplados en 0y 6.12 y 0y 6.50 (J = 10.3 Hz). Las
correlaciones observadas en HMBC para el H-5 con C-7 y C-6, asi como de H-4 con C-6 y C-2,
permitieron establecer el arreglo de los sustituyentes en el anillo G. La correlacién de H-3 indica
que el grupo -COOCH; se encuentra unido al carbono cuaternario sp® C-2. La unién entre las dos
unidades triciclicas se confirmé por las correlaciones observadas en HMBC de H-11' con C-13, C-
12,C-10'y C-13;de H-11 con C-11"y C-15' y de los protones H-15' con C-13, C-12, C-13"y C-14'

(Figura 26).
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Figura 26 Correlaciones observadas en los experimentos bidimensionales HMBC (flechas verdes) y COSY
(lineas sdlidas azules) para la acremoxantona C (122).

La elucidacion de la acremonidina A (121) se llevo a cabo con la comparaciéon de los datos
espectroscopicos previamente reportados (Isaka et al., 2009). Una diferencia clave entre los
espectros de la acremoxantona C (122) y la acremonidina A (121) fue observada en el espectro de
"H-RMN (Figuras A1-A2), en donde el nimero de sefiales fenélicas variaba de cuatro para 122 a
seis para 121.

La acremoxantona C (122) se describié recientemente como un metabolito novedoso de
un hongo no identificado del orden Hypocreales. Sin embargo, la configuracién absoluta de los
centros estereogénicos C-2, C-3, C-1', C-11' y C-14' no se establecié. Los autores sélo asignaron la
configuracion relativa de C-1', C-2 y C-14' con base en las correlaciones observadas para los
hidrégenos del grupo metilo del acetato C-18'y el protén en H-13' en un experimento ROESY. Los
intentos por establecer la configuracién absoluta en C-2 via la preparacion de un éster de Mosher
fueron en vano, ya que en todos los casos, en las condiciones basicas utilizadas, ocurrié la apertura
del anillo G para generar 121. Como el producto presentd una excelente actividad anti-CaM (vide
infra) se decidié6 completar la caracterizacién estructural del metabolito 122 mediante la
determinacién de la configuracion absoluta en sus centros estereogénicos.

En el proceso de elucidacion estructural de las moléculas organicas naturales, la
determinacién de la configuracion absoluta (CA) de sus centros estereogénicos constituye uno de

los retos mds importantes. Durante décadas, muchas técnicas y aproximaciones se han
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desarrollado para tal fin; algunos de estos métodos son directos (o absolutos), y otros indirectos.
Los mas exitosos pertenecen al primer grupo e incluyen difraccién de rayos X, dicroismo circular
vibracional y electronico, y actividad 6ptica en Raman. En los métodos indirectos, se emplean
compuestos de referencia o derivados con centros asimétricos de configuracién conocida; un
ejemplo clasico de este grupo es la aplicacion de la técnica de dicroismo circular utilizando una
serie de reglas empiricas como la del octante para establecer configuracién absoluta en centros
quirales de ciclohexanonas. La formacién de derivados quimicos de las moléculas quirales en
estudio y su posterior andlisis por RMN representa otra estrategia empirica exitosa de este segundo
grupo. El ejemplo mds conocido es la formacién de ésteres de Mosher para determinar la
configuracién absoluta de carbinoles secundarios (Kong y Wang 2013).

No obstante, en las tltimas décadas, los métodos que emplean célculos de modelado
molecular para predecir pardmetros estructurales, constituyen una herramienta importante en la
elucidaciéon de la configuraciéon absoluta de los centros asimétricos de las moléculas quirales
(Albadry et al., 2013).

La prediccién computacional de los desplazamientos quimicos en “C-RMN se ha
convertido en una herramienta popular para la asignacién o reasignacion estructural de productos
naturales (Timmons et al., 2008). Los calculos para la determinacion teérica de los pardmetros de
RMN han estado en constante desarrollo a lo largo de las tltimas tres décadas, y aquellos basados
en la mecdnica cudntica representan una excelente aproximacioén, mejorando el poder analitico e
interpretativo de las técnicas espectroscopicas mas importantes (Autschbach 2014). El método de
inclusion del célculo de orbitales atomicos, GIAO, por sus siglas en inglés (gauge-including atomic
orbital), es una de las aproximaciones mds exitosas para el célculo de los tensores de
apantallamiento magnético nuclear, ya que se ha demostrado que provee resultados mas precisos
que aquellos obtenidos con otros calculos que utilizan un mismo tamafio de conjunto de base
(Cimino et al., 2004). En sintesis, la comparacién de un espectro experimental de RMN de una

molécula organica compleja desconocida con un nimero de espectros calculados para estructuras
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potenciales se ha convertido ya en una practica comuin durante el proceso de elucidacion
estructural (Rotta et al., 2010).

Asi, los valores de constante de acoplamiento (J) son de gran valor para estudios
conformacionales y estereoquimicos de moléculas organicas, proporcionando informacién de la
geometria de la molécula. En particular, las constantes de acoplamiento entre los protones
separados por tres enlaces (*Jun) estan directamente relacionadas con sus angulos diedros a través
de la ecuacién de Karplus (Karplus 1959). De la misma manera, las constantes de acoplamiento
vecinales heteronucleares (Juc, 'H - °C) siguen una relacion tipo Karplus y, por lo tanto, también
se pueden emplear para medir variaciones angulares y, con ello, cambios estructurales adicionales.
Los valores de ] dependen del patrén de sustitucién especifico del segmento molecular en cuestion,

y oscilan entre 0 y 16 Hz en el caso de 3 an yde0a9Hzen el caso de en.

c J (Hz) J (Hz) C4
v Hs Y 15 1 9 Hy Y
‘
H2 X Hg X
Cs 10 4 6 - Cy
0Hz < “Jijp. 43 £ 16HZ OHz < °Jipo o4 < 9HZ
5 3

0-3Hz pequeiias
-‘Jux.:" 4 -5Hz medianas

0-4Hz Ppequeias
Jraz- 5-9Hz medianas
10-16 Hz

6 -9Hz grandes

grandes 0 90 180°

Figura 27. Estimacion a priori de la magnitud de los valores de ] en funcién del angulo diedro i (grados)

entre nucleos de interés. Tomado de Bifulco (2007).

De ésta manera, considerando las proyecciones de Newman de un segmento estructural
dado, la magnitud de cada J puede ser estimada a priori en todos sus posibles rotimeros con base
en el dngulo diedro entre los nucleos de interés. Asi, la configuracion relativa de una estructura se
puede deducir con base en la comparacién de los valores de 3un y 3Jeu medidas en los espectros
apropiados con aquellos resultantes de calculos tedricos.

De igual forma, se han desarrollado numerosos modelos para predecir el signo y la

magnitud de los dngulos de rotacion dptica (RO). Recientemente, métodos ab-initio asi como
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métodos de respuesta linear dependientes de la frecuencia, se han empleado para calcular
cuantitativamente valores de RO confiables. El calculo del dngulo de RO especifica procede del
tensor de polarizabilidad del dipolo magnético y eléctrico (G'), el cual es una medida del traslape
de la polarizacién electrénica inducida por los campos magnéticos y eléctricos de la radiacién
incidente. Desarrollos recientes incluyen la capacidad para calcular este tensor G’ en estaciones de
trabajo estdndares. De ésta manera, los métodos ab-initio combinados bajo diversas estrategias se
han implementado para asignar configuraciones relativas y absolutas de los centros estereogénicos
de productos naturales de alta complejidad (Kondru et al., 1999; Bicker et al., 2009).

Para fines de este trabajo, se decidio llevar a cabo el célculo tedrico de la rotacién optica
especifica, asi como el calculo de las constantes de acoplamiento Clen y Tan), con el fin de
compararlas con sus correspondientes pardmetros observados en un experimento de 'H y "°C

totalmente acoplado.

6.1.1 Calculos de modelado molecular para la determinacién de la configuracion

absoluta en los centros estereogénicos de 122

El cédlculo de rotaciéon Optica especifica ([a]p) se llevéo a cabo usando métodos
computacionales descritos en diferentes trabajos reportados en la literatura (Leyte-Lugo et al.,
2012; Figueroa et al., 2009). La acremoxantona C presenta cinco carbonos asimétricos: C2, C3, C1/,
C11'y C14, por lo tanto se pueden construir hasta 16 posibles estereoisémeros en dos diferentes
series enantioméricas (a0 y B), ya que el puente entre C-11' y C-14" sélo puede estar a- o B-
orientado. La estructura para cada miembro de ambas series se construyé y minimizé mediante el
programa Spartan’02. La busqueda conformacional se realizé6 empleando un campo de fuerza
MMFF94, seguida de la optimizacién geométrica de cada conférmero utilizando teoria de
funcionales de la densidad (DFT por sus siglas en inglés) a un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP con

el programa Gaussian 03 (Figura 28).
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=3

A (2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R) B (2R, 35, 1'S, 11'S, 14R) C (25, 3R, 1'S, 11'S, 14R) D (2S, 38, 1'S, 11'S, 14R)

E (2R, 3R, 1R, 11, 14R R 115, 14'
( ) F (2R, 35, 1R, 115, 14R) G (25, 3R, 1R, 115, 14R) H (25, 35, 1R, 115, 14R)

1 (2R, 3R, 1'S, 11R, 14'S) J (2R, 35, 1'S, 11'R, 14'S) K (25, 3R, 1'S, 11R, 14'S) L (25,38, 1'S, 11'R, 14'S)

M (2R, 3R, 1R, 11'R, 14'S) N (2R, 38, 1R, 11'R, 14'S) O (2S, 3R, IR, 11'R, 14'S) P (28, 3s, 1R, 11'R, 14'S)

Figura 28. Modelos de minima energia global obtenidos por DFT B3LYP/DGDZVP para los ocho posibles estereoisémeros correspondientes a las series

enantioméricas o (A- H, bastones negros) y B (I- P, bastones azules) de 122.
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Un andlisis detallado de cada una de las estructuras de minima energia permitié descartar

las moléculas duplicadas. Para cada uno de los diasteroisémeros se obtuvieron entre ocho y once

conférmeros de minima energia, seleccionados a partir del valor energético que presentaron (0 — 3

kcal/mol) y, con los cuales, posteriormente se calcularon los valores de rotaciéon dptica especifica

([a]p). En las tablas 5y A1 — A9 (ver Anexo) se muestran los valores teéricos de energia libre (AG),

poblacién (P), valores de dngulos diedros y [a]p para cada una de las estructuras analizadas.

Tabla 5. Valores calculados de [a]p para los ocho estereoisdmeros de la acremoxantona C (122) de la serie
enantiomérica 3 (11'S, 14'R).

Diferencia vs Experimental

Estereoisémero Configuracion Absoluta Conférmeros lalp (%)
A 2R, 3R, 1'S,11'S, 14'R 5 +467.22 12.9
B 2R, 3S,1'S,11'S, 14'R 5 +715.91 33.3
C 2S,3R, 1'S,11'S, 14'R 5 +638.69 18.9
D 2S,35,1'S,11'S, 14R 4 +680.79 26.8
E 2R, 3R, 1'R, 11'S, 14'R 5 +425.4 20.8
F 2R,3S,1'R, 11'S, 14'R 5 +716.34 33.4
G 2S,3R, 1'R, 11'S, 14'R 2 +446.56 16.8
H 25,35, 1R, 11'S, 14'R 3 +624.79 16.4

[a]p experimental: +537.0

Una vez ponderados los resultados, se encontrd que sin importar la configuracion absoluta

de los centros C-2, C-3 y C-1, los ocho estereoisomeros de la serie  (11'S, 14'R) tenian valores de

[a]p positivos (Tabla 5), mientras que aquellos de la serie a (11'R, 14'S) presentaron valores

negativos (Tabla A9). Cabe destacar, que todos los heterodimeros xantona-antraquinona hasta

ahora reportados poseen un puente de dos carbonos B- orientado entre C-11'-C-14', asi como
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valores positivos de [a]p, denotando entonces que la biosintesis de este tipo de compuestos parece
estar restringida a isémeros con dicho puente - orientado (Tabata et al., 1996; He et al., 2005;
Isaka et al., 2009). Los valores de la rotacion dptica especifica calculada para los estereoisdémeros de
la serie  se compararon con el valor experimental obtenido para 122 y se presentan en la Tabla 5.
De acuerdo con los resultados presentados en esta tabla, el valor calculado de [a]p para el isdmero
A es el que mejor corresponde con el valor experimental registrado para el producto natural
(+537.0°). Este hallazgo también implica que la configuracién absoluta en los centros C-2, C-3, C-
1, C-11, y C-14" serfan R, R, S, S, y R, respectivamente. Ademds, las fuertes correlaciones
observadas en el espectro NOESY entre H-1'y los dos hidrégenos H-15'[a (distancia = 2.86 A) y B
(distancia = 2.44 A)] de 122, proporcionan una evidencia adicional para sugerir que la
configuracién absoluta en el carbono C-1' es S, descartando entonces los estereoisémeros E-H

(Figura 29).

1'S,11'S, 14'R
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Figura 29. Modelos de minima energia (DFT B3LYP/DGDZVP) para los estereoisémeros A y E de 122,
con un fragmento del espectro del experimento bidimensional NOESY mostrando la correlacién entre los
protones H-1'y H-15".

A continuacion, se llevo a cabo el célculo de las constantes de acoplamiento en RMN, con
. .7 . 1 1
el fin de hacer la comparacién con las constantes generadas en un experimento de 'Hy uno de °C

totalmente acoplado a proton. Este ultimo estudio permite determinar de manera mas especifica la
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configuracién absoluta de un centro asimétrico, pues pequefios cambios en angulos diedros
determinados provocan diferencias significativas en el valor de las constantes de acoplamiento °J
(C-C-C-H). El célculo de dichas constantes, se centrd en los centros asimétricos sobre los carbonos
C2,C3yCl.

El experimento se llevd a cabo con 20 mg de muestra por un periodo de 24 h, en donde el
acoplador de hidrégeno se mantuvo en funcionamiento mientras se adquirié el espectro de C-
RMN. El resultado es un espectro de >C en donde se pueden apreciar los acoplamientos a dos y
tres enlaces de distancia Cliuc.cn Jo.c.cn) de cada carbono con los protones vecinales. De esta
manera, los valores experimentales para 3]C,H (3]07,}1-3, 3]07,1{-5 y 3]C_15,H_3) y 3]H,H (3]H_3,H_4) se
midieron en espectros de *C-RMN totalmente acoplado (Figura 30) y 'H, respectivamente

El célculo de las constantes de acoplamiento se llevé a cabo con el mismo método (DFT) y
nivel de teoria (B3LYP/DGDZVP) que para el andlisis de RO, mediante la sumatoria de valores de
cada conférmero en funcion de la fraccién molar (Cerda-Garcia-Rojas y Pereda Miranda, 1999)
(Tablas A10 - A17). Finalmente, se realiz6 un andlisis comparativo entre las constantes de
acoplamiento tedricas y las experimentales empleando el estadistico del error medio cuadréctico
(EMC).

En este caso, el andlisis comparativo fue sélo realizado para los estereoisdémeros A-D, que
presentaban el puente del biciclo en posicién B, asi como una distancia apropiada entre los
protones H-1'y H-15' (0 y ) para observar una interaccion en el espectro NOESY. Una vez mds, la
mejor correlacion entre los valores tedricos y experimentales se observé para el estereoisémero A

(2R,3R,1'S,11'S,14'R), descartando las estructuras B-D para la acremoxantona C (122; Tabla 6).
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Asi, en el espectro de BC-RMN totalmente acoplado de 122 (Figura 30), C-7 (8 = 99.1
ppm) aparecié como un doblete ancho con Jo,us = 1.5, Josms = 3.9 Hz y el carbono del
carbonilo (C-15) se observé como un doble cuarteto con 3]015,1{-3 =76Hzy 3]C—15,H—16 =3.3Hzen
concordancia con los valores calculados para el isémero A. Ademés, el valor de *Jiy 3y, de 2.1 Hz
observado en el espectro de 'H-RMN de 122, provee evidencia adicional a favor de la
estereoestructura A, en donde el valor tedrico de *Jiy_; .4 fue de 2.5 Hz. En el caso de los isémeros
B y C los valores de las constantes calculadas 33114 fueron de 6.0 y 6.2 Hz, con una desviacién
cuadratica media (RMSD) de 15.21 y 16.81, respectivamente, demostrando una geometria

diferente en el fragmento diedro H-3-C-3-C-4-H-4.

Tabla 6. Comparacion entre acoplamientos selectos de 'H-">C y 'H-"H experimentales y calculados
(DFT) para los diasteroisomeros A-D de la acremoxantona C (122).

F to Died E 31 b Calc 3]X,Yb 3 b 5 b
ragmento Liedro Xp Calc ]X,Y Calc ]X,Y Calc ]X,Y
B

X-C-C-Y 37 a ara A (ECM)° para ara C (ECM)* ara D (ECM)*

Jxy'  ParaA(ECM)Y o paraC(ECM)" - para D (ECM)
C7-C2-C3-H3 1.5 2.0 (0.25) 4.9 (11.56) 4.9 (11.56) 2.1 (0.36)
C15-C2-C3-H3 7.6 8.4 (0.64) 3.3 (18.49) 3.2 (19.36) 9.2 (2.56)
H3-C3-C4-H4 2.1 2.5 (0.16) 6.0 (15.21) 6.2 (16.81) 3.1 (1.0)

RMSD! 0.59 3.88 3.99 1.14

“En Hz, medidos en un experimento de ""C-RMN totalmente acoplado, o "H-RMN. ’Calculado a partir de las

estructuras optimizadas (DFT, BALYP/DGDZVP). ‘Error cuadratico medio. “Desviacién cuadratica media.

De manera adicional, la gran diferencia entre los valores experimental (*Jc.15 1.5 = 7.6 Hz)
y calculado para los estereoisémeros B (*Jo.isps = 3.3 Hz) y C (*Jc.asm.s = 3.2 Hz), asi como entre
los valores experimental y teérico para el estereoisémero D (*Jeisus = 9.2 Hz) refuerza la

seleccion de A como la estructura correcta para la acremoxantona C (122).
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6.1.2  Evaluacion de la actividad anti-CaM de los compuestos 121 y 122 con el biosensor

de CaM hCaMM124C-mBBr

Una vez caracterizados por completo ambos metabolitos fungicos, se evalud la afinidad de
121y 122 por la calmodulina usando el biosensor fluorescente ACaMM124C-mBBr, de tal manera
que al titular la proteina marcada con los compuestos, se produjo un apagamiento de la

fluorescencia debida al cambio conformacional de la misma. Con los resultados del experimento se

construyeron las curvas de titulacion de fluorescencia (Aey 381 nm; Aepy 415550 nm).

El resultado de la evaluacién de 121 y 122 indicé que ambos productos interaccionan
directamente con la proteina de manera dependiente de la concentracion. De los espectros de
emision obtenidos (Figura 31), se tomaron los valores de los maximos y se graficaron contra la
relaciéon Compuesto/Proteinaro,, para generar una grafica a partir de la cual se calculd la
constante de disociaciéon (K;). Los resultados obtenidos demostraron que la acremoxantona C
(122) y la acremonidina A (121) tienen constantes de disociacion de 18.25 £ 3.01 y 19.40 + 3.15
nM, respectivamente, y una estequiometria de 1:1. Estos valores representan una alta afinidad por
la CaM, cerca de setenta veces mas que la clorpromazina (CPZ, K4= 1.24 uM), un inhibidor clasico

de CaM bien caracterizado y usado como control positivo en este experimento.
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Figura 31a. A) Curva de titulacién con 121 y espectro de fluorescencia de HCaMM124C-mBBr (5uM) a
saturacién con Ca”* (10 mM). B) Ajuste de los maximos de absorcién para la determinacién de Kp.
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Figura 31b. Curvas de titulacion y espectro de fluorescencia de «CaMM124C-mBBr de C) 122y D)
CPZ. Ajuste de los maximos de absorcién para la determinacién de K, de E)122 y F) CPZ.

Los productos 121 y 122 apagaron la fluorescencia del biosensor en un grado similar (47 y

48%, respectivamente), mientras que la CPZ apagé la fluorescencia en un grado mayor (60%). El

nivel de afinidad observados para 121 y 122 es inusual, ya que la mayoria de los antagonistas de

CaM se unen a la proteina con menor afinidad, comtinmente en el orden micromolar (Figueroa et

al., 2009; Leyte-Lugo et al., 2012).

A continuacioén, con el objetivo de predecir el probable sitio de unién a CaM de 121 y 122,

se llevd a cabo un estudio tedrico de acoplamiento usando el programa AutoDock 4.2. El

“docking” de ambos productos fingicos con la estructura co-cristalizada de Ca**-CaM con la

trifluoroperazina (c6digo PDB 1A29) sugirié una interaccién de tipo no cldsica, es decir, el sitio de
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union resultd diferente al de la CPZ o TFP (Figura 32). Las constantes de inhibicién predichas por

el programa fueron de K; = 367.6 y 406.9 nM para 121 y 122, respectivamente.
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Figura 32. Modelo estructural de los complejos de (listones azul claro). El panel central muestra la
interaccidon de 121 (bastones azules) y 122 (bastones amarillos) con la CaM (cddigo PDB 1XA5). Detalles
acerca del modo de unioén, los aminodcidos involucrados (bastones blancos) se muestran en los paneles

laterales. Imagen disefiada y editada con PyMOL y LigPlus".

El sitio de uni6én propuesto para 121y 122 fue similar al del KAR-2, un agente antitumoral
derivado de vinblastina que se una a la CaM en un sitio entre los dominios globulares N- y C-
terminal (Horvaht et al., 2005), tal como 121 y 122 lo hacen (Figura 33). Al igual que KAR-2,
parece que ambos metabolitos fingicos interactiian con varios residuos de aminodacido en comun,
principalmente hidrofébicos, incluyendo la Phe19, Ala1s, Val3s, Leu39, Gln41, Phe68, Ala73,

Phe92, Met109, Leul12, Glu114, y Thr146; ademas, 122 forma un enlace de hidrégeno entre la
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Met145 y el 3-OH (distancia = 3.8 A). Ambos tipos de interaccion (hidrofébicas y enlaces de

hidrégeno) juegan un papel importante en la estabilizaciéon del complejo proteina-ligando.

Figura 33. Sitio de interacciéon modelado para A) 122 (bastones amarillos), B) 121 (bastones azules) con la
CaM (pdb 1XA5), en ambos casos se superpone con el KAR-2 (bastones verdes).

Debido al modo inusual de unién a CaM que sugieren los estudios de acoplamiento, la
afinidad de 122 hacia la CaM se midié ahora usando el biosensor hCaMT110C-mBBr, concebido
para la deteccién de inhibidores no clasicos de la CaM (Figura 34). Este dispositivo se generd
siguiendo una estrategia convencional que comprende mutagénesis sitio-dirigida para reemplazar
el residuo estratégico Thr110Cys, seguido de un marcaje especifico del grupo reactivo tiol con el
fluoréforo mBBr. Esta posicién se selecciond tomando en consideracion que el residuo 110 de
CaM esta en un érea superficial accesible (ASA = 50.17 A%) en la estructura o-hélice de la CaM,

. g e . loe [ 7 . o1 2+
lejos del sitio de uni6n de los inhibidores cldsicos, y que ademds no involucra la unién a Ca™". La

eficiencia cudntica del dispositivo #CaMT110C-mBBr fue de ¢ = 0.303.
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T110C-mBBr

M124C-mBBr

Figura 34. Esquema comparativo entre las posiciones marcadas M124 y T110 de la proteina calmodulina
(pdb 1a29) para los biosensores h"CaMM124C-mBBr y hCaMT110C-mBBr, respectivamente. Se hace la
comparacion con las estructuras modeladas de la TFP (bastones naranja,) y KAR-2 (bastones verdes)

Las curvas de titulaciéon con el biosensor fluorescente se construyeron adicionando
concentraciones saturantes de 122 y CPZ (3.1'y 7.1 UM, respectivamente) en presencia de Ca>* (10

mM). Las gréficas correspondientes se presentan en la Figura 35.
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Figura 35. Curvas de titulacién de hCaMT110C-mBBr (5uM, Ca’" 10 mM) a saturacion. (A) 122, 63% de
apagamiento, (B) CPZ, 20% de apagamiento.
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El apagamiento de la fluorescencia fue de 63 y 20 % para la acremoxantona C (122) y CPZ,
respectivamente. Ademas, el cambio en el maximo de fluorescencia a longitudes de onda elevadas
(fendémeno conocido como redshift) se observé sblo para el compuesto 122 (Lakowicz 2006). El
mayor porcentaje de apagamiento y el desplazamiento en los maximos de fluorescencia causados
por 122, en comparaciéon con la CPZ, revelan que el metabolito de origen fingico se une a la
proteina en un sitio diferente al sitio de los inhibidores cldsicos. Estos resultados proporcionan una
evidencia experimental al modo no clisico de unién que permite proponer el andlisis de
acoplamiento molecular.

Los ligantes que interaccionan en un dominio novedoso pueden modular selectivamente
las propiedades reguladoras de la CaM. En este sentido, Horvath y colaboradores demostraron
mediante la cristalizaciéon del complejo Ca*"-CaM-KAR-2 que el firmaco interactiia con una
region constituida por residuos de aminodcido de ambos dominios globulares de la CaM (C-
terminal y N-terminal). Los autores proponen que ésta caracteristica le confiere al KAR-2 su
especificidad como agente anti-microtubular, permitiendo a la CaM interactuar con la mayoria de
sus blancos fisioldgicos. En consecuencia, los efectos toxicos de esta familia de antitumorales se

encuentran reducidos en el KAR-2 (Horvéth et al., 2004).

6.2 Obtencion y caracterizacion de los metabolitos activos de Isaria fumosorosea

(sinonimia Paecilomyces fumosoroseus)

Con el objetivo de obtener rendimientos 6ptimos en los extractos fingicos, se estudiaron
dos diferentes medios de cultivo y dos condiciones de crecimiento. Cabe mencionar que la Dra.
Toriello proporcioné dos cepas del mismo hongo, las cuales diferian en el nivel de virulencia que
presentan para la mosquita blanca. Las condiciones, asi como los rendimientos de sus extractos

organicos se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Rendimientos para P. fumosoroseus en diferentes medios de cultivo y

condiciones.
Cepa
EH-503/3 EH-511/3*
PDB (estatico) 37.3 mg/150 mL 89.6 mg/150 mL

PDB (agitacion)

15.1 mg/150 mL

22.4 mg/150 mL

Medio

Arroz

218.3 mg/30g

290.1 mg/30g

*Cepa de mayor virulencia.

Los mejores rendimientos se observan con el medio de arroz para la cepa EH-511/3, por lo

que para el subsecuente estudio quimico de este hongo, se decidi6 cultivarlo en mediana escala

bajo estas condiciones. Tanto el extracto orgdnico total, como la fraccién FPfII-s obtenida por

fraccionamiento preliminar del extracto integro como se describié en la seccién experimental,

demostraron actividad en el ensayo de apagamiento (45 y 50%,

fluorescencia del biosensor HCaMM124C-mBBr.

respectivamente) de la

Para caracterizar los metabolitos presentes la fracciéon FPII-s, se llevé a cabo un analisis por

medio de cromatografia de liquidos de ultra eficiencia en fase reversa acoplada a espectrometria de

masas (CLUE-EM). El cromatograma (Conteo Total de Iones) se muestra en la Figura 36.
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Figura 36 Cromatograma obtenido por la técnica CLUE-EM para la fraccién FPfII-s del extracto

orgénico de I. fumosorosea.
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El andlisis por espectrometria de masas (electrospray) de los productos mas abundantes
que se observaron en el cromatograma permitié la identificacion de los metabolitos
correspondientes  (Figura 37). De tal forma, que se logré caracterizar nueve
ciclotetradepsipéptidos, las beuverélidas N (118), M (117), I (115), P (119), L(112), J, (116), F
(114), K, (123)y C (113). Los resultados se resumen en la Tabla 8. La estructura general de estos

productos se presenta en la Figura 38.
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Figura 37a. Espectros de masas (ionizacién por electrospray) para los compuestos mas abundantes de la
fraccion FPfII-s del extracto organico de I fumosorosea.
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Figura 37b. Espectros de masas (ionizacién por electrospray) para los compuestos mas abundantes de la

fraccion FPfII-s del extracto organico de I fumosorosea.
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Tabla 8. Estructura y composicion de las beuverdlidas identificadas en la fraccién FPfII-s.

Tiempo mlz
de . . . . x . Peso/
., Beuverdlida n R AA1 AA2 AA3 , . .
Retencién Form.Cond. [M+H] [M+Na]
(min)”
2.773 N (118) 3 Me Tyr Ala Leu 503 504 526
. Yy
C27H41N306
439
3.212 M (117) 3 Me Val Ala Leu 440 462
C23H41N305
487
4.261 1(115) 3 Me Phe Ala Leu 488 510
C27H41N3OS
5.478 P (119) 5 Me Val Ala Leu 467 468 490
' C25H45N305
5.647 L (112) 5 Me Phe Ala Leu o1 516 538
' CyoHysN;05
6.289 J.(116) 3 Me T phe O 602 603 625
. a e r e
P e  CyH,N,O;
563
6.695 F(114) 3 Me Phe Phe Ile 564 586
C33HysN;05
8.758 K,(123) 5 Me T Phe O 630 631 653
. . e r e
P lle  C,Hy,N,O;
9.265 C(113) 5 Me Phe Phe Ile >91 592 614
' C35H49N3O5

“Tiempo de retencion observado en el cromatograma de la Figura 33 *Para ver el significado de n, Ry

los residuos AA1, AA2 y AA3, referirse a la Figura 38.
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Figura 38. Nucleo general de las beuverdlidas.

Posteriormente, la fraccion FPfll-s (195 mg) fue analizada mediante CLAE, y se logré

obtener el perfil cromatografico que se muestra en la Figura 39. El escalamiento de las condiciones
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CLAE en modo semi-preparativo permitié la obtencidon purificaciéon de los compuestos puros
correspondientes a los picos I-VIL
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Figura 39. Cromatograma para la fraccion fraccion FPfII-s de I. fumosorosea 503-3. Columna: Symmetry C18
250x4.6mm. Fase M6vil: ACN-H,O (90:10). Flujo: 0.5 mL/min. Longitud: 215 nm.

El analisis de los datos espectroscopicos ('H y C-RMN, IR, Figuras A3-A4) y
espectrométricos del producto correspondiente al pico III, permitié establecer la identidad de
dicho compuesto como la beuverdélida I, (115) corroborandose mediante la comparacion de sus
constantes espectroscopicas con las reportadas en la literatura. Debido a la poca cantidad
recuperada de los productos restantes, la identidad de dichos compuestos se establecié mediante el
andlisis en conjunto de sus espectros de masas, de UV y de IR. Los metabolitos entonces,
correspondian a la serie de las beuverdélidas: C (113, tz = 23.6 min, 3.3 mg), F (114, tz = 20.2 min,
2.8 mg), I (115, tg = 13.0 min, 13.4 mg), J, (116, tzg = 15.8 min, 3.0 mg), L (112, tg = 14.8 min, 4.7
mg), M (117, tg = 10.4 min, 6.1 mg) y N (118, tz = 9.7 min, 3.4 mg).

Los metabolitos fingicos caracterizados se han descrito en varios microorganismos del
género Beauveria y Paecilomyces (Kuzma, M., 2001; Jegorov, A., 2004). Las beuverolidas

comparten un ciclo de 13 miembros con un residuo de dcido graso (3-hidroxi-) y tres residuos de
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aminodcido. Diversas evaluaciones biolégicas de estos metabolitos han permitido comprobar que
las beuverdlidas no son micotoxinas, ya que presentan actividad bactericida, fungicida, insecticida
o efectos citotoxicos. Estudios recientes han indicado que las beuverélidas podrian servir como
nuevas cabezas de serie para el desarrollo de fairmacos en el tratamiento de la aterosclerosis. En este
trabajo de investigacion, se decidi6 explorar la probable actividad anti-CaM de estos productos de

origen fingico.

6.2.1 Evaluacidn de la actividad anti-CaM de las beauverolidas (112 - 119)

Se evalud la actividad anti-CaM de las beuverélidas aisladas en el ensayo de fluorescencia
previamente descrito, haciendo uso de un nuevo biosensor fluorescente de CaM, hCaMM124C-
AF;5. Este dispositivo mostré una eficiencia cudntica alta (¢ = 0.842) en comparacién con la
proteina silvestre hCaM (¢ = 0.025). Ademas, este fluoréforo provee respuestas en el espectro de
UV, haciendo posible el andlisis de extractos orgdnicos o compuestos puros coloridos que
pudieran interferir con la respuesta del biosensor. Las graficas de apagamiento de la fluorescencia
se muestran en la Figura 40.

Las constantes de disociacién calculadas (K4) demuestran una afinidad significativa de
estos productos fingicos, sugiriendo una directa interaccién con la proteina calmodulina. El
compuesto mas activo fue la beuverélida J,, (116) con una Ky cerca de diez veces mayor que la
CPZ, usada como control positivo. De acuerdo a estos resultados, la presencia de un grupo
triptéfano en la beuverdlida J, podria estar relacionado con su alta afinidad por la CaM. A su vez,
esta buena afinidad observada por 116 podria estar relacionada con la alta hidrofobicidad del
triptéfano en comparacion con otros residuos, como la fenilalanina, valina o tirosina, presentes en

las otras beuverdlidas evaluadas.
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Figura 40. Espectros de fluorescencia de hCaMM124C-AF;;, (5 tM) a saturacién con el ion Ca” (10
mM), para las beauverdlidas (112 — 118). Las muestras fueron excitadas a 257 nm, y los espectros de

emision fueron colectados de 375 nm a 550 nm.
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El estudio de acoplamiento molecular entre las beuverdlidas aisladas de I. fumosorosea y la
proteina calmodulina, se llevd a cabo usando la estructura co-cristalizada de CaM con la TFP
(c6digo PDB 1A29) mediante el programa de modelado molecular AutoDock 4.2. Los resultados

se esquematizan en la Figura 41, y en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados obtenidos del estudio teérico de “docking” (ELUE; K;) en comparacién con
el resultado experimental (Kj).

Beuverélida ELUE* K’ K
n aal aa2 aa3 (kcal) (mM) (mM)

J. (116) 3 Trp Phe Ile -8.74 0.39 0.08
I(115) 3 Phe Ala Leu -6.84 9.70 0.19
C(113) 5 Phe Phe Ile -8.00 1.37 0.30
F(114) 3 Phe Phe Ile -8.45 0.63 0.40
L(112) 5 Phe Ala Ile -8.14 1.08 1.66
N (118) 3 Tyr Ala Leu -7.17 5.55 1.74
M(117) 3 Val Ala Leu -6.85 9.54 3.44

“ELUE: Energfa Libre de Unién Estimada; hKi: Constante de inhibicién tedrica; bKi: Constante de

disociacién experimental (afinidad).

Los resultados obtenidos en el estudio de acoplamiento molecular con la CaM sugieren que,
en todos los casos, las beuverdlidas se unen en un sitio similar al de la CPZ o TFP, compuestos bien
caracterizados como ligantes clasicos de la calmodulina. Este sitio comprende los residuos de
aminodcido Glu14, Ala15, Leul8, Phe92, Ile100, Leu105, Leu109, Glul14, Met124, lle125, Glu127,
Ala128, Phe141, Met144. Todas las interacciones resultaron ser de tipo hidrofdbica, ya que en
ningln caso se observé formacién de enlaces de hidrégeno. Como se habia mencionado
anteriormente, la beuverélida que tuvo la mejor afinidad hacia la CaM en el experimento de
fluorescencia, fue la beuverolida J,; este resultado correlaciona bien con el obtenido en el estudio

tedrico de docking (denotado por su baja energia de union, Tabla 9).
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Figura 41a. Sitio de interaccién comun de los productos 112- 118 (superficie gris) con la CaM (listones
azul; los iones calcio se representan como esferas verdes). Se muestra el resultado del docking de la
beauverolida Ja (116) en bastones y esferas amarillas, asi como el de la TFP (bastones naranjas). Figura
reparada con Pymol.
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Figura 41b. Sitio de interaccion de los productos 112- 118 (bastones y esferas) y los residuos de aminodacido
involucrados (bastones blancos). Figura reparada con Pymol.
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Consideraciones de estructura quimica- actividad permiten clasificar a las beuverdélidas
restantes en dos grupos: aquellas que en las posiciones aal y aa3 contienen residuos de Phe e Ile,
respectivamente, y aquellas que presentan en las posiciones aa2 y aa3 residuos de Ala y Leu,
respectivamente. El primer conjunto corresponde a las beuverélidas C, F y L, las cuales, después de
la beuverdlida J,, tuvieron la mejor afinidad en el ensayo experimental y estudio teérico. Las
beuverolidas N y M conforman el siguiente grupo, con una menor actividad. Cabe mencionar que
el largo de la cadena (denotado por el indicador n) no tiene impacto alguno en la actividad anti-
CaM.

En resumen, se aislaron siete ciclotetradepsipéptidos de la especie fingica Isaria fumosorosea,
y se demostro su potencial actividad como ligantes de la proteina CaM. Este resultado representa el

primer reporte de actividad anti-CaM para este tipo de metabolitos.

6.3 Actividad vasorrelajante de las malbranqueamidas (51-53)

Con la finalidad de establecer si la gran afinidad de las malbranqueamidas por la CaM
correlaciona con una actividad relajante de la musculatura lisa como en el caso de la
clropromazina, se exploré el potencial vasorelajante de las malbranqueamidas 51-53. Para ello, se
realiz6 en un experimento ex vivo, empleando aorta de rata como tejido de prueba segun la
metodologia descrita por Saponara (Saponara et al., 2006) y modificada por Estrada-Soto (Torres-
Piedra et al., 2011). Este ensayo permite detectar un efecto vasodilatador de compuestos
empleando cortes anulares de aorta de rata previamente contraidos con noradrenalina (NA, 0.1
uM). Los experimentos se efectiian en presencia y ausencia del endotelio con la finalidad de
discriminar entre los distintos mecanismos de accién involucrados en el proceso de relajacién

muscular (Figura 42 y Tabla 10).
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Figura 42. Efecto vasorrelajante de A) malbranqueamida (51), B) malbranqueamida B (52) y ¢) isomalbranqueamida B
(53) en aorta de rata pre-contraida con noradrenalina, en presencia (E+) y ausencia (E-) de endotelio.

Tabla 10. Valores de E,,,, y CE, para los compuestos 51-53 evaluados en experimentos
con y sin endotelio de aorta de rata.

Con endotelio (E +) Sin endotelio (E -)
Compuesto E oy (%) CEq, (UM) Eax (%) CEq, (uM)
51 99.97 £ 1.95 2.74 59.13 £ 6.68 42.07
52 98.08 £ 0.56 33.28 64.14 £ 3.73 44.68
53 100.42 £ 0.66 25.49 64.17 £6.21 47.52
Carbacol 74.06 + 5.7 0.42 ND ND
Nifedipina® ND ND 97.00 + 2.48 0.65

'Control positivo para experimentos E+. *Control positivo para experimentos E-. ND: No

determinado.
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De acuerdo a los resultados los tres alcaloides inducen una actividad vasorrelajante
significativa en forma dependiente del endotelio y de la concentracién, observiandose un efecto
maximo de aproximadamente el 100%, oco usual en los productos naturales. En los experimentos
sin endotelio, su efecto fue menor pero significativo, indicando que su accién relajante involucra
mecanismos tanto dependientes como independientes de endotelio.

De manera general, los mecanismos dependientes de endotelio involucran la produccién de
6xido nitrico (NO) catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS), o el incremento de prostaciclina
PGI, por diversas causas (Chang et al., 2010; Feletou et al.,, 2011). Los procesos que no dependen
de endotelio tienen lugar en las células de musculo liso, y son un tanto complejos. Estos involucran
una interferencia con los a-adrenoceptores, el bloqueo de canales de calcio, apertura de canales de
potasio, un incremento en los niveles de los segundos mensajeros como el AMPc o el GMPg, o
bien una inhibicién de la actividad del complejo Ca’*-CaM (Walsh et al., 2011; Wynne et al.,
2009).

Con el objetivo de discernir entre algunas de estas posibilidades, se exploré el efecto relajante
de la malbranqueamida (51) en presencia de agonistas y antagonistas selectos. Asi, para los
mecanismos dependientes de endotelio, se utilizé6 un inhibidor no selectivo de la 6xido nitrico
sintasa, el L-NAME; un inhibidor de la ciclooxigenasa, la indometacina, y un agente
anticolinérgico, la atropina. Para los mecanismos derivados de células de musculo liso, se empled
el tetraetilamonio (TEA), un bloqueador de canales de potasio no selectivo. Los resultados se

muestran en la Figura 44 y Tabla 11.
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Endotelio
CéIUIa Adenilato
Musculo Liso | Ciclasa

VASORRELAJACION

Figura 43. La prostaciclina (PGI,) activa la adenilato ciclasa, promoviendo un amento en la produccién de
AMP ciclico (cAMP). El éxido nitrico (NO) activa la guanilato ciclasa (liberado a través de la reaccién
enzimatica de la eNOS), produciendo in incremento en los niveles de GMP ciclico (¢cGMP). El factor de
hiperpolarizacién derivado de endotelio (EDHF, por sus siglas en inglés), el cual se ha propuesto que sea
K", causa que los canales de K" dependientes de Ca’* en células de musculo liso vascular se abran,
conduciendo a su hiperpolarizacién. AA, dcido araquiddnico; eNOS, 6xido nitrico sintasa endotelial; COX,
ciclooxigenasa; SR, receptor de membrana.
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Figura 44. Curvas concentracién-respuesta vasorrelajante para la malbranqueamida (51) en aorta de
rata pre-tratada con (a) atropina, (b) indometacina, (c) L-NAME y (d) tetraetilamonio (TEA); pre-
contraida con NA (0.1uM).

Tabla 11. Parametros farmacologicos en la determinaciéon del modo de accidén de la

malbranqueamida.
Con endotelio (E +) Sin endotelio (E -)
Compuesto E oy (%) CEg, (UM) E oy (%) CEg, (uM)
L-NAME + 51 44.01 £ 4.04 41.76 ND ND
Indometacina + 51 101.51 £ 1.41 2.75 ND ND
TEA + 51 ND ND 50.21 *+ 4.36 43.03
Atropina + 51 97.55 £2.23 6.68 ND ND

ND: No determinado.
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El tnico experimento en el que la respuesta relajante de la malbranqueamida se afecté de
manera significativa, fue en el realizado en presencia de L-NAME en tejido intacto. El efecto
observado consisti6 en una reduccion significativa de la vasorrelajacion provocada por el alcaloide
en ausencia del inhibidor. Este hallazgo sugiere una participaciéon de factores de relajacién
presentes en el endotelio, tales como el 6xido nitrico (NO).

Por otra parte, los resultados obtenidos en los otros experimentos permitieron descartar la
participacién de efectos mediados por prostaglandinas, canales de potasio o una accién
colinérgica.

Aunque otros mecanismos de accién podrian estar involucrados en el efecto vasodilatador
dependiente de endotelio, el hecho de que la malbranqueamida es un ligante bien caracterizado de
la CaM, permite proponer que su modo de accién vasorelajante también esta mediado por la CaM,
posiblemente a través de un impedimento para activar la cinasa de cadena ligera de la miosina
(MLCK), necesaria para promover la contraccién muscular. En musculo liso, la contraccién se
inicia por la fosforilacién de la miosina de cadena ligera (MLC), causando que se desprenda de los
filamentos de actina. Esta fosforilacion es catalizada por la MLCK dependiente del complejo Ca**-
CaM (Filenko et al., 1997). De esta manera, cualquier molécula capaz de evitar la formacion del
complejo Ca**-CaM-MLCK podrd interferir con la activacién de la cinasa y la consiguiente
contraccion del muasculo liso. En este contexto, en estudios recientes se demostré que la
malbranqueamida (51) puede prevenir in vitro la formacién del complejo activo Ca>*-CaM-
MLCK; asi, el alcaloide desplazé a la MLCK de su complejo con Ca”*-CaM con una constante de

disociacién de K; = 0.61 uM (Gonzailez-Andrade et al., 2013).
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Figura 45. El aumento de calcio (Ca®") en células de musculo liso, ya sea por entrada a través de canales de
Ca”" mediados por voltaje, o por liberacién del reticulo endopldsmico (RE) mediada por inositoltrifosfato
(IP,), promueve la formacién del complejo Ca**-CaM. Este complejo modula la fosforilacién de la miosina
de cadena ligera (MLC) por parte de la cinasa de cadena ligera de la miosina (MLCK), lo que conlleva a un
proceso de contraccién. La entrada de 6xido nitrico (NO) a la célula aumenta la formaciéon de cGMP que a
su vez estimula a la fosfatasa de la MLC (MLCP) para revertir el proceso de fosforilacién y una consecuente

relajacion.

La trascendencia que podria tener este hallazgo in vivo seria la inhibicién de la fosforilacion de
la. MLCK vy, en consecuencia, un efecto vasorrelajante (Figura 45). En el contexto de los
experimentos ex vivo este mecanismo se sumaria al nitrérgico para explicar el efecto vasorelajante
del alcaloide.

Con la finalidad de profundizar en el efecto mediante nitrergico del alcaloide se realizaron
estudios in silico a través del acoplamiento molecular (docking) de las malbranqueamidas con la
Oxido nitrico sintasa endotelial. Las sintasas de 6xido nitrico (NOS) son enzimas homodiméricas
dependientes de Ca’*, cada monémero contiene un dominio N-terminal oxigenasa y un dominio
C-termial reductasa, conectados por un dominio de unién a CaM (Persechini et al., 2013; Figura

45).
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Figura 46. Modelo de la eNOS construido a partir de las estructuras cristalizadas del dominio oxigenasa
(pdb 3NOS, listones verde oscuro), del dominio reductasa (pdb 1TLL, listones azul) y el complejo del
péptido de unién a CaM con la CaM unida (pdb 3HR4, listones verde limén para el péptido de unién y
listones café para la CaM). En el domino oxigenasa se encuentra el grupo Hemo (Hem) representado por
bastones rojos, el cofactor tetrahidrobiopterina (BH4) representada por bastones azules y la arginina
(bastones magenta). En el dominio reductasa estdn los cofactores FAD, FMN y NDPH (bastones café).
Figura preparada con Pymol.
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Las sintasas de 6xido nitrico se clasifican en tres grupos, iINOS (inducible), nNOS (neuronal) y
eNOS (endotelial), segiin su distribucién y localizacion subcelular (Hemmens y Mayer et al.,
1998). Las tres isoformas comparten la misma arquitectura: (i) el dominio catalitico N-terminal
oxigenasa (NOSox) que tiene unido el grupo Fe-protoporfirina (hemo) y el cofactor (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH4), sitio al cual se une el sustrato L-arginina; (ii) el dominio C-terminal
reductasa (NOSred) que contiene sitios de unién para el NADPH, el dinucleétido flavina adenina
(FAD) y el mononucleétido de flavina (FMN); (iii) vy, finalmente, la regién intermedia entre
ambos dominios (NOSox y NOSred), que es un péptido pequefio que interactda con el complejo
Ca’*-CaM (Aoyagi et al, 2003). Cuando la concentracién de Ca® intracelular alcanza un
determinado nivel, la eNOS se activa mediante su unién al complejo Ca*"-CaM provocando
cambios conformacionales en la enzima y conduciendo al incremento de la trasferencia de
electrones del NADPH al centro del dominio oxigenasa donde se encuentra el grupo hemo (Hem)
(Villanueva et al., 2010). El producto de esta secuencia de eventos es la formacién de NO. En la
Figura 47 se esquematiza la reaccién de formacion de NO a partir de L-arginina y oxigeno, con la

participacion del NADPH.

T
H,N NH,* H,N N* o) NH,
\K Va \OH Y
NH 0, NH o, NH
1.0 NADPH ; 0.5 NADPH ; +-N=0
H0 H,0
*HaN Ccoo" *HaN CoO" *HgN coo
L-Arginina NO-Hidroxi-L-Arginina L-Citrulina

Figura 47. Formacion de NO con catalisis de eNOS.

El 6xido nitrico, también conocido como factor relajante derivado de endotelio (EDRF por
sus siglas en ingés), activa la guanilato ciclasa soluble (sGC), que a su vez aumenta la produccién

de GMPc¢ promoviendo el proceso de relajacion. El NO es liberado continuamente en vasos
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sanguineos, elevando el tono vasodilatador y contribuyendo al control fisiolégico de la presién
arterial. Ademas de producir vasorrelajacién, inhibe proliferacion de células de musculo liso
vascular, agregacion plaquetaria, e inhibe la migracién y adhesién de monocitos, por lo que se
considera que puede proteger a los vasos sanguineos de procesos ateroscleréticos y trombéticos
(Kuriyama et al., 1998).

El estudio de acoplamiento molecular se llevo a cabo con la estructura cristalizada de la eNOS,
correspondiente al dominio oxigenasa (cédigo PDB 3NOS, Figura 48). Como parte de un
protocolo de validacién del andlisis de acoplamiento molecular, primero se sustrajo la L-arginina
unida al sitio catalitico del dominio oxigenasa y se situ6 en un lugar aleatorio, posteriormente se
llevé a cabo un docking ciego y la posicién con mejor energia de unién se comparé con la posicién
original de la estructura cristalizada. El resultado de esta validacién demostré un error medio
cuadrético entre ambas posiciones despreciable. Una vez validado el estudio teérico, se llevé a cabo

el andlisis con los compuestos 51-53 (Figura 49, Tabla 12).

Figura 48. Modelo estructural del dominio oxigenasa de la eNOS (PDB 3NOS; listones verde oscuro)
mostrando el sitio comun de interaccion (bastones en verde claro) de los compuestos 51-53.
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Figura 49. Detalles del sitio de interaccién de (a) 51 en bastones naranja, (b) 52 en bastones verdes y (c)
53 en bastones azules con el dominio oxigenasa de la eNOS (PDB 3NOS).

Tabla 12. Resultados del docking para los compuestos 51-53.

eNOS (3NOS)
EFEB' , »
Compuesto Residuos de Interaccién
(kcal/mol)
51 -8.73 Phe105, Argl07, Argd74, Tyr475, Glna76, Pro477, Asp478
52 -8.19 Phe105, Asn338, Tyr475, Gln476, Asp478
53 -8.36 Phe105, Asn338, Tyr475, Gln476, Asp478

‘Energfa Libre de Uni6n Estimada.

Como se muestra en la Tabla 12 y Figura 47, las malbranqueamidas podrian interactuar con la
eNOS en un sitio de unién diferente al sitio catalitico. Esta zona de interaccién comprende a los
sitios C1 y C2, los cuales constituyen canales de acceso del sustrato al sitio catalitico, pero lejos del
mismo (Ji et al, 2003). Los metabolitos fungicos 51-53 forman enlaces de hidrégeno con los

residuos Asp478 (para 51), o con Gln476 (para 52 y 53). Estas interacciones pueden estabilizar a
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los ligantes dentro del sitio C1, contribuyendo de esta manera con una energia de unién favorable
(-8.73 kcal/mol). Estos resultados en conjunto, sugieren que las malbranqueamidas se unen a los
sitios C1 y C2 de la eNOS en forma alostérica y promoviendo la activacidon de dicha enzima, y la
produccién de 6xido nitrico, con la consecuente relajaciéon del tejido muscular. Algunos reportes
similares se han descrito previamente para la dihidrospinochalcona A y algunos triterpenoides
(Ladurner et al., 2012; Rios et al., 2012).

Para descartar de manera tedrica que las malbranqueamidas no interfieren con la unién del
complejo Ca’*-CaM y la eNOS, se realizé el acoplamiento molecular de los alcaloides con el
péptido de unién a CaM formando un complejo con Ca’*-CaM (PDB 1NIW). Este fragmento es
un péptido pequefio, amfifilico que contiene de 15 a 20 aminodcidos y funciona como conector de

los dominios oxigenasa y reductasa de la eNOS (Figura 50).

Figura 50. Modelo para el acoplamiento de la malbranqueamida (bastones esferas naranja), malbranqueamida b
(bastones y esferas azules) y la isomalbranqueamida b (bastones y esferas azules) con el péptido de unién a CaM de la
eNOS (carén gris) unido a la CaM (cartén amarillo) (PDB 1INIW).

Los resultados del estudio tedrico mostraron que 51-53 presentan menor afinidad por el péptido,

que por el dominio oxigenasa, resultado que se refleja en las energias de unién (-7.16 kcal/mol para
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el dominio de unién a CaM, y -8.73 kcal/mol para el dominio oxigenasa. Este hallazgo, aunado a la
diferencia de afinidades por la CaM entre la malbranqueamida (K4 = 1.11 uM) y el péptido de
unién a CaM (Kq = 0.040 uM), permite proponer que el alcaloide no inhibe la formacién del
complejo Ca’*-CaM-eNOS, permitiendo asi el proceso nitrérgico de vasorrelajacion, que en

conjunto con la via no nitrérgica observada experimentalmente, explican el efecto farmacoldgico

de estos productos.
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7 Conclusiones

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

El estudio quimico la especie Purpureocillium lilacinum condujo al aislamiento de dos
compuestos de tipo xantona-antraquinona, la acremonidina A (121) y acremoxantona C
(122). La aplicacion de métodos computacionales permitié determinar la configuracién
absoluta de los centros estereogénicos de 122, desconocida a la fecha.

Los resultados representan el primer reporte de heterodimeros de xantona-antraquinona en el
género Purpureocillium. Previamente se habian descrito en especies de los géneros
Cercospora, Humicola y Acremonium. Este Gltimo pertenece a la misma familia de P.
lilacinum.

Los metabolitos 121 y 122 interacttian con la proteina calmodulina con una alta afinidad, ya
que sus constantes de disociacién (K ) se encuentran en el orden nanomolar (19.22 nM y
18.35 nM, respectivamente). Este grado de afinidad es poco usual, ya que con algunas
excepciones, los productos de origen natural se unen a la proteina con constantes en el rango
micromolar.

De acuerdo a los estudios tedricos de acoplamiento molecular, el sitio de interaccién de 121y
122 con la CaM es diferente al de los inhibidores cldsicos. Un evidencia experimental que
sustentd la propuesta fue el apagamiento de la fluorescencia del biosensor hCaMT110C-
mBBr, concebido para la deteccién de inhibidores no cldsicos. Resulta interesante destacar
que el sitio de unién de estos productos citotéxicos coincide con el del KAR-2, un potente
agente antimitético derivado de la vinblastina que carece de efectos adversos. Este hallazgo es
de particular importancia, pues los ligandos que interaccionan con la CaM en un dominio
novedoso no inhiben la mayoria de las propiedades moduladoras de esta proteina.

Las beuverdlidas L (112), C (113), F (114), I (115), J, (116), M (117) y N (118) aisladas de
Isaria fumosorosea presentan actividad como ligantes de la CaM. La beuverdlida J, (116)

present6 la mejor afinidad. Dado que 116 es el unico compuesto en la serie que contiene un
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7.6

residuo de triptéfano, la presencia de éste ultimo podria estar relacionado con su mejor
afinidad por la proteina. El estudio teérico de acoplamiento molecular sugiere que el sitio mas
probable de unién a CaM de las beuverdlidas comprende el sitio de interaccion cldsico. Estos
resultados representan el primer reporte de actividad anti-CaM para éste tipo de compuestos,
los que constituyen entonces nuevas herramientas de investigacion para el andlisis de los
procesos mediados por CaM.

De manera adicional, se evalu¢ la actividad vasorrelajante de las malbranqueamidas (51-53),
alcaloides aislados de la especie Malbranchea aurantiaca, mediante un experimento ex vivo en
anillos de aorta de rata, siendo el producto mds activo la malbranqueamida (51). Los estudios
de mecanismo de accién conducidos con 51 indicaron que su efecto involucra tanto la via
nitrergica como otras no nitrérgicas, incluyendo la inhibicién de la fosforilacién de la MLCK
activada por el complejo Ca’*-CaM. En consecuencia, las malbranqueamidas representan

candidatos apropiados para el desarrollo de nuevos agentes antihipertensivos.
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TABLAS

Tabla A1. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [at]p calculados por DFT? para los conférmeros méds relevantes de

A (122) (2R, 3R, 1'S,11'S, 14'R).

Tabla A2. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [a]p calculados por DFT* para los conférmeros mds relevantes de

B (2R, 3R, 1'S,11'S, 14'R).

Tabla A3. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos’ y valores de [o]p calculados por DFT* para los conférmeros mds relevantes de

C(2S,3R,1'S,11'S, 14'R).

Tabla A4. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [at]p calculados por DFT* para los conférmeros mas relevantes de

D (2S5, 3S,1'S,11'S, 14'R).

Tabla A5. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [o]p calculados por DFT* para los conférmeros mds relevantes de

E (2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Tabla A6. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [o]p calculados por DFT* para los conférmeros mds relevantes de

F (2R, 3S,1'R, 11'S, 14'R).

Tabla A7. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [at]p calculados por DFT? para los conféormeros mds relevantes de

G (2S,3R,1'R, 11'S, 14'R).
Tabla A8. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b angulos

diedros selectos” y valores de [o]p calculados por DFT* para los conférmeros mds relevantes de

H (2S,3S,1'R, 11'S, 14'R).
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Tabla A9. valores calculados de [o]p” para los ocho diasteroisémeros de la acremoxantona C

(122) con los carbonos cabeza de puente [-orientados.

Tabla A10. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b

~

comparcién entre constantes de acoplamiento 'H-C and 'H-'H (’])° calculadas

~

experimentales, para los conférmeros mas relevantes de A (122) (2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Tabla A11. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b

~

comparcién entre constantes de acoplamiento 'H-C and 'H-'H (’])° calculadas

~

experimentales, para los conférmeros mds relevantes de B (2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Tabla A12. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b

~

comparcién entre constantes de acoplamiento 'H-"C and 'H-'H (’))° calculadas

~

experimentales, para los conférmeros mds relevantes de C (25, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Tabla A13. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b

~

comparcién entre constantes de acoplamiento 'H-"C and 'H-'H (’])° calculadas

~

experimentales, para los conférmeros mds relevantes de D (28, 35, 1'S, 11'S, 14'R).

Tabla A14. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,”

~

comparcién entre constantes de acoplamiento 'H-"C and 'H-'H (’])° calculadas

~

experimentales, para los conférmeros mds relevantes de E (2R, 3R, 1'R, 11'S, 14'R).

Tabla A15. Energfas libres relativas calculadas por DFT," poblaciones al equilibrio,”

~

comparcién entre constantes de acoplamiento 'H-"C and 'H-'H (’])° calculadas

~

experimentales, para los conformeros mds relevantes de F (2R, 35, 1'R, 11'S, 14'R).

Tabla A16. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b

~

comparcién entre constantes de acoplamiento '"H-"C and 'H-'H ())° calculadas

~<

experimentales, para los conférmeros mds relevantes de G (25, 3R, 1'R, 11'S, 14'R).

Tabla A17. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,b

~

comparcién entre constantes de acoplamiento '"H-"C and 'H-'H ())° calculadas

~<

experimentales, para los conférmeros mas relevantes de H (25, 35, 1'R, 11'S, 14'R).

Tabla A18. Datos espectroscdpicos de la acremonidina A (121) en CDCI3, (1H a 500 MHz y 13C
a 125 MHz).
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FIGURAS
Figura A1. Espectro de '"H NMR de la acremonidina A (121), 500 MHz, CDCl,.
Figura A2. Espectro de °C NMR de la acremonidina A (121), 125 MHz, CDCl,

Figura A3. Espectro de '"H NMR de la beauverolida I (115), 500 MHz, CDCl,,

Figura A4. Espectro de 'H NMR de la beauverolida I (115), 125 MHz, CDCl,,.
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Tabla A1. Energias libres relativas calculadas por DFT," poblaciones al equilibrio,’ angulos

diedros selectos® y valores de [ot]p calculados por DFT? para los conférmeros méds relevantes de
A (122) (2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Conférmero AG’ P(%)" D, D,* D, [alo
1 0.000 38.79 16.67 -64.18 -25.21 +575.33
2 0.334 22.06 16.66 -64.18 -25.2 +380.99
3 0.340 21.85 111.84 -174.97 -26.05 +380.92
4 0.548 15.39 111.81 -174.96 -26.06 +427.14
5 1.782 1.91 111.84 -174.98 -26.09 +577.01
Valor ponderado® +467.22

”Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™" relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365261.6439 kcal mol . ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “alores de [a]p calculados en
grados [dm g/crn3]’1 (DFT B3LYP/DGDZVP). ‘Calculado con la ecuacion > [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

o) i . 7. r
valor teérico de [a]p y P es la poblacién para el #-ésimo conférmero.

Tabla A2. Energias libres relativas calculadas por DFT," poblaciones al equilibrio,’ angulos

diedros selectos’ y valores de [al]p, calculados por DFT? para los conférmeros mas relevantes de B
(2R, 3R, 1'S,11'S, 14'R).

Conférmero AG’ P(%)" D, D,* D, [alo
1 0.000 48.66 16.67 -64.18 -25.21 +660.34
2 0.309 41.77 16.66 -64.18 -25.2 +783.96
3 0.551 6.59 111.84 -174.97 -26.05 +663.37
4 0.559 2.01 111.81 -174.96 -26.06 +796.86
5 2.168 0.96 111.84 -174.98 -26.09 +763.61
Valor ponderado® +715.91

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo
global -1365260.9442 kcal mol . ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “ralores de [a]p calculados en
grados [dm g/crn3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). ‘Calculado con la ecuacién o} [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

valor tedrico de [0]p y P' es la poblacién para el #-ésimo conférmero.
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Tabla A3. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,” angulos

diedros selectos® y valores de [o]p calculados por DFT? para los conférmeros méds relevantes de
C(2S,3R,1'S,11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)" D,* D, D,* [alo
1 0.000 74.59 -163.93 -38.46 -37.98 +670.31
2 0.638 25.40 -163.55 -41.69 -38.17 +545.20
3 5.249 0.10 -164.37 -38.80 -37.82 +432.41
4 5.865 0.05 -163.72 -41.94 -38.08 +505.14
5 9.403 0.01 -163.83 -37.58 -37.54 +444.44
Valor ponderado® +638.69

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365261.3922 kcal mol. ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “alores de [a]p calculados en
grados [dm g/cm3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). ‘Calculado con la ecuacién )y [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

o) i . 7. r
valor teérico de [a]p y P es la poblacién para el #-ésimo conférmero.

Tabla A4. Energias libres relativas calculadas por DFT," poblaciones al equilibrio,’ angulos

diedros selectos” y valores de [o]p calculados por DFT? para los conférmeros méds relevantes de
D (2S,3S,1'S,11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)" D, D,* D, [alo
1 0.000 86.84 75.57 -157.58 89.19 +675.38
2 1.118 13.15 73.38 -164.9 91.37 +716.56
3 5.735 0.01 74.48 -164.05 89.13 +635.59
4 8.284 0.00 86.09 -151.44 80.12 +593.01
Valor ponderado® +680.79

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ' relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365250.9053 kcal mol . ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “alores de [a]p calculados en
grados [dm g/cm3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). “Calculado con la ecuacién b [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

valor tedrico de [0]p y P' es la poblacién para el #-ésimo conférmero.
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Tabla A5. Energias libres relativas calculadas por DFT," poblaciones al equilibrio,’ angulos

diedros selectos® y valores de [at]p calculados por DFT? para los conférmeros més relevantes de E
(2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)° D,* D,° D,* [alo
1 0.000 54.53 -69.58 167.66 -92.63 +501.68
2 0.267 34.73 -76.33 161.74 -88.77 +305.78
3 1.250 6.61 -79.88 155.53 -86.02 +379.36
4 1.529 4.13 -80.8 156.85 -84.11 +497.11
5 7.573 0.00 -69.15 167.85 -92.93 +513.18
Valor ponderado® +425.37

”Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™" relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.9379 kcal mol . ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “alores de [a]p calculados en
grados [dm g/cm3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). ‘Calculado con la ecuacién )y [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

valor tedrico de [a]p v P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.

Tabla A6. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,” angulos

diedros selectos’ y valores de [o], calculados por DFT para los conférmeros mas relevantes de F
(2R, 3S,1'R, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)" D, D,* D;* [alo
1 0.000 67.98 164.99 40.1 37.14 +741.6
2 0.753 19.07 165.52 43.04 36.67 +627.95
3 1.180 9.28 166.98 45.44 36.78 +721.23
4 1.810 3.20 158.84 36.2 40.69 +687.6
5 2.957 0.46 168.55 47.09 34.47 +749.15
Valor ponderado® +716.34

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ' relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365261.6439 kcal mol™. ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “alores de [a]p calculados en
grados [dm g/cm3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). “Calculado con la ecuacién b [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

valor tedrico de [0]p y P' es la poblacién para el #-ésimo conférmero.
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Tabla A7. Energias libres relativas calculadas por DFT," poblaciones al equilibrio,’ angulos

diedros selectos® y valores de [o]p calculados por DFT? para los conférmeros méds relevantes de
G (2S,3R,1'R, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)" D, D,* D;* [alo
1 0.000 50.34 -163.55 -41.74 -38.11 +477.28
2 0.008 49.66 -164.23 -38.7 -37.92 +415.41
Valor ponderado® +446.56

"Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.6731 kcal mol . ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “Valores de [a]p calculados en
grados [dm g/cm3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). ‘Calculado con la ecuacién )y [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

valor tedrico de [a]p v P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.

Tabla A8. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,” angulos

diedros selectos” y valores de [o] calculados por DFT? para los conférmeros méds relevantes de
H (2S,3S,1'R, 11'S, 14'R).

Conférmero AG P(%)° D,* D,* D,* [o]o
1 0.000 80.98 77.92 -156.97 87.5 +615.43
2 0.858 19.02 75.04 -163.15 89.5 +664.65
3 11.013 0.00 77.73 -156.71 88.17 +525.61
Valor ponderado® +624.79

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ' relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.9442 kcal mol ™. ’En porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. “Angulos
diedros en grados D1: (C7C2C3H3), D2 (C15C2C3H3), D3 (H4C4C3H3). “alores de [a]p calculados en
grados [dm g/cm3]'1 (DFT B3LYP/DGDZVP). ‘Calculado con la ecuacién Y [OL]Di x P, en donde [OL]Di esel

valor tedrico de [a]p v P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.
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Tabla A9. valores calculados de [a]p” para los ocho diasteroisémeros de la

acremoxantona C (122) con los carbonos cabeza de puente [3-orientados.

b

Estereoisomero Configuracién Absoluta [
I 2R, 3R, 1'S,11'R, 14'S -624
] 2R, 3S,1'S,11'R, 14'S -446
K 2S,3R, 1'S,11'R, 14'S -716
L 25,3S8,1'S,11'R, 14'S -425
M 2R, 3R, 1'R, 11'R, 14'S -680
N 2R,3S,1'R, 11'R, 14'S -638
(0] 2S,3R,1'R, 11'R, 14'S -716
P 2S5,3S,1'R, 11'R, 14'S -467

“Valores de [a]p calculados (DFT B3LYP/DGDZVP) en grados [dm g/crns] .

*Calculado con la ecuacién i [()L]Di x P, donde [ot]Di es el valor tedrico de [a]p y Pes

la poblacién del n-ésimo conférmero.

-1
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Tabla A10. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,” y comparcién

entre constantes de acoplamiento 'H-">C and 'H-'H (}]) calculadas y experimentales, para los

conférmeros mas relevantes de A (122) (2R, 3R, 1'S,11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)" Jer-n3 Jeisms JIRTS
1 0.000 38.79 2.50 10.16 2.55

2 0.334 22.06 1.66 7.78 2.57

3 0.340 21.85 1.69 7.76 2.57

4 0.548 15.39 1.80 6.97 2.90

5 1.782 1.92 1.61 6.88 2.13
Valor ponderados’ 2.0 8.40 2.50

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo

global —1365261.6439 kcal mol™, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacién > ]i x P donde ]i es la constante de acoplamiento

calculada (spin-spin) para cada conférmero y P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.
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Tabla A11. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,’ y comparcién

entre constantes de acoplamiento 'H-">C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros mas relevantes de B (2R, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)° Jerms Jeisns Jua-m3
1 0.000 48.66 3.45 4.92 6.2

2 0.309 41.77 2.89 5.16 5.68

3 0.551 6.59 2.25 4.86 5.58

4 0.559 2.01 2.51 4.85 5.65

5 6.056 0.96 2.59 4.95 5.98
Valor ponderados® 3.11 5.02 5.99

“Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.9442 kcal mol ", # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacién Y ]i x P, donde ]i es la constante de acoplamiento

. . r i .1 1. 7
calculada (spin-spin) para cada conférmero y P es la poblacién para el n-ésimo conférmero.

Tabla A12. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,” y comparcion

entre constantes de acoplamiento 'H-"’C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros mas relevantes de C (28, 3R, 1'S, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)° Jeorts Jeis-1s T3
1 0.000 74.1 4.83 3.19 6.23

2 0.638 22.3 4.92 3.23 6.2

3 5.249 2.11 4.83 3.13 6.23

4 5.865 0.98 4.92 3.2 6.21

5 9.403 0.01 4.73 3.36 6.17
Valor ponderados® 4.85 3.20 6.22

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.9442 kcal mol ™, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacién > ]i x P donde ]i es la constante de acoplamiento

calculada (spin-spin) para cada conférmero y P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.
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Tabla A13. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,’ y comparcién

entre constantes de acoplamiento 'H-">C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros mas relevantes de D (285, 3S,1'S, 11'S, 14'R).

Conférmero AG' P(%)° Jer s Jers s o
1 0.000 86.84 2.07 9.2 3.12

2 1.118 13.15 2.01 8.52 2.83

3 5.735 0.01 2.45 9.98 2.9

4 8.284 0.00 2.01 7.8 3.42
Valor ponderados® 2.10 9.17 3.05

“Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol ™ relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365250.9053 kcal mol, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacién Y ]i x P, donde ]i es la constante de acoplamiento

. . r i .1 1. 7
calculada (spin-spin) para cada conférmero y P es la poblacién para el n-ésimo conférmero.

Tabla A14. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,’ y comparcion

entre constantes de acoplamiento 'H-"’C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros mas relevantes de E (2R, 3R, 1'R, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)° Jerms Jers-is Jotaests
1 0.000 54.53 2.78 10.56 2.75

2 0.267 34.73 1.88 8.08 2.8

3 1.250 6.61 1.96 7.28 3.14

4 1.529 4.13 2.4 8.73 3.07

5 7.573 0.00 2.79 10.59 2.75
Valor ponderados® 2.40 9.41 2.81

“Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol™ relativa al valor absoluto G para el minimo

global —1365260.9379 kcal mol ™, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacién > ]i x P donde ]i es la constante de acoplamiento

calculada (spin-spin) para cada conférmero y P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.
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Tabla A15. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,’ y comparcién

entre constantes de acoplamiento 'H-">C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros més relevantes de F (2R, 3S, 1'R, 11'S, 14'R).

Conférmero AG' P(%)° Jer.a Jess s o
1 0.000 67.98 4.84 2.7 5.9

2 0.753 19.07 4.96 3.03 6.29

3 1.180 9.28 5.01 3.45 6.31

4 1.810 3.20 5.24 3.2 6.02

5 2.957 0.46 4.9 2.76 5.95
Valor ponderados® 4.89 2.85 6.02

“Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol” relativa al valor absoluto G para el minimo

global —1365261.6439 kcal mol ™, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 Ky 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacion > ]i X Pi, donde ]i es la constante de acoplamiento

calculada (spin-spin) para cada conférmero y P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.

Tabla A16. Energfas libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,” y comparcion

entre constantes de acoplamiento 'H-"’C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros més relevantes de G (25, 3R, 1'R, 11'S, 14'R)

Conférmero AG? P(%)° Jorms Jeis-us Joa-m3
1 0.000 50.34 4.88 3.17 6.22

2 0.008 49.66 4.92 3.23 6.21
Valor ponderados® 4.90 3.20 6.22

“Energfa libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol " relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.6731 kcal mol ™, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a

partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir

de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacién > ]i x P donde ]i es la constante de acoplamiento

calculada (spin-spin) para cada conférmero y P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.
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Tabla A17. Energias libres relativas calculadas por DFT,” poblaciones al equilibrio,’ y comparcion
entre constantes de acoplamiento 'H-">C and 'H-'H (*])° calculadas y experimentales, para los

conférmeros mas relevantes de H (28, 3S, 1'R, 11'S, 14'R).

Conférmero AG* P(%)° Jer.a Jess s o
1 0.000 80.98 2.08 7.78 2.99

2 0.858 19.02 2.00 8.50 2.85

3 11.013 0.00 3.09 8.21 3.13
Valor ponderados® 2.06 7.92 2.96

“Energia libre de Gibbs (DFT B3LYP/DGDZVP) en kcal mol” relativa al valor absoluto G para el minimo
global —1365260.9442 kcal mol ™, # frecuencias imaginarias = 0 para todos los conférmeros. ’En porcentaje a
partir de los valores de AG a 298 Ky 1 atm. ‘Constantes de acoplamiento molecular en Hz calculadas a partir
de las estructuras (B3LYP/DGDZVP) con la ecuacion > ]i X Pi, donde ]i es la constante de acoplamiento

calculada (spin-spin) para cada conférmero y P' es la poblacién para el n-ésimo conférmero.
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Tabla A18. Datos espectroscdpicos de la acremonidina A (121) en CDCI3, (‘H a 500 MHz y BCa

125 MHz).
Posiciéon d¢ 0¢ (Mult, J en Hz)
1
2 145.0
3 120.98 6.99 (d,J=9.1)
4 125.1 7.06 (d,]=9.1)
5 156.1
6 128.0
7 110.64
8 198.0
9 109.8
10 156.2
11 110.9 5.80 (s)
12 146.8
13 115.9
14 159.5
15 169.2
16 52.6 3.61 (s)
1 72.9 5.94 (s)
2' 136.4
3 123.2 6.85 (s)
4' 147.6
5' 119.4 6.79 (s)
6' 162.1
7' 112.3
8 185.7
9 105.2
10' 186.6
1 37.6 4.87 (d, ] = 6.6)
12' 131.9 6.43 (dd, ] = 8.3, 6.6)
13' 132.1 6.08 (dd, J=8.3)
14' 41.4
15 34.6 2.71(d,J=17.6)
2.57 (dd, J = 19.2)
16' 22.1 2.36 (s)
17' 170.5
18' 21.1 1.99 (s)
OH-2
OH-5 10.36
-OH 6
-OH 10
-OH 6’ 11.57
-OH &' 14.15
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Figura A1. Espectro de "H NMR de la acremonidina A (121), 500 MHz, CDCl,.
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Introduction

Abstract

Objectives This study was conducted to evaluate the vasorelaxant effect of the
fungal alkaloids malbrancheamides on pre-contracted rat aorta rings. Also, we
explored the probable mode of action using experimental and theoretical docking
studies.

Methods The vasorelaxant effect was assessed on rat aorta rings pre-contracted
with noradrenaline (0.1 pm). The mechanism of action was evaluated using differ-
ent inhibitors of the pathways involved in the vasorelaxation process, such as
L-NAME, indomethacin, tetraethylammonium and atropine. The docking analy-
ses were carried out with AutoDock 4.2 software using the crystallized structure of
the cyclooxygenase domain of eNOS.

Key findings Malbrancheamides (1-3) induced a significant vasorelaxant
activity in a concentration- and endothelium-intact model in rat aorta rings, and
a lesser effect in an endothelium-denuded model. Malbrancheamide-induced
vasorelaxation was significantly weakened by pretreatment of endothelium-intact
aortic rings with L-NAME (10 um), indicating a nitrergic relaxant mechanism.
Docking analysis predicted that 1-3 could activate eNOS throughout an allosteric
fashion at C1 and C2 pockets.

Conclusions Experimental evidence revealed that malbrancheamides induced
both endothelium-independent and endothelium-dependent relaxant effects.
According to theoretical studies, it is feasible that the endothelium-independent
relaxation exerted by malbrancheamide could be mediated by its calmodulin
inhibitory properties throughout an interference with myosin light chain
phosphorylation and a positive modulation of eNOS.

Since the identification of nitric oxide (NO) as the
endothelium-derived relaxing factor, its role as secondary
intra- and intercellular messenger in several physiological
and pathophysiological conditions has been thoroughly
investigated.'"” NO is physiologically produced by the
catalysis of nitric oxide synthases (NOS), which are Ca*-
calmodulin (CaM)-dependent enzymes."’! There are three
NOS isoforms, iINOS (inducible), nNOS (neuronal) and
eNOS (endothelial), which are homodimeric, with each
monomer containing an N-terminal oxygenase and a
C-terminal reductase domain, connected by a CaM-binding
site. All three isoforms have negligible NO synthase activ-

ity in the absence of CaM. In addition to Ca**-CaM, eNOS
requires different cofactors (e.g. NADPH, FMN, FAD, BH4)
for sustained action. Upon eNOS binding to Ca**-CaM, the
electron transfer rate from NADPH (reductase domain) to
the heme centre (oxygenase domain) increases, promoting
NO synthesis."!

NO is an ubiquitous mediator in many different biologi-
cal processes, such as neurotransmission, macrophage-
mediated cytotoxicity, vascular and gastrointestinal smooth
muscle relaxation, and bronchodilation, through a variety
of downstream pathways. In large conductance vessels,
such as aorta, endothelium-dependent vasodilation is
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mainly attributed to NO production. It is well established
that eNOS is the main isoform of NOS present in the vascu-
lar endothelium being the primary source of NO that plays
an important role in the regulation of systemic blood pres-
sure, blood flow and regional vascular tone.” The mecha-
nisms for NO to dilate the vascular smooth muscle have
been demonstrated. Thus, NO diffuses from the endothe-
lium into vascular smooth muscle where it stimulates
soluble guanylate cyclase (sGC) to synthesize cGMP. This
second messenger decreases intracellular Ca® levels
throughout different mechanisms. The end effect of cGMP
is relaxation of the vascular smooth muscle.®

All major cardiovascular risk factors, individually or
cooperatively, may alter endothelial function by impairing
NO synthesis or by decreasing the bioavailability of this
molecule at the vascular level.” Reduced basal NO synthesis
or action leads to vasoconstriction, elevated blood pressure
and thrombus formation. In contrast, overproduction of
NO leads to vasodilatation, hypotension, vascular leakage
and disruption of cell metabolism."! Thus, the discovery of
new agents capable of influencing the generation of NO
could lead to the discovery of new therapeutic treatments
for such conditions. In this regard, natural products have
served as important leads for the development of new drugs
for the treatment of cardiovascular diseases.”"?!

Malbrancheamides are unusual indole-monoterpenoids
alkaloids isolated from the coprophilous fungus
Malbranchea aurantiaca;">'" these compounds have been
fully characterized as CaM ligands by NMR, fluorescence,
circular dichroism, computational and enzymatic func-
tional methods."' The need for new therapeutic agents
capable of influencing NO generation, and the fact that a
few CaM inhibitors display smooth muscle relaxant
activity, prompted us to determine the potential of
malbrancheamides (1-3) as vasorelaxant agents. For this
endeavour, we employed classical pharmacological assays
The results demonstrated that
malbrancheamides show potential as novel antihypertensive
agents.

and in-silico studies.

Materials and Methods
Chemicals and drugs

Carbamylcholine HCl (carbachol), noradrenaline HCI
(NA), nifedipine, tetraethylammonium (TEA) and atropine
were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO,
USA). For the ex-vivo experiments, all compounds were
dissolved with DMSO, and then diluted with distilled water.
RP-HPLC was carried out with a Waters HPLC instrument
(s, ) equipped with a Waters 996 UV photodiode array
detector (900) set at 247/365 nm, using a PurospherSTAR
RP-18e column (4.6 mm X 250 mm) or a Merck Nucleosil
C18 (10x 250 mm; *¢, ). Control of equipment, data
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acquisition processing and management of chromato-
graphic information were performed by the Millenium 32

software package (Waters). TLC analyses were performed

on silica gel 60 F254 plates (Merck), and visualization of
plates was carried out using a Ce,(SO.); (10%) solution in
H,SO.,.

Animals

All the experiments with animals were conducted according
to the Mexican Official Norm for Animal Care and Han-
dling (NOM-062-Z0O0-1999) and in compliance with the
International Guidelines on Care and Use of Laboratory
Animals. Furthermore, clearance for conducting the studies
was taken from the Ethics Committee for the Use of
Animals in Pharmacological and Toxicological Testing.
Wistar rats weighing between 200 g and 300 g were fed a
standard rodent diet ad libitum with free access to water
and maintained under standard laboratory conditions (12 h
light/dark cycle, 25°C and humidity of 45-65%).

Rat aorta preparation

All animals were sacrificed by cervical dislocation, and the
thoracic aorta was removed, cleaned and cut in about 3- to
5-mm length rings. In addition, for some aortic rings, the
endothelium layer was removed by manual procedures.
Then, each piece of tissue was suspended in a tissue
chamber containing Krebs solution (composition, mM:
NaCl, 118; KCl, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSO,, 1.2; KH,PO,, 1.2;
NaHCO;, 25.0; EDTA, 0.026; and glucose, 11.1, pH 7.4) at
37°C, continuously gassed with O,/CO, (9:1).

Vasorelaxant effect

The vasorelaxant activity was performed using a modified
standard protocol of Saponara and co-workers.!"” Tissues
were placed under a resting tension of 3.0 g and allowed to
stabilize for 60 min. The contractions were recorded with
an isometrical force transducer Grass FT 03 (Astromed,
West Warwick, RI, USA), connected to an MP100 Manager
Biopac System polygraph (Biopac Instruments, Santa
Barbara, CA, USA). After the stabilization period, the
tissues were stimulated with NA (0.1 um) during 10 min,
and they were washed with fresh Krebs solution. This pro-
cedure was repeated three times at 30 min intervals before
starting the experiments. The absence or presence of
endothelium layer was confirmed by the lack of the relaxant
response induced by carbachol (1 pum) in the last contrac-
tion to assess viability. Finally, all tissues were contracted
with NA, and test samples (pure compounds (0.01-100 pm)
or positive control (0.01-100 um)) were added to the bath
in quarter-log cumulative concentrations (evaluation
period). The relaxant effect of the samples was determined
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by its ability to induce a maximal vascular contraction
before and after their addition.

Relaxant effect in the presence of L-NAME,
atropine, TEA and indomethacin

To obtain evidence of the vasorelaxant mode of action
exerted by malbrancheamides (0.01-100 M), enzymatic
inhibitors in endothelium signalling pathways throughout
rat aorta ring assay were used. For this endeavour, 15 min
before last NA stimulation, aorta rings were pre-incubated
with L-NAME (10 um), atropine (1 mM), TEA (5 mM) or
indomethacin (10 um) accordingly to each case. Then,
the pure test compound was added at different concentra-
tions and cumulative concentration-response curves were
obtained.

Fungal material

The fungus was isolated from a soil collected in a cave in
Juxtlahuaca (17° 25" 36” N, —99° 7’ 34” W) State of
Guerrero, Mexico in 1998. A reference sample (MEXU
26014) of the isolate was deposited at the Herbario
Nacional de Mexico (MEXU). Stock cultures of the fungus
are stored in potato-dextrose agar (PDA) and monthly sub-
cultured for preservation.

Extraction and isolation of
malbrancheamides

Fermentation, extraction and purification of malbran-
cheamide (1), malbrancheamide B (2) and isomalbran-
cheamide B (3) (structures shown in Figurel) were
undertaken as previously described.!" Briefly, 25 1 of potato
dextrose broth (PDB; Difco, °, **) were inoculated with
1 cm® agar plugs taken from a stock culture of M.
aurantiaca on potato dextrose agar (PDA; Difco). After
incubation (30 days), the combined organic extracts of
mycelia and culture were obtained (12.0 g). Six grams of the
extract were dissolved on CH,Cl, and extensively parti-

Ry=Cl R, =Cl 1
Ry=Cl R,=H 2
Ri=H R, =Cl 3

Figure 1 Chemical structures of malbrancheamide (1), malbranchea-
mide B (2) and isomalbrancheamide B (3).
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tioned with HCI 1 N from the organic solution. Then, the
acid extracts were basified with NH,OH 1N (pH 9) and
extracted with CH,ClL. The resulting organic fraction
(591 mg) was resolved on a reverse phase Purospher STAR
column eluting with MeCN (2.0 ml/min) to yield com-
pounds 1 (199.2 mg; R, 7.4 min), and a mixture of 2 and 3
(71.1 mg; R, 6.3 and 6.5 min). The latter was resolved using
a Nucleosil C18 column eluting with MeOH (2.0 ml/min)
to give 2 (19.2 mg; R, 7.05 min) and 3 (40.6 mg; R, 7.6 min).

Statistical and data analysis

Data are expressed as the mean of experiments+ SEM [7]

for the number (n=6) of animals used. Graphics were
plotted and experimental data were adjusted by the non-
linear curve-fitting programme Origin 8.0 (OriginLab,
Northampton, MA, USA). Statistical analysis was per-
formed by one-way analysis of variance followed by Dun-
can’s and post-hoc Tukey’s tests. P-values less than 0.05
were considered to be statistically significant.

Molecular modeling

Minimum energy structures were built using the Spartan’02
software (Wavefunction Inc., Irvine, CA, USA). All struc-

tures were geometrically optimized using DFT at the

B3LYP/DGDZVP level of theory employing the Gaussian 09
programme (Gaussian Inc., Wallingford, CT, USA). All
calculations were carried out on the KanBalam cluster, a
parallel supercomputer with Linux operating system of dis-
tributed memory, containing 1368 AMD Opteron proces-
sors, around 3 terabytes of RAM memory, and 160 terabytes
of storage (http://www.super.unam.mx/).

Docking studies

The docking studies were carried out with AutoDock 4.2
programme (http://www.autodock.scripps.edu/). The crys-
tallographic structures of the different domains of eNOS
were obtained from the Protein Data Bank (RCSB; pdb
codes 3NOS and 3HR4). Addition of polar hydrogen atoms,
Kollman charges and solvation parameters to the protein
were performed through the AutoDock tools 1.5.4 package
(ADT, http://mgltools.scripps.edu/). Fully optimized struc-
tures of the ligands by DFT were taken as starting geom-
etries and prepared by assigning the Gasteiger-Marsilli
atomic charges and non-polar hydrogens using AutoDock
tools 1.5.4. Docking was achieved using the default param-
eters as implemented in the software, except for the number
of runs (1000), and the Lamarckian genetic algorithm with
local search, and 25 000 000 energy evaluations per run. Ini-
tially, a blind docking was conducted with grid box size set
at 115 A x 110 A x 150 A in the x, y and z dimensions, with
grid spacing set at 0.525 A and the protein as the centre of
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the grid. A refinement procedure (grid box set to
60 A x 60 A x 60 A) with the centre of the grid correspond-
ing to the ligand at the pose with the least energy obtained
in the blind docking was performed. The obtained docked
poses were analysed with AutoDock tools"*"! using cluster
analysis, PyMOL."" A validated protocol was used to repro-
duce correctly the position and conformation of the
co-crystal ligand into the catalytic binding site (L-arginine
into the 3NOS eNOS crystal structure). Only the pose with
the lowest energy value for each ligand was analysed.

Results
Relaxant effect of malbrancheamides

According to the results, the three alkaloids
malbrancheamide (1), malbrancheamide B (2) and
isomalbrancheamide B (3) induced a significant
vasorelaxant activity in a concentration and endothelium-
dependent manner (EC50 values of 2.74, 33.28 and
25.49 um, respectively) on NA pre-contracted (0.1 um) rat
aortic rings. However, the three alkaloids were less potent
than carbachol (a muscarinic acetylcholine receptor
agonist) and nifedipine (a calcium channel blocker) used as
positive controls in aortic rings E+ and E—, respectively. In
all endothelium-intact experiments, the maximal response
was almost 100% of relaxation (E,.x values of 99.97 £ 1.95,
98.08 £0.56 and 100.42 £ 0.66 %, for 1, 2 and 3, respec-
tively), in comparison with carbachol (E.. of 74.06 £5.7
%), but in a lesser extent in endothelium-denude experi-
ments, where the maximal response was under 60% for the
three alkaloids (Figure 2 and Table 1).

Role of L-NAME, indomethacin, atropine
and TEA on relaxation induced
by malbrancheamide

Pretreatment of endothelium-intact aortic rings with
L-NAME (an NO synthase inhibitor, 10 um) produced a
significant change of the response, and malbrancheamide-
induced vasorelaxation was considerably weakened (Ep. of
44.01 + 4.04%). Nevertheless, pretreatment of tissues with
indomethacin (100 um, a cyclooxygenase inhibitor), atro-
pine (1 uMm, an anticholinergic agent) or TEA (5 UM, a non-
selective K* channel blocker) did not show a significant
influence in the relaxant effect of malbrancheamide
(Figure 3 and Table 2).

Molecular docking

The strategy applied involved the validation of the docking
protocol with L-arginine, which was subtracted from the
co-crystallized structure of eNOS and docked again to the
cyclooxygenase domain; the result was a successful predic-
tion of the pose of the ligand into the catalytic site
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Figure 2 Vasorelaxant effect of (a) malbrancheamide (1), (b)
malbrancheamide B (2) and (c) isomalbrancheamide B (3) on intact (E+)
and endothelium-denuded (E-) rat aortic rings pre-contracted with
noradrenaline. Values are expressed as the percentage of inhibition of
contractile responses calculated as the mean + SEM from six animals,
P<0.05.

(Figure S1). Next, with L-arginine subtracted from the cata-
lytic site, a blind docking was undertaken on this domain
with 1-3. In all cases, the site of interaction comprised the
polar residues tyrosine (Tyr), asparagine (Asn) and glycine
(Gln); the hydrophobic contacts phenylalanine (Phe) and
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Table 1 Values of Ena and EC50 for compounds 1-3 on intact and
endothelium-denuded rat aortic rings

Endothelium- Endothelium-
intact (E+) denuded (E-)
EC50 EC50
Compound Ernax (%) (um) Ermax (%) (um)
1 99.97 £ 1.95 2.74 59.13 + 6.68 42.07
2 98.08 +£ 0.56 33.28 64.14+3.73 44.68
3 100.42 £ 0.66 25.49 64.17 £6.21 47.52
Carbachol® 74.06 £ 5.7 0.42 - -
Nifedipine® - - 97.00+2.48 0.65

?Positive control for E + experiments. °Positive control for E- experi-
ments. EC50 (um) values are presented as the means + SEM, n = 6.

proline (Pro); and the charged residues aspartic acid (Asp)
and arginine (Arg). Figure 4 shows the theoretical binding
model for malbrancheamide, malbrancheamide B and
isomalbrancheamide B on the X-ray structure of the eNOS.

Next, a docking study using the CaM-binding domain of
eNOS in complex with Ca**-CaM was performed (PDB
code INIW). The results showed that 1-3 had higher
binding energies (—7.16 kcal/mol) for the complex Ca®-
CaM-peptide than for the oxygenase domains (—8.73 kcal/
mol) (Figure S2).

Discussion

Malbrancheamides are rare indole-monoterpenoid alka-
loids with a diazaoctane core obtained from the fungus
Malbranchea aurantiaca. The potent anti-calmodulin activ-
ity of the three alkaloids has been thoroughly described in
previous works."® Calmodulin is one of the major cellular
Ca**-binding proteins involved in the regulation of a series
of CaM-dependent enzymes, such as NO synthases,
phosphodiesterases, ion channels and kinases, among
others. These enzymes and the processes they modulate
(e.g. NO production, MLC phosphorylation, and Ca*" or K*
channels close/opening) represent valuable targets for the
discovery of new leads for drugs useful in the therapy of
hypertensive disorders.

Thus, the vasorelaxant activity of malbrancheamides
(1-3) was investigated using NA (0.1 um) pre-contracted
rat aorta rings. The alkaloids induced the relaxant effect
mainly by and endothelium-dependent pathway with
maxima effects of almost 100%, which is unusual for
natural products. In the absence of functional endothelium,
their effect was lesser but significant. Altogether the results
revealed that the smooth muscle relaxant action could
involve COX or NOS endothelium-dependent pathways, as
well as non-endothelium mechanisms, such as calcium and
potassium channels interference, o-adrenoceptors antago-
nism or Ca**-CaM complex inhibition, among others.!'!]

Vasorelaxant action of malbrancheamides

Indeed, experimental evidence obtained throughout the
analysis of malbrancheamide (1) ruled out the COX
pathway since in the presence of indomethacin, a COX
inhibitor, the smooth muscle relaxant effect of malbran-
cheamide (1) was not affected. On the other hand, pre-
incubation of the smooth muscle preparation with
L-NAME (10 um), a non-selective inhibitor of e-NOS, dem-
onstrated that the vasorelaxant activity of the alkaloid was
decreased significantly in the presence of the inhibitor.
This finding strongly suggested that malbrancheamide (1)
induced an endothelium-dependent relaxant effect on rat
aorta throughout the NO-cGMP pathway. "’

Next, the participation K*-channels
cholinergic action in the relaxation effect of compound 1
was investigated. The results ruled out these non-
endothelium mechanisms since the vasorelaxation induced
by malbrancheamide was not altered in the presence of TEA
(a K* channel blocker) and atropine (anticholinergic agent),

and a direct

respectively. Although other mechanisms could be involved
in the endothelium-independent relaxation, the fact that
malbrancheamide (1) is a well characterized CaM ligand led
us to postulate that its mode of action could implicate also
an interference of the contractile proteins modulated by
CaM, e.g. myosin light-chain kinase (MLCK). The contrac-
tile activity in smooth muscle is initiated by a Ca**-CaM-
dependent self-phosphorylation of MLCK; upon CaM
binding to MLCK, it self-phosphorylates and becomes
active.” Thus, any molecule with the ability to prevent the
formation of CaM-Ca**-MLCK complex will lead to an
inactivation of MLCK and in turn to a smooth muscle

relaxant effect. In this context, Gonzalez-Andrade et al.

demonstrated by means of a CaM fluorescent biosensor
that malbrancheamide (1) prevented the formation of the
complex CaM-Ca**-MLCK. The alkaloid displaced MLCK
from the complex with a dissociation constant (Ki) of
0.61 um.? The significance in vivo of this finding would be
inhibition of myosin light chain phosphorylation with the
subsequent vasorelaxant effect.

Molecular docking

In an attempt to gain more information about the possible
nitrergic mechanism of 1, docking analysis was carried out
with two crystallized eNOS domains, namely the oxygenase
(PDB 3NOS) and CaM-binding peptide bound to CaM
(PDB INIW). The study was extended to analogues 2 and 3
for comparative purposes. As shown in Table S1 and
Figure 4, malbrancheamides (1-3) could bind to eNOS in a
pocket different from the catalytic site. The amino acids
involved in the interaction are located in the substrate
access channel at C1 and C2 pockets, far away from the
substrate-binding cavity. In these pockets, Ji etal.”!
described exposed polar/charged residues and functional
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Figure 3 Relaxing concentration—response curves of malbrancheamide (1) on rat aorta rings pre-treated with (a) L-NAME, (b) indomethacin, (c)
atropine and (d) tetraethylammonium pre-contracted with noradrenaline (0.1 um). Data are expressed as the mean = SEM of six experiments

(P<0.05).

Table 2 Pharmacological parameters in the determination of the
mode of action of malbrancheamide (1)

Endothelium- Endothelium-
intact (E+) denuded (E-)
EC50 EC50
Compounds Emax (%) (UM)  Enex (%) ()
L.-NAME + 1 44.01 £ 4.04 ND - -
Indomethacin + 1 101.51£1.41 275 - -
TEA+1 - — 50.21+4.36 43.03
Atropine + 1 97.55+2.23 6.68 - -
ND, non-determined. EC50 (um) values are presented as the

means + SEM, n=6.

groups of the cofactor which can form strong hydrogen
bonds with ligands. In our results, 1-3 could have
hydrogen-bonded  with residues Asp478 (for 1;
H-bond=2.0 A) or GIn476 (2 and 3; H-bond =1.8 A).
These interactions stabilized the ligands at the C1 pocket,
contributing to a favourable binding energy (-8.73 kcal/
mol). The free energy of binding (EFEB) calculated for the
three alkaloids were very close, revealing that they could
have a similar affinity to this binding site. Malbracheamide

(1), which showed the best vasorelaxant effect, had the
lower free energy binding. Taken together, these findings
suggest that malbrancheamides could bind at C1 and C2
pockets of eNOS in an allosteric fashion promoting
its activation. Similar results were previously found for
dihydrospinochalcone-A and some triterpenes; however, the
flavonoid bound only to C1.!

The conformational changes caused by Ca*-CaM-
binding to eNOS (a short flexible alpha-helix amphiphilic
peptide of 15-20 amino acids) are important in stimulating
efficient electron transfer within the NOS enzymes. To
explore whether malbrancheamides would preferably bind
to Ca’*-CaM or to eNOS, a docking study using the
co-crystallized structure of Ca*-CaM bound to the Ca*-
CaM-binding peptide of eNOS (PDB INIW) was per-
formed. The results led us to propose that the affinity of 1-3
to the eNOS oxygenase domain is higher than to the Ca*-
CaM-binding peptide; this finding could rule out any
interference of malbrancheamide with the formation of
Ca’*-CaM-eNOS complex and its consequent functionality.

Our previous experimental data revealing that
malbrancheamide (1) had lower affinity (Kq=1.11 um) to

CaM than CaM-binding peptide (Kq=0.040 um)>*!, as
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Figure 4 (a) Structural model of eNOS oxygenase domain (PDB code 3NOS) represented in pale blue surface showing the pocket of interaction of
compounds 1-3 (sticks and surface in dark blue). Details about the binding model of (b) 1 in orange sticks, (c) 2 in pale green sticks and (d) 3 in blue
sticks. Yellow dashes represent the hydrogen bonds in all cases. This figure was prepared using PyMOL.

well as the theoretical results obtained in the present
work, tend to support that malbrancheamide induces
vasorelaxation via the NO-cGMP pathway.®

Conclusions

In summary, pharmacological testing of malbrancheamides
revealed their smooth muscle relaxant properties; the mode
of action of malbrancheamide (1), the most active alkaloid,
appeared to involve a stimulation of eNOS as well as Ca**-
CaM-dependent processes, such as inhibition of MLC
phosphorylation.
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Seven cyclotetradepsipeptides, namely beauverolides C (1), F (2), 1 (3), Ja (4), L (5), M (6), and N (7), were isolated from the entomopathogenic fungus Isaria
fumosorosea. The beauverolides were evaluated as potential calmodulin (CaM) inhibitors using the newly designed CaM biosensor hCaM M124C-AF3s; these
peptides displayed high affinity to the protein with dissociation constants (Kg) ranging from 0.078 uM to 3.44 uM. Beauverolide J,, the only one containing a
tryptophan residue in its structure, showed the highest affinity. The docking study predicted that beauverolides could bind to CaM in the same site of
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Calmodulin (CaM) is the primary Ca?* signaling protein in
eukaryotic cells. The protein is highly flexible allowing it to
respond at different intracellular Ca®* levels by changing its
conformation. Thus, CaM differentially regulates the activity of
more than 100 proteins involved in Ca*-dependent intracellular
pathways. Small molecules with the ability to bind to CaM modify
its function in different ways, either inhibiting or altering the
interaction with other proteins. Some of these ligands may be used
as antipsychotics, muscle relaxants, antidepressants, minor
tranquilizers, and local anesthetics [1, 2].

In recent years, several compounds with extraordinary anti-CaM
activity have been isolated from natural sources, including plants
and some fungal species [3]. As part of our ongoing research for the
discovery of new and more potent CaM ligands from natural
sources [4a-d], we have studied lsaria fumosorosea Wize [syn:
Paecilomyces fumosoroseus (Wize) AH.S. Br. & G. Sm.], an
entomopathogen fungus currently used for the biological control of
whiteflies (Homoptera: Aleyrodidae) [5].

Bioaassay-guided fractionation of the total extract was performed
using the newly designed CaM biosensor hCaM M124C-AF s,
which showed higher quantum efficiency (¢= 0.842) in comparison
with the wild-type hCaM protein (¢=0.025). In addition, this
fluorophore provides responses in the UV spectrum, making it

possible to test colorful organic extracts or pure compounds without
interfering with the response of the biosensor.

Partitioning of the active organic extract led to the active polar
fraction Fyg, which was composed of seven cyclotetradepsipeptides
according to a UPLC-MS analysis. The use of semi-preparative
liquid chromatography allowed separation and purification of the
main components in the fraction, and comparative analyses of their
!4, C NMR and IR spectra with those reported in the literature
confirmed their identity as beauverolides C (1), F (2), I (3), J. (4),
L (5), M (6), and N (7). Compounds 1-7 have been previously
reported in the genera Beauveria and Paecilomyces [6a-c].

Beauverolides represent a group of lipophilic and neutral cyclo-
tetradepsipeptides containing linear and branched Cqo- or Cyy-f-
hydroxy acid residues [7]. Beauverolides are not mycotoxins since
they do not exhibit bactericidal, fungicidal, insecticidal or any other
toxic effects; and, though they may play some role in insect
immunomodulation, the essential biological function is not clearly
understood [6¢]. Beauverolides have been well characterized as
inhibitors of lipid-droplet formation in macrophages, since they
inhibit macrophage acyl-CoA:cholesterol acytransferase (ACAT)
activity, blocking the synthesis of cholesterol ester, and
consequently lessening atherogenic lesions in mouse models of
atherosclerosis [8a,b].

Rachel Mata received her M. Sc. and Ph.D. degrees from Purdue University in 1976 and 1979, respectively. Her Ph.D.
research was on the chemistry of cactus alkaloids, and was directed by Professor Jerry McLaughlin. After postdoctoral
appointments at the Institute of Chemistry of the National Autonomous University of Mexico, she moved to the School of
Chemistry of the same University at the end of 1984 where she is currently the head of the Pharmacy Department. Her
research projects are intended to isolate and characterize bioactive compounds from selected medicinal plants and fungi from
Mexico in order to discover new leads for the development of new drugs and pesticide agents.
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Figure 1: Structure of beauverolides isolated from I. fumosorosea.

The isolated cyclotetradepsipeptides were evaluated using the CaM
biosensor hCaM M124C-AF 35, built-in with an Alexa Fluor ® 350
C5-maleimide fluorophore. The fluorescent biosensors represent a
powerful, fast, reliable and low-cost tool for detecting protein-
ligand binding; moreover, the amounts of sample required for the
assay are minimal [9a,b]. The results (Figure 2) revealed that
beauverolides 1-7 interacted with CaM, with affinities (expressed as
their dissociation constants, Kg) ranging from 0.078 to 3.44 uM.
The most active compound, beauverolide J, (4), was almost tenfold
more active than chlorpromazine (CPZ), a well-known CaM
classical inhibitor used as positive control.

The highest affinity of beauverolide J, to CaM could be attributed to
the presence of a tryptophan moiety in the molecule; this amino
acid is more hydrophobic than the other amino acid residues

Table 1: Experimental and theoretical affinity constants to Ca®*-CaM (Kq4, K;
respectively) of the beauverolides (1-7) and docking energy parameters.

Compound Ky, pM? Ki, uM" EFEB” (kcal/mol)
1 0.300 1.37 -8.00
2 0.400 0.63 -8.45
3 0.190 9.70 -6.84
4 0.078 0.39 -8.74
5 1.660 1.08 -8.14
6 3.440 9.54 -6.85
7 1.740 5.55 -7.17
CPZ 0.790 1.85 -7.82

2Experimentally determined with the biosensor hCaM M124C-AFs,.
PEstimated Free Energy of Binding, calculated from the results of docking study using
AutoDock 4.2.
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(phenylalanine, valine and tyrosine) present in the related

compounds.

In order to predict the site of interaction of 1-7 with Ca**-CaM, a
theoretical docking study was conducted using the software
AutoDock 4.2 and AutoDockTools1.5 [10]. This software allows
also the calculation of theoretical inhibition constant (K;) from the
docking energy parameters, which represents the degree of affinity.

CaM features four well-characterized regions rich in hydrophobic
amino acid residues where most small-molecule ligands interact.
Docking of beauverolides 1-7 into Ca**-CaM (PDB code 1a29)
suggested that, in all cases, they bind in the same pocket of
chlorpromazine (Figure 3 for docking of 4-Ca*-CaM). The residues
involved in the interactions of the cyclodepsipeptides 1-7 with Ca*'-
CaM comprise Glul4, Alal5, Leul8, Phe92, 11e100, Leul05,
Leul09, Glull4, Metl24, llel125, Glul27, Alal28, Phel4dl, and
Met144. The binding forces in all cases were mainly hydrophobic in
nature, since non hydrogen-bond formation was detected.
According to the energy parameters shown in Table 1, the best
theoretical affinity was displayed by 4, in agreement with the
experimental results.

Taken together, the experimental and theoretical results allow the
beauverolides to be clustered into two groups according to their Ky
and K; constants. The first group includes those compounds whose
R1 and R3 residues are alanine and isoleucine, respectively, i.e.
beauverolides C, F and L. The second group comprises
beauverolides N and M, in decreasing order of affinity, which
possess alanine and leucine as residues R2 and R3, respectively The
length of the branched chain appears to have no relevance in the
structure-activity relationship.

In summary, we isolated seven cyclotetradepsipeptides from I.
fumosorosea, characterized by spectroscopic and spectrometric
methods as beauverolides. All the fungal compounds showed
significant anti-CaM activity, with affinity constants ranging from
0.078 UM to 3.44 uM. The predicted site of interaction was similar

) A ) B =

o= =

@ 5] 2 w0

= 80 = &

Q |3} —

S 2

= - =

© 60 o 604

Q /i h g —

5 N o 4 N
Q 4w N Q 40 N
w N [72]

o o

= =

(=} =}

= 2 »

= =5}

Fluorescence Intensity
Fluorescence Intensity

B 9

Fluorescence Intensity
Fluorescence Intensity

-4

2
S

Fluorescence Intensity
&

8

‘O E
nm nm

520 400 420 440 460 480 50 5 400 420 440 460 480 500 520
nm nm

Figure 2: Fluorescence spectra and titration curves of hCaM M124C-AFss, (5 1M) to saturation ion Ca™ (10 mM). (A) 1, 0.30 uM. (B) 2, 0.40 uM. (C) 3, 0.19
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were excited at 257 nm, and emission spectra recorded from 375 to 550 nm. The absolute changes of maximal fluorescence emission were corrected for light

scattering effects and plotted against the ligands to total protein ratio (insets)
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Figure 3: Structural model of Ca“"-CaM complex represented in pale gray
cartoon. The left panel shows the site of interaction of 4 (orange stick and ball)
and trifluoroperazine (green sticks) with CaM, using the crystallographic
structure of CaM (PDB code 1A29). Details about the binding model of 4 and the
amino acids involved in the interaction (gray surface) with the ligand are shown
to the right. This figure was prepared using PyMOL.

to that of CPZ. This investigation represents the first report of anti-
CaM activity for cyclotetradepsipeptides.

Experimental

General experimental procedures: IR spectra were obtained using
a Perkin-Elmer Spectrophotometer 400 FT-IR. NMR spectra,
including HSQC and HMBC, were recorded in either CDCl; or
DMSO-dg using a Varian Inova 500 spectrometer at 500 (*H) and
125 MHz (*3C), with tetramethylsilane (TMSi) as an internal
standard; chemical shifts were recorded as & values. UPLC-MS
analyses were acquired with a Waters UPLC-MS Synapt GS-2
(TOF) instrument, using an Acquity UPLC-BEH RP-C18 column
(2.1 x 100 mm, 1.7 um) set at 25°C, and a gradient starting with
50% MeCN in water (0.1% formic acid) to 10% in 15 min, and 90%
over 1 min. Semi-preparative RP-HPLC was carried out with a
Waters HPLC instrument equipped with a Waters 996 UV
photodiode array detector (900) set at 212/278 nm. Beauverolides
were separated using a Merck ® Symmetry RP-18 column (7.8 mm
x 300 mm, 7 um) with 90% MeCN in water over 45 min. Control of
equipment, data acquisition, processing and management of
chromatographic information were performed by the Millenium 32
software package (Waters). TLC analyses were performed on silica
gel 60 Fys4 plates (Merck), and visualization of plates was carried
out using a Ce,(S0O,)3 (10%) solution in H,SO,.

Fungal material: The fungus was originally obtained from the
National Centre for Biological Control (Centro Nacional de
Referencia de Control Biolégico-CNRCB), Tecoman, Colima,
México, and was originally isolated from Bemisia tabaci whitefly.
A single spore culture (EH-505/3) was prepared according to a
modified method of Goettel and Iglis [10]. The monospore culture
was preserved in sterile water, mineral oil, and in liquid nitrogen
cryopreservation at -196°C, and deposited in the fungal collection
of the Laboratory of Basic Mycology of the Department of
Microbiology and Parasitology, Faculty of Medicine, Universidad
Nacional Autonoma de Mexico (UNAM), Mexico. Stock cultures of
the fungus are stored in potato-dextrose agar (PDA), and monthly
sub-cultured for preservation.

Fermentation, extraction, and isolation: The fungus |I.
fumosorosea was grown in PDA Petri dishes for 15 days. The agar

Natural Product Communications Vol. 9 (0) 2014 3

was cut into pieces (1 cm?) and inoculated in 6 2 L Fernbach flasks,
each containing 1.8 L of potato-dextrose broth (PDB). Inoculated
flasks were incubated at room temperature for 21 days in static
conditions. After incubation, the culture media was subjected to
successive partitions with CH,Cl, and the separated mycelium was
macerated with a mixture of CH,Cl,-MeOH (9:1). The mycelia and
broth extracts were combined according to their chromatographic
homogeneity, and evaporated under reduced pressure to afford a
yellowish extract (980 mg). The total extract was suspended in 500
mL of a mixture of MeCN-MeOH (1:1) and partitioned with n-
hexane (5 x 350 mL). The combined MeCN-MeOH fractions were
dried in vacuo and the resulting residue (350 mg) was washed with
successive portions of MeOH. The dried extract was then subjected
to RP-HPLC for separation of beauverolides.

Construction of hCaM M124C-AF35, biosensor: hCaM M124C-
AF35, was built from the gene CALM1 (human phosphorylase
kinase, delta) which encodes for hCaM, as described previously
[9a], and labeled with the fluorophore AFs5, (Alexa Fluor ® 350
C5-maleimide). The incorporation of AFss to the engineered
protein (hCaM M124C-AF;s) provides higher quantum efficiency
(¢=0.842) in comparison with wild-type hCaM (¢=0.025). In
addition, this fluorophore provides responses in the UV spectrum,
making colorful compounds not interfere with the response of the
biosensor.

Steady-state  fluorescence  bioassay  (hCaM-M124C-A350
biosensors): All measurements were conducted with an ISS-PC1
spectrofluorometer (ISS, Champaign, IL) with sample stirring at
37°C. The fluorescent biosensor hCaM M124C-AF3s (1uM), was
incubated in the buffer (50 mM of NaOAc [pH 5.1] and 10 uM of
CaCly,), then, after 5 min, the ligand dissolved in DMSO (10 nM)
was added. Fluorescence emission spectra were acquired with
excitation and emission slit widths of 4 and 8 nm, respectively. The
excitation wavelength was 346 nm, and emission wavelengths were
measured in a range of 370-550 nm. The fractional saturation (y) of
the hCaMM124C-AF3s-ligand was calculated by changes in
fluorescence upon ligand binding according to y = (F —
Fy)/(F, — Fy), where F,, represents the fluorescence intensity at
full saturation with the ligand, y is plotted as a function of the Ca*" -
CaM / inhibitor (L); the apparent dissociation constant (Ky) and
stoichiometry (S) were obtained by fitting of the equation:

. (A+Ky/S +L/S) - J(A+K;/S +L/S)2—4L/S
- 2

where y represents the fractional degree of fluorescence intensity at
445 nm, Ky is the apparent dissociation constant for the ligands, L is
the complex-ligand relation, and S is the stoichiometry. Data were
analyzed using the Origin software version 8.0 (OriginLab,
Northampton, MA, USA).

Molecular modeling: Minimum energy structures were built using
the Spartan *05 software (Wavefunction Inc., Irvine, CA, USA). All
structures were geometrically optimized using DFT at the
B3LYP/DGDZVP level of theory employing the Gaussian 09
program (Gaussian Inc., Wallingford, CT, USA). All calculations
were carried out on the Miztli cluster, a parallel supercomputer with
Linux operating system of distributed memory, containing 5,312
Intel E5-2670 processors, around 23 terabytes of RAM memory,
and 225 terabytes of storage (http://www.super.unam.mx/).

Docking studies: Theoretical docking studies were carried out with
AutoDock 4.2 software (http://www.autodock.scripps.edu/). The
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crystallographic structure of CaM was obtained from the Protein
Data Bank (RCSB; pdb codes 1A29). Addition of polar hydrogen
atoms, Kollman charges and solvation parameters to the protein,
were performed through the AutoDock Tools 1.5.4 package (ADT,
http://mgltools.scripps.edu/). Fully optimized structures of the
ligands were taken as starting geometries and prepared by assigning
the Gasteiger-Marsilli atomic charges and nonpolar hydrogens
using AutoDockTools 1.5.4. Docking was achieved using the
default parameters as implemented in the software, except for the
number of runs (256), and the Lamarckian Genetic Algorithm
(LGA) with local search, and 25,000 000 energy evaluations per
run. Initially, a blind docking was conducted with grid box size set
at 120 A x 110 A x 110 A in the x, y and z dimensions, with the
protein as the center of the grid. A refinement procedure (grid box
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ABSTRACT: Bioassay-guided fractionation of an extract
prepared from the culture medium and mycelium of
Purpureocillium lilacinum allowed the isolation of two calm-
odulin (CaM) inhibitors, namely, acremoxanthone C (1) and
acremonidin A (2). The absolute configuration of 1 was
established as 2R, 3R, 1'S, 11'S, and 14'R through extensive
NMR spectroscopy and molecular modeling calculations at the
DFT B3LYP/DGDZVP level, which included the comparison
between theoretical and experimental specific rotation, *J¢,
and 3]H,H values. Compounds 1 and 2 bind to the human

” Kd=18.25nM = A

Wavelength (um)

calmodulin (hCaM) biosensor hCaM M124C-mBBr, with dissociation constants (Kj) of 18.25 and 19.40 nM, respectively, 70-
fold higher than that of chlorpromazine (K = 1.24 uM), used as positive control. Docking analysis using AutoDock 4.2 predicted
that 1 and 2 bind to CaM at a similar site to that which KAR-2 binds, which is unusual. Furthermore, a novel, sensible, and
specific fluorescent biosensor of hCaM,, ie, hCaM T110C-mBBr, was constructed; this device is labeled at a site where classical
inhibitors do not interact and was successfully applied to measure the interaction of 1 with CaM. This is the first report of
xanthone—anthraquinone heterodimers in species of Paecilomyces or Purpureocillium genera.

Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken,
Hywel-Jones & Samson is a ubiquitous, saprobic filamentous
fungus commonly isolated from soil, decaying vegetation,
insects, nematodes, and other environments. This fungus is an
emergent pathogen that causes severe human infections, but is
used as an important biological control agent against
nematodes.' ™ A recent comparative study of a few clinical
isolates of this fungus with strains isolated from soil, insects,
and nematodes using 18S rRNA gene, internal transcribed
spacer (ITS), and partial translation elongation factor 1l-a
(TEF) sequences revealed that P. lilacinum is not related to
Paecilomyces. Therefore, a new genus named Purpureocillium
was proposed for the fungus, and the new combination
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken,
Hywel-Jones & Samson was made for this species.'

A few metabolites have been isolated from P. lilacinum,
including the neutral peptides regarded as paecilotoxins™® and
the novel pyridone alkaloid paecilomide.” The peptides
exhibited moderate antimicrobial properties and strong
uncoupling activity against rat liver mitochondria,”® while
paecilomide was an inhibitor of acetylcholinesterase.”

. . © XXXX American Chemical Society and
W ACS Publications  American Society of Pharmacognogy

In our continuous search for calmodulin (CaM) ligands from
fungi,8712 we have now studied P. lilacinum, isolated from a soil
sample of a cave in Juxtlahuaca, State of Guerrero, Mexico, and
obtained two xanthone—anthraquinone heterodimers, namely,
acremoxanthone C'* (1) and acremonidin A'* (2).

Calmodulin is a small (148 residues), acidic, and highly
conserved protein, possessing homologous N- and C-terminal
globular domains connected by a flexible central linker.'> Each
globular domain contains two Ca*" binding sites of the helix—
loop—helix (EF-hand) type.'® Ca* binding to the protein
induces the exposure of its hydrophobic patches, allowing
binding to specific proteins and adopting a compact globular
structure wrapped around its targets. Calmodulin interacts with
many cellular targets to regulate their function, resulting in
modulation of a large number of Ca**-dependent signal
transduction processes including gene regulation, protein
synthesis, ion channel function, cell motility, organelle
tubulation, chemotaxis, and smooth muscle contraction, to
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mention a few.'” Several synthetic or natural occurring
compounds also bind to CaM in different domains, modifying
its physiological function. Some of these compounds are used
as valuable tools to study CaM-mediated pathways or as
pharmacological agents for treating chronic or degenerative
diseases.'®"” Thus, the discovery of new and more potent CaM
inhibitors with a novel binding mode could lead to the
discovery of new research tools or drugs with unique
pharmacological properties.

Herein, we describe the isolation, absolute configuration,
CaM binding properties, and docking studies of acre-
moxanthone A (1). Furthermore, a novel, sensible, and specific
fluorescent biosensor of human CaM (hCaM T110C-mBBr),
labeled at a site where classical inhibitors of the protein do not
interact, was constructed and successfully applied to evaluate
compounds 1 and 2.
HaC\Oo,:H

OH OH O '84115

Bl RESULTS AND DISCUSSION

An extract prepared from the culture medium and mycelium of
P. lilacinum quenched the fluorescence of the CaM biosensor
hCaM M124C-mBBr’* by 50%, suggesting the presence of one
or more CaM ligands. Reversed-phase liquid chromatography
of the active extract allowed the isolation of two CaM ligands,
acremoxanthone C (1) and acremonidin A (2). The structures
of 1 and 2 were determined by spectroscopic and sPectrometric
analyses and comparison with reported data.'*'* Acremox-
anthone C (1) was recently isolated from an unidentified
fungus of the Hypocreales order. The characterization of 1 was
achieved by NMR analysis; the relative configuration at C-1’,
C-14', and C-11" was designated on the basis of the ROESY
experiment, which showed a correlation between the acetate C-
18" methyl group and H-13"."° All attempts to assign the
absolute configuration at C-2 via the Mosher esters failed. In all
cases, the G-ring opened under the basic conditions, yielding
compound 2 and other minor products. Thus, the absolute
configuration at C-2, C-3, C-1’, C-14/, and C-11’ could not be
unambiguously established.

The affinity of 1 and 2 for CaM was assessed using the
fluorescent biosensor hCaM M124C-mBBr; the fluorescence
titration curves (4., 381 nm; A, 415—550 nm) of hCaM
M124C-mBBr were assembled as depicted in Figure 1. The
results showed that 1 and 2 bind to the protein with
dissociation constants (Kd) of 18.25 + 3.01 and 19.40 + 3.15
nM, respectively, in a stoichiometric ratio of 1:1. These values
were consistent with their higher affinity (70-fold) to the
protein than CPZ (K = 1.24 yM), a well-known classic CaM
inhibitor used as positive control. Compounds 1, 2, and CPZ
quenched the fluorescence of the biosensor with values of 47%,
48%, and 90%, respectively. The level of affinity to CaM of 1
and 2 is unusual, since most CaM antagonists bind to the
protein with much lower affinity, usually in the micromolar
range.

Considering the extraordinary affinity of 1 to CaM, we
decided to complete its structural characterization by establish-
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Figure 1. Fluorescence spectra and titration curves of hCaM M124C-
mBBr (5 uM) to saturation ion Ca** (10 mM). (A) 1, 18.25 nM; (B)
2, 19.40 nM; and (C) CPZ, 1.24 uM. Buffer was 10 mM potassium
acetate (pH S.1) at 37 °C. Samples were excited at 381 nm, and
emission spectra recorded from 415 to 550 nm. The absolute changes
of maximal fluorescence emission were corrected for light-scattering
effects and plotted against the ligands to total protein ratio (insets).

ing its absolute configuration. Thus, molecular modeling
calculations at the DFT B3LYP/DGDZVP level were under-
taken"** in order to determine the calculated specific rotation
and *Jcy; and *Jy  values for all possible diastereoisomers of 1.
The calculated data were next compared with the experimental
parameters.

Sixteen stereoisomers, in two enantiomeric series, are
conceivable for 1, since the bridgehead carbons (C-11’ and
C-14’) can only be - or a- oriented. The structure for each
member of the f-series was built and minimized using the
Spartan’02 software (Figures S1 and S2). For all diaster-
eoisomers a conformational search was performed applying the
molecular mechanics Monte Carlo protocol, followed by
geometry optimization for each generated conformer using
DFT calculations at the B3LYP/DGDZVP level, as imple-
mented in the Gaussian 09 software. The optical rotation
calculations were performed for each fully minimized con-
former within an energy window of 0—3 kcal/mol (Tables S1—
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S$8). Once the results were Boltzmann-weighted, it was found
that regardless of the absolute configuration of the C-2, C-3,
and C-1’ stereogenic centers, the eight isomers (A—H)
possessing the bridgehead carbon atoms p-oriented
(11'S,14'R) had positive [a]y, values, while those a-oriented
(11'R,14'S) had negative values (Table S9). In this regard, all
reported xanthone—anthraquinone heterodimers of the acre-
moxanthone series possess a f-oriented C-11'—C-14" bridge-
head and positive [a]p values. Thus, the biosynthesis of this
type of compound seems to be restricted to the f-oriented C-
11'—C-14’ bridgehead isomers."***~>* The calculated specific
rotation data of those isomers having positive values were
compared with the experimental value recorded for 1.
According to the results in Table 1, the [a]p value calculated

Table 1. DFT-Calculated [a], Values” for the Eight
Diastereoisomers of Acremoxanthone C (1) Possessing the
Bridgehead Carbon Atoms f-Oriented

absolute contributin;
stereoisomer configuration conformers [alp® difference®

A 2R, 3R, 1'S, 11'S, s +467.22 129
14'R

B 2R, 38, 1'S, 11'S, s +715.91 333
14'R

C 28, 3R, 1'S, 11'S, s +638.69 189
14'R

D 28, 35, 1'S, 11'S, 4 +680.79 26.8
14'R

E 2R, 3R, 'R, s +425.40 20.8
11'S, 14'R

F 2R, 35, 1'R, 11'S, 5 171634 334
14'R

G 25,3R, 1'R, 11'S, 2 +446.56 16.8
14'R

H 2S, 35, 1'R, 11'S, 3 +624.79 16.4
14'R

“DFT B3LYP/DGDZVP [a], values in degrees [dm g/cm®]™".
bLowest free energy conformers whose contribution is approximately
99%. “Calculated with the equation Y; [a]p’ X P, where [a]p’ is the
theoretical [a], value and P' is the population for the ith conformer.
“In percentage, calculated with the equation I[([a]p'/[a]p®) X 100] —
1001, where [a]y,’ is the theoretical Boltzmann-weighted value for the
corresponding isomer, and [a]p° is the experimentally observed value
of [a]p for 1 (+537.0).

for isomer A matched best with the experimental value for
acremoxanthone C (1). This finding also implied that the
absolute configurations at C-2, C-3, C-1', C-11’, and C-14’
were R, R, S, S, and R, respectively (Figure 2). Furthermore, the
strong correlations between closely located H-1" and H-15'a
(distance = 2.86 A) and H-15'8 (distance = 2.44 A) in the
NOESY spectrum of 1 provided additional evidence for the S
configuration at C-1’, ruling out stereoisomers E—H.

To reinforce the proposed stereochemical assignment for
acremoxanthone A (1), a selection of experimental *Jc}; and
*Jup coupling constants were compared with the theoretical
values obtained by DFT calculations, also at the B3LYP/
DGDZVP level of theory. This approach was selected due to
the close correlation between the oy or *Jyy coupling
constants and the corresponding 'H-C—C—"C or 'H-C—
C—"H dihedral angles.22 These values in combination with the
pertinent molecular models provide accurate stereochemical
information. Thus, experimental values for *Joy (Jerma
3]C47,H—5J and 3]C415,H—3) and 3]H,H (3]H—3,H44) were measured in
proton-coupled *C and '"H NMR spectra, respectively. The

A2 (P=22.1%)

A3 (P =21.8%) A4 (P =15.4%)

Figure 2. The most relevant DFT conformers of acremoxanthone C
(1) accounting for 98.1% of the conformational population.

comparative analysis was performed only for stereoisomers A—
D, which possessed a f-oriented C-11'—C-14" bridgehead and
the appropriate distance between H-1’ and H-15'a to observe
an interaction in the NOESY spectrum. Once more, the best
correlation between the theoretical and experimental values
(Table 2) was observed for stereoisomer A
(2R,3R,1'S,11'S,14'R), ruling out structures B—D (Figure S1)
for acremoxanthone C (1). The Boltzmann-averaged *Jc.; .,
sy and YJysp, values for structure A were significantly
closer to the experimental values than those for structures B—
D. Thus, in the proton-coupled *C NMR spectrum of 1, C-7
appeared as a broad doublet with ¥, ; ~ 1.5 (measured at
W,),) and *Jc;us = 3.9 Hz, and the carbonyl carbon (C-15)
was observed as a double quartet with *J 53 = 7.6 Hz and
3]C715,H716 = 3.3 Hz, in agreement with the calculated values for
structure A. In addition, the *J; 3 ., value of 2.1 Hz observed in
the "H NMR spectrum of 1 provided further evidence in favor
of stereostructure A, whose theoretical 3]H_3‘H_4 value was 2.5
Hz. In the case of stereostructures B and C the calculated
33,114 values were 6.0 and 6.2 Hz, with RMSD values of 15.21
and 16.81, respectively, demonstrating a different geometry in
the H-3—C-3—C-4—H-4 dihedral fragment. In addition, the
large difference between the experimental ¥ 533 = 7.6 Hz
and calculated values for stereoisomers B and C (3]C—15,H—3 =33
Hz and *Jc 53 = 3.2 Hz, respectively) as well as the larger
difference between experimental and theoretical ¥ ;553 = 9.2
Hz for stereoisomer D strengthened the selection of A as the
structure for acremoxanthone C (1).

In order to the predict the binding site to CaM of 1 and 2, a
theoretical molecular study of docking was undertaken using
the program AutoDock 4.2.°° The cocrystallized structure of
CaM with TFP was used (PDB code 1A29). The docking of 1
and 2 with the cocrystallized structure of CaM-TFP showed a
nonclassical interaction; that is, the binding pocket was
different from that for CPZ and TFP, which occupy one or
more protein domains, respectively. The predicted Kj's were
406.9 and 367.6 nM, respectively. The predicted binding site
for 1 and 2, however, was similar to that of KAR-2, a
vinblastine-derived antitumoral agent”” that binds to CaM in a
pocket between the N- and C-terminal globular domains like 1
and 2 theoretically do. KAR-2, 1, and 2 seem to interact with

dx.doi.org/10.1021/np4002477 | J. Nat. Prod. XXXX, XXX, XXX—XXX



Journal of Natural Products

Table 2. Comparison between Selected Experimental® and DFT-Calculated” 'H-"3C and 'H-'H Couplings for

Diastereoisomers A—D of Acremoxanthone C (1)

dihedral fragment X—C—C—Y  exp ¥Jxy*
C-7-C2—C-3—H-3 15 2.0 (0.25)
C-15-C2—C-3-H:3 7.6 8.4 (0.64)
H-3—C-3—C-4—H-4 2.1 2.5 (0.16)
RMSD? 0.59

caled® ? X,Yb for A (MSE)¢ calcd® ? X,Yb for B (MSE)® calcd® 3 X'Yb for C (MSE)¢ calcd® ? X,Yb for D (MSE)©

4.9 (11.56) 4.9 (11.56) 2.1 (0.36)
3.3 (18.49) 3.2 (19.36) 9.2 (2.56)
6.0 (15.21) 6.2 (16.81) 3.1 (1.0)
3.88 3.99 1.14

“In Hz measured from the proton-coupled *C NMR or 'H NMR spectra of 1 in CDCl,. bCalculated from the B3LYP/DGDZVP-optimized
structures and Boltzmann-averaged with the equation Y, J' X P, where J' is the coupling constant value for each conformer and P is the population
for the ith conformer. “Mean-squared error calculated with the equation (J. — J.)>, where J, is the coupling constant value measured from the
experimental spectra and ] is the calculated constant value. dRoot-mean-square deviation, calculated from the equation ) ; (MSE),/n, where MSE, is
the mean-squared error for each coupling constant and 7 is the total coupling constants to compare.
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Figure 3. Fluorescence spectra of hCaM T110C-mBBr (5 uM; Ca** 10 mM) to saturation. (A) 1, 63% of quenching. (B) CPZ, 20% of quenching.
Buffer was 10 mM potassium acetate (pH S5.1) at 37 °C. Samples were excited at 381 nm, and emission spectra recorded from 415 to 550 nm.
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Figure 4. Structural model of CaM complexes represented in pale blue cartoon. The central panel shows the interaction of 1 (yellow sticks) and 2
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respectively. This figure was prepared using LigPlot and PyMOL.

several common amino acid residues, mainly hydrophobic,
including Phel9, Alal$, Val3$, Leu39, GIn41, Phe68, Ala73,
Phe92, Metl09, Leull2, Glull4, and Thrl46; in addition, 1
forms a hydrogen bond between 3-OH and Met72 (distance =
1.9 A), and 2 forms a similar interaction between 3-OH and

Met145 (distance 3.8 A). Both types of interactions
(hydrophobic and hydrogen bonds) play an important role in
the stabilization of the protein—ligand complex (Figure 4). A
docking study using the CaM-KAR-2 crystallized structure
(PDB 1XAS) confirmed this supposition (Figure S3).
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Next, the affinity of 1 to CaM was measured with the newly
designed hCaMT110C-mBBr, which was conceived for
detecting nonclassical inhibitors of CaM. Device
hCaMT110C-mBBr was generated following a conventional
strategy that comprised site-directed mutagenesis for replacing
the strategic residues Thr110 by Cys, followed by specific
labeling of the thiol-reactive group with the fluorophore mBBr.
This position was selected for labeling considering that residue
110 of CaM is in an accessible surface area (ASA = 50.17 A?) in
the o-helix structure of CaM far from the binding site of
classical inhibitors, and it is not involved in Ca** binding. The
quantum efficiency of the hCaM T110C-mBBr device was ¢ =
0.303. Next, fluorescence titration curves with hCaM T110C-
mBBr were constructed with saturating concentrations of 1 and
CPZ (3.1 and 7.1 uM) in the presence of Ca?* (10 mM). The
results indicated that the fluorescence quenching is about 63%
and 20% for 1 and CPZ, respectively. Furthermore, a shift of
fluorescence maximum to higher wavelengths (red-shift) is
observed for compound 1. The higher percentage of quenching
and the fluorescence maximum displacement caused by 1, in
comparison with CPZ, revealed that it binds to the protein in a
different site than classical inhibitors.”® The last set of results
provided experimental support concerning the unusual binding
site of 1 to CaM as predicted by the docking study. Ligands
that interact with a novel binding domain on CaM might not
inhibit most of the modulatory properties of CaM. For
example, Horvath et al. demonstrated that the drug KAR-2
interacted with a novel drug-binding domain on CaM, allowing
the protein to interrelate with most of its physiological targets.
Furthermore, they concluded that this feature confers to KAR-2
its specificity and lack of significant toxic side effects."’

In summary, compounds 1 and 2 interact with CaM with
higher affinity than CPZ, which is a classical inhibitor of the
protein. The differences in quenching and the fluorescence
maximum displacement caused by 1, in comparison with CPZ,
as detected by the newly designed hCaM T110C-mBBr,
revealed that it might bind to the protein in a different site
than classical inhibitors. Indeed, docking studies predicted that
the binding site of 1 and 2 is unusual, different from that of
classical inhibitors, but similar to that of KAR-2. Thus, hCaM
T110C-mBBr can efficiently detect nonclassical inhibitors of
CaM, while hCaM M124C-mBBr is an efficient device for
quickly identifying in a sensitive and reliable manner both
classical and nonclassical ligands.'>****'>*%*! This is the first
report of xanthone—anthraquinone heterodimers in species of
Paecilomyces or Purpureocillium genera.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. IR spectra were acquired
using KBr disks in a Perkin-Elmer FT 59913 spectrophotometer. UV
spectra were taken on a Shimadzu 160 UV spectrometer in CHCl,
solution. The experimental optical rotations at the sodium D-line
wavelength of pure compounds were recorded in CHCI, solution on a
Perkin-Elmer 243 polarimeter at 23 °C. NMR spectra, including NOE
differential, COSY, HMBC, and HSQC experiments, were recorded in
CDCl,; or methanol-d, on a Varian Unity Plus 500 spectrometer or on
a Bruker DMXS500 spectrometer operating at either 500 MHz ('H) or
125 MHz (C), using TMS as an internal standard. RP-HPLC was
carried out with a Waters HPLC instrument equipped with a Waters
996 UV photodiode array detector (900) set at 247/36S nm, using a
PurospherSTAR RP-18e column (4.6 mm X 250 mm) and a gradient
system starting with 50% MeCN in water, to 80% MeCN in 15 min,
and 100% MeCN over 30 min, at a flow rate of 3.0 mL/min. Control
of equipment, data acquisition and processing, and management of

chromatographic information were performed by the Millenium 32
software package (Waters). TLC analyses were performed on silica gel
60 F,g, plates (Merck), and visualization of plates was carried out
using a Ce,(SO,); (10%) solution in H,SO,.

Fungal Material. The fungus was isolated from a soil collected in a
cave in Juxtlahuaca (17°25'36” N, 99°7'34” W), State of Guerrero,
Mexico, in 1998. A reference sample (MEXU 26014) of the isolate was
deposited at the Herbario Nacional de Mexico (MEXU). Stock
cultures of the fungus are stored in potato-dextrose agar (PDA) and
monthly subcultured for preservation.

Fermentation, Extraction, and Isolation. The fungus P.
lilacinum was grown in PDA Petri dishes for 15 days; then the agar
was cut into pieces (1 cm*) and inoculated in six 1.8 L Fernbach flasks,
each containing 1.4 L of potato-dextrose broth (PDB). Inoculated
flasks were incubated at room temperature for 21 days in static
conditions. After incubation, the contents of the flasks were combined
and filtered through cheesecloth. The separated mycelium was
macerated with a mixture of CH,Cl,—MeOH (9:1), and the culture
media was subjected to successive partitions with CH,Cl,. The mycelia
and broth extracts were combined according to their chromatographic
homogeneity and evaporated under reduced pressure to afford a
yellow, oily extract (980 mg). The total extract was suspended in 400
mL of a mixture of MeCN—MeOH (1:1) and partitioned with n-
hexane (3 X 350 mL). The combined MeCN—MeOH fractions were
dried in vacuo, and the resulting residue (350 mg) was dissolved in
MeOH and subjected to RP-HPLC separation on a semipreparative
Purospher column to yield 1 (115 mg, tz 26.2 min) and 2 (21 mg, t
21.9 min).

Acremoxanthone C: yellow solid; [a]p +537 (¢ 0.01, CHCL);
UV (CHCLy) 4, (log €) 244, 371 nm; IR v, (KBr) 3416, 2956,
1738, 1570, 1221 cm™; 'H NMR (CDCl,, 500 MHz) § 14.32 (1H, br
s, OH 8'), 14.17 (1H, s, OH 6), 1141 (1H, s, OH ¢'), 11.10 (1H, s,
OH 10), 6.88 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-3"), 6.79 (1H, dd, ] = 0.5, 1.5 Hz,
H-5'), 6.50 (1H, dd, ] = 2.1, 10.3 Hz, H-4), 642 (1H, dd, ] = 6.6, 8.5
Hz, H-12'), 6.13 (1H, s, H-11), 6.12 (1H, dd, = 2.8, 10.3 Hz, H-5),
6.08 (1H, dd, J = 1.1, 8.5 Hz, H-13'), 5.96 (1H, s, H-1"), 5.29 (1H, dd,
] =2.3,2.8 Hz, H-3), 4.80 (1H, dd, ] = 1.1, 6.6 Hz, H-11"), 3.69 (3H,
s, H-16), 3.65 (1H, br s, OH-3), 2.88 (1H, d, J = 17.8 Hz, H-15'a),
2.68 (1H, d, J = 18.0 Hz, H-15'b), 2.37 (3H, s, H-16'), 1.98 (3H, s, H-
18’); 3C NMR (CDCl;, 125 MHz) § 21.26 (CH,, C-18'), 22.22
(CH,, C-16'), 35.30 (CH,, C-15"), 38.27 (CH, C-11'), 41.63 (C, C-
14'), 53.27 (CH;, C-16), 73.18 (CH, C-1’), 74.76 (CH, C-3), 84.83
(C, C-2), 99.18 (C, C-7), 105.56 (C, C-9), 105.76 (C, C-9'), 112.60
(C, C-7'), 114.36 (CH, C-11), 115.13 (C, C-13), 119.56 (CH, C-5),
12343 (CH, C-3’), 123.74 (CH, C-5), 131.91 (CH, C-12"), 132.66
(CH, C-13"), 136.50 (C, C-2"), 143.90 (CH, C-4), 147.73 (C, C-12),
14791 (C, C-4'), 154.23 (C, C-14), 159.99 (C, C-10), 161.72 (C, C-
6'),168.87 (C, C-15), 170.57 (C, C-17'), 171.19 (C, C-6), 185.23 (C,
C-8), 185.60 (C, C-8'), 186.27 (C, C-10").

Construction of hCaM T110C-mBBr Biosensor. Cloning and
subcloning were done as previously reported using the pGEM-T Easy
Vector System I and vector pET12b with restriction enzymes Ndel and
BamHL*® Amino acid substitutions were generated by overlapping
PCR mutagenesis using the Quick Change Kit (Stratagene, La Jolla,
CA, USA). The amount of plasmid pET12b-hCaM was 100 ng, and
the amount of mutagenic oligonucleotides was 125 ng. PCR
amplification included 25 cycles of denaturation at 95 °C for 1 min,
annealing using a temperature ramp from 45 to 60 °C, a heating rate of
0.2 °C/s, and polymerization at 68 °C for 10 min, followed by one
final extension step at 68 °C for 10 min. Oligonucleotides used to
generate the single mutant T110C were 5'-CGT CAC GTC ATG
TGT AAC TTA GG-3' and 5'-CCT AAG TTA CAC ATG ACG TGA
CG-3'. After the mutagenesis experiments, the products of PCR
amplification were digested with Dpnl enzyme and transformed in
DHSa competent cells. The sequence of construction and mutation
was confirmed by nucleotide sequencing with an ABI PRISM 310
genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Plasmids (pET12b-hCaM T110C) were transformed into E. coli
BL21-AI One Shot following the specifications of the kit’s
manufacturer.
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Protein Purification of the Mutant hCaM T110C. A single
colony of E. coli strain BL21-Al/pET12b-hCaM T110C was grown
overnight in LB medium containing 100 mg/mL ampicillin with
shaking at 37 °C and inoculated into 500 mL of LB medium
containing 100 mg/mL ampicillin, until the optical density of the
culture at 550 nm reached between 0.8 and 1.0. Expression was
induced by the addition of L-(+)-arabinose (0.2% w/v) overnight with
shaking at 37 °C. The cells were harvested by centrifugation (10 min,
4000g), resuspended in SO mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 1 mM
dithiothreitol (DTT), and 200 mg/mL egg white lysozyme at pH 7.5,
and chilled on ice for 30 min. Resuspended cells were lysed by
sonication, and cellular debris was removed by centrifugation for 15
min at 15000g. The supernatant was collected, and CaCl, and NaCl
were added to final concentrations of 5 and 500 mM, respectively. The
protein was purified using a Phenyl Sepharose CL-4B chromatographic
column. Briefly, the supernatant was applied to the column pre-
equilibrated with 50 mM Tris-HCl, 0.5 mM DTT, 0.1 mM CaCl,, and
500 mM NaCl at pH 7.5. The column was washed with loading buffer
followed by the same with 1 mM EDTA and 150 mM NaCl. Finally,
the protein was loaded on a cationic exchange column (Source Q
Amersham Biosciences) at pH 8.8 and eluted by a linear gradient of 40
min (0—100%) with S00 mM NaCl. Protein was collected in fractions
and assessed for purity by gel electrophoresis.

Chemical Modification of Unique Reactive Cysteine of hCaM
T110C Protein with mBBr. All fluorophore conjugation steps were
typically carried out at room temperature. To protein at a
concentration of 5—10 mg/mL was added S mM DTT by 12 h to
reduce intramolecular disulfide bonds; then the mixture was washed
on a gel filtration HR-100 column (Pharmacia, Biotech) to eliminate
the excess DTT. A thiol-reactive fluorophore (20% in DMSO) was
added in small aliquots to reach a final concentration of 10 molar
excess and DMSO about 5%. Conjugation proceeded in the dark
overnight at 4 °C with shaking. Separation of protein from unreacted
fluorophore was achieved by size-exclusion chromatography (Superdex
75). The efficiency of report group attachment was assessed by the
reactivity of the protein against S,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic) acid,
measuring the release of 2-nitrobenzoate. Next, protein concentration
of labeled hCaM was determined with the bicinchoninic acid
method.*

Steady-State Fluorescence Bioassay (hCaM M124C-mBBr
and hCaM T110C-mBBr biosensors). All measurements were
conducted with an ISS-PC1 spectrofluorometer (ISS, Champaign, IL,
USA) with sample stirring at 37 °C. The fluorescent biosensors hCaM
M124C-mBBr and hCaM TI110C-mBBr (1 mM), obtained as
previously described,”® were incubated in the buffer (50 mM
NaOAc [pH $.1] and 10 nM CaCl,); then, after S min the ligand
dissolved in MeOH (10 nM) was added. Fluorescence emission
spectra were acquired with excitation and emission slit widths of 4 and
8 nm, respectively. The excitation wavelength was 381 nm, and
emission wavelengths were measured in a range of 415—550 nm. The
fractional saturation (y) of the hCaM M124C-mBBr-ligand and hCaM
T110-mBBr-ligand complexes was calculated by changes in fluo-
rescence upon ligand binding according to y = (F — F)/(F,, — F),
where F, represents the fluorescence intensity at full saturation with
the ligand, and y is plotted as a function of the Ca**—CaM/inhibitor
(L); the apparent dissociation constant (K;) and stoichiometry (S)
were obtained by fitting of the equation

_ (L+Ky/S+1/S) = (1 +K/S +L/S)* — 4L/S
B 2

where y represents the fractional degree of fluorescence intensity at
470 nm, Kj is the apparent dissociation constant for the ligands, L is
the complex—ligand relation, and S is the stoichiometry. Data were
analyzed using Origin software version 8.0 (OriginLab, Northampton,
MA, USA).

Molecular Modeling. Minimum energy structures were built
using the Spartan’02 software (Wavefunction Inc,, Irvine, CA, USA).
Conformational searching for the different isomers was performed
using the Monte Carlo protocol as implemented in the same software,

under an MMFF94 molecular mechanics force field. The searching
process was repeated at least twice, taking as starting point different
geometries in order to achieve a wide range of conformational states.
The resulting conformers were filtered according to their energies,
leaving all duplicates out. In order to have a wide window of
conformers in the Boltzmann distribution, an energy cutoft of 3 kcal/
mol was selected. All conformers were geometrically optimized using
DFT at the BALYP/DGDZVP level of theory employing the Gaussian
09 program (Gaussian Inc., Wallingford, CT, USA). The optimized
structures were used to calculate the thermochemical parameters and
frequencies at 1 atm and 298 K. Magnetic shielding tensors were
calculated with the gauge invariant atomic orbital method (GIAO),
and coupling constants ('H—'H, and *C—'H) were obtained from the
B3LYP/DGDZVP-optimized structures using the spin—spin option
during the NMR calculations. The studies for determining theoretical
optical rotation values were achieved at the same level of theory. Both
properties were Boltzmann-weighted taking into account the DFT
conformational population. All calculations were carried out on the
KanBalam cluster, a parallel supercomputer with Linux operating
system of distributed memory, containing 1368 AMD Opteron
processors, around 3 terabytes of RAM memory, and 160 terabytes
of storage (http://www.super.unam.mx/).

Docking Studies. The docking studies were carried out with the
AutoDock 4.2 program (http://www.autodock.scripps.edu/). The
crystallographic structures of CaM were obtained from the Protein
Data Bank (RCSB; pdb codes 1A29, 1XAS). Addition of polar
hydrogen atoms, Kollman charges, and solvation parameters to the
protein was performed through the AutoDock Tools 1.5.4 package
(ADT, http://mgltools.scripps.edu/). Fully optimized structures of the
ligands by DFT were taken as starting geometries and prepared by
assigning the Gasteiger—Marsilli atomic charges and nonpolar
hydrogens using AutoDockTools 1.5.4. Docking was achieved using
the default parameters as implemented in the software, except for the
number of runs (1000), and the Lamarckian genetic algorithm (LGA)
with local search and 25 000 000 energy evaluations per run. Initially a
blind docking was conducted with grid box size set at 120 A X 110 A X
110 A in the x, , and z dimensions, with the protein as the center of
the grid. A refinement procedure (grid box set to 60 A X 60 A X 60 A)
with the center of the grid corresponding to the ligand at the pose with
the least energy obtained in the blind docking was performed. The
obtained docked poses were analyzed with AutoDockTools**** using
cluster analysis, PyMOL, and LigPlot.**

Bl ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information

DFT B3LYP/DGDZVP free energies, populations, theoretical
averaged optical rotations, and theoretical averaged coupling
constants for A—H. 'H, *C, and proton-coupled B¢ spectra of
compound 1. This material is available free of charge via the
Internet at http://pubs.acs.org.
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resources to carry out computational calculations through the
KanBalam system.
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