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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion describe el estudio quimico de las especies
fungicas Penicillium sp. G1-al4 y Penicillium spathulatum, las cuales se seleccionaron a
partir de una coleccion de hongos coprofilos aislados de la cueva Chontalcoatlan, en el Estado
de Guerrero, con la finalidad de obtener compuestos bioactivos potencialmente utiles para el
desarrollo de nuevos agentes herbicidas o bien, como agentes terapéuticos para la diabetes
mellitus tipo 2 (DMT?2).

Por una parte, la especie fungica Penicillium sp. G1-al4 se seleccion6é como fuente
potencial de agentes herbicidas con base en la actividad fitotoxica que mostré un extracto
organico obtenido a partir de medio sélido. El estudio quimico biodirigido de esta especie
condujo al aislamiento de un sesquiterpenoide novedoso identificado como el 3R,6R-
dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89), ademas de los eremofilanos conocidos
isopetasol (90), sporogen AO-1 (91) y dihidrosporogen AO-1 (92). La elucidacion estructural
del compuesto 89 se llevd a cabo mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas, y se confirmo inequivocamente por difraccion de rayos X. La
configuracion absoluta de los centros estereogénicos C-3 y C-6 de 89 se estableci6 como R,R
mediante la comparacion del espectro de dicroismo circular (DC) obtenido
experimentalmente con los espectros obtenidos a través de calculos teoricos utilizando teoria
de funcionales de la densidad (DFT). La actividad fitotoxica de los metabolitos aislados del
hongo Penicillium sp. G1-al4 se evaluo sobre el crecimiento radicular y la germinacion de
las malezas Amaranthus hypochondriacus y Echinocloa crus-galli. Los eremofilanos 91 y
92 inhibieron de manera significativa el crecimiento y la germinacion de A. hypochondriacus
con valores de Clso de 0.17 mM, y de E. crus-galli con valores de Clso de 0.17 y 0.30 mM,
respectivamente. Su accion fitotoxica fue comparable a la obtenida para la tricolorina A y
mejor que el glifosato, utilizados como controles positivos.

Por otra parte, el hongo P. spathulatum se seleccioné como fuente potencial de
inhibidores de a-glucosidasas con base en la actividad inhibitoria que mostr6 un extracto
orgénico obtenido a partir de medio s6lido. La investigacién quimica de este hongo coproéfilo
permitié el aislamiento de una polihidroxiantraquinona halogenada descrita por primera vez

en la literatura, y que se caracterizd por técnicas espectroscopicas y espectrométricas como



RESUMEN

la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100), estructura que a su vez
se confirmé mediante la comparacion de los desplazamientos quimicos de 'H y '3C con los
calculados de forma teodrica utilizando DFT. La configuracion absoluta del centro
estereogénico C-2' de 100 se establecié como S comparando el valor experimental de rotacién
optica especifica ([a]p), con los valores calculados utilizando el mismo nivel de teoria. De
manera adicional se aislaron los alcaloides benzomalvina A (94), quinolactacinas A1 (95),
A2 (96) y B (97), quinolonimida (98) y asperfenamato (99). Todos estos compuestos
mostraron una potente actividad in vitro como inhibidores de a-glucosidasas con valores de
Clso de 383.2,273.3, 57.3 y 8.3 uM, respectivamente. Su accion inhibitoria fue mejor que la
de la acarbosa (Clso = 659.3), usada como control positivo. Los estudios de acoplamiento
molecular (docking) predijeron que los atropoisomeros de 94, 94a y 94b se unen con gran
afinidad a las a-glucosidasas, tanto de levadura, como de humano. La actividad inhibitoria
de la benzomalvina A (94) sobre las enzimas o-glucosidasas se confirm¢é in vivo mediante
una prueba de tolerancia oral a la sacarosa en ratones sanos e hiperglucémicos. En este
experimento se observo que el producto natural provoca una disminucion significativa del
pico postprandial. Finalmente se evaluo el potencial antihiperalgésico in vivo de 94, lo que
permitidé  confirmar que las quinazolino-benzodiazepinas poseen propiedades

antihiperalgésicas.



ABSTRACT

ABSTRACT

The present work describes the chemical research of the fungal species Penicillium
sp. Gl-al4 and Penicillium spathulatum, which were selected from a collection of
coprophilous fungi with the aim of discover bioactive compounds useful for the development
of new biopesticides, or as leads for the treatment of type 2 diabetes mellitus (T2DM).

Penicillium sp. G1-al4 was selected as a potential source of herbicides, based on the
phytotoxic activity of an organic extract obtained from solid-rice culture. Bioassay-guided
fractionation led to the isolation of a new sesquiterpene namely 3R,6R-dihydroxy-9,7(11)-
dien-8-oxoeremophilane (89), along with the known eremophilanes isopetasol (90), sporogen
AO-1 (91) y dihydrosporogen AO-1 (92). The structure of compound 89 was established by
means of spectroscopic and spectrometric techniques, and confirmed unambiguously with an
X-ray analysis. The absolute configuration at the stereocenters C-3 and C-6 of 89 was
determined as R,R, through the comparison of experimental circular dichroism spectrum
(CD) with the spectra obtained by theoretical calculations using the density functional theory
(DFT). The phytotoxic activity of the isolated metabolites from Penicillium sp. G1-al4 was
evaluated on radical growth and germination of the weeds Amaranthus hypochondriacus and
Echinocloa crus-galli. Eremophilanes 91 and 92 inhibited the radicle growth and germination
of A. hypochondriacus with ICso values of 0.17 mM for both compounds, and E. crus-galli
with ICso values of 0.17 and 0.30 mM, respectively. The phytotoxic action was comparable
to that of tricolorin A and better than glyphosate, used as positive controls.

P. spathulatum was selected as a potential source of a-glucosidase inhibitors, based
on the inhibitory activity displayed by an organic extract obtained from solid-rice culture.
Chemical investigation of this coprophilous fungus led to the isolation of a new halogenated
polyhydroxyanthraquinone characterized by means of spectroscopic and spectrometric
methods as 2-chloro-6-[2'(S)-hydroxypropyl]-1,3,8-trihydroxyanthraquinone (100). This
structure was confirmed by comparison of the experimental 'H y *C chemical shifts and
those obtained theoretically by DFT calculations. The absolute configuration of the
stereocenter C-2' of 100 was established as S through the comparison of experimental specific
optical rotation ([a]p) with those values obtained with theoretical calculations using the same

level of theory. In addition, the known alkaloids benzomalvin A (94), quinolactacins A1 (95),
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A2 (96) and B (97), quinolonimide (98) and asperphenamate (99) were isolated. These
alkaloids showed in vitro inhibitory activity against a-glucosidase with ICso values of 383.2,
273.3, 57.3 y 8.3 uM, respectively. The inhibitory activity was better than that of acarbose
(Clso= 659.3 uM) used as positive control. Furthermore, docking studies predicted that the
most stable conformers of 94, 94a y 94b bind to yeast and mammalian o-glucosidases with
higher affinity than acarbose. The a-glucosidase inhibitory properties of 94 were confirmed
in vivo with an oral sucrose tolerance test in normal and hyperglycemic mice, in which it was
observed that the natural product reduced significantly the postprandial peak. Finally 94 also

showed antihyperalgesic activity when tested in the formalin assay in hyperglycemic mice.
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1. INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la penicilina por Sir Alexander Fleming a partir del hongo
Penicillium rubens, los organismos fungicos han demostrado ser una fuente relevante de
productos naturales bioactivos (Fleming, 1929; Houbraken et al., 2011a). De tal forma,
muchos de los fiarmacos empleados actualmente para el tratamiento de diversas
enfermedades, asi como algunos productos de interés agroquimico, derivan de estos
microorganismos (Newman y Cragg, 2016; Seiber et al., 2014).

Los hongos son un grupo diverso de organismos ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Se estima que alrededor del mundo existen mas de cinco millones de especies
fingicas y solamente cerca de 80,000 se encuentran descritas en la literatura (Pearce, 2011).
Gracias a los avances tecnologicos, hoy en dia existen cada vez mas herramientas que
facilitan su estudio quimico y/o biolégico y permiten que la investigacion en productos
naturales de origen fungico siga siendo un campo fructifero.

De manera particular, los ascomicetos pueden producir una rica variedad quimica de
metabolitos secundarios. Esta diversidad estructural se refleja en la amplia gama de efectos
biologicos que presentan. Asi, muchos productos naturales derivados de ascomicetos
presentan actividad antibacteriana (cefalosporinas y penicilinas), antifiungica (griseofulvina
y caspofungina), antiviral (3-O-metilviridicatina y emmyguyacinas), inmunosupresora
(ciclosporina A y d4cido micofendlico), citotoxica (brefeldina A y wortmannina),
hipocolesterolemiante (lovastatina y compactina), fitotoxica (brevionas y okaraminas),
insecticida (decaturinas y brevianamidas), entre muchas otras (Orjala et al., 2011; Cimmino
et al., 2015).

A pesar de que el género Penicillium ha sido uno de los mas estudiados en el campo
de los productos naturales de origen fingico, quizéas debido a su diversidad y ubicuidad, en
la actualidad, la exploracion de diferentes nichos ecolodgicos ha permitido obtener especies
que biosintetizan nuevos compuestos biodindmicos que constituyen prototipos estructurales
para el desarrollo de farmacos, agentes agroquimicos, y/o como herramientas de
investigacion (Zhou et al., 2016). De alli que en el presente trabajo de investigacion se hayan
seleccionado dos especies coprofilas de Penicillium provenientes de la cueva Chontalcoatlan,

ubicada en el Estado de Guerrero en México.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El género Penicillium

2.1.1 Aspectos generales

El género Penicillium fue descrito por primera vez en el afio de 1809 por el cientifico
aleman Johann Heinrich Friedrich Link, quien acuii6 el término (del latin Penicillus = pincel
pequeiio) para hacer referencia a la distintiva forma de pincel que presentan sus estructuras
microscopicas. Link incluyd en su trabajo tres especies: P. candidum, P. galucum y P.
expansum (Link, 1809). A partir de entonces, se han referido mas de 1000 especies diferentes
de Penicillium, sin embargo, muchas de ellas no estan reconocidas actualmente debido a que
no se cuenta con su descripcion detallada, o se han considerado como sinénimas de otras
especies. Con el uso de las técnicas modernas de identificacion taxondmica, en la actualidad
se encuentran reconocidas formalmente poco mas de 350 especies de Penicillium (Visagie et
al., 2014), las cuales, de acuerdo con la propuesta de Houbraken y colaboradores (Houbraken

et al., 2016), se clasifican en dos subgéneros y 27 secciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica del género Penicillium.

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Eurotiomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Subgéneros Penicillium y Aspergilloides

Aspergilloides, Brevicompacta, Canescentia, Charlesia,
Charlesii, Chrysogena, Cinnamopurpurea, Citrina, Digitata,
) Exilicaulis, Fasciculata, Fracta, Gracilenta, Lanata-
Secciones o .
Divaricata, Ochrosalmonea, Osmophila, Paradoxa,
Penicillium, Ramigena, Ramosa, Robsamsonia, Roquefortorum,

Sclerotiora, Stolkia, Thysanophora, Torulomyces y Turbata
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Penicillium es un género muy diverso en la naturaleza; presenta una extensa
distribucion hallandose en todo tipo de climas y sustratos como suelos, aire, agua, productos
alimenticios y en interiores. Como todos los ascomicetos, su principal funcion ecoldgica es
la descomposicidon de materia organica para la reintegracion de los nutrientes (Visagie et al.,
2014). A través de la historia, este género ha tenido un impacto econémico importante por
ser uno de los principales causantes de la descomposicion de alimentos destinados para
consumo humano y animal (Pitt y Hocking, 2009). Asimismo, la mayoria de las especies que
incluye este género son micotoxigénicas y por ende contaminan los alimentos con
micotoxinas como la citrinina, el acido ciclopiazoénico, el acido penicilico, la patulina, la
roquefortina C, la toxina PR, la esterigmatocistina, la ocratoxina A, la zearalenona y el
penitrem A, entre otras (Pitt, 2002). Por otro lado, la unica especie de Penicillium considerada
como patdgena para el hombre y los animales es P. marneffei, la cual es causante de una
peniciliosis endémica de Asia tropical (Vanittanakom et al., 2006).

A pesar de su impacto negativo, el género Penicillium tiene una historia fascinante
dentro de la medicina gracias al descubrimiento accidental de la penicilina por Sir Alexander
Fleming en 1929. El uso terapéutico de este antibiotico comenzo6 a llevarse a cabo en los afios
40. Desde entonces y hasta nuestros dias, se han utilizado cepas de Penicillium en procesos
industriales para producir una variedad de penicilinas (Bycroft y Shute, 1987). Algunas otras
especies pertenecientes a este género también tienen un importante papel dentro de la
industria alimenticia, principalmente para la producciéon de quesos como Camembert y
Roquefort, en la elaboracion de productos carnicos fermentados, o como productores de
enzimas de interés biotecnoldgico (Perrone et al., 2015; Hamlyn et al., 1987).

Aunque el género Penicillium ha sido ampliamente estudiado en el area de los
productos naturales de origen fungico, en la actualidad sigue constituyendo una fuente
prometedora de nuevos compuestos biodinamicos que pueden ser utiles para el desarrollo de

farmacos o biopesticidas (Kozlovskii et al., 2013).
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2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas

Las colonias de Penicillium in vitro son generalmente circulares, con borde neto
muchas veces sin fructificacion y mostrando el color del micelio. Inicialmente son blancas y
luego se convierten en verdes, verde azuladas, gris verdosas, amarillentas o hasta rosadas. La
superficie de la colonia madura puede ser aterciopelada, filamentosa, vellosa, lanosa o de
textura algodonosa (Okuda et al., 2000). En muchos casos se observan en la superficie gotas
de liquido exudado que pueden ser incoloras o bien tener un color determinado, o pigmentos
que son excretados al medio de cultivo (Figueroa et al., 2014).

Sus estructuras microscopicas presentan caracteristicos penicilios o aparatos
conidiales en forma de pincel. El micelio se distingue por tener hifas septadas y hialinas a
partir de las que derivan los conidi6foros que estan unidos al micelio mediante estipes. Los
puntos de ramificaciéon pueden ser uno, dos, o excepcionalmente tres, a lo largo del
conidioforo. Ademas, se presentan fidlides que estan unidas a las ramas a través de células
denominadas métulas. A partir de las fidlides se originan cadenas de conidios o esporas
asexuales (Visagie et al., 2014). Las formas teleomorficas de Penicillium, como
Eupenicillium o Talaromyces, presentan ascocarpos en forma de cleistotecios o gimnotecios,
en los que se encuentran las ascosporas o esporas sexuales (Yilmaz et al., 2014). En algunos
casos se forman masas compactas de micelio llamadas esclerocios, estructuras que sirven

como reservorio de alimento (Smith et al., 2015).

2.1.3 Identificacién taxondmica

La identificacion a nivel de especie dentro del género Penicillium es un tanto
compleja ya que se basa en una serie de criterios que incluyen la caracterizacion morfologica
micro y macroscopica, el estudio de secuencias de ADN mediante técnicas de biologia
molecular y la identificacion de micotoxinas u otros metabolitos secundarios caracteristicos
(Houbraken et al., 2016).

Las caracteristicas macromorfoldgicas en medios de cultivo especificos tales como
agar Czapek, agar Czapek-autolizado de levadura (CYA), agar sacarosa-creatina (CREA),

agar extracto de malta (MEA; Oxoid), agar extracto de levadura-sacarosa (YES), agar avena
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(OA), agar papa-dextrosa (PDA), entre otros, son el punto de partida para la identificacion a
nivel de género y también se utiliza como criterio de identificacion entre especies (Houbraken
et al., 2011b). En lo que respecta a las caracteristicas microscopicas, la ramificacion de los
conidioforos (monoverticilados, biverticilados, terverticilados, etc.), el nimero, forma y
disposicion de las métulas, fidlides y conidios que aparecen en el extremo de los aparatos
conidiales (Figura 1), asi como la presencia de cleistotecios o esclerocios, se utiliza como
caracter distintivo entre las distintas secciones del género (Visagie et al., 2014).

Sin duda en la actualidad los estudios moleculares se han convertido en la principal
herramienta para identificar a las especies del género Penicillium y para comprender su
filogenia (Houbraken y Samson, 2011). En este sentido, las secuencias de ADN ribosémico
ITS1 e ITS2 (Internal transcribed spacers, en inglés) son ampliamente utilizadas como
marcadores universales para organismos fungicos (Schoch et al., 2012). Para el género
Penicillium se utilizan también regiones de secuencias marcadoras de ADN ribosomico tales
como la 18S, 5.8S, 288, y otras secuencias como la de B-tubulina (BenA), la calmodulina

(CaM) y la subunidad 2 de la ARN-polimerasa (RPB2) [Peterson, 2012].

Estipe

Fialides simples

I i

Monoverticilado Biverticilado
Divaricado

Terverticilado  Cuaterverticilado

Figura 1. Patrones de ramificacion de los aparatos conidiales encontrados en el género

Penicillium (Adaptado de Visagie y colaboradores, 2014).
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Diversos estudios han demostrado que existe una estrecha correlacion entre la
clasificacion taxondmica de una especie fungica y la sintesis de metabolitos secundarios
especificos. En este aspecto, la quimiotaxonomia es una valiosa herramienta de apoyo en el
proceso de clasificacion e identificacion de hongos filamentosos, en particular de Penicillium
spp. Esta estrategia se basa en el establecimiento de perfiles quimicos de los metabolitos
secundarios que biosintetizan dichas especies, y su posterior comparacion con los de otras

especies conocidas (Frisvad et al., 2008; Zhelifonova et al., 2010).

2.1.4 Metabolismo secundario

Por su importancia en el descubrimiento de moléculas bioactivas, la quimica del
género Penicillium ha recibido una gran atencion a través del tiempo (Nicoletti et al., 2008;
Nicoletti y Trincone, 2016). El mejor testimonio de esta afirmacion es la extensa literatura
publicada que incluye miles de articulos originales, reportes, patentes y libros, de tal manera
que, realizar una revision completa resulta una tarea ardua.

De acuerdo con la vasta informacion existente, la diversidad quimica presente en el
metabolismo secundario del género Penicillium incluye alcaloides muy diversos (Hanson,
2008; Li, 2010; Wallwey y Li, 2011; Finefield et al., 2012; Kozlovskii et al., 2013; Ma et al.,
2016; inter alia); policétidos varios (Mantle, 1987; Hanson, 2008; Nicoletti et al., 2009; Cox
y Al-Fahad, 2013; Gao et al., 2013; inter alia); terpenoides (Hoffmeister y Keller, 2007,
Macias et al., 2014, y referencias alli citadas), péptidos (Morino et al., 1996 y referencias alli
citadas); meroterpenoides (Matsuda et al., 2016 y referencias alli citadas), flavonoides (Hou
et al., 2016 y referencias alli citadas), y otros productos de biogénesis mixta.

Considerando que los aislamientos de Penicillium estudiados en el presente trabajo
pertenecen a las secciones Citrina y Brevicompacta, en los siguientes apartados se hara una

breve descripcion del perfil metabolico de las especies incluidas en estas secciones.

10
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2.1.4.1 Metabolitos secundarios biodinamicos producidos por especies del género

Penicillium seccién Citrina

Dentro del género Penicillium, la seccion Citrina se encuentra integrada por 39
especies las cuales tienen una amplia distribucion mundial (Anexo A-1). La especie mas
comun dentro de esta seccion es P. citrinum, la cual incluso ha sido considerada como una
de las formas de vida eucarionte mas abundante en el planeta (Pitt, 1980). Las especies que
pertenecen a esta seccion se caracterizan por presentar aparatos conidiales biverticilados
simétricos, fidlides en forma de matraz y conidios relativamente pequeios. En su mayoria,
son productoras de micotoxinas como la citrinina (1) y la citreoviridina (2) (Houbraken et
al., 2011b).

Asimismo, dentro de esta seccion se han reportado otros policétidos comunes tales
como la curvularina (3), la terreina (4), diversas antraquinonas, bisantronas y cromanos;
alcaloides indélicos como las paxilinas (15), las okaraminas (16) y las citrinadinas (17),
alcaloides quinolinicos como las quinolactacinas (95-97), las quinocitrininas (18) y la
quinolactacida (19), quinazolino-benzodiazepinas como las benzomalvinas (94); terpenoides
como los &cidos tanzawaicos (21), sesquiterpenoides de tipo eremofilano (22-24) y
sesterterpenos como el 24-epi-ciclocitrinol (25); y por tltimo, metabolitos de biogénesis
mixta como las decaturinas (27), las perinadinas (31) y numerosos derivados de la citrinina
(1), entre otros (Houbraken et al., 2010; Houbraken et al., 2011b).

En el Cuadro 2 se resumen algunos de los metabolitos secundarios biodinamicos més
comunes descritos en la seccion Citrina, asi como otros productos reportados recientemente,

todos clasificados de acuerdo con su biogénesis.

11
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Citrina.

POLICETIDOS

Especie/origen Metabolitos secundarios Actividad biol6gica Ref.

Citrinina (1)

O O .
Nefrotoxico .
Penicillium spp. HO Z "0 Hepatotoxico Gaya;l(l)rll Set al,
HO “u, Genotoxico
Citreoviridina (2)
OCHj
Inhibidor de la ATP Dattay

Penicillium spp. sintetasa mitocondrial ~ Ghosh, 1981

Curvularina (3)

0x_0O
Penicillium s HO Antimicrobiano Meepagala et
pp- Fitotoxico al., 2016
OH O
Terreina (4)
=
Penicillium s Antimicrobiano Houbraken et
Pp- HO Fitotoxico al., 2011b
HO 0]
(2)-7,4'-dimetoxi-6-hidroxi-aurona-4-
O-B-glucopirandsido (5) OCH,
P. citrinum
(endofito de Neuronrotector Wu et al.,
Bruguiera p 2015
gymnorrhiza)
(7) 0 OH
P. citrinum o
Antioxidantes Lu et al., 2008

(aislado de suelo) OCH;

()

12
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Citrina (cont.).

POLICETIDOS
Especie/origen Metabolitos secundarios Actividad biol6gica Ref.
Citrifelinas A (8) y B (9)
OH
P. citrinum . . Meng et al.,
(marino) Antibacteriano 2015
OH O
I Antibacteriana contra
P. Cltr‘lnum Staphylococcus aureus Khamthong et
(marino) (MRSA) al., 2012
HO
0
Pirenocina A (11)
O OCH,
P. paxilli . . Toledo et al.,
(marino) A | X Antiinflamatorio 2014
o” "0
Roseopurpurina H (12)
o OH Citotdxico sobre lineas
P. roseopurpureum o de cancer Shang et al.,
(acuatico) SW620, NCI-H460, 2016
KB3-1y HepG2
Citotoxicos sobre
P. sumatrense lineas de cancer Mene et al
(micorriza de Dul45, HeLa, Huh 7, 2%13 "

Lumnitzera racemosa) MCF-7, NCI-H460,

OH O _§
0 o]
)J\o/\/oj‘ioj\ SGC-7901 y SW1990
o}

13
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Citrina (cont.).

ALCALOIDES
Especie/origen Metabolitos secundarios Actividad bioldgica Ref.
Paxillina (15)
- . Fanetal.,
P. paxilli Antiviral sobre HIN1 2013
Penicillium s Insecticida Murao et al.,
pp- 1988
HN Citotoxico sobre
P. citrinum ~0 leucemia murina L- Tsuda et al.,
(marino) o) 1210 y carcinoma 2004
humano KB
P citrinum Inhibidor de Kim et al.,
' \ | NH acetilcolinesterasa 2001
| H
Quinocitrinina A (18)
(0]
- N
P..Cltrlnum | NH Citotoxico sobre Kozlovsky et
(aislado de ¥ ,
N células L-929 y K-562 al., 2003
permafrost) | H

14
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Citrina (cont.).

ALCALOIDES
Especie/origen Metabolitos secundarios Actividad biol6gica Ref.
Quinolactacida (19)
O o
P. citrinum Insecticida Abe et al.,
(aislado de suelo) LN | 2005
N \
H
Benzomalvina A (94)
Penicillium s Antagonista de Sun et al.,
pp- receptores NK1 1994

(0]
N
N
/%

Penicilimida (20)
0}
P. copticola H Antifiingica contra
Cl N . .
(marino) \H/\)J\OCH3 Mucor hiemalis y Buetal., 2015
HO O O Aspergillus fumigatus
TERPENOIDES
Acido tanzawaico Q (21)
P. steckii .. ) Shin et al.,
(marino) Antiinflamatorio 2016
HO o
P. copticola - o . Antiprotozoaria contra Daenerot et
(aislado de suelo) "0 Plasmodium &r
. al., 2015
falciparium

15
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Citrina (cont.).

TERPENOIDES

Especie/origen Metabolitos secundarios Actividad bioldgica

Ref.

Eremofilano JBIR-28 (24)

Citotoxico contra

Penicillium sp. . . Motohashi et
(marino) ‘ células de cancer de al. 2009
HO™ cérvix HeLa N
24-Epi-ciclocitrinol (25)
. OH  on .
P. citrinum H N\ Induce la produccion
(aislado de cenizas de AMPc en células  Du et al., 2008
volcanicas) CHO
HO DS
BIOGENESIS MIXTA
Citriquinocromano (26)
P citrinum Citotdxico contra la
(eh Jofito de linea celular de El-Neketi et
S linfoma L5178Y al., 2013
Ceratonia siliqua)
P. decaturense Macias et al
(aislado de madera en Insecticida "
. 2014
descomposicion)
Inductores de la
Penicillium sp. o quinona reductasa en Liao et al.,
(marino) células de cancer Hepa 2014

lclc?

16
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Cuadro 2. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Citrina (cont.).

BIOGENESIS MIXTA

Especie/origen Metabolitos secundarios Actividad biol6gica Ref.

Duclauxamida A1 (30)

P. manginii Citotoxico contra las
(endofito de Panax lineas celulares HL- Cao et al.,
notoginseng) 60, SMML-7721, A- 2015

549, MCF-7 y SW480

Antibacteriano contra
Micrococcus luteus y
Bacillus subtilis

Sasaki et al.,

P. citrinum 2005

2.1.4.2 Metabolitos secundarios biodindmicos producidos por especies del género

Penicillium seccion Brevicompacta

La seccion Brevicompacta esta conformada por diez especies (Anexo A-2) las cuales
se caracterizan por presentar conidioforos terverticilados, estipes robustas y conidios
elipsoides dispuestos en cadenas largas (Wang y Wang, 2013). Esta seccion esta representada
por la especie Penicillium brevicompactum, la cual se distingue por biosintetizar el acido
micofendlico (32). Este metabolito secundario con propiedades inmunosupresoras se aprob6
desde 1995 por la FDA para evitar el rechazo en pacientes con trasplantes de 6rganos (Patel
etal., 2016).

Ademads de este importante producto natural, en esta seccion se han reportado otros
metabolitos secundarios bioactivos (Cuadro 3), incluyendo policétidos como la

citreoisocumarina (33), la asperentina (34) y fenoles de tipo Raistrick [acido 2,4-dihidroxi-

17
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6-(2-oxopropil)-benzoico (35), acido 2,4-dihidroxi-6-(1-hidroxi-2-oxopropil)-benzoico (36)

y acido 2,4-dihidroxi-6-(1,2-dioxopropil)-benzoico (37)] los cuales sirven como criterio

quimiotaxonomico para la identificacion de P. brevicompactum y especies relacionadas

(Andersen, 1991); alcaloides diversos como las brevianamidas (38), la ciclopenina (39) y el

ciclopenol (40), las comunesinas (41), los janthitrems (42), la aurantioclavina, (43), el

viridicatol (44), la paspalina (45), el asperfenamato (99), las paxilinas (15), las

quinolactacinas (95-97), las benzomalvinas (94) y las perinadinas (31); y finalmente,

terpenoides como las brevionas (46) y la compactina (47) [Frisvad et al., 2013].

Cuadro 3. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Brevicompacta.

POLICETIDOS
Especie ' Metabolitos secundarios Actividad bioldgica Ref.
Acido micofendlico (32)
P. brevicompactum Patel et al.,
2016

0 OH
5 Z OH Inmunosupresor
(0]
OCHjy

Citreoisocumarina (33)

HO
Penicillium Desconocid Frisvad et al.,
buchwaldii (0] OH O esconocida 2013
OH O
Asperentina (34)
Penicillium HO o
buchwaldii m U Antifiingica Hanson, 2008
OH O

P. brevicompactum

Fenoles tipo Raistrick (35-37)

OH O oH 0
OH
OH O
HO ;
HO o OH O Ho Desconocida
@iﬁ
HO

6]

Andersen,
1991
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Cuadro 3. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Brevicompacta (cont.).

ALCALOIDES
Especie Metabolitos secundarios Actividad bioldgica Ref.
Brevianamida A (38)
P. brevicompactum Insecticid Finefield et
nsecticida al.. 2012
- o, Cutler et al.,
Penicillium spp. Fitotoxicos 1984
A .. Zuo y Ma,
Penicillium spp. Insecticida 2011
- .. Wilkins et al.,
Penicillium spp. Neurotoxico 1992
Aurantioclavina (43)
§ .
Penicillium spp. % Desconocida Frisvad etal.,
2013
N
N
H
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Cuadro 3. Ejemplos representativos de metabolitos secundarios biodinamicos de especies

selectas de la seccion Brevicompacta (cont.).

ALCALOIDES
Especie Metabolitos secundarios Actividad bioldgica Ref.
Viridicatol (44)
HO
Penicillium spp. O Antiinflamatorio Ko etal., 2015

HO _ O
o}

N
H
Paspalina (45)
H
- Frisvad et al.,
Penicillium spp. Desconocida
2013
Asperfenamato (99)
(0]
- Frisvad et al.,
Penicillium spp. 0 Antitumoral
oé NH HN ;o 2013
TERPENOIDES
Breviona A (46)
_ Macias et al.,
P. brevicompactum Herbicida
2014
. . ] Chakravarti y
Penicillium spp. Hipocolesterolemiante
Sahai, 2004
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2.2 Los biopesticidas
2.2.1 Aspectos generales

Desde los inicios de la agricultura, hace mas de 10 mil afios, el ser humano ha tenido
que hacer frente a una serie de problemas que afectan la productividad y/o la calidad de los
cultivos, entre ellos, los factores bidticos como malezas, animales (insectos, roedores, aves,
etc.) o microorganismos (hongos, bacterias, virus, etc.). En los ultimos 50 afios, el control de
estos organismos considerados plagas, se ha basado mayoritarimente en el uso de productos
quimicos sintéticos o plaguicidas (Oerke, 2006), no obstante, estas sustancias son
potencialmente toxicas para los humanos y para otros organismos, ademas de persistir en el
medio ambiente (Mrema et al., 2013). Por esta razon, la industria agroquimica se esta
enfocando cada vez mas a la bisqueda de nuevos biopesticidas para el control de las distintas
plagas que afectan a los cultivos de interés comercial (Seiber et al., 2014).

Los biopesticidas son plaguicidas derivados de fuentes naturales tales como animales,
plantas, microorganismos y minerales. De acuerdo con esta definicion, la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) los clasifica en tres categorias: 1) Los
biopesticidas bioquimicos, que son aquellas sustancias de origen natural utilizadas para el
control de plagas; 2) los protectores incorporados (PIPs), que son plantas modificadas
genéticamente para que produzcan y liberen sustancias toxicas para la plaga; 3) los agentes
de control bioldgico, que son microorganismos como bacterias u hongos que eliminan o
controlan de manera especifica ciertas plagas (www.epa.gov/pesticides/biopesticides). Asi,
los metabolitos secundarios derivados de plantas o microorganismos, que se utilicen para el
control de cualquier plaga, se incluyen en la primera categoria (Seiber et al., 2014).

Con base en una revision de Cantrell y colaboradores (2012), en el periodo
comprendido de 1997 a 2010, se registraron por la EPA 168 nuevos principios activos como
biopesticidas, incluyendo entre estos, 92 productos naturales derivados de distintos
organismos, lo que corresponde a mas del 35% de todos los plaguicidas convencionales y
biopesticidas registrados (Figura 2). Hasta abril de 2016, existian 299 biopesticidas

registrados por la misma agencia.
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Productos
naturales
36%

Bioldgicos
27%

Sintéticos
derivados de
productos
naturales

6% Sintéticos
(]

31%

Figura 2. Ingredientes activos registrados como plaguicidas convencionales o biopesticidas

de 1997 a 2010 (Adaptado de Cantrell et al., 2012).

Ademas de derivar de fuentes naturales, es deseable que los biopesticidas cuenten con
caracteristicas tales como: baja toxicidad para los organismos que no son blanco,
principalmente mamiferos, baja persistencia en el medio ambiente, que sean utilizables en
cultivos organicos, y finalmente, que se produzcan a través de una tecnologia verde (Seiber

et al., 2014).

2.2.2 Productos naturales como fuente potencial de agentes agroquimicos

En el afio 2015 los Doctores William C. Campbell y Satoshi Omura fueron
galardonados con el Premio Nobel de Medicina por el descubrimiento de las avermectinas,
una serie de lactonas macrociclicas producidas por Streptomyces avermitilis que poseen
potente actividad antihelmintica, insecticida y acaricida (Burg et al., 1979). Estos productos
naturales no solo han servido para el desarrollo de fdrmacos antiparasitarios como la
ivermectina (Campbell, 2012), sino que también, fungen como principios activos en algunos
pesticidas como la abamectina, la cual consta de una mezcla de avermectina Bla (48) y B1b
(49) (Pitterna et al., 2009).

Sin duda alguna otro de los ejemplos que destaca la importancia de los productos

naturales como fuente de prototipos para el desarrollo de agentes agroquimicos son los
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piretroides. Estas sustancias insecticidas, ampliamente utilizadas en la agricultura y en
aerosoles domésticos, se desarrollaron con base en las piretrinas I (50) y II (51) obtenidas de
las flores del piretro (Chrysanthemum cinerariaefolium) [Matsuda, 2012].

Otros ejemplo importantes de agentes agroquimicos de origen natural son el spinosad,
un agente insecticida utilizado en numerosos cultivos, constituido por espinosinas A (52) y
D (53), aisladas del actinomiceto Saccharopolyspora spinosa (Kirst, 2010); las fitoalexinas
producidas por diversas plantas como el 3R-(—)vestitol (54), las cuales tienen propiedades
insecticidas y antifungicas (Jeandet, 2015); los agentes aleloquimicos de Callistemon citrinus
como la leptospermona (55), la cual sirvio de prototipo para el desarrollo de los herbicidas
comerciales mesotrione y tembotrione (Owens et al., 2013); y finalmente, algunos
monoterpenoides derivados de aceites esenciales de plantas como el eucaliptol (56) y el
geraniol (57), que pueden tener propiedades herbicidas, insecticidas o fungicidas (Petroski y

Stanley, 2009).

OCH ©
3
HO,, 0 °
OCH,4
oo, 51 )
o) \
48 R= -CH,CH; _
49 R=-CH; Qs
I~ '/O/
::pio/
W0
52 R=-H
53 R= —CH3

HO OCHj OH O .
OH
9 g

54 55 56 57

Figura 3. Ejemplos selectos de agentes agroquimicos de origen natural.
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2.2.3. Control de malezas

Dentro de los organismos considerados como plagas, las malezas son las que
provocan las mayores pérdidas econdmicas en la agricultura (Oerke, 2006). Una maleza es
cualquier planta indeseable o problematica, que crece de manera abundante y que afecta los
intereses del hombre en un lugar y tiempo determinado. Existen diversos métodos para el
control de las malezas incluyendo métodos fisicos basados en la eliminacién mecanica, los
métodos bioldgicos mediante el uso de agentes de control como bacterias u hongos, y el
control quimico a través del uso de herbicidas (www.fao.org).

Un herbicida es una sustancia o mezcla de sustancias utilizada para matar o inhibir el
crecimiento de plantas consideradas indeseables (http://www.inecc.gob.mx). En la actualidad
existe un amplio nimero de herbicidas sintéticos que se emplean en todo el mundo; no
obstante, estos tienden a producir efectos adversos en humanos y en el medio ambiente y

ademas, suelen generar resistencia en las plagas (Petroski y Stanley, 2009).

2.2.4 Productos naturales como fuente potencial de herbicidas

Los herbicidas de origen natural ofrecen una alternativa mas amigable con el medio
ambiente y son mas seguros para el ser humano (Gupta y Dikshit, 2010). Actualmente existen
en el mercado algunos herbicidas de origen natural tales como el glufosinato (58) y el
bialaphos (59) que derivan de los microorganismos Streptomyces hygroscopicus y S.
viridochromogenes, respectivamente (Duke et al., 2000); algunos otros se encuentran en
desarrollo por empresas agroquimicas como la mevalocidina (60), descubierta a partir del
hongo Fusarium sp. (Gerwick et al., 2013), y la thaxtomina A (61) de Streptomyces sp. (King
y Calhoun, 2009).

Asimismo, existen diversos reportes de agentes fitotoxicos de origen fingico que
pueden ser una valiosa herramienta para el disefio de bioherbicidas (Cimmino et al., 2015).
En este sentido, en nuestro grupo de trabajo se han reportado algunas fitotoxinas obtenidas
de diversos ascomicetos como la malbranqueamida A (62), aislada a partir del hongo
coprofilo Malbranchea aurantiaca (Martinez-Luis et al., 2006); las naftopiranonas 63 y 64

aisladas de Guanomyces polythrix (Macias et al., 2001); la vermelhotina (65) del hongo
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MEXU26343 (Leyte-Lugo et al., 2012); y la nonendlida 66 de Phoma herbarum (Rivero-
Cruz et al., 2003).

En otros grupos de trabajo se han reportado otras fitotoxinas como la ascaulitoxina
(67) de Ascochyta caulina (Evidente et al., 1998); el agropirenol (68) y agropirenal (69) de
Ascochyta agropyrina (Andolfi et al., 2012); la citochalasina (70) y diversos derivados de la
misma que son producidos por algunas especies fungicas (Cimmino et al., 2015); y las
palmarumicinas (71) y las preusomerinas (72) de Edenia gomez-pompae (Macias-Rubalcava

et al., 2014), entre otros.

i 2
o OH Ho | N
NH,
58 59
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64 R= —CH3

CHO OCH,
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Figura 4. Ejemplos representativos de agentes fitotoxicos de origen natural.
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2.3 Las a-glucosidasas

2.3.1 Aspectos generales

Las o-glucosidasas, también nombradas maltasas-glucoamilasas (nimero EC
3.2.1.20), son un grupo de enzimas fundamentales para el metabolismo primario de los
carbohidratos que pertenecen a la familia de las glicosil-hidrolasas (GH). En mamiferos estas
enzimas se encuentran en las microvellosidades del intestino delgado en donde catalizan la
exohidrolisis de enlaces glicosidicos no reductores de tipo a (1—4) de diversos sustratos,
incluyendo polisacaridos, oligosacaridos y glicoconjugados para la liberacion de o-D-
glucosa y su posterior utilizaciéon (Ren et al., 2011). Otras enzimas relacionadas son la
sacarasa-isomaltasa (EC 3.2.1.10) la cual cataliza la ruptura de enlaces a (1—6), y la a-
amilasa (EC 3.2.1.1) que actua en la endohidrolisis de enlaces a (1—4) [Borges de Melo, et
al., 2006].

La hidroélisis que catalizan las a-glucosidasas se lleva a cabo de forma especifica
dependiendo del nimero de unidades de azlcar presentes en el sustrato y de la configuracion
de los grupos hidroxilos, y ocurre a través de una catdlisis 4acida en donde un aminoécido
acttia como donador de protones, mientras que otro realiza un ataque nucleofilico sobre el
carbono anomérico, formando asi un intermediario glicosil-enzima que finalmente se
hidroliza con la participacion de una molécula de agua (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo de exohidrdlisis catalizado por las enzimas o-glucosidasas (adaptado
de Davies y Henrissat, 1995).
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2.3.2 Inhibidores de a-glucosidasas

Debido a sus importancia en el metabolismo de carbohidratos, las a-glucosidasas (y
enzimas relacionadas) constituyen un blanco molecular en la terapia farmacologica de la
diabetes mellitus tipo I (DMT?2), ya que su inhibicion permite retardar la absorcion intestinal
de glucosa y asi evitar la hiperglucemia postprandial, ademas de estimular la secrecion de
incretina GLP1 (DeFronzo et al., 2015).

En los afios 90 Canadad aprob6 el primer fdrmaco inhibidor de las enzimas o-
glucosidasas: la acarbosa (73), un oligosacarido obtenido de Actinoplanes utahensis.
Posteriormente, este farmaco fue aprobado por la FDA y en la actualidad se sigue utilizando
en todo el mundo como parte de la estrategia farmacologica para la terapia de la DMT2, ya
sea solo o en combinacidon con otros agentes terapéuticos como la metformina o la
glibenclamida (Israili, 2011). Asimismo, otros farmacos que son inhibidores de las o-
glucosidasas desarrollados para el mismo proposito son el miglitol (74) y la voglibosa (75),
ambos derivados de fuentes naturales (Dabhi et al., 2013).

Con el alarmante aumento en la prevalencia de la DMT?2 a nivel mundial, la busqueda
de nuevas entidades quimicas que permitan el desarrollo de agentes terapéuticos eficaces se
ha incrementado considerablemente. Asi, de forma particular, un nimero importante de
productos naturales derivados tanto de plantas como de microorganismos han sido reportados
como inhibidores de a-glucosidasas (Figura 6), incluyendo entre estos disacaridos como la
kojibiosa (76); pseudoaminoazicares como la acarbosa (73) y la voglibosa (75); tiosacaridos
como el kotalanol (77); alcaloides polihidroxilados como la 1-desoxinojirimicina (78) y el
miglitol (74), entre otros.

De forma particular, algunos productos naturales aislados de ascomicetos se han
descrito como inhibidores de a-glucosidasas dentro de los que se encuentran el aspergilusol
A (79) del hongo Aspergillus aculeatus (Ingavat et al., 2009); la pinazafilona B (80) y
penifupirona (81) del hongo endofito Penicillium sp. HN29-3B1 (Liu et al., 2015); las
thielavinas A, J y K (82-84) del hongo endofito MEXU27095 (Rivera-Chévez et al., 2013);
las hidroximeleinas 85 y 86 del hongo Xylaria feejeensis (Rivera-Chavez et al., 2015); las
minimoidionas A (87) y B (88) de Preussia minimoides (Rangel-Grimaldo et al., 2016), entre

otros.
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Figura 6. Ejemplos representativos de inhibidores de las enzimas a-glucosidasas derivados

de plantas o microorganismos.
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3. HIPOTESIS

Los criterios de seleccion quimiotaxéonomico y ecoldgico, en conjunto con los
resultados de evaluaciones bioldgicas preliminares, sugieren que los aislamientos fungicos
Gl-al4 y G1-B35 obtenidos de la cueva Chontalcoatlan son candidatos idoneos para estudios
de bioprospeccion con miras al descubrimiento de agentes herbicidas o antidiabéticos

potenciales.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés), las malezas constituyen una amenaza importante
para los intereses y actividades del hombre. Estas plantas son frecuentemente descritas como
dafiinas a los sistemas de produccion de cultivos y también a los procesos industriales y
comerciales. Este dafio puede ser medido como pérdida del rendimiento agricola por unidad
de area cultivable, o también, reflejado en la productividad de una empresa comercial. De
manera general se acepta que las malezas ocasionan una pérdida directa aproximada del 10%
de la produccién agricola. Asi por ejemplo, en el caso de los cereales, esta pérdida es del
orden de mas de 150 millones de toneladas al afio (www.fao.org). Para combatir este
problema se usan herbicidas principalmente de origen sintético; sin embargo, estos productos
generan contaminacion ambiental y resistencia, por ende es necesaria la busqueda continua
de nuevos productos que disminuyan los efectos no deseados de los herbicidas
convencionales. En este sentido, los microorganismos, en particular las bacterias y hongos,
han demostrado ser una fuente relevante de agentes fitotdxicos con un buen potencial para el
desarrollo de nuevos herbicidas amigables con el medio ambiente (Cimmino et al., 2015).

Estos microorganismos son también frecuentemente estudiados con el fin de
descubrir productos de interés terapéutico para el tratamiento de diversas enfermedades, y
entre los problemas de salud contemporaneos que requieren de nuevos tratamientos se
encuentra la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Esta es una enfermedad cronica y
multifactorial caracterizada por la produccion y/o uso ineficiente de la insulina, dando lugar
a un estado de hiperglucemia que con el tiempo dafia a diversos tejidos (Defronzo et al.,
2015). De acuerdo con las estadisticas mas recientes de la Federacion Internacional de
Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés), uno de cada once adultos tiene DMT2, es decir,
cerca de 415 millones de personas en todo el mundo padecen esta enfermedad (www.idf.org).
En particular, México ocupa el sexto lugar a nivel mundial de prevalencia de DMT?2. Esta
alarmante situacion ha intensificado la blisqueda de nuevas moléculas lideres para el
desarrollo de agentes terapéuticos novedosos para atacar la enfermedad en sus diferentes

fases.
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Con base en las consideraciones mencionadas anteriormente, el objetivo general del
presente proyecto consiste en obtener nuevos agentes bioactivos a partir de hongos selectos
de la biodiversidad fungica de México, con la finalidad de contribuir al descubrimiento de
productos naturales utiles para el desarrollo de agentes herbicidas y/o antidiabéticos, en
particular de inhibidores de las enzimas o-glucosidasas de utilidad en la condicion
prediabética y en fases iniciales de la enfermedad. Para cumplir con el objetivo principal se

plantearon los siguientes objetivos particulares:

e Obtener el material fungico a partir de un nicho ecoldgico novedoso.

e Seleccionar las especies flngicas mdas apropiadas para la obtencién de agentes
bioactivos fitotoxicos y/o inhibidores de las enzimas a-glucosidasas.

e Aislar los principios bioactivos a partir de los extractos orgdnicos de las especies
seleccionadas mediante un estudio biodirigido utilizando los mismos ensayos de
seleccion.

e Determinar la estructura molecular de los compuestos bioactivos empleando las
técnicas adecuadas. Este procedimiento probablemente conduzca al descubrimiento
de estructuras quimicas novedosas.

e Realizar los bioensayos pertinentes con la finalidad de determinar la actividad

bioldgica de los productos puros.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material fungico

5.1.1 Toma de muestras de guano de murciélago

Las muestras de guano se recolectaron en el rio subterraneo Chontalcoatlan situado
en el municipio de Pilcaya, en el estado de Guerrero, México (localizacion: 18° 38' 52" N-
99° 31' 4" W) en febrero de 2013. Se tomaron dos muestras en distintas locaciones de la
caverna utilizando una espatula estéril y de acuerdo con el procedimiento descrito por
Derewacz y colaboradores (Derewacz et al., 2014). Las muestras, etiquetadas como Gl-a 'y
Gl-b, se depositaron y transportaron en tubos de ensayo estériles para su posterior

procesamiento.

5.1.2 Tratamiento de las muestras Gl-ay G1-b

Cada muestra se resuspendio en 3 mL de agua estéril y se agitd vigorosamente en un
agitador tipo vortex; se tomaron alicuotas de 0.5 mL que se transfirieron a seis cajas Petri
estériles de 5 cm de didmetro. Se afiadi6 medio papa-dextrosa agar (PDA) a tres de las cajas
y medio agua-agar (AA) a las otras tres restantes. Ambos medios se complementaron
previamente con sulfato de estreptomicina (30 mg/L) y rosa de bengala (50 mg/L) de acuerdo
con el procedimiento descrito por Choi y colaboradores (Choi et. al., 1999). Los medios se
homogeneizaron cuidadosamente y se dejaron solidificar. Se incubd a temperatura ambiente
con periodos normales de luz/oscuridad y bajo condiciones aerobias durante dos semanas o

hasta observar el crecimiento de colonias fingicas.

5.1.3 Obtencion de cultivos axénicos

Las colonias fungicas se separaron cuidadosamente utilizando un asa microbiologica
estéril bajo condiciones asépticas. Cada colonia aislada se transfirié a medio PDA en cajas
Petri de 5 cm y se identificé con una clave alfanumérica (Gl-al, G1-bl, etc.). Las colonias

aisladas se dejaron en incubacion durante dos semanas a T. amb. y con periodos normales de
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luz/oscuridad. Se descartaron aquellos aislamientos en donde se observara el crecimiento de
dos o0 mas especies fungicas. Los aislamientos se clasificaron a grosso modo con base en sus
caracteristicas morfologicas macroscopicas, obteniendo un total de 17 cultivos fingicos
axénicos diferentes. Los aislamientos se resembraron periodicamente en medio PDA para su

mantenimiento.

5.2 Andlisis cromatogréaficos

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se realizaron en placas de aluminio
(modo analitico) o vidrio (modo preparativo) de diferentes dimensiones recubiertas con gel
de silice 60 F2s4 de Merck® (tamafio de particula 3.5-7.0 ASTM y de 0.25 mm de espesor),
empleando las técnicas convencionales de la CCF. Como eluyente se utilizaron diversas
mezclas de disolventes organicos (hexano, CH>Cl, y CH30OH). La visualizacion de las placas
se realiz6 con una ldmpara de luz UV a 254 y 365 nm. Como agentes reveladores se utilizaron
soluciones de sulfato sérico amoniacal en 4cido sulftrico y el reactivo de Dragendorff.

Los fraccionamientos por cromatografia en columna abierta (CCA) se efectuaron en
columnas de vidrio de diversas dimensiones que se empacaron con gel de silice Kieselgel 60
de Merck® (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 ASTM) o Sephadex LH-20 de
Pharmacia-Biotech®. Como fase mévil se utilizaron diferentes sistemas de elucion. Para el
gel de silice se utilizaron mezclas binarias de polaridad creciente preparadas con hexano,
CH2Cl> o CH30H. En el caso del gel de Sephadex LH-20, se utilizaron mezclas de CH;0H
y CH2CL.

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se llevaron a
cabo en un cromatégrafo Waters® equipado con un detector UV de arreglo de fotodiodos
(PDA-2996) o en un cromatografo Waters® equipado con un PDA-2998 acoplado a un
detector de luz dispersada tras evaporacion (ELSD-2121). Los analisis se realizaron
empleando columnas de fase reversa tales como: Symmetry® (Cis, 5 um, 4.6 x 250 mm),
SymmetryPrep® (Cis, 7 pm 7.8 x 300 mm), Gemini® (Cis, 5 pm, 21.2 x 250 mm) y Gemini®
(Cis, 5 pm, 4.6 x 250 mm). Como fase movil se utilizaron diversas mezclas de agua, agua

acidificada al 0.1% con 4cido formico, CH3CN y CH30H. El manejo de los equipos y la
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adquisicion de datos se realizaron con el programa Empower version 2.0 o 3.0. Para la

modalidad preparativa se utilizé un colector de fracciones modelo FC-2152.

5.3 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se presentan sin
correccion. Los espectros de RMN se registraron en cualquiera de los siguientes equipos:
Varian Unity Inova a 500 ('H) y 125 (!3C) MHz; Bruker Avance III a 400 (‘H) y 100 ('*C)
MHz; o Varian a 400 ('H) y 100 (}3C) MHz. Se utiliz6 tetrametilsilano (TMS) como
referencia para los desplazamientos quimicos (9, reportados en ppm) y diversos disolventes
deuterados. Los espectros de masas de alta resoluciéon se generaron por el método de
ionizacion por electrospray (HRESIMS) en un espectrometro Thermo Scientific LTQ
Orbitrap XL o bien, en un espectrometro JEOL SX-102 por el método de impacto electronico
(EIMS). Los espectros de IR se obtuvieron por reflectancia total atenuada (ATR) utilizando
un espectrofotometro Perkin-Elmer 400 FT-IR. Los espectros de UV se registraron en un
espectrofotometro Shimadzu U106 en CH30H. Los andlisis de rotacion optica se realizaron
en un polarimetro Perkin-Elmer 343 a 25 °C bajo la longitud de onda de la linea D de sodio
(589 nm) en CH30H o agua. Los espectros de dicroismo circular se adquirieron en un aparato
JASCO modelo J720. Por tltimo, los analisis de difraccion de rayos X se realizaron en un
difractometro Bruker D8 Venture con una fuente de radiacion de CuKa; las estructuras se
resolvieron por el método SHELXS-2013 y se refinaron por minimos cuadrados de matriz
completa en F?. Estos andlisis se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM, en el Instituto de Quimica, UNAM,
o en la Universidad de Carolina del Norte, Greensboro, E.U.A.

5.4 Obtencion de los extractos organicos en pequefia escala

Las especies fungicas obtenidas del guano de murciélago se cultivaron en tubos
Falcon con 15 mL de medio liquido de papa-dextrosa y se incubaron en agitacion (100 rmp)
durante ocho dias a temperatura ambiente. Con los cultivos liquidos se inocularon 17

matraces Erlenmeyer de 250 mL con medio de arroz el cual se preparé con 25 g de arroz
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comercial y 60 mL de agua seguido de esterilizacion en autoclave. Los medios solidos se
incubaron durante 21 dias a temperatura ambiente con periodos normales de luz-oscuridad.
Para la extraccion de los medios solidos, los cultivos se sometieron a un proceso de
maceracion con una mezcla de CH>Cl,-CH30H 9:1 (60 mL x 3). Los extractos se filtraron
sobre papel filtro, se trataron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron a presion
reducida. Para cada extracto se realiz6 un fraccionamiento primario por medio de reparto con
20 mL de una mezcla de CH3CN-CH3OH 1:1 y hexano (20 mL x 2). Las fases de CH3CN-
CH3O0H se recolectaron y se reunieron para posteriormente concentrar el disolvente a presion

reducida. Las fracciones primarias se pesaron y se analizaron por CCD.

5.5 Estudio quimico de la especie Penicillium sp. G1-al4

5.5.1 Fermentacidn, extraccién y fraccionamiento

El hongo Penicillium sp. G1-al4 se cultivo en dos tubos Falcon conteniendo 15 mL
de medio liquido papa-dextrosa en agitacion durante ocho dias a T. amb. Los inoculos se
vertieron en dos matraces Fernbach con medio de arroz (250 g). Los medios sélidos se
incubaron a T. amb. durante 30 dias con fotoperiodos de 12/12 horas. La extraccion del medio
de cultivo se llevo a cabo tres veces empleando 500 mL de una mezcla de CH,Cl,-CH30H
(9:1). El disolvente se eliminé in vacuo para obtener 3 g de un extracto café oscuro. Se realizo
un fraccionamiento primario mediante un proceso de reparto con CH3CN-CH3O0H (1:1) y
hexano en volumenes iguales. Las fases de CH3;CN-CH30H se combinaron y se evapord el
disolvente in vacuo para obtener 1.5 g de una fraccion desgrasada. Un gramo de esta tltima
se sometio a un fraccionamiento por CCA sobre gel de Sephadex LH-20 empleando como
fase movil CH3;0OH-CH2Cl, (9:1). De este fraccionamiento se obtuvieron 5 fracciones

secundarias (F1-5).

5.5.2 Aislamiento, purificacion e identificacion de los eremofilanos 89-92

La resolucion de la fraccion activa F4 (350 mg) por CCA sobre gel de silice

empleando como fase movil un gradiente de hexano-CH>Cl> (100:0 — 0:100) y CH2Cl»-

35



PARTE EXPERIMENTAL

CH30H (100:0 — 50:50) permiti6 la obtencion de 10 fracciones (F41-x). A partir de la F41x
se aislaron 18.8 mg del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89).

Los eremofilanos 90 (4.3 mg) y 91 (10.2 mg) se purificaron a partir de la fraccion F4y
mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) de tipo preparativa con una
columna Gemini Cig (5 pm, 21.2 X 250 mm), utilizando como fase movil una mezcla de
CH30H-H;O (acidificada con 0.1% de 4cido férmico) 1:1, incrementando linealmente hasta
80% de CH30H durante 30 minutos con un flujo constante de 18 mL/min. Finalmente, a
partir de F4vn se obtuvieron 15.8 mg del eremofilano 92. Los eremofilanos 90-92 se
caracterizaron como isopetasol, sporogen AO-1 y dihidrosporogen AO-1, respectivamente,
por comparacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos con aquellos previamente

reportados en la literatura.

3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89): solido blanco cristalino
(CHCl3); pf. 193°C; [a]*p —13.68 (C 1.9, H20); UV (H20) Amax (log €) 255.2 (4.2) nm; IR
(ATR) Vinax 1650 y 3500 cm™!; "TH-RMN y 3C-RMN: ver Cuadro 5; ESIMS m/z 273 [M +
Na]" (82), 251 (61), 233 (65), 215 (100), 188 (5), 161 (4), 122 (5); HRESIMS m/z 251.1646
[M + H]" (calcd. para CisH2303, 251.1642).

Isopetasol (90): s6lido blanco amorfo; [a]*°p +68.3 (CH3Cl, ¢ 1.9). UV (CH30H) Amax
(log £) 243 (3.9), 278 (3.5) nm. 'H-RMN (500 MHz, CDCl3) 8y (ppm): 0.99 (3H, s, H-14),
1.12 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-15), 1.86 (3H, d, J= 1.3 Hz, H-13), 2.10 (3H, d, J=2.1 Hz, H-12),
2.92 (1H, d, J= 13.7 Hz, H-6), 3.59 (1H, td, J= 10.8, 4.3 Hz, H-3), 5.78 (1H, br s, H-9). 13C-
RMN 8¢ (ppm): 10.6 (C-15), 17.1 (C-14), 22.0 (C-12), 22.5 (C-13), 30.3 (C-1), 35.3 (C-2),
41.2 (C-6), 42.0 (C-5), 49.1 (C-4), 71. 6 (C-3), 127.0 (C-9), 127.7 (C-7), 143.7 (C-11), 166.6
(C-10), 192.6 (C-8). EIMS m/z: 248 [M+H]", 216 [M-H20]", 201, 161, 147, 91.

Sporogen AO-1 (91): sélido blanco amorfo; [a]*°p +217 (¢ 0.21, CH3Cl); 'H-RMN
(500 MHz, CDCl3) &u (ppm): 1.21 (3H, s, H-14), 1.25 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-15), 1.86 (3H, br
s, H-13), 3.32 (1H, s, H-6), 3.62 (1H, td, J= 10.8, 4.3 Hz, H-3), 5.11 (2H, d, J= 5.8 Hz, H-
12), 5.76 (1H, br s, H-9). *C-RMN §&¢ (ppm): 11.1 (C-15), 18.6 (C-14), 19.6 (C-13), 30.8
(C-1), 35.2 (C-2), 41.0 (C-5), 44.3 (C-4), 63.6 (C-7), 68.4 (C-6), 71.1 (C-3), 114.8 (C-12),
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121.6 (C-9), 139.6 (C-11), 163.5 (C-10), 193.6 (C-8). EIMS m/z: 271 [M+Na]*, 233, 230,
204, 189.

Dihidrosporogen AO-1 (92): sélido blanco amorfo; [a]*°p +104 (¢ 0.84, CH;0H). 'H-
RMN (300 MHz, CDCls) 81 (ppm): 1.01 (3H, s, H-14), 1.16 (3H, d, J= 6.5 Hz, H-15), 1.62
(1H, dq, = 10.5, 6.5 Hz, H-4), 1.87 (3H, br s, H-13), 3.07 (1H, s, H-6), 3.51 (1H, td, 3= 10.9,
43 Hz, H-3), 451 (1H, t, J= 3.0 Hz, H-8), 5.05 (1H, m, H-12), 5.17 (1H, br s, H-12), 5.25
(1H, br t, J = 2.0 Hz, H-9). 3C-RMN &c (ppm): 11.0 (C-15), 17.4 (C-14), 19.4 (C-13), 30.1
(C-1),35.6 (C-2), 38.6 (C-5), 43.6 (C-4), 65.4 (C-8), 65.6 (C-T), 67.9 (C-6), 71.9 (C-3), 113.8
(C-12), 119.9 (C-9), 140.9 (C-10), 142.6 (C-11). EIMS m/z: 273.14 [M+Na]".

5.6 Estudio quimico de la especie Penicillium spathulatum B35

5.6.1 Fermentacion, extraccién y fraccionamiento

El hongo Penicillium spathulatum G1-b35 se cultivo en cinco tubos Falcon con 15
mL de medio liquido papa-dextrosa en agitacion durante ocho dias a T. amb. Posteriormente,
se inocularon cinco matraces Fernbach con medio de arroz (200 g) que se incubaron a T.
amb. durante 40 dias. La extraccion del medio de cultivo se llevd a cabo exhaustivamente
con una mezcla de CH,Cl>-CH30H (8:2) mediante procesos de maceracion. El disolvente se
elimind in vacuo para obtener 16 g de un extracto negro. Se realizd un fraccionamiento
primario mediante un proceso de reparto con CH3CN-CH3OH (1:1) y hexano en volumenes
iguales. La fase de CH3CN-CH30H se evapor6 a sequedad para obtener 5.5 g de una fraccion
desgrasada, misma que fue analizada por CCD empleando como solucidon reveladora el
reactivo de Dragendorff.

5.4 g de la fraccion desgrasada se sometieron a un fraccionamiento por CCA sobre
gel de silice (700 mL) utilizando un gradiente de elucion de CH>Cl, y CH3OH
(100:0—0:100) para generar 10 fracciones (Fr 1-X). A partir de la Fr II precipité un solido
amarillento con hexano. El precipitado se separ6 por decantacion y se lavd varias veces con
el mismo disolvente. La separacion de este precipitado por medio de CLAR en el modo
preparativo, utilizando como fase mévil una mezcla de CH;CN-H20 (80:20) y una columna

de fase reversa Gemini Cis, (Sum, 21.2 x 250 mm), permitiéo el aislamiento de la
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benzomalvina A (94a, tr = 5.8; 94b, tr = 4.9) como una mezcla inseparable de
atropoisomeros (150 mg), y el asperfenamato (99, 15 mg, tr = 7.5). Por otra parte, a partir de
la Fr V (25 mg) se separaron 5 mg de la polihidroxiantraquinona halogenada novedosa 100
por medio de CCA sobre Sephadex LH-20 con CH30H- CH>Cl> (9:1) como eluyente. La
resolucion de la Fr VIII (450 mg) por CCA sobre Sephadex LH-20 con CH3;0OH- CH>Cl»
(9:1) permitio la separacion de la quinolactacina Al (95) y A2 (96) como una mezcla de
epimeros (80 mg), y de la quinolonimida (98, 20 mg). Finalmente, a partir de la Fr IX se
separd la quinolactacina B (97, 15 mg) como un racemato por medio de CCA sobre gel silice
utilizando un gradiente de elucion de CH>Cl> y CH30H (100:0—0:100). Los compuestos 94-
99 se caracterizaron mediante la comparacion de los datos espectroscOpicos y

espectrométricos con aquellos previamente reportados previamente.

Benzomalvina A (94): s6lido blanco amorfo; [a]*°p —106 (¢ 1.0, CH30H). UV (CH30H) Amax
(log €): 234 (4.3), 269 (3.9), 280 (7.8), 312 (3.5), 323 (3.4) nm. 'H-RMN (500 MHz, CDCls)
du (ppm): 3.09 (3H, s, H-27), 3.42 (1H, dd, J= 14.6, 6.9 Hz, H-20), 3.80 (1H, dd, J= 14.6,
7.9 Hz, H-20), 4.88 (1H, t, J= 7.4, H-19), 7.00- 8.33 (H arom); *C-RMN &¢ (ppm): 27.9 (C-
27), 33.1 (C-20), 58.3 (C-19), 121.7- 149.9 (C arom), 51.8 (C-18), 161.2 (C-10), 167.3 (C-
3). HRESIMS m/z: 382.1531 [M +H']".

Quinolactacina A1 (95): solido blanco cristalino; [a]*p +17.9 (¢ 0.13, DMSO). UV
(CH30H) Amax: 216, 257, 316. IR (ATR): 3197, 2964, 2934, 2876, 1693, 1063, 1546, 1518,
1464, 1421, 1269. 1218, 755, 531. 'H-RMN (500 MHz, CDCI3) 8u (ppm): 0.52 (3H, d, J=
6.6, 1'-CH3), 1.08 (3H, t, J= 7.3, H-3"), 1.51 (1H, m, H-2"), 1.69 (1H, m, H-2"), 2.10 (1H, m,
H-1"), 3.77 (3H, s, 4-CH3), 4.89 (1H, d, J= 2.5, H-3), 7.29 (1H, dd, J= 7.6, 7.5, H-7), 7.47
(1H, d, J= 8.2, H-5), 7.66 (1H, ddd, J= 8.2, 7.5, 1.4, H-6), 8.23 (1H, d, J= 7.9, H-8). 13C-
RMN 6c (ppm): 11.7 (C-3"), 12.2 (1'-CH3), 28.1 (C-2"), 36.1 (4-CH3), 36.8 (C-1"), 58.4 (C-
3), 110.7 (C-9a), 115.5 (C-5), 124.2 (C-7), 126.7 (C-8) 127.9 (C-8a), 132.3 (C-6), 140.9 (C-
4a), 164.3 (C-3a), 169.9 (C-1), 172.5 (C-9). HRESIMS m/z: 271.1436 [M +H']".

Quinolactacina A2 (96): solido blanco cristalino; UV (CH30H) Amax: 216, 257, 316. IR
(ATR): 3197, 2964, 2934, 2876, 1693, 1063, 1546, 1518, 1464, 1421, 1269. 1218, 755, 531.
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'H-RMN (500 MHz, CDCl3) 8u (ppm): 0.66 (3H, t, J= 7.3, H-3"), 0.84 (1H, m, H-2'), 0.98
(1H, m, H-2"), 1.25 (3H, d, J= 6.6, 1'-CHs), 2.10 (1H, m, H-1), 3.78 (3H, s, 4-CHs), 4.77
(1H, d, J=2.5, H-3), 7.36 (1H, dd, J= 7.6, 7.5, H-7), 7.51 (1H, d, J= 8.2, H-5), 7.62 (1H, ddd,
J=182,7.5, 1.4, H-6), 8.30 (1H, d, J= 7.9, H-8). 3C-RMN 8¢ (ppm): 11.7 (C-3"), 17.9 (1'-
CHs), 21.2 (C-2'), 36.1 (4-CHs), 36.8 (C-1'), 60.4 (C-3), 110.7 (C-9a), 115.5 (C-5), 124.2 (C-
7), 126.7 (C-8) 127.9 (C-8a), 132.3 (C-6), 140.9 (C-4a), 164.3 (C-3a), 169.9 (C-1), 172.5 (C-
9). HRESIMS m/z: 271.1436 [M +H']".

Quinolactacina B (97): sélido blanco cristalino; [a]*’p 0 (¢ 0.2, CH;0H). 'H-RMN (400
MHz, CDCI3) &u (ppm): 0.55 (3H, d, J=6.7, H-2"), 1.24 (3H, J= 6.9, 1'-CH3), 2.58 (1H, m,
H-1"),3.92 (3H, s, 4-CH3), 4.84 (1H, s, H-3), 7.50 (1H, m, H-7), 7.82 (2H, m, H-5/H-6), 8.37
(1H, m, H-8). BC-RMN &¢ (ppm): 12.7 (C-2"), 19.7 (1'-CH3), 29.6 (C-1"), 35.5 (4-CH3), 59.8
(C-3), 109.9 (C-9a), 116.5 (C-5), 124.7 (C-7), 125.9 (C-8), 127.8 (C-8a), 132.9 (C-6), 141.6
(C-4a), 164.7 (C-3a), 170.4 (C-1), 173.6 (C-9). ESIMS m/z: 257.12 [M +H']".

Asperfenamato (99): sélido blanco amorfo; [a]*°p —98.6 (¢ 0.76, CH3Cl). 'H-RMN (400
MHz, CDCls) 8y (ppm): 2.94 (2H, ddd, J=7.4, 13.7, 22.0, H-7), 3.25 (2H, ddd, J=6.7, 13.9,
33.6, H-7), 4.04 (1H, dd, J= 4.3, 11.3, H-9), 4.54 (1H, dd, J= 3.4, 11.3, H-9), 4.62 (1H, m,
H-8),4.92 (1H, g, J= 6.7, H-8'), 6.58 (1H, d, J= 6.6, NH-8"), 6.66 (1H, d, J= 6.6, NH-8), 7.2-
7.7 (m, H arom). 3C-RMN 8¢ (ppm): 37.3, 37.5, 50.28, 54.5, 65.4, 126.8-137.1 (H arom),
167.1,167.4,171.9. ESIMS m/z: 507.79 [M +H']".

2-Cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100): s6lido rojo amorfo, pf.
194 °C; R+ 0.45, silica gel 60 Fas4, CH2Cly/ CH;0H (90:10); [0]*°p +51.5, (¢ 0.007, CH;0H);
UV (CH30H) Amax (log &) nm: 218.5 (4.26), 256.5 (3.99), 308.5 (3.85) and 433 (3.5) nm; IR
(ATR) vmax 759, 1008, 1256, 1381, 1622 and 2920 cm™'; 'H-RMN y '3C- RMN: ver Cuadro
7; HRESIMS m/z 349.0457 [M+H]" (calcd para C17H1406C1 349.0473).
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5.7 lIdentificacion de los hongos copréfilos Penicillium sp. Gl-al4 y Penicillium
spathulatum G1-b35

La identificacion y clasificacion taxondémica de las especies flingicas que se
estudiaron en el presente trabajo se llevod a cabo por el Dr. Huzefa A. Raja (Universidad de
Carolina del Norte, Greensboro, E.U.A.). Para la identificacion molecular se amplificaron y
secuenciaron distintas regiones del ADN obtenido a partir de cultivos axénicos de las
especies fungicas. Las secuencias se depositaron en el GenBank y se analizaron utilizando el
programa de alineamiento de secuencias BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la
base de datos del NCBI GenBank. Una muestra de referencia de cada especie se encuentra
depositada en la coleccion fungica del departamento de Farmacia, Facultad de Quimica,

UNAM.

5.8 Evaluacion in vitro del potencial fitotdxico de los extractos organicos, fracciones y
productos puros

5.8.1 Ensayo bioautogréfico de fitotoxicidad

Se emplearon placas de vidrio de 3 x 20 cm recubiertas con gel de silice 60 F254(0.63-
0.2 mm, 230 mesh). En cada placa se aplico 1 mg de la muestra (extracto o fraccion) y se
eluyé empleando los métodos convencionales de CCD. Concluido el proceso de elucion, se
dej6 evaporar el disolvente para después cubrir la placa con 15 mL de una suspension de agar
bacteriologico al 1%. Las semillas de Amaranthus hypochondriacus y Echinocloa crus-galli
se trataron con una solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante un minuto y
posteriormente se lavaron exhaustivamente con agua destilada. Las semillas se colocaron
hasta cubrir completa y homogéneamente la superficie de agar. Las placas se incubaron en
una atmoésfera himeda a 28 °C durante 36 horas para A. hypochondriacus o 48 horas para E.
crus-galli. Después de la incubacion se determiné si existian zonas de inhibicion de la

germinacion o del crecimiento radicular de las especias vegetales.
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5.8.2 Ensayo de fitotoxicidad en caja Petri

La actividad fitotoxica de los extractos organicos y de los metabolitos aislados se
evaluo sobre la germinacion y el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crus-galli
mediante un bioensayo en caja Petri. Para ello, se prepararon soluciones de los extractos
organicos (50, 100, 150, and 200 pg/mL) y de los compuestos puros (25, 50, 75, and 100
png/mL) en una suspension de agar al 2%. Cinco mL de las distintas diluciones preparadas en
agar se vertieron sobre cajas Petri de 5 cm de diametro. Posteriormente, se colocaron de 10
a 20 semillas sobre la superficie del agar. Cada experimento se realizé por triplicado y se
utilizo tricolorina A y glifosato (Sigma®) como controles positivos. Las cajas se incubaron
a 28 °C en una atmosfera humeda durante 36 horas para A. hypochondriacus o 48 horas para
E. crus-galli. Transcurrido el periodo de incubacion, se midio la longitud de las radiculas
(mm) y se compar6 contra el control negativo (CH30OH). El porcentaje de inhibicion del

crecimiento radicular se calcul6 con la siguiente formula:

e e Lc - Lt
% de Inhibicién = (L—) x 100
C

Ecuacién 1

donde L. es la longitud promedio de las radiculas del control negativo y L es la longitud de
las semillas tratadas con el compuesto de prueba o el extracto. Los valores de concentracion
inhibitoria media (ICso) se calcularon mediante un ajuste lineal basado en el porcentaje de

inhibicidn del crecimiento radicular.

5.9 Evaluacién in vitro de la actividad inhibitoria de los extractos organicos, fracciones

y productos puros sobre las enzimas a-glucosidasas

Para determinar la actividad inhibitoria sobre las a-glucosidasas de los extractos,
fracciones o metabolitos aislados se utilizd un bioensayo espectrofotométrico en placas de
96 pozos con dos tipos de enzimas, la o-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (Sigma®),

o bien, un extracto enzimatico obtenido a partir de intestino de rata (Rivera-Chavez, et al.,
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2015). En el caso de la a-glucosidasa de levadura, la enzima se prepar6 a una concentracion
de 1 U/mL en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, 100 mM, pH 7). Para la preparacioén
del extracto enzimatico de mamifero, 40 mg de polvo liofilizado de intestino de rata (Sigma®)
se resuspendieron en 1 mL de PBS, se centrifugd a 6400 rpm por 10 minutos y se recupero
el sobrenadante. Los extractos, fracciones y compuestos puros se pesaron en tubos Eppendorf
y se disolvieron en CH30H. Se colocaron alicuotas de 0-10 puL de las soluciones de prueba
en los pozos y se incubaron durante 10 minutos con 10 pL de la solucion de a-glucosidasa
de levadura o con 20 uL del extracto enzimatico de rata. Posteriormente, se adicionaron 10
uL de una solucién de p-nitrofenol-a-D-glucopiranésido (pNPG, 5 mM para o-glucosidasa
de levadura y 10 mM para extracto enzimatico de rata) preparada en PBS. El volumen final
de reaccion se ajust6 a 100 puL por pozo con PBS. Se realiz6 la primera lectura de absorbancia
(to) a 405 nm con un lector de placas de 96 pozos BioRad® 680. Se incubé durante 20 minutos
a 37 °C y posteriormente se realiz6 la segunda lectura de absorbancia (t20). Se realizaron tres
réplicas por experimento y se utilizd acarbosa (Sigma®) como control positivo. Para el
control del equipo, asi como para la adquisicién y manejo de los datos se utiliz6 el programa
MicroPlate Manager 6. El porcentaje de inhibicion de la actividad enzimaética se calcul6 en

comparacion con un blanco (enzima sin inhibidor) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Agos m

% de Inhibicién = (1 - > x 100

405

Ecuacién 2

donde A4os m es la absorbancia corregida de la muestra (A4os t20 —Ados to) ¥y A4os b es la
absorbancia corregida del blanco. La concentracion de muestra necesaria para inhibir el 50%
de la actividad enzimatica, es decir, la concentracion inhibitoria media (Clso), se calculod

mediante un ajuste no lineal empleando la siguiente ecuacion:

B
% de Inhibicién = — =

1+(ﬁ)

Ecuacioén 3

42



PARTE EXPERIMENTAL

donde Pmax es el porcentaje méximo de inhibicion, | es la concentracion de inhibidor, Clso es
la concentracion inhibitoria media y S es el grado de cooperatividad. El analisis de los datos

y el célculo de la Clsg se realizaron con el programa Origin 8.0

5.10 Estudios in vivo

5.10.1 Animales de experimentacion

Para los experimentos in vivo se utilizaron ratones machos de la cepa ICR de un peso
aproximado de 20-25 g, adquiridos de Envigo RMS S.A. de C.V. Los animales se
mantuvieron bajo condiciones estandar de laboratorio (temperatura 21 + 2 °C, alimento y
agua ad libitum, 70-80% de humedad relativa y ciclos de 12 h /12 h de luz/oscuridad) de
acuerdo con los lineamientos establecidos en la NOM-062-ZO0O-1999. Los protocolos de
experimentacion utilizados en el presente trabajo fueron aprobados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL, Facultad de
Quimica, UNAM) con las claves FQ/CICUAL/132/16 y FQ/CICUAL/136/16.

Los animales se privaron de alimento cuatro horas previas al desarrollo de los
experimentos con acceso libre al agua. Para la administracion de los tratamientos se utilizd
solucién salina isotonica comercial (cloruro de sodio al 0.9 %, Pisa®) como vehiculo (VEH)
y se empled un control positivo apropiado para cada experimento. Las muestras de sangre se
obtuvieron de la vena caudal a través de una pequeiia incision en la cola. Al concluir los

experimentos, los animales se sacrificaron mediante hipoxia en una camara de COx.

5.10.2 Induccidn de hiperglucemia en ratones

La induccién experimental de hiperglucemia se llevd a cabo mediante la
administracién por via intraperitoneal (i.p) de nicotinamida (NA, 50 mg/kg; Sigma®) a
ratones normoglucémicos con ayuno previo de cuatro horas. Quince minutos después, se
administré por via i.p. una dosis de estreptozotocina (STZ, 120 mg/kg; Sigma®) disuelta en
solucion amortiguadora de citratos (100 mM, pH 4.5). Ambas soluciones fueron
administradas a razon de 0.1 mL/10 g de peso. Siete dias después de este tratamiento, se

determinaron los niveles de glucosa en sangre empleando el método enzimatico de la glucosa
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oxidasa utilizando un glucémetro comercial (One Touch Ultra 2®). Se consideraron como

animales hiperglucémicos aquellos que presentaron niveles superiores a los 200 mg/dL

(Maciello et al., 1998).
5.10.3 Prueba oral de tolerancia a la sacarosa

Las pruebas conducentes a establecer la eficacia preclinica de la benzomalavina A
(94) como un agente antihiperglucémico se basaron en modelos ampliamente descritos en la
literatura utilizando ratones sanos e hiperglucémicos (NA-STZ). Todos los tratamientos se
administraron por via intragastrica (p.0.) usando sondas de acero inoxidable (3.0 x 0.3") a
razén de 0.2 mL/10 g de peso. Se utilizaron 30 animales que se dividieron en cinco grupos
(n = 8). Al primer grupo se le administr6 el vehiculo (VEH), al segundo, el control positivo
acarbosa (5.0 mg/kg) y a los grupos restantes, se les administrd una suspension de
benzomalvina A (94) a las dosis de 3.2, 10.0 y 31.6 mg/kg. Treinta minutos después de la
administraciéon de los tratamientos, se administré una carga de sacarosa p.0. (3.0 g/kg).
Posteriormente, se midieron los niveles de glucosa en sangre a las 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 h. Se

determind el porcentaje de variacion de glucemia utilizando la siguiente ecuacion:

G
% de Variacién de glucemia = (G—l) x 100
t

Ecuacién 4

donde Gi es la glucemia basal (0 horas) y Gt es la glucemia a los distintos tiempos de muestreo

(Ovalle-Magallanes et al., 2015).
5.10.4 Evaluacién de la actividad antihiperalgésica de la benzomalvina A (94)

El efecto antihiperalgésico de la benzomalvina A (94) se establecié mediante el
modelo de la formalina en ratones hiperglucémicos (NA-STZ) de acuerdo con los protocolos

previamente descritos (Sakurada et al., 1995). Los animales de experimentacion se colocaron

en un cilindro abierto de acrilico transparente de 20 x 40 cm durante 30 minutos a 25 °C.
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Luego de la adaptacion, los animales recibieron por via intraplantar (i. pl.) 40 uL de una
suspension de benzomalvina A (94) a las dosis de 3.2, 10 o 31.6 pg/pata, el control positivo
gabapentina (GBP, 31.6 pug/pata) o el vehiculo (VEH). Los animales se colocaron
nuevamente en el cilindro. Treinta minutos después de los tratamientos, los ratones recibieron
40 uL de una solucion de formaldehido (1.0%) en la misma pata y se regresaron al cilindro
para su observacion. El comportamiento hiperalgésico inducido por la formalina se
determin6é como el tiempo que ocupa el animal en lamer o morder la pata inyectada por
periodos de 5 minutos durante 30 minutos. Se calculd el area bajo la curva (ABC) para el
curso temporal total (0-30 min) y para los cursos temporales en la primera fase (0-10 min) y
la segunda fase (10-30 min) utilizando la regla de los trapezoides de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

tn

e S0+ (1Y 0

to

Ecuacién 5

donde los subindices 0, i, j, n, representan los tiempos de lamida (t) alos 0, 5, 10, ... N minutos

de medicion.

5.10.5 Andlisis estadisticos

Los resultados de los experimentos in Vivo esta expresados como el promedio =+ el
error estandar de la media (EEM) del porcentaje de variacion de glucemia o del area bajo la
curva considerando una n = 6. Las diferencias significativas (*p < 0.05) entre los tratamientos
se calcularon con el programa GraphPad Prism 6.0, usando un andlisis de varianza

(ANADEVA) y alguna prueba post hoc (Dunnett o Bonferroni).

5.11 Estudios computacionales

5.11.1 Preparacion de las estructuras

Las estructuras de los todos los compuestos estudiados se construyeron y

minimizaron con el programa Spartan'l0 (Wavefunction Inc.). Se realiz6 una busqueda
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conformacional con el mismo programa, utilizando un campo de fuerza de mecanica
molecular (MMFF). Los conférmeros obtenidos se minimizaron y optimizaron en el
programa Gaussian 09 (Gaussian Inc.) por medio de la Teoria de Funcionales de la Densidad
(DFT) con un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP o B3LYP/6-311+G(2d,p), segun
corresponda. Las estructuras optimizadas sirvieron como base para los calculos tedricos de
rotacion optica, dicroismo circular, desplazamientos quimicos, o bien, para los estudios de

acoplamiento molecular.

5.11.2 Célculos teodricos de rotacion oOptica, dicroismo circular y desplazamientos

quimicos de *H y 13C

Para cada molécula se realizd una seleccion de conféormeros considerando una
ventana energética de 0 a 5 kcal/mol con respecto al AG. Los valores de AG se obtuvieron
con el programa Gaussian 09 a partir de los célculos de frecuencia vibracional como la suma
de las energias electronica y térmica. Posteriormente, se calculd la fraccion molar
correspondiente a cada conformero dentro de la poblacion total mediante la distribucion de
Boltzmann utilizando el programa FracMol.

Los valores de rotacion oOptica se calcularon para cada conférmero utilizando el
programa Gaussian 09 bajo un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP. El valor de rotacion optica
para una molécula dada se determind con base en la distribucioén poblacional de conféormeros

de acuerdo con la siguiente expresion:

[@leate = ini [l

i=1

Ecuacion 6

donde M es el numero total de conféormeros considerados, ni es la fraccion molar del iésimo
conformero, [ac]i es el valor de rotacion Optica del iésimo conformero y [a]calc €s el valor de
rotacion Optica calculada para la molécula en cuestion.

Los espectros de dicroismo circular se calcularon a partir de las fuerzas de rotacion

dipolares (Rvelocity) y de las energias de excitaciéon (nm) obtenidas con el programa Gaussian
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09, utilizando la teoria de funcionales de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT) bajo
un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP. Se consideraron 15 estados excitados para cada
conformero y una vez determinada la distribucion poblacional, se construyo6 la grafica de Ae

vs A con base en la siguiente ecuacion (Nugroho y Morita, 2014):

A _ 1 y 1 Z R [( o— al-)z]
(0= 7206 x 10~ ag vz L. i€ Ao
l

Ecuacién 7

donde o es el nimero de onda (cm™), Ac es la mitad del ancho de la banda a la altura 1/e
del pico, y oi y Ri son el nimero de onda de excitacion y la fuerza de rotacion en el iésimo
estado, respectivamente.

Por tltimo, los célculos de los desplazamientos quimicos de 'H y '3C se realizaron
con el programa Gaussian 09 bajo un nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p) utilizando el
método GIAO (Gauge-independent atomic orbitals). Se determinaron las constantes de
desplazamiento isotropicas (o) de cada nucleo con base en la distribucién poblacional de

conférmeros de acuerdo con la siguiente expresion:

M
Ocalc = Z n; [O']i

=1

Ecuacion 8

donde M es el nimero total de conformeros considerados, ni es la fraccion molar del iésimo
conformero, i es el valor de la constante de desplazamiento isotropica del iésimo
conformero y Gealc €s el valor de la constante isotrdpica para un determinado nucleo en la
molécula. Posteriormente los valores de ccalc se escalaron a ppm (¢écaic) de acuerdo con las

siguientes expresiones:

32.0216 — 0,qc b s _ 181.9576 — Ocqc
1.0674 ) 8¢ cate = 1.0368

Ecuaciones 9ay 9b

a) 8y caic =
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donde M calc Y & calc son los desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 1*C, respectivamente

(Lodewick et al., 2012).

5.11.3 Estudios de acoplamiento molecular

Las estructuras cristalograficas de las proteinas utilizadas en los estudios de
acoplamiento molecular se obtuvieron del Protein Data Bank (PDB). Se utiliz6 la isomaltasa
de Saccharomyces cerevisiae (PDB: 3A4A), el dominio N-terminal de la sacarasa-isomaltasa
humana (PDB: 3LPP), el dominio N-terminal de la maltasa-glucoamilasa humana (PDB:
2QMJ) y el dominio C-terminal de la maltasa-glucoamilasa humana (PDB: 3TOP). Las
proteinas se prepararon en el programa AutoDock Tools 1.5.6 (ADT,
www.mgtools.scripps.edu), donde se adicionaron todos los 4&tomos de hidrégeno y las cargas
de Kollman.

Por otra parte, los ligandos evaluados en los estudios de acoplamiento molecular,
previamente optimizados por DFT, se prepararon con el programa ADT afiadiendo las cargas
atomicas de Gasteiger-Marsilli y estableciendo los dngulos de torsion.

Una vez preparadas las proteinas y los ligandos, se llevaron a cabo los estudios de
acoplamiento molecular (docking) utilizando el programa AutoDock Vina 1.1.2 (Trot y
Olson, 2010) bajo los parametros de exhaustividad y nimero de poses del propio programa.
Inicialmente se realizd un estudio ciego usando una caja (gridbox) del tamaiio de la proteina
completa con la finalidad de determinar los sitios de interaccion de menor energia. Una vez
determinada la posicion de menor energia, se realizé un refinamiento de los resultados con
un gridbox de menor tamafio centrado en el ligando. Los resultados obtenidos de cada
docking se analizaron con los programas ADT, PyMol (www.pymol.org) y LigPlot Plus

(www.ebi.ac.uk).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencion del material fungico

El presente trabajo se desarroll6 en el marco de un proyecto de investigacion que
tiene por objetivo describir metabolitos secundarios biodindmicos a partir de especies
fungicas selectas. El estudio comenz6 con la obtencion del material fungico a partir de
muestras de guano que fueron recolectadas en el rio subterraneo Chontalcoatlan. El
tratamiento adecuado de dichas muestras, permitid la obtencion de diversos cultivos

fingicos axénicos (Figura 7), los cuales sirvieron como punto de partida para la seleccion

de aquellos con actividad bioldgica.

bl5 b25 b26 b29 b34 B35

Figura 7. Cultivos fingicos axénicos obtenidos a partir de las muestras de guano de

murciélago Gl-a y G1-b.

6.2 Seleccidn de las especies fungicas

Los microorganismos se cultivaron en pequena escala en un medio sélido a base de
arroz (25 g) durante 21 dias. Para la obtencioén de los extractos orgédnicos, se emplearon

procesos de maceracion y reparto con disolventes organicos. Posteriormente, se llevo a
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cabo la seleccion de las especies fingicas con base en los rendimientos, la complejidad
cromatografica, asi como la actividad bioldgica de los extractos obtenidos (Cuadro 4). Para
evaluar la actividad fitotdxica, se emplearon los bioensayos de inhibicion del crecimiento
radicular y la germinacion sobre las especies vegetales Amaranthus hypochondriacus L. y
Echinocloa crus-galli (L.) Beauv. Por otra parte, para evaluar la actividad inhibitoria sobre
a-glucosidasa, se utilizd un ensayo enzimatico espectrofotométrico con enzima de

levadura.

Cuadro 4. Rendimiento de los extractos organicos y actividad biologica

Actividad fitotoxica Actividad inhibitoria sobre
a-glucosidasa
Aislamiento Rendimiento % Inhibicidn a % Inhibicibn a = % Inhibicién = % Inhibicion a

(mg/g) 50 ppm (AH)? 50 ppm (EC)" a 50 ppm 250 ppm
Gl-a5 35.0 332 38.5 52.1 69.7
Gl-a6 130.2 41.2 12.5 58.5 61.5
Gl-a7 85.3 24.9 NA NA NA
Gl-a8 95.8 65.2 34.7 41.1 98.2
G1-a9 298.9 NA NA 41.6 58.7
Gl-al4 248.9 54.9 19.4 55.5 81.6
Gl-al6 177.6 235 29.6 63.7 56.3
Gl-al7 197.2 66.8 19.6 28.5 72.6
G1-a20 76.6 NA NA NA NA
G1-b5 4473 52.2 26.4 38.6 62.0
G1-bl1 31.8 NA NA NA NA
G1-bl5 560.4 15.2 33.6 17.6 84.6
G1-b25 523 335 48.6 NA NA
G1-b26 125.5 21.4 NA 69.1 85.7
G1-b29 143.1 NA NA NA NA
G1-b34 21.2 28.0 32.1 11.7 60.5
G1-B35 528.2 46.8 37.6 25.5 95.7

3A. hypochondriacus. ® E. crus-galli.

De acuerdo con los resultados descritos en el Cuadro 4, los aislamientos G1-al4 y

G1-b35 presentaron una actividad bioldgica prometedora y un rendimiento adecuado, por lo
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que estos se seleccionaron para su posterior estudio quimico biodirigido. Una vez
seleccionadas las especies fingicas, se prepararon los extractos en mediana escala con la
finalidad de generar la cantidad suficiente de biomasa para la obtencion de los metabolitos
secundarios bioactivos. El aislamiento y purificaciéon de los principios biodindmicos se
llevdo a cabo a través de procesos de fraccionamiento empleando las técnicas
cromatograficas convencionales. Los productos puros se caracterizaron utilizando un
conjunto de métodos espectroscopicos, espectrométricos, quirdpticos y computacionales.
Los resultados obtenidos en esta investigacion se encuentran integrados en dos
partes; la primera comprende los resultados referentes al estudio quimico de la especie
Penicillium sp. Gl-al4 como fuente potencial de agentes fitotoxicos, mismos que se
publicaron en el Journal of Natural Products (Del Valle et al., 2015). La segunda parte,
describe el estudio quimico y farmacoldgico de Penicillium spathulatum B35 con miras a la
obtencion de agentes inhibidores de las a-glucosidasas; los resultados correspondientes se
integraron en un segundo articulo publicado en la revista Planta Medica (Del Valle et al.,
2016). De forma adicional, en los Anexos A-5 a A-7 se describen brevemente otros
resultados, producto del estudio quimico de otras especies que se aislaron en el presente
trabajo, pero cuyos metabolitos no demostraron un efecto importante como herbicidas o

como inhibidores de a-glucosidasas, o bien son considerados micotoxinas.

6.3 Estudio de la especie Penicillium sp. G1-al4
6.3.1 Identificacién molecular de la especie fingica

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del hongo Gl-al4 (Figura 8)
permitieron determinar que la especie pertenece al género Penicillium (Trichocomaceae,
Eurotiales, Eurotiomycetes, Ascomycota) [Visagie et al., 2014]. Para la identificaciéon a
nivel molecular, en primer lugar se realizo la extraccion del ADN a partir de cultivos del
hongo G1-al4 en medio PDA. Se amplificaron y secuenciaron las regiones ITS1 y 2, el
ADN ribosomal 5.8S, y las regiones D1 y D2 de la subunidad ribosomal grande (LSU,
28S), empleando técnicas ampliamente descritas (Raja et al., 2015). El analisis BLAST de
las secuencias ITS y LSU, indic6 que la cepa Gl-al4 tiene similitud con las siguientes

especies del género Penicillium seccion Citrina: P. copticola (GenBank JN617685,

51



RESULTADOS Y DISCUSION

coincidencias = 364/386, 94%); P. terrigenum (GenBank JN617684, coincidencias =
364/386, 94%); P. roseopurpureum (GenBank AF455437, coincidencias = 364/386, 94%);
y P. sanguifluum (GenBank JN617689, coincidencias = 359/386, 93%).

Figura 8. Cultivo axénico de dos semanas en medio PDA de Penicillium G1-al4.

6.3.2 Estudio quimico biodirigido

El extracto organico obtenido a partir del cultivo en pequena escala de la especie
Penicillium sp. G1-al4 inhibié de manera importante el crecimiento y la germinacion de las
semillas de A. hypochondriacus y E. crus-galli. Asimismo, este efecto se confirmoé con el
ensayo bioautografico de fitotoxicidad. Como se puede apreciar en la Figura 9, el
cromatograma resultante presentd zonas de inhibicion del crecimiento radicular y la
germinacion, indicando que el extracto organico de esta especie contiene metabolitos
secundarios fitotoxicos.

El fraccionamiento biodirigido del extracto organico en mediana escala condujo al
aislamiento de un sesquiterpenoide reportado por primera vez en la literatura el cual se
caracterizd como el 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89); ademas se
obtuvieron tres eremofilanos conocidos identificados como el isopetasol (90), el sporogen
AO-1 (91) y el dihidrosporogen AO-1 (92). La comparacion de los datos espectroscopicos
con aquellos reportados previamente en la literatura permitié su identificacion (Sugama, et
al., 1983; Yurchenko et al., 2013; Le et al., 2013). Los espectros de los productos 92-94 se

encuentran en los Anexos A-13 a A-18 del presente documento.
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Figura 9. Bioautografia del extracto organico de Penicillium sp. G1-al4 contra

Amaranthus hypochondriacus (A) y Echinocloa crus-galli (B).

90 RIZH,RZZH
93 Rl :COCH3 ,RZZOH

\OH

HO" HO"

92

Figura 10. Estructura quimica de los metabolitos secundarios aislados de la especie

Penicillium sp. G1-al4.
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6.3.3 Elucidacion estructural del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89)

El compuesto 89 se aislo como un so6lido cristalino Opticamente activo, soluble en
CH2Cl,, CH30H y poco soluble en agua. Su formula molecular se establecid por
espectrometria de masas (HRESIMS) como Ci5H2203. El andlisis de los espectros de RMN
de 'H y 1*C (Cuadro 5, Figura 11 y 12) indicé la presencia de dos metilos, dos metilenos,
dos metilos sobre doble ligadura, dos metinos base de oxigeno y una cetona a,p-insaturada.
Estas caracteristicas espectroscopicas sugirieron que el compuesto 89 es el derivado
desacetilado del 3-acetil-9,7(11)-dien-6a-hidroxi-8-oxoeremofilano  (93), descrito
previamente por Huang y colaboradores a partir de la especie Penicillium sp. BL27-2
(Huang et al., 2008). Las principales diferencias que se encontraron entre los espectros de
89 y 93 fueron las sefiales para H-3 y C-3, que en 89 se encontraron desplazadas
diamagnéticamente. Las correlaciones observadas en los espectros bidimensionales COSY
y HMBC (Figura 13A), ademds de un analisis por difraccion de rayos X (Figura 13B),
permitieron establecer inequivocamente la estructura del compuesto 89.

Como se observa en la Figura 13B, el anillo de ciclohexenona adopta una
conformacion de sobre, mientras que el anillo de ciclohexano muestra una conformacion de
silla. Ademas, se observan los dos grupos hidroxilo en C-3 y C-6 orientados en la misma
direccion sugiriendo que la configuracion de los centros estereogénicos del producto 89
podria ser 3R,4R,5R,6R o 3S,4S,55,6S. Asimismo, las correlaciones observadas en el
experimento NOESY (Figura 14) confirmaron la orientacion relativa de los protones H-3 y
H-6. Los espectros bidimensionales se encuentran en los Anexos A-8 a A-11 del presente

documento.
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Cuadro 5. Datos espectroscopicos del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89)

Posicién dc, tipo? SH, (mult, J en Hz)P HMBC NOESY

1 31.8, CHz 241, m 2,5,3,9,10 2,3,9,14
2.50, m

2 35.5, CH2 2.05, m 1,3,4,10
1.45, m

3 72.0, CH 3.56,td (4.1, 10.9) 1,2,4,15 2,14,15

4 41.7, CH 2.14, m 2,3,5,6,14,15

5 47.1,C -

6 73.0, CH 4.70, s 1,4,5,7,8, 11, 13, 14, 15

14

7 133.3,C -

8 193.2,C -

9 125.8, CH 5.74,d (1.6) 1,5,7,11 1

10 166.0, C -

11 147.0, C -

12 23.0, CH3 2.07,s 6,7,8,11,13

13 21.9, CH3 1.95,s 7,8, 11,12

14 18.0, CH3 1.08, s 4,5,6,10,11

15 10.4, CH3 1.10, d (6.7) 3,4,5

4100 MHz. ®400 MHz. Adquiridos en Metanol-ds. Desplazamientos quimicos (8 en ppm).
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Figura 11. Espectro de 'H-RMN del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89, Metanol-ds, 400 MHz).
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Figura 12. Espectro de '>*C-RMN del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89, Metanol-ds, 100 MHz).
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Figura 13. A) Correlaciones observadas en los espectros bidimensionales COSY (barras

azules) y HMBC (flechas rojas). B) Estructura cristalografica del compuesto 89.

Figura 14. Estructuras de minima energia de los dos posibles enantiomeros 3R,4R,5R,6R

(A) y 35,4S,5S,6S (B) del producto natural 89.

Con la finalidad de determinar la configuracion absoluta de los centros
estereogénicos del compuesto 89, se realizd la comparacion del espectro de dicroismo
circular (DC) experimental del producto natural con los espectros calculados para los
enantiomeros 3R,4R,5R,6R y 35,45,5S,6S. Para el calculo de los espectros tedricos, en
primera instancia, se realizo un analisis conformacional de ambos enantiomeros mediante el
protocolo de Monte Carlo, utilizando el programa Spartan'l0. Todos los conférmeros
obtenidos se optimizaron geométricamente por DFT con un nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP empleando el programa Gaussian'09. Después de la optimizacion, se
calcularon los espectros de DC mediante Teoria de Funcionales de la Densidad

Dependiente del Tiempo (TD-DFT) bajo el mismo nivel de teoria.
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Los resultados obtenidos de los calculos tedricos indican que el espectro para el
enantiomero 3R,4R,5R,6R muestra un buen ajuste con el espectro experimental de 89, el
cual presenta dos efectos Cotton negativos y uno positivo en 218, 287 y 252 nm,
respectivamente (Figura 15). Por otra parte, el espectro calculado para el enantiomero
35,45,55,6S es exactamente opuesto al experimental, y presenta dos efectos Cotton
positivos y uno negativo en 214, 302 y 254 nm, respectivamente. Con base en estos
resultados, la configuracion absoluta del compuesto 89 se establecié como 3R,4R,5R,6R. Es
importante mencionar que en el trabajo de Huang y colaboradores no se determiné la
configuracion absoluta del derivado acetilado de 89, por lo que, una de las principales
contribuciones de este trabajo radica en la determinacion de la configuracion absoluta de

derivados del isopetasol (90).

30 - ——calc_RRRR

25 - —=— calc_SSSS

....... Experimental

-20

25
Longitud de onda (nm)

Figura 15. Comparacion del espectro experimental de DC de 89 (negro) con los calculados

por TD-DFT para los enantiomeros 3R,4R,5R,6R (r0jo) y 3S,4S,5S,6S (azul).

6.3.4 Evaluacion de la actividad fitotdxica de los eremofilanos 89-92

La actividad fitotoxica del extracto organico y de los metabolitos aislados del hongo

Penicillium sp. G1-al4 fue evaluada sobre el crecimiento radicular y la germinacion de A.
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hypochondriacus y E. crus-galli mediante un bioensayo en caja Petri. Los resultados
obtenidos de este estudio indicaron que los eremofilanos 91 y 92 inhibieron de manera
significativa (p < 0.05) el crecimiento radicular y la germinacion de las semillas de A.
hypochondriacus (Figura 16) y E. crus-galli. El eremofilano 89 no inhibi6 el crecimiento
de ninguna de las dos semillas en concentraciones arriba de 1 mM. Por otra parte, no se
determind la actividad fitotoxica del eremofilano 90 debido a la escasa cantidad obtenida de
muestra. En el Cuadro 6 se resumen los valores de ICso del extracto y de los compuestos
evaluados. Como se puede apreciar, los eremofilanos 91 y 92 inhiben la germinacion de las
semillas de manera comparable a la de la tricolorina A, un producto natural con
propiedades inhibidoras del crecimiento vegetal muy notable y que fue obtenido por vez
primera de Ipomoea tricolor (Pereda-Miranda et al., 1993). Por otro lado, el efecto
inhibitorio fue mucho mayor a la del glifosato, uno de los plaguicidas mas utilizados en

todo el mundo para el control de malezas (Seiber et al., 2014)

25 pg/mL 50 pug/mL 75 pg/mL 100 pg/mL

Figura 16. Efecto fitotoxico del compuesto 92 sobre A. hypochondriacus.

Cuadro 6. Actividad fitotoxica (Clso) del extracto y los metabolitos 91 y 92 de Penicillium
sp. Gl-al4

Clso
Compuesto A. hypochondriacus E. crus-galli
Extracto? 46.18 184.74
91P 0.17 0.17
92b 0.17 0.30
Tricolorina APC 0.10 0.03
Glifosato ¢ >250 >250

*En pg/mL. "En mM. “Control positivo.
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Es importante mencionar que otros eremofilanos, aislados de plantas y hongos, han
demostrado propiedades fitotoxicas en diferentes ensayos (Sugawara et al., 1993; Martinez-
Luis et al., 2006; Reina et al., 2012). Quizas los mas investigados por su actividad herbicida
son los que pertenecen a especies vegetales del género Ligularia y al hongo fitopatogeno
Drechslera gigantea. La mayoria de los productos activos aislados de Ligularia son de tipo
furanoeremofilano, siendo uno de los mas activos el 6f-angeloiloxi-104-
hidroxifuranoeremofilano, el cual inhibié de manera significativa el crecimiento de Lemna
paucicostata. Asimismo, se observd que este producto inhibe el transporte de electrones
durante la fotosintesis (Cantrell et al., 2007). Por otra parte, los eremofilanos aislados de
Drechslera gigantea son mas simples y guardan una mayor relacion estructural con los
aislados en el presente estudio, puesto que también son derivados del petasol. Estos
productos producen necrosis y manchas foliares en dicotiledoneas. Los efectos fitotdxicos
de estos productos fueron dependientes del grado de oxidacion de las moléculas, ya que a
mayor oxidacidn, se observo una menor actividad, sin embargo, la presencia o ausencia de
grupos epoxido no tuvo impacto en la actividad (Bunkers et al., 1990). Estos resultados
contrastan con los efectos fitotoxicos encontrados en el presente estudio, donde los
productos epoxidados fueron los mas activos. A la fecha no se ha desarrollado ningun
herbicida con este tipo de estructura, quizas por falta de estrategias de sintesis apropiadas.

En resumen, el estudio quimico biodirigido de la especie fungica Penicillium sp.
Gl-al4, condujo al aislamiento de un eremofilano novedoso (89) cuya estructura se elucidéd
empleando diversas técnicas. Ademads, se aislaron los eremofilanos isopetasol (90),
sporogen AO-1 (91) y dihidrosporogen AO-1 (92). Los compuestos 91 y 92 mostraron un
gran potencial como agentes fitotoxicos sobre las malezas A. hypochondriacus y E. crus-
galli, las cuales, de acuerdo con la FAO, se encuentran dentro de las principales especies
causantes de pérdidas agricolas en el mundo (www.fao.org). Estos resultados representan
una contribucion original al estudio de las especies fungicas del género Penicillium seccion

Citrina.
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6.4. Estudio de la especie Penicillium spathulatum B35

6.4.1 Identificacién molecular de la especie fungica

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del hongo G1-B35 (Figura 17)
permitieron determinar que la especie pertenece al género Penicillium (Trichocomaceae,
Eurotiales, Eurotiomycetes, Ascomycota) [Visagie et al., 2014]. Para la identificacion
molecular se amplificaron y secuenciaron las regiones ITS 1 y 2 y el ADN ribosomal 5.8S,
empleando técnicas previamente descritas (Raja et al., 2015). De acuerdo con el analisis
BLAST, la cepa B35 tuvo similitudes con las secuencias ITS de P. spathulatum [GenBank
JX313157 (CBS 116972); coincidencias = 493/494 (99%)] y P. spathulatum [GenBank
JX313162 (CBS 116977); coincidencias = 492/494 (99%)].

Para la identificacion a nivel de especie, se amplifico y secuencio el gen RPB2
(polimerasa ribosomal). El andlisis de alineamiento BLAST indicd que este gen tiene una
similitud del 97% con P. spathulatum [GenBank JN406636 (CBS 117192); coincidencias =
686/707 (97%)]. Para el andlisis filogenético se reconstruyd una matriz de datos de
secuencias de RPB2 empleando aquellas descritas previamente para P. sapthulatum
(Frisvad et al., 2013). Este analisis se llevo a cabo por el método de maxima verosimilitud,
indicando que la cepa G1-B35 forma un grupo monofilético con la cepa de P. spathulatum
(CB 117192) dentro de la seccion Brevicompacta (Figura 18). Asi, con base en estos
resultados, se concluyd que la especie G1-B35 es Penicillium spathulatum Frisvad &
Samson. Las secuencias se depositaron en el GenBank con las claves ITS: KX156615;

RPB2: KX138224 y KX138225.
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Figura 17. Arbol filogenético obtenido por maxima verosimilitud (-InL = 11316.32)
mediante el andlisis de una matriz de datos de 50 secuencias de RPB2 (1014 bp). Los
valores de remuestreo (bootstrap) del ML se representan en los internodos (solo se
muestran valores > 70%). Talaromyces flavus (CBS 310.38) se utiliz6 como un grupo

externo.
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Figura 18. Cultivo axénico de dos semanas en medio PDA de Penicillium spathulatum G1-
B35.
6.4.2 Estudio quimico biodirigido

El hongo Penicillium spathulatum B35 se seleccioné como fuente potencial de
inhibidores de a-glucosidasas con base en los resultados obtenidos en el ensayo in vitro
descrito en la Parte experimental. El extracto organico presentd un efecto inhibitorio sobre
la actividad hidrolasa de la a-glucosidasa de levadura de forma dependiente de la
concentracion con una Clso de 56.5 pg/mL. Una vez seleccionado el hongo P. spathulatum
B35, se procedi6 a la obtencion del extracto organico en mediana escala. El
fraccionamiento de éste permitié el aislamiento de la benzomalvina A (94), las
quinolactacinas A1 (95), A2 (96), y B (97), la quinolonimida (98), el asperfenamato (99) y
una polihidroxiantraquinona halogenada novedosa (100) [Figura 19].

Los compuestos 94-97 y 99 se caracterizaron con base en la comparacion de sus
datos espectroscopicos y espectrométricos (Anexos A-21 a A-31) con aquellos reportados
previamente (Sun et al, 1994; Sun et al., 1995; Takahashi et al., 2000, Kim et al., 2001,
Yuan et al., 2010). Los espectros de RMN de 'H y '°C de la benzomalvina A (94) pusieron
de manifiesto una mezcla de senales atribuible a la presencia de los conféormeros 94a y 94b.
Cabe recalcar que la separacion de estos fue imposible mediante las técnicas
cromatograficas convencionales debido a la rapida interconversion que sufren en solucion.
El comportamiento conformacional dinamico de la benzomalvina A (94) fue ampliamente

estudiado por Sugimori y colaboradores, indicando que la mezcla de conférmeros 94a y
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94b alcanza un equilibrio después de algunas horas de permanecer en solucién (Sugimori et

al., 1998).

929 100

Figura 19. Estructura quimica de los metabolitos secundarios aislados de Penicillium

spathulatum B35.

Mediante estudios computacionales utilizando DFT a un nivel de teoria B3LYP, se
realizé la optimizacion y la minimizacion de los conféormeros obtenidos en la busqueda
conformacional de 94. Los resultados de este estudio indicaron que el conférmero mas
estable es el 94a, con un AG = 0.17 kcal/mol, mientras que para el conformero 94b el valor
calculado de energia libre fue de 0.49 kcal/mol (Figura 20). Es importante considerar que
ambos conféormeros coexisten en solucion en una proporcion de 4:2 y que estos resultados
son consistentes con lo encontrado por Sugimori y colaboradores (1998). Por otra parte,

Sun y colaboradores (Sun et al., 1995) nombraron al conférmero 94b con el nombre trivial
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de benzomalvina D, no obstante, para evitar confusioén, en el presente trabajo solo se
menciona a la benzmoalvina A (94), considerando que ambos conférmeros coexisten en

solucioén en una proporcion de equilibrada.

Figura 20. Estructuras de minima energia de los conférmeros 94a (A) y 94b (B) de la

benzomalvina A (94).

Por otra parte, los compuestos 95 y 96 se aislaron como una mezcla inseparable de
epimeros; una vez separados por las técnicas cromatograficas convencionales, estos
eventualmente se contaminaban uno con el otro. De acuerdo con Clark y colaboradores, las
quinolactacinas Al (95) y A2 (96) sufren una rapida epimerizaciéon en C-3 (Figura 21),
ademdas de ser inestables oxiddandose al producto 98 y finamente al acido quinolénico

[Clark et al.,2006].
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Figura 21. Mecanismo de epimerizacion (A) y descomposicion (B) de los productos 95 y

96 (adaptado de Clark y colaboradores).
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Las estructuras de los compuestos 95, 96 y 98 se confirmaron inequivocamente por
medio de un analisis de rayos X (Figura 22). Como se puede apreciar en la Figura 22A, la
co-cristalizacion de los epimeros 95 y 96 permitié confirmar que estos productos difieren
en la configuracion del centro estereogénico C-3 y no en C-1' como se describio
erroneamente en otros estudios (Kim et al., 2001; Zhang et al., 2003).

De manera adicional, la configuracion absoluta de los centros estereogénicos C-3 y
C-1' de los epimeros 95 y 96, se asignd por primera vez mediante la comparacion de los
espectros de DC, calculados por TD-DFT, con aquellos reportados en la literatura (Kim et
al., 2001). De acuerdo con los resultados ilustrados en la Figura 23, la configuracion de la
quinolactacina A1 (95) se asignd como 3R,1'S, mientras que la de la quinolactacina A2 (96)

como 3S,1'S.

os%’o8

A

Q

Figura 22. A) Estructura co-cristalografica de las quinolactacinas A1 (95) y A2 (96). B)

estructura cristalografica de la quinolonimida (98).
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Figura 23. Comparacion de los espectros experimentales de DC de 95 y 96 (azul) con los

calculados por TD-DFT para los epimeros 3R,1'S (rojo) y 3S,1'S (verde).

6.4.3 Elucidacion  estructural de la  2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-

trihidroxiantraquinona (100)

El compuesto 100 se separdé como un solido rojo oOpticamente activo. Su férmula
molecular se determindé como Ci7H1406Cl por medio de espectrometria de masas
(HRESIMS). La abundancia relativa (~33%) del pico [M+H+2]" con respecto a la del ion

pseudomolecular [M+H]" indic6 la presencia de un atomo de cloro. El andlisis de los
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espectros de RMN de 'H y *C (Cuadro 7, Figuras 24 y 25) permiti6 determinar la presencia
de dos grupos carbonilos conjugados, un metilo, un metileno y un grupo carbinol
secundario; ademas se observaron 12 carbonos aromaticos, tres de los cuales se
encontraban protonados. Estas caracteristicas espectroscopicas sugieren que el compuesto
100 tiene el mismo nucleo de antraquinona encontrado en la nalgiolaxina, aislada
previamente de P. nalgiovense (Birch y Stapleford, 1967). La posicion de los sustituyentes
en el nucleo de antraquinona se establecid6 por medio del andlisis de los espectros
bidimensionales COSY y HMBC (Figura 26).

La configuracion absoluta del centro estereogénico C-2' se establecid por medio de
calculos tedricos de rotacion Optica para los dos posibles enantiomeros R y S utilizando
DFT. Las estructuras de ambos enantiomeros se construyeron con el programa Spartan'l0.
Se realizd6 un analisis conformacional empleando el protocolo de Monte Carlo; los
conférmeros resultantes se optimizaron y minimizaron con un nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP en el programa Gaussian 9. Posteriormente se calculd el valor de
rotacion oOptica de cada enantidmero bajo el mismo nivel de teoria y se compard con el
valor experimental. Los resultados indicaron que la configuracion absoluta de C-2'es S ya
que el valor experimental ([a]*’p +51.54, ¢ 0.007, CH3OH) se asemeja en signo y magnitud
al valor calculado para el enantidomero S ([a]p +48.36, CH30H), asi como al valor del
derivado deshalogenado (+)-2'S-isorhodoptilometrina (Figueroa et al., 2014), mientras que
para el enantiomero R, el valor calculado fue opuesto en signo ([a]p —52.85, CH30H).

Con la finalidad de confirmar la estructura propuesta para la antraquinona novedosa
100, se realizaron los calculos computacionales de los desplazamientos quimicos de 'H y
3C por DFT bajo un nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p). Los datos obtenidos se
compararon con los desplazamientos quimicos experimentales del compuesto 100 (Cuadro
7) indicando que la estructura propuesta es correcta (Lodewyk et al., 2012; Willoughby et
al., 2014).
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Figura 24. Espectro de 'H-RMN de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100, Acetona-ds, 400 MHz).
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Figura 25. Espectro de '*C-RMN de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100, Acetona-ds, 400 MHz).
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Figura 26. Correlaciones observadas en los espectros bidimensionales COSY (barras

azules) y HMBC (flechas rojas) para el compuesto 100.

Cuadro 7. Datos espectroscOpicos experimentales y teoricos de la 2-cloro-6-[2'(S)-

hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100).

Posicion Sc exp? c calcd® 3H exp? 8H caledP | A8 |
1 160.3 160.3 - -
2 113.9 119.1 - -
3 162.1 159.4 - -
4 108.2 107.4 7.18 7.34 0.16
4a 132.5 132.6 - -
5 120.9 121.1 7.53 7.58 0.05
6 149.8 152.5 - -
7 124.7 125.4 7.07 7.05 0.02
8 162.1 163.5 - -
8a 113.7 113.7 - -
9 190.4 189.4 - -
%9a 109.0 110.1 - -
10 181.3 182.1 - -
10a 133.0 131.6 - -
1 45.2 46.9 2.73 2.76 0.03
2 67.6 73.1 3.97 3.99 0.02
3 22.0 21.9 1.16 1.25 0.09
MAE*®=0.06

Datos en ppm

Datos experimentales obtenidos en Metanol-ds a 500 MHz para 'H y 125 MHz para *C.
®Datos calculados bajo un nivel de teoria B3LYP/6-311+G(2d,p) en CH;OH.

“Error absoluto medio de los datos experimentales contra los datos calculados.
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6.4.4 Actividad inhibitoria sobre a-glucosidasas de los compuestos aislados de P.

spathulatum B35

Todos los compuestos aislados a partir del extracto organico de P. spathulatum se
evaluaron in vitro sobre la actividad de la a-glucosidasa de levadura mediante el ensayo
descrito en la Parte experimental. Los resultados mostraron que la benzomalvina A (94), la
mezcla de epimeros 95 y 96, y los compuestos 97 y 99 inhibieron a la enzima de manera
dependiente de la concentracion (Figura 27), siendo mas potentes que la acarbosa (control
positivo). En el Cuadro 8, se resumen los valores de Clso obtenidos. Cabe hacer hincapié¢ en
que el compuesto 98, el cual en estudios previos se ha descrito como el producto de
descomposicidn de las quinolactacinas (Clark et al., 2006), no fue activo como inhibidor de
a-glucosidasa de levadura en este estudio. Esta inestabilidad quimica descartd cualquier

estudio posterior para los compuestos 95, 96 y 97, pese a su potente actividad inhibitoria.

Cuadro 8. Valores de Clso sobre a-glucosidasa de levadura de los metabolitos aislados de

P. spathulatum.

Compuesto Clso (uM)
94 3832+ 11.9
95-96 2733+7.6
97 573+1.0
99 83+0.3
Acarbosa? 659.3+31.2

4Control positivo
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Figura 27. Curvas de concentracion-respuesta del efecto inhibitorio de los compuestos 94

(A), 95-96 (B), 97, (C), 99 (D) y acarbosa (E) sobre la a-glucosidasa de levadura.

74



RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en los resultados mostrados, los compuestos 94 y 99 se evaluaron también
sobre a-glucosidasa de intestino delgado de rata empleando el ensayo in vitro descrito en la
Parte experimental. Los resultados demostraron que ambos compuestos provocan una
inhibicioén de la actividad enzimadtica de cerca del 30% a una concentracion de 630.25 y
454.01 uM, respectivamente; sin embargo, no fue posible determinar la Clso debido a la

baja solubilidad en medio acuoso de estos metabolitos.

6.4.5 Evaluacion del potencial antihiperglucémico in vivo de la benzomalvina A (94)

La benzomalvina A (94), el alcaloide producido en mayor cantidad por el
microorganismo P. spathulatum B35, fue evaluado in vivo para confirmar el efecto
inhibitorio de las enzimas a-glucosidasas mediante una prueba de tolerancia oral a la
sacarosa. El estudio se realiz6 en dos conjuntos de animales, sanos e hiperglucémicos. La
hiperglucemia se indujo a través de la administracion de nicotinamida (NA, 50 mg/kg) y
estreptozotocina (STZ, 120 mg/kg). Este tratamiento permite obtener una condicion de
hiperglucemia parecida a la que se manifiesta en la DMT2 (Masiello et al., 2006).

La benzomalvina A (94) se evalud a las dosis de 3.1, 10 y 31.6 mg/kg. Los
resultados de la prueba de tolerancia oral a la sacarosa en ratones sanos indicaron que el
compuesto 94 reduce los niveles de glucosa en sangre después de 30 minutos de la
administracion oral de una carga de sacarosa (3 g/kg) a todas las dosis evaluadas (Figura
28A); mientras que en ratones hiperglucémicos, solamente la dosis de 10 mg/kg presentd
una disminucién significativa (p < 0.05) del pico postprandial (Figura 28B). La inhibicion
del pico postprandial fue comparable a la de la acarbosa (5 mg/kg) utilizada en este ensayo

como control positivo.
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Figura 28. Efecto antihiperglucémico de la benzomalvina A (94) en ratones sanos (A) y en

ratones hiperglucémicos (B) en las pruebas de tolerancia oral a la sacarosa.

6.4.6 Estudios de acoplamiento molecular

Con la finalidad de determinar de manera teorica el probable sitio de interaccion de
los conformeros de la benzomalvina A, 94a y 94b con las enzimas o-glucosidasas, se
realizaron estudios de acoplamiento molecular (docking). Para ello, se utilizaron las
estructuras cristalograficas obtenidas del Protein Data Bank (PDB) de la isomaltasa de
Saccaromyces cerevisiae (codigo: 3A4A), la porcion N-terminal de la sacarasa-isomaltasa
humana (3LPP) y la porcion C-terminal (3TOP) y N-terminal (2QMJ) de la maltasa-
glucoamilasa humana. Como ligandos se utilizaron los conformeros de mas baja energia de
94a y 94b descritos previamente. Para realizar los estudios de acoplamiento se emplearon
los programas AutoDock Tools 1.5.6 y AutoDock Vina 1.1.2 (Trot et al., 2010.). Los
resultados indicaron que 94a y 94b se unen a la enzima isomaltasa de levadura (3A4A) en
sitios diferentes al sitio de union de la acarbosa (Figura 29). Para el atropoisomero 94a, se
observaron interacciones hidrofobicas con los aminoacidos Lys373, Gly564, Pro567 y
Lys568 y una interaccion de tipo m-mt con Phe563 y el nicleo quinazolinico de 94a (Figura
30A). Para el atropoisdmero 94b, se observaron interacciones hidrofobicas con los
aminoacidos Glu497, Phe563, Gly564, Asn565 y Lys569; y también dos enlaces de
hidrogeno con los residuos Lys373 y Lys568 (Figura 30B).
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Figura 29. Modelo estructural generado para los complejos de benzomalvina A (94a

bastones verdes y 94b bastones rojos), y acarbosa (bastones rosas) con isomaltasa de

levadura (3A4A).
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Figura 30. Modelos de interaccion de 94a (A) y 94b (B) con los residuos de 3A4A.
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Para la enzima humana 3LPP, los resultados indicaron que 94a y 94b se unen en el
mismo sitio que el inhibidor competitivo kotalanol (Figura 31A), mostrando interacciones
hidrofébicas con los residuos Leu233, Trp327, Trp435, Met473, Phe479, Arg555, Asp571,
Phe604 y Ser631 para el atropoisémero 94a; y Asp231, GIn232, Leu233, Trp327, Trp435,
Phe479, Lys509, Asp571, Phe604 y Ser631 para 94b. Por otra parte, para la enzima 2QMJ,
ambos atropoisomeros 94a y 94b se unen en el mismo sitio de la acarbosa (Figura 31B) con
interacciones hidrofébicas con los aminoacidos Tyr299, Asp327, Trp406, Asp443, Phe450,
Asp542, Arg526, Phe575, GIn603 y Tyr605 para 94a; y Asp203, Trp406, Met444, Phe450,
Lys480, Arg526, Asp542 y Phe575 para 94b. Finalmente, para la enzima 3TOP, los

resultados indicaron que solo el atropoisémero 94a se une en el mismo sitio de la acarbosa
(Figura 31C) con interacciones hidrofobicas entre Aspl157, Prol1159, Trp1369, Phel427,
Lys1460, Asp1526, Phe1559, Phe1560 y Thr1586.

Figura 31. Modelo estructural generado para los complejos de benzomalvina A (94a,
bastones verdes y 94b, bastones rojos), kotalanol (bastones amarillos) y acarbosa (bastones
rosas) con sacarasa-isomaltasa humana (A); con la porcion N-terminal de maltasa-

glucoamilasa humana (B); y con la porciéon C-terminal de maltasa-glucoamilasa humana

(C).

6.4.7 Evaluacion del potencial antihiperalgésico in vivo de la benzomalvina A (94)

Las benzomalvinas son un tipo de alcaloides bioactivos poco comunes en la
naturaleza que poseen un esqueleto unico de quinazolino-benzodiazepina. En estudios

previos se demostrd que la benzomalvina A (94) tiene actividad inhibitoria in vitro sobre la
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sustancia P con valores de Ki de 12, 42 y 43 uM en receptores de neurocinina (NK1) de
cuyo, rata y humano, respectivamente (Sun et al., 1999). Como estos receptores estan
involucrados en la transmision del dolor y en procesos inflamatorios neurogénicos, es
altamente probable que 94 tenga propiedades antinociceptivas y/o antihiperalgésicas
(Sakurada et al., 1995). Asi, para poder responder parcialmente a este cuestionamiento, se
evaludé la actividad antihiperalgésica de 94 en ratones hiperglucémicos (NA-STZ),
considerando que la hiperalgesia es una de las complicaciones neuropaticas causadas por la
DMT2.

Para este estudio se utilizd el modelo de hiperalgesia inducido por formalina. Los
distintos grupos de ratones hiperglucémicos se trataron por via intraplantar con
benzomalvina A (94) a las dosis de 3.1, 10 y 31.6 pg/pata. De acuerdo con los resultados
obtenidos en esta evaluacion, el comportamiento hiperalgésico inducido por la formalina
mostrd un patron bifasico caracteristico (Figura 32A), con una fase inicial aguda de
aproximadamente 10 minutos (fase I), posteriormente un periodo relativamente inactivo,
seguido de otra fase de actividad moderada (fase II). El tratamiento con el compuesto 94 a
la dosis de 31.6 ug/pata inhibié de manera significativa (p < 0.05) la respuesta
hiperalgésica durante la fase I (Figura 32B). Por otra parte, las dosis de 10 y 31.6 ug/pata
inhibieron la respuesta hiperalgésica durante la fase II (Figura 32C). El efecto
antihiperalgésico de 94 fue comparable con el de la gabapentina (GBP).

Con la finalidad de determinar si la actividad observada era debida a la interaccion
de 94 con receptores de benzodiazepinas GABA 4, se realizd otro experimento utilizando el
antagonista flumazenil (FLU). En éste se observd que el pre-tratamiento con FLU (6
ug/pata) no disminuye el efecto antihiperalgésico de 94 (31.6 pg/pata) durante el ensayo de
la formalina (Figura 33), indicando que su accidon no involucra a este tipo de receptores.
Evidentemente se deberan explorar otros mecanismos, incluyendo su efecto sobre los

receptores NK1 para determinar el modo de accion antihiperalgésico de este compuesto.

79



RESULTADOS Y DISCUSION

A
1501 @® VEH
i~ 4 GBP (31.6 pg/pata)
- - BZM (3.2 pg/pata)
; & gzm (10 pg/pata)
e 1007 ® BZM (31.6 pg/pata)
]
()
o
o
a 501
€
2
-
od-
0 10 20 30
Tiempo (min)
B Fase I
400007
£
£
o
—
© 200007
O
o0
<
0 -
VEH 31.6 3.2 10 31.6
L 1L ]
I LB} 1
GBP BZM (pg/pata)
(ng/pata)
C
Fase II

Figura 32. Curso temporal del comportamiento hiperalgésico inducido por la formalina

(A). Efecto antihiperalgésico de la benzomalvina A (94, BZM) sobre la fase I (B) y sobre la

fase I1 (C).
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Figura 33. Efecto antihiperalgésico de la benzomalvina A (94, BZM) con el pre-
tratamiento de flumazenil (FLU) durante la fase I (A) y la fase II (B) en la prueba de

formalina.

En resumen, la investigacion del hongo coprofilo Penicillium spathulatum, condujo
al aislamiento de una antraquinona novedosa caracterizada por técnicas espectroscopicas,
espectrométricas, quirdpticas y computacionales como la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-
1,3,8-trihidroxiantraquinona (100). Ademas, se aislaron la benzomalvina A (94) como una
mezcla inseparable y equilibrada de conférmeros 94a y 94b, las quinolactacinas A1l (95),
A2 (96) y B (97), la quinolonimida (98) y el asperfenamato (99). Todos estos alcaloides
mostraron una potente actividad in vitro como inhibidores de o-glucosidasas. Las
propiedades antihiperglucémicas de 94 se confirmaron in vivo mediante una prueba de
tolerancia oral a la sacarosa en ratones sanos e hiperglucémicos (NA-STZ). De manera
adicional, los estudios de acoplamiento molecular predijeron que los conférmeros 94a y
94b se unen con gran afinidad a las o-glucosidasas tanto de levadura como de humano.

Finalmente, se evalu6 el potencial antihiperalgésico in vivo de la benzomalvina A (94).
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7. CONCLUSIONES

Los criterios de seleccion quimiotaxondmico y ecoldgico, asi como los resultados de
las evaluaciones bioldgicas preliminares, permitieron obtener especies fingicas que
demostraron ser fuentes potenciales de agentes herbicidas o antidiabéticos.

El estudio quimico biodirigido del hongo coprofilo, Penicillium sp. G1-al4 condujo
al aislamiento del producto 89, un nuevo analogo del isopetasol (90). De manera
adicional, se obtuvieron los eremofilanos isopetasol (90), sporogen AO-1 (91) y
dihidrosporogen AO-1 (92). Los compuestos epoxidados 91 y 92 mostraron actividad
como agentes fitotoxicos sobre las malezas A. hypochondriacus y E. crus-galli. Estos
resultados contrastan con lo reportado previamente en otros eremofilanos fitotoxicos
de tipo petasol, en donde se observd que la presencia del grupo epoxido no guarda
relacion con la actividad fitotoxica.

La investigacion quimica de Penicillium spathulatum B35 condujo al aislamiento de
una antraquinona novedosa caracterizada como la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-
1,3,8-trihidroxiantraquinona (100), asi como de la benzomalvina A (94), las
quinolactacinas A1l (95), A2 (96) y B (97), la quinolonimida (98) y el asperfenamato
(99). Estos resultados son consistentes con lo reportado previamente por Frisvad y
colaboradores para la especie Penicillium spathulatum (Frisvad et al. 2013),
confirmando una vez mas, que la quimiotaxonomia es una herramienta adicional
valiosa para la identificacion de las especies del genero Penicillium.

Los resultados obtenidos en los ensayos in Vitro permitieron determinar que los
alcaloides 94-97 y 99 presentan una potente actividad como inhibidores de o-
glucosidasas.

Las propiedades antihiperglucémicas de 94 se confirmaron in vivo mediante una
prueba de tolerancia oral a la sacarosa en ratones sanos e hiperglucémicos (NA-STZ).
Los resultados indicaron que este producto natural puede constituir un prototipo
estructural novedoso para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la DMT?2.
Se confirmé que la benzomalvina A (94) tiene potencial antihiperalgésico in vivo, ya
que, en estudios previos in Vitro, se observo que este quinazolino-benzodiazepina

tiene propiedades sobre receptores involucrados con el dolor.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion representan una contribucion
original al estudio quimiotaxonomico del género Penicillium, particularmente de las
especies que pertenecen a las secciones Citrina y Brevicompacta. Asimismo, éstos
permiten confirmar que la exploracion de nichos ecoldgicos novedosos puede
conducir al descubrimiento de especies fungicas como fuentes potenciales de

compuestos bioactivos y/o novedosos.
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A-15. Espectro de '"H-RMN del sporogen AO-1 (91) (CDCls, 500 MHz).

A-16. Espectro de '*C-RMN del sporogen AO-1 (91) (CDCls, 125 MHz).

A-17. Espectro de "TH-RMN del dihydrosporogen AO-1 (92) (CDCls, 300 MHz).

A-18. Espectro de *C-RMN del dihydrosporogen AO-1 (92) (CDCls, 75 MHz).

A-19. Energias libres calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP, poblacién conformacional, y
valores teoricos de fuerzas de rotacion (Rgen)) para los conférmeros del enantidémero

3R4R5R6R de 89.
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A-20. Energias libres calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP, poblacion conformacional, y
valores teoricos de fuerzas de rotacion (Rgen)) para los conférmeros del enantidémero
354S55S6S de 89.

A-21. Espectro de 'H-RMN de la benzomalvina A (94) (CDCl3, 500 MHz).

A-22. Espectro de >*C-RMN de la benzomalvina A (94) (CDCl3, 125 MHz).

A-23. Espectro de 'H-RMN de la mezcla de quinolactacina A1 (95) y A2 (96) (CDCls, 500
MHz).

A-24. Espectro de >*C-RMN de la mezcla de quinolactacina A1 (95) y A2 (96) (CDCls, 125
MHz).

A-25. Espectro de masas (FAB+) de la mezcla de quinolactacina A1 (95) y A2 (96).

A-26. Espectro de 'H-RMN de la quinolactacina B (97) (DMSO-ds, 400 MHz).

A-27. Espectro de *C-RMN de la quinolactacina B (97) (DMSO-de, 100 MHz).

A-28. Espectro de masas (ESIMS) de la quinolactacina B (97).

A-29. Espectro de 'H-RMN del asperfenamato (99) (CDCls, 400 MHz).

A-30. Espectro de *C-RMN del asperfenamato (99) (CDCls, 100 MHz).

A-31. Espectro de masas (ESIMS) del asperfenamato (99).

A-32. Espectro COSY de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona
(100) en Acetona-de.

A-33. Espectro HSQC de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona
(100) en Acetona-de.

A-34. Espectro HMBC de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona
(100) en Acetona-de.

A-35. Espectro HMBC de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona
(100) en Acetona-de.

A-36. Espectro de 'H-RMN de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-
trihidroxiantraquinona (100) (Metanol-d4, 500 MHz).

A-37. Espectro de >*C-RMN de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-
trihidroxiantraquinona (100) (Metanol-d4, 125 MHz).

A-38. Espectro ATR-FTIR de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-

trihidroxiantraquinona (100).
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A-39. Espectro de masas (HRESIMS) de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-
trihidroxiantraquinona (100).

A-40. Desplazamientos quimicos calculados para los 18 conférmeros del enantiémero S del
producto 100 (escalados a ppm).

A-41. Desplazamientos quimicos calculados para los 18 conférmeros del enantiomero S de
una estructura alternativa del producto 100 (escalados a ppm).

A-42. Espectro de '"H-RMN del 4cido micofendlico (31) (CDCls, 400 MHz).

A-43. Espectro de *C-RMN del 4cido micofendlico (31) (CDCls, 100 MHz).

A-44. Espectro de '"H-RMN de la brevianamida A (38) (CDCls, 500 MHz).

A-45. Espectro de ?*C-RMN de la brevianamida A (38) (CDCls, 125 MHz).

A-46. Espectro de 'H-RMN de la griseofulvina (101) (CDCl3, 400 MHz).

A-47. Espectro de *C-RMN de la griseofulvina (101) (CDCls, 100 MHz).

A-48. Espectro de 'H-RMN de la 3-metoxi-4-hidroxi-4-(4'-metoxifenil)-3,4-dihidro-2(1H)-
quinolinona (102) (CDCls, 400 MHz).

A-49. Espectro de ?*C-RMN de la 3-metoxi-4-hidroxi-4-(4'-metoxifenil)-3,4-dihidro-
2(1H)-quinolinona (102) (CDCIl3, 100 MHz).
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A-1. Lista de especies de Penicillium seccion Citrina

P. anatolicum
P. argentinense
P. atrofulvum
P. aurantiacobrunneum
P. cairnsense
P. christenseniae
P. chrzaszczii
P. citrinum
P. copticola
P. cosmopolitanum
P. decaturense
P. euglaucum

P. godlewskii
P. gorlenkoanum
P. hetheringtonii

P. manginii

P. miczynskii
P. neomiczynskii

P. nothofagi

P. pancosmium
P. pasqualense
P. paxilli
P. quebecense
P. raphiae

P. sanguifluum
P. shearii
P. sizovae
P. steckii
P sumatrense
P. terrigenum
P. tropicoides
P. tropicum
P. ubiquetum
P. vancouverense
P. waksmanii

P. wellingtonense

P. gallaicum P. roseopurpureum P. westlingii

A-2. Lista de especies de Penicillium seccion Brevicompacta

P. astrolabium P. kongii
P. bialowiezense P. neocrassum
P. brevicompactum P. olsonii

P. buchwaldii

P. fennelliae P. tularense

P. spathulatum

A-3. Ensayo de apagamiento de la fluorescencia extrinseca del biosensor hCaM M124C-

mBBr

Los ensayos conducentes a determinar la afinidad de los productos aislados sobre la
proteina calmodulina se realizaron mediante el estudio de apagamiento de la fluorescencia
extrinseca empleando el biosensor fluorescente hCaM M124C-mBBr a una concentracion de
1 uM en solucidon amortiguadora de acetato de sodio (NaOAc, 5 mM, pH 5.1) y CaCl, 10
mM, siguiendo la metodologia descrita por Gonzalez-Andrade y colaboradores (Gonzalez-

Andrade et al., 2009). Los espectros de fluorescencia se registraron en un
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espectrofluorometro ISS-PC1 a 37 °C, con una longitud de onda de excitacion (Aex) de 381
nm y una longitud de onda de emisidon (Aem) adquirida en un rango de 415-550 nm. El
biosensor fluorescente se tituld con una solucion del compuesto a evaluar Para el registro de
los espectros se utilizo el programa VINCI 1.6.SP4. Los datos obtenidos se ajustaron para
obtener el valor de la constante de disociacion Kq del complejo proteina-ligando mediante la

siguiente ecuacion:

ke @] G+ @14 3)

Vg = )

Ecuacion 10

donde Py y Lo son las concentraciones de proteina y ligando, respectivamente y Kq es la

constante de disociacion. El anélisis de los datos se realiz6 con el programa Origin 8.0.

A-4. Evaluacion de la interaccion de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-

trihidroxiantraquinona (100) con la calmodulina (CaM)

La CaM es una de las proteinas mas importantes de unién a calcio (Ca®") en
organismos eucariontes ya que estd involucrada en la modulacion de numerosos procesos
fisiologicos como la movilidad celular, la funcion del citoesqueleto, la proliferacion celular,
la expresion de genes, entre otros. Asimismo, estd relacionada con procesos fisiopatologicos
como el cancer y el mal funcionamiento del musculo liso (Berchtold y Villalobo, 2014). En
consecuencia, esta proteina representa un blanco importante para el desarrollo de farmacos
y/o herramientas de investigacion, y aquellas moléculas que interfieren con su actividad
moduladora son consideradas antagonistas de CaM.

La evaluacion de la antraquinona novedosa (100) aislada a partir de P. spathulatum
B35, se llevo a cabo tomando en consideracion reportes previos acerca de la actividad anti-
CaM de las antraquinonas como la emodina y la ®-hidroxiemodina (Gonzalez-Andrade et
al., 2013).

Para este estudio se utiliz6 una técnica de apagamiento de la fluorescencia extrinseca

del biosensor fluorescente hCaM M124C-mBBr. Este biosensor es capaz de transducir
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sefiales fluorescentes detectables cuando un ligando se une a la CaM y es altamente
especifico y sensible (Gonzalez-Andrade et al., 2009). La interaccién de un ligando con el
biosensor hCaM M124C-mBBr provoca un cambio conformacional en la proteina que
modifica el microambiente del fluoro6foro monobromobimano (MBBr) y con ello, la
intensidad de fluorescencia que es detectada en un fluorémetro (Mata et al., 2015).

En el presente trabajo, el apagamiento de la fluorescencia del biosensor en presencia
de la antraquinona 100 se registrd luego de realizar una titulacion con concentraciones
conocidas del producto natural. El analisis de los resultados obtenidos mediante un ajuste no
lineal, permiti6 obtener la constante de disociacion Kq. En la siguiente figura se muestran los
resultados obtenidos en la titulacion de la CaM con el compuesto 100. Como se puede
observar, la antraquinona 100 provocé el apagamiento de la fluorescencia de forma
dependiente de la concentracion con una kg = 1.2 puM, siendo igual de potente que la

clorpromazina (k¢ = 1.3 pM), utilizada como control positivo.
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A-5. Identificacion molecular de los aislamientos fungicos G1-a8, G1-b25, G1-b5 y G1-bl15

Aislamiento % De similitud Especies relacionadas Cddigo GenBank

G1l-a8 100% (510 de 510 pb) P. brevicompactum IN246028
G1-b25 100% (514 de 514 pb) P. olsonii HQ380756
G1-b5 98% (386 de 393 pb) P. westlingii JN617665

98% (386 de 393 pb) P. paxilli JN617683

98% (386 de 393 pb) P. cosmopolitanum IN617691

98% (386 de 393 pb) P. chrzaszczii GU944603

98% (386 de 393 pb) P. decaturense GU944604
G1-b15 100% (380 de 380 pb) P. raistrickii JN617697

99% (379 de 380 pb) P. kojigenum AM236583

A-6. Estudio quimico de la especie G1-a8 (Penicillium brevicompactum)

Una parte del extracto integro (3 g) obtenido en mediana escala (400 g medio de
arroz), se sometio a un fraccionamiento primario por medio de cromatografia en columna
abierta (CCA) sobre gel de silice (400 mL), empleando un gradiente de polaridad hexano-
CH>Cl> (100:0 — 0:100) y CH2Cl>-CH30H (100:0 — 50:50). Se obtuvieron 35 fracciones
primarias. A partir de la fraccion 33 se aislo el compuesto mayoritario como un sélido
cristalino que se identificé como acido micofenodlico (31) con base en sus espectros de RMN
de *Cy'H.

Por otra parte, se realiz6 el fraccionamiento secundario de la fraccion 32 (130 mg)
por CCA sobre gel de silice (50 mL) empleando un gradiente de polaridad de
hexano—AcOEt—CH30H. La resolucion de la fraccion F32-43 (34 mg) por CLAE en modo
preparativo (columna Symmetry C18 7.8 x 300 mm, 7 pm; fase movil de CH;CN- CH30H
1:1 isocratico a un flujo de 2 mL/min), permitié el aislamiento de la brevianamida A (38)
que se caracterizo con base en los espectros de RMN de *C y 'H.

Estos resultados son consistentes con la quimiotaxonomia de P. brevicompactum.
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A-7. Estudio quimico de la especie Penicillium sp. G1-b15

Se realiz6 el fraccionamiento primario del extracto organico (675 mg) por CCA sobre
gel de silice (50 mL) empleando un gradiente de polaridad de hexano-CH>Cl, (100:0 —
0:100) y CH2CI-CH30H (100:0 — 50:50) Se obtuvieron 30 fracciones primarias. A partir
de la fraccion 9 se aisld un sélido cristalino con p.f. de 219-221 °C que se identificé como
griseofulvina (101) con base en los espectros de RMN de *C y 'H. Asimismo, a partir de la
fraccion 19 se aisl6 la 3-metoxi-4-hidroxi-4-(4"-metoxifenil)-3,4-dihidro-2(1H)-quinolinona
(102). Ambos compuestos han sido previamente reportados en la especie P. raistrickii.

La griseofulvina fue evaluada en el ensayo del apagamiento de la fluorescencia del
biosensor hCaM M124C-mBBr, sin embargo no presentd actividad antiCaM. Estos

resultados se integraron en una revision de inhibidores de la CaM (Mata et al., 2015).
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A-8. Espectro COSY del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89) en CD3OD.
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A-9. Espectro HSQC del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89) en CD3OD.
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A-10. Espectro HMBC del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89) en CD3OD.
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A-11. Espectro NOESY del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89) en CD3OD.
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A-12. Espectro de masas (HRESIMS) del 3R,6R-dihidroxi-9,7(11)-dien-8-oxoeremofilano (89).
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A-13. Espectro de "H-RMN del isopetasol (90) (CDCls, 500 MHz).
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A-14. Espectro de >*C-RMN del isopetasol (90) (CDCls, 125 MHz).
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A-15. Espectro de 'H-RMN del sporogen AO-1 (91) (CDCls, 500 MHz).
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A-16. Espectro de >*C-RMN del sporogen AO-1 (91) (CDCls, 125 MHz).
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A-17. Espectro de "H-RMN del dihidrosporogen AO-1 (92) (CDCls, 300 MHz).

112



ANEXO

o
T
E
=
=]
o
=)
=
@ T 1 0 J
n o @ I~ o 4T o ey o+ N - o o]
nl g ai I — oM n oo o <€« =
T+ T - - ™ — Mo I ] o o -
- — - ™~ M~ 0 0w - m m m — —
Vo | |~ | I | |
.
HOY
[
| | ]
|
| |
I |
1
Lo v o e na i . ‘u A A

. —
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 85 a0 85 a0 73 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
f1 (ppm)

A-18. Espectro de *C-RMN del dihidrosporogen AO-1 (92) (CDCls, 75 MHz).
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A-19. Energias libres calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP, poblacion conformacional, y valores tedricos de fuerzas de rotacion (Ryen))

para los conformeros del enantiémero 3R4R5R6R de 89.

n estados®
Conformero  AG* P(%)°
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 0.000 0285 071 -3.69 -1543 2179 093 1.68 1.69 -1.11  -391 -19.05 -0.56 2237 843  10.67 1.37
2 0.149 0222 060 -251 -10.60 1230 320 109 -056  0.65 -1392 190 -438 934 734 9.41 7.04
3 0.321 0.166 025 -424 1021 -409 -08 015 036 294 299 322 983 -0.73  5.00 1.84  0.02
4 0.348 0.159 026 -3.71 865 -345 -086 032 032 144 326 -421 837 389 664  -231 0.69
5 0.574 0.108 021 -222 655 387 -0.11 020 -0.84 007 -450 497 -221 853 412  -040  -1.34
6 1.233 0.036  0.02 -034  -1.71 189 006 019 -026 -0.03 -128 -1.14 283 0.6 320 -056 034
7 1.475 0.024 002 -0.19  -1.51 150 008 012 -029 000 -1.74 073 055 191 061 067  -0.10
Valor ponderado® 208 -1689  -3.83 2606 244 376 042  -192 2563 -20.01 1443 4547 3533 1931 8.02
A (nm)° 4443 3109 2883 2769 2649 240.6 2348 2200 2107 207.0 2022 1999 196.1 1944  192.6

2Energias libres de Gibbs calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP en kcal mol™! relativas al valor absoluto de G para el minimo global. " Valor en
porcentaje de AG a 298 K y 1 atm. ®Fuerzas de rotacion calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP.  Valores calculados a partir de la ecuacién 7.

*Valor promedio de longitud de onda.
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A-20. Energias libres calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP, poblacion conformacional, y valores tedricos de fuerzas de rotacion (Ren))

para los conformeros del enantiomero 354S5S6S de 89.

n states®
Conformer AG® P(%)°
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 0.000 0359  -505 1063 2677 -085 -2039 -146 -402 213 002 2954 -1294 401  -1888 356 -14.97
2 0.183 0264  -367 699 1766 728  -320 -124 346 -1.15 1868 117 -175  -2.60 593 2745 359
3 0528 0147 217 630 081 149 175 122 335 281 -047 413 490  -0.83 565 058 -0.02
4 0.813 0091  -133 330 -010 027 227 005 -l12 012 372 274 204 -324 310 124 -0.99
5 0927 0075  -1.09 324 -035 070 007 032 029 033 346 299 -165 073 278 =065  -0.46
6 1514 0028  -040 115 18  -138  -004 012 033 026 -0.16 188 -1.17  -023 189 =006  -0.56
7 1689 0021  -029 087 143 -112  -007 -007 027 007 116 027 -071  -033 244 051 025
8 1834 0016  -023 063 113 -074 002 -007 012 -006 103 -05 028 -0.58 2063 017  -0.34

Weighted value® 1423 3313 4757 893  -19.60 -137 -1093 452 2745 3068 -2080 -3.07  -2944 2244 -13.49
Averaged A (nm)°® 44566 311.81 28972 272.64 26403 24111 23379 21878 21033 20626 20277 19990 19510 19351 190.87

Energias libres de Gibbs calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP en kcal mol™ relativas al valor absoluto de G para el minimo global. ® Valor en
porcentaje de AG a 298 K y 1 atm. ©Fuerzas de rotacion calculadas por DFT B3LYP/DGDZVP.  Valores calculados a partir de la ecuacion 7.
*Valor promedio de longitud de onda.
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A-21. Espectro de 'H-RMN de la benzomalvina A (94) (CDCls, 500 MHz).
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A-22. Espectro de *C-RMN de la benzomalvina A (94) (CDCls, 125 MHz).
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A-23. Espectro de 'H-RMN de la mezcla de quinolactacina A1 (95) y A2 (96) (CDCls, 500 MHz)
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A-24. Espectro de '*C-RMN de la mezcla de quinolactacina A1 (95) y A2 (96) (CDCls, 125 MHz).
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[ Mass Spectrum ]

Data : Dr Rachel Mata059 Date : 19-May-2015 12:59
Instrument : MStation

Sample : 443 STE-5172 b35-126-1

Note : -

Inlet : Direct Ton Mode : FAB+

Spectrum Type : Normal lon [MF-Linear]

RT : 0.44 min Scant : (4.42) Temp : 3276.7 deg.C
BP :m/z 271 Int. : 1272.00 (13337900}

Output m/z range : 10t0 603 Cut Level : 0.00 %
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A-25. Espectro de masas (FAB+) de la mezcla de quinolactacina A1 (95) y A2 (96).
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A-26. Espectro de "H-RMN de la quinolactacina B (97) (DMSO-ds, 400 MHz).
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A-27. Espectro de 3*C-RMN de la quinolactacina B (97) (DMSO-ds, 100 MHz).

122



ANEXO

RMb3_5156 ~ LCA340 30-Jun-2015
15:53:43
20150630_19_1 897 (3.736) Cn (Cen.4, 80.00, Ht); Sm (SG, 2x0.75); Sb (2,40.00 ); Cm (871:916) 1: Scan ES+
257.10 9.88e7
100
25811
=
404.48
279.09
154.85 = 2 412.44
197.05 20 s |5 e 53540 |
.05 209.59 , ‘ : |
| 16998 X T o174 bl AT o a7asta3asras TR | | 4667 51348 ~9%%|
ARILK Ko WRILE R R A0 REAZY RAZOHRAR LS MR RECHA Bl A BRI ARG SASEA REAA SR ARET BIERS RATAH BARES 3 R | BAARE B8 AN BILRE B ' RAZ RN EAGRE B 2R 13 | R 2l kil Kad 4 ¢
160 180 | 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

A-28. Espectro de masas (ESIMS) de la quinolactacina B (97).
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A-29. Espectro de 'H-RMN del asperfenamato (99) (CDCls, 400 MHz)
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A-31. Espectro de masas (ESIMS) del asperfenamato (99).
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A-32. Espectro COSY de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100) en Acetona-ds.
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A-33. Espectro HSQC de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100) en Acetona-ds.
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A-34. Espectro HMBC de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100) en Acetona-ds
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A-36. Espectro de 'H-RMN de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100) (Metanol-ds, 500 MHz).
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A-37. Espectro de *C-RMN de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100) (Metanol-ds, 125 MHz).
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A-38. Espectro ATR-FTIR de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100)
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A-39. Espectro de masas (HRESIMS) de la 2-cloro-6-[2'(S)-hidroxipropil]-1,3,8-trihidroxiantraquinona (100).
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A-40. Desplazamientos quimicos calculados para los 18 conférmeros del enantiomero S del producto 100 (escalados a ppm)

ANEXO

OH O OH
Conformer
Nucleus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Sum
H-4 1.62 1.02 0.61 0.54 0.13 0.31 0.28 0.09 0.08 0.05 0.75 0.32 0.30 0.07 0.20 0.61 0.26 0.08 | 7.34
C-4 23.73 14.97 8.96 7.95 1.85 4.56 4.11 1.30 1.21 0.76 10.93 4.66 4.46 1.09 2.96 8.98 3.77 1.17 | 107.43
C-1 35.43 22.30 13.37 11.89 2.76 6.80 6.13 1.95 1.80 1.13 16.31 6.96 6.65 1.64 441 13.43 5.63 1.75 | 160.35
C-da 29.28 18.45 11.07 9.84 2.29 5.63 5.07 1.61 1.49 0.94 13.51 5.75 5.50 1.35 3.65 11.11 4.65 145 | 132.64
C-3 35.20 22.18 13.29 11.81 2.75 6.77 6.09 1.93 1.79 1.12 16.22 6.92 6.61 1.62 4.39 13.34 5.59 1.74 | 159.37
C-2 26.32 16.58 9.93 8.84 2.05 5.05 4.55 1.44 1.34 0.84 12.12 5.17 4.94 1.21 3.28 9.98 4.18 1.30 | 119.12
C-9a 24.34 15.31 9.19 8.16 1.90 4.67 421 1.34 1.24 0.78 11.21 4.78 4.57 1.12 3.03 9.22 3.86 1.21 | 110.13
C-10 40.17 25.34 15.20 13.52 3.14 7.73 6.95 2.21 2.05 1.29 18.55 7.90 7.55 1.86 5.01 15.27 6.38 1.99 | 182.11
C-9 41.80 26.37 15.80 14.04 3.27 8.04 7.23 2.30 2.13 1.34 19.28 8.21 7.85 1.93 5.21 15.86 6.64 2.07 | 189.35
C-10a 29.12 18.30 10.93 9.79 227 5.59 5.03 1.59 1.47 0.93 13.34 5.71 5.47 1.33 3.63 11.06 4.62 1.43 | 131.60
C-8a 25.11 15.92 9.48 8.38 1.97 4.84 433 1.38 1.28 0.80 11.57 492 4.73 1.16 3.14 9.46 3.97 1.24 | 113.68
C-5 26.58 16.87 10.22 8.92 2.12 5.17 4.59 1.49 1.38 0.86 12.45 5.20 5.05 1.25 3.35 10.10 4.20 1.34 | 121.14
H-5 1.67 1.05 0.63 0.57 0.13 0.32 0.29 0.09 0.08 0.05 0.77 0.33 0.31 0.08 0.21 0.64 0.27 0.08 | 7.58
C-6 33.60 21.18 12.88 11.44 2.57 6.43 5.81 1.83 1.69 1.05 15.69 6.57 6.25 1.54 4.16 12.90 5.33 1.64 | 152.54
C-7 27.80 17.39 10.37 9.35 2.17 5.31 4.81 1.54 1.43 0.90 12.68 5.45 5.17 1.29 343 10.56 4.40 1.38 | 125.42
H-7 1.56 0.97 0.59 0.52 0.12 0.30 0.27 0.09 0.08 0.05 0.72 0.30 0.29 0.07 0.19 0.59 0.25 0.08 | 7.05
C-8 36.09 22.76 13.64 12.12 2.81 6.93 6.25 1.98 1.83 1.15 16.65 7.10 6.78 1.66 4.50 13.69 5.74 1.78 | 163.47
C-1 10.50 6.60 3.77 3.39 0.76 1.90 1.73 0.51 0.48 0.31 4.85 2.12 2.01 0.46 1.33 4.03 1.70 0.49 | 46.95
H-1" 0.66 0.41 0.23 0.21 0.05 0.11 0.10 0.04 0.04 0.02 0.30 0.11 0.11 0.03 0.07 0.25 0.09 0.03 | 2.85
H-1 0.56 0.36 0.21 0.19 0.05 0.13 0.12 0.03 0.03 0.02 0.25 0.13 0.12 0.03 0.09 0.20 0.12 0.03 | 2.67
C-2 15.96 10.20 6.18 5.39 1.22 3.11 2.76 0.86 0.79 0.50 7.65 3.15 3.06 0.72 2.04 6.19 2.57 0.77 | 73.12
C-3 471 2.98 2.05 1.82 0.34 0.90 0.81 0.24 0.23 0.14 2.46 0.78 0.75 0.18 0.56 2.02 0.72 0.19 | 21.88
H-3 0.28 0.18 0.12 0.10 0.02 0.04 0.04 0.01 0.01 0.01 0.15 0.04 0.04 0.01 0.03 0.12 0.04 0.01 | 1.25
H-3" 0.26 0.17 0.11 0.09 0.01 0.04 0.04 0.01 0.01 0.01 0.12 0.04 0.04 0.01 0.02 0.09 0.03 0.01 | 1.10
H-3 0.33 0.20 0.11 0.10 0.02 0.05 0.04 0.01 0.01 0.01 0.16 0.05 0.05 0.01 0.04 0.13 0.05 0.01 | 1.40
H-2" 0.88 0.55 0.34 0.31 0.07 0.17 0.16 0.05 0.05 0.03 0.38 0.18 0.17 0.04 0.10 0.33 0.13 0.05 | 4.00
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ANEXO

A-41. Desplazamientos quimicos calculados para los 18 conféormeros del enantiomero S de una estructura alternativa del producto 100
(escalados a ppm).

OH O OH
Conformer

Nucleus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Sum
H-4 1.17 1.09 0.81 1.21 0.10 0.10 0.27 0.26 0.11 0.07 0.67 0.44 0.07 0.29 0.57 0.18 0.21 0.09 1.72
C-4 18.51 17.20 12.88 19.12 1.59 1.62 4.20 4.19 1.79 1.09 10.56 6.95 1.11 4.64 9.09 291 3.33 1.34 122.11
C-1 22.71 21.07 15.80 23.46 1.95 1.98 5.15 5.14 2.20 1.33 12.96 8.53 1.36 5.68 11.15 3.56 4.09 1.65 149.77
C-da 18.82 17.46 13.10 19.45 1.62 1.64 4.27 4.26 1.82 1.11 10.75 7.07 1.13 4.71 9.25 2.95 3.39 1.37 124.16
C-3 20.18 18.74 14.03 20.83 1.73 1.76 4.58 4.57 1.95 1.19 11.51 7.58 1.21 5.05 9.90 3.17 3.63 1.46 133.06
C-2 22.49 20.88 15.64 23.23 1.93 1.96 5.10 5.09 2.17 1.32 12.83 8.45 1.35 5.63 11.04 3.53 4.05 1.63 148.31
C-9a 17.33 16.08 12.06 17.91 1.49 1.51 3.93 3.92 1.68 1.02 9.90 6.51 1.04 4.34 8.52 2.72 3.12 1.26 114.34
C-10 27.36 25.43 19.08 28.30 2.35 2.39 6.22 6.20 2.65 1.61 15.65 10.29 1.64 6.86 13.45 4.30 493 1.99 180.71
C-9 28.94 26.90 20.15 29.89 248 2.53 6.57 6.55 2.80 1.70 16.53 10.87 1.74 7.25 14.21 4.54 5.21 2.10 190.96
C-10a 20.14 18.65 13.92 20.78 1.71 1.75 4.57 4.55 1.93 1.18 11.42 7.55 1.19 5.04 9.88 3.16 3.62 1.45 132.49
C-8a 17.24 16.10 12.00 17.78 1.48 1.51 3.93 3.90 1.67 1.02 9.85 6.47 1.03 4.33 8.45 2.71 3.10 1.25 113.83
C-5 18.32 17.12 12.95 18.85 1.61 1.63 4.20 4.15 1.80 1.09 10.60 6.86 1.11 4.63 8.99 2.90 3.29 1.35 121.45
H-5 1.15 1.07 0.80 1.19 0.10 0.10 0.26 0.26 0.11 0.07 0.65 0.43 0.07 0.29 0.57 0.18 0.21 0.08 7.59
C-6 23.20 21.58 16.39 24.26 1.97 1.98 5.24 5.24 2.21 1.33 13.43 8.66 1.38 5.76 11.51 3.62 4.16 1.66 153.58
C-7 18.93 17.46 13.01 19.64 1.64 1.65 4.27 429 1.86 1.12 10.69 7.11 1.14 4.70 9.33 2.94 3.40 1.39 124.57
H-7 1.07 0.99 0.75 1.11 0.09 0.09 0.24 0.24 0.10 0.06 0.61 0.40 0.06 0.27 0.52 0.17 0.19 0.08 7.05
C-8 24.81 23.04 17.27 25.59 2.12 2.16 5.62 5.62 2.39 1.45 14.17 9.33 1.48 6.21 12.16 3.89 4.47 1.79 163.58
C-1 7.28 6.71 4.80 7.16 0.55 0.59 1.55 1.56 0.62 0.40 4.14 2.79 0.42 1.85 3.58 1.15 1.33 0.50 46.97
H-1" 0.45 0.41 0.29 0.45 0.04 0.04 0.09 0.09 0.05 0.03 0.25 0.15 0.03 0.10 0.22 0.06 0.07 0.03 2.85
H-1 0.38 0.37 0.27 0.40 0.03 0.04 0.11 0.11 0.04 0.02 0.21 0.17 0.02 0.11 0.18 0.08 0.09 0.03 2.68
C-2 10.92 10.33 7.83 11.35 0.92 0.94 2.53 2.48 1.03 0.63 6.50 4.13 0.64 2.80 5.49 1.77 1.99 0.78 73.05
C-3 3.26 3.01 2.60 3.87 0.26 0.27 0.73 0.73 0.30 0.18 2.10 1.02 0.16 0.69 1.80 0.49 0.56 0.20 22.21
H-3 0.19 0.18 0.15 0.22 0.02 0.02 0.03 0.04 0.02 0.01 0.13 0.05 0.01 0.03 0.11 0.02 0.03 0.01 1.26
H-3" 0.18 0.17 0.13 0.20 0.01 0.01 0.03 0.03 0.01 0.01 0.10 0.05 0.01 0.04 0.08 0.02 0.02 0.01 1.12
H-3 0.23 0.21 0.14 0.22 0.01 0.02 0.04 0.04 0.02 0.01 0.14 0.07 0.01 0.05 0.12 0.03 0.04 0.01 1.40
H-2" 0.94 0.88 0.65 0.97 0.08 0.08 0.21 0.21 0.09 0.06 0.54 0.35 0.06 0.24 0.46 0.15 0.17 0.07 6.21
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ABSTRACT: Bioassay-directed fractionation of an extract from the grain-based culture of the coprophilous fungus Penicillium
sp. G1-al4 led to the isolation of a new eremophilane-type sesquiterpene, 3R,6R-dihydroxy-9,7(11)-dien-8-oxoeremophilane (1),
along with three known analogues, namely, isopetasol (2), sporogen AO-1 (3), and dihydrosporogen AO-1 (4). The structure of
1 was elucidated using 1D and 2D NMR and single-crystal X-ray diffraction. Assignment of absolute configuration at the
stereogenic centers of 1 was achieved using ECD spectroscopy combined with time-dependent density functional theory
calculations. Sporogen AO-1 (3) and dihydrosporogen AO-1 (4) caused significant inhibition of radicle growth against
Amaranthus hypochondriacus (ICs, = 0.17 mM for both compounds) and Echinochloa crus-galli (IC5, = 0.17 and 0.30 mM,

respectively).

Weed control relies mainly on synthetic herbicides,
although these are highly toxic to many living organisms
and cause significant environmental pollution.” In this regard,
the agrochemical industry is continuously looking for the
development of new natural pesticides that are environmentally
more friendly.” Coprophilous fungi have been an important
source of bioactive secondary metabolites, including antifungal,
antibacterial, and herbicidal agents.”* As part of our systematic
search for potential herbicidal agents, we have now investigated
Penicillium sp. G1-al4, an ascomycete isolated from bat guano
collected in the Chontalcoatlan cave located in the State of
Guerrero, Mexico.

Penicillium sp. Gl-al4 was selected for bioassay-directed
fractionation on the basis of its phytogrowth-inhibitory activity
(Figure S13, Supporting Information) against seedlings of
Amaranthus hypochondriacus L. and Echinochloa crus-galli (L)
Beauv,, commonly known as amaranth and barnyard grass,
respectively. Extensive chromatography of the active extract led
to the isolation of a new eremophilane sesquiterpene (1), along
with three known analogues, namely, isopetasol (2), sporogen
AO-1 (3), and dihydrosporogen AO-1 (4). Eremophilanes 2—4
were identified by comparison with spectroscopic data
previously reported (Figures $7—S12).°7®

Compound 1 was isolated as a colorless, crystalline, and
optically active compound. HRESIMS data gave a molecular
formula of C,sH,,05. The 'H and "*C NMR spectra (Figures
S1 and S2 and Table 1) revealed that 1 was the deacetyl
analogue of 3-acetyl-9,7(11)-diene-6a-hydroxy-8-oxoeremophi-
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1 R1=H,R2=OH
2 R1=H,R2=H
5 R1 =COCH3,R2=OH
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lane (5).” The main differences between the spectra of these
compounds were the absence of the resonances for the 3-acetyl
moiety and the chemical shift values of H-3/C-3 (8y/8¢ 3.56/
72.0), which appeared diamagnetically shifted in 1. The
structure of eremophilane 1 was corroborated by the key
correlations observed in the 2D NMR experiments (Figures
$3—S6 and Table 1) and an X-ray crystallographic analysis. As
depicted in Figure 1, the cyclohexenone ring in compound 1
adopted an envelope-like conformation, while the second
cyclohexane ring displayed a chair conformation. The hydroxy
groups are oriented in the same direction. On the basis of the
X-ray structure and the NOESY experiment, the absolute
configuration at the stereogenic centers of 1 could be either
3R4R,5R,6R or 35,45,55,6S. In order to discriminate between
these two possibilities, the ECD spectrum of 1 was recorded
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Table 1. NMR Spectroscopic Data of Compound 1
(CD,0D)"

Sy (mult, J in

position &, type” HMBC NOESY
1 318, CH, 241, m 2,5,3,9,10 2,39 14
2.50, m
2 355, CH, 205, m 1,3,4,10 1,3
1.45, m
3 720,CH  3.56, td (4.1, 1,2, 415 1,2, 14, 15
10.9)
417,CH 214, m 2,3,56 14,15 2,15
5 471, C
6 730,CH 470, s 1,4,578 11, 13, 14,15
14
7 1333, C
8 1932, C
9 1258, CH 574, d (1.6) 1,57 11 1, 14
10 166.0, C
11 147.0, C
12 230, CH; 207, s 6,7, 8 11, 13
13 219, CH; 195, s 7, 8,11, 12 6
14 180, CH, 098, s 4,5,6,10,11  1,3,6,13,
15
15 104, CH; 1.10,d (6.7) 3,4,5 4,36

“Chemical shifts () in ppm. 100 MHz. 400 MHz.

and compared with those calculated for each enantiomer using
the time-dependent density functional theory (TDDFT)
method. Conformational analysis of the two possible stereo-
isomers, 3R4R,SR,6R and 3S5,4S,5S,6S, was undertaken using
the Monte Carlo protocol. All conformers for each enantiomer,
within a 4 kcal/mol energy window, were selected and
optimized using DFT calculations at the B3LYP/DGDZVP
level. After optimization, the theoretical ECD spectrum of each
enantiomer was calculated using TDDFT at the same level
(Tables SI and $2).'°"'> The calculated ECD spectrum for
enantiomer 3R,4R,SR,6R showed a good fit with the
experimental plot of 1, which displayed two negative and one
positive Cotton effects at 218, 318, and 272 nm, respectively
(Figure 2). On the other hand, the calculated ECD spectrum of
the 35,45,55,6S enantiomer was opposite to the experimental
ECD data (Figure 2), with two positive and one negative
Cotton effect at 214, 302, and 254 nm, respectively. Hence, the
3R4R,5R,6R configuration of 1 was confirmed. On the basis of

35

30

Exp
Calcd 3R4RSR6R-1
Calcd 35455565-1

25

20

Age

N4 T " "
2 250 30 30 400

-15 Wavelength (nm)

Figure 2. Comparison of experimental ECD spectrum of 1 (black)
with those calculated at the B3LYP/DGDZVP level for enantiomers
3R4R,SR,6R (red) and 35,45,55,6S (blue).

the above discussion compound 1 was identified as 3R,6R-
dihydroxy-9,7(11)-dien-8-oxoeremophilane.

The phytogrowth-inhibitory assay'™ for sporogen AO-1 (3)
and dihydrosporogen AO-1 (4) revealed a concentration-
dependent inhibition on radicle elongation against A.
hypochondriacus and E. crus-galli. Table 2 summarizes the ICs

Table 2. Phytogrowth-Inhibitory Activity (ICs,) of the
Organic Extract and Compounds 3 and 4 from Penicillium
sp. Gl-al4 against A. hypochondriacus and E. crus-galli

compound Amaranthus hypochondriacus Echinochloa crus-galli
extract” 46.18 184.74
3b 0.17 0.17
4b 0.17 030
tricolorin A™ 0.10 0.03

“Expressed in pg/mL. bExpressed in mM. “Positive control.

values for the extract of Penicillium sp. G1-al4 and the isolated
eremophilanes sporogen AO-1 (3) and dihydrosporogen AO-1
(4). Compound 1 did not exhibit phytogrowth-inhibitory
activity up to a concentration of 1.0 mM. Isopetasol (2) could
not be tested due to the scarcity of sample.

Figure 1. ORTEP drawing of compound 1 showing atomic labeling.
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In summary, one new and two bioactive eremophilanes were
isolated from the coprophilous fungus Penicillium sp. G1-al4.
This type of sesquiterpenoid is common in Penicillium,
Aspergillus, and Xylaria species.'*

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. Melting points were
determined on a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected. IR,
UV, and ECD spectra were obtained on a PerkinElmer 400 FT-IR, a
Shimadzu U160, and a JASCO model J720 spectrophotometer,
respectively. Optical rotations were recorded at the sodium D-line
wavelength using a PerkinElmer model 343 polarimeter at 20 °C. 1D
and 2D NMR spectra were recorded on a 400 MHz Bruker Avance III
(operating at 400.13 MHz for 'H and 100.61 MHz for '*C; in the case
of 1), a Varian Inova 300 MHz (operating at 300.13 MHz for 'H and
75.15 MHz for 3C; in the case of 4), or a Varian Unity Inova 500
MHz (operating at 500 MHz for 'H and 125.71 MHz for *C; in the
case of 2 and 3) spectrometer; spectra were recorded using CDCl; or
CD;OD and tetramethylsilane (TMS) as an internal standard.
HRESIMS spectra were obtained using a Thermo LTQ_Orbitrap XL
mass spectrometer. HPLC was carried out on a Waters system
equipped with a 2535 pump and a 2998 photodiode array detector;
data acquisition and management of chromatographic output were
performed with the Empower 3 software (Waters). Reagent grade
dichloromethane, n-hexane, methanol, and HPLC grade acetonitrile
and methanol (J.T. Baker) were regularly used in the extraction and
isolation procedures. Silica gel 60 (70—230 mesh, Merck) and
Sephadex LH-20 (General Electric) were used for column
chromatography (CC). TLC analyses were performed on precoated
silica gel 60 F,54 plates (Merck) using different mobile phases;
visualization of plates was carried out using a Ce,(SO,); (10%)
solution in H,SO, and heating.

Isolation and Identification of Penicillium sp. G1-al4.
Samples of fresh bat guano were collected aseptically from two
locations throughout the Chontalcoatldn cave in the State of Guerrero,
Meéxico (18°38’52" N, 99°31’4” W) in February 2013, using sterile
glass tubes and a spatula. The samples were vortexed with 3 mL of
sterile water; 0.5 mL of the supernatants was directly plated onto
water—agar medium (consisting of 39 g of agar in 1 L of distilled
water) and potato-dextrose agar (PDA, Difco). Both media were
amended with streptomycin sulfate (30 mg/L) and rose bengal (50
mg/L). Agar plates were incubated aerobically at room temperature
for 1 week and screened for the presence of single fungal colonies.
Colonies were transferred and purified on new PDA medium. One of
these isolated colonies was accessioned as G1-al4 and is preserved in
the Department of Pharmacy culture collection at Facultad de
Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, México.

The macromorphology and micromorphology of the fungus allowed
us to preliminarily assign G1-al4 as Penicillium sp. (Trichocomaceae,
Eurotiales, Eurotiomycetideae, Eurotiomycetes, Ascomycota).'® For
molecular identification of Gl-al4, DNA was extracted from fresh
cultures grown on PDA. The nuclear internal transcribed spacer
regions 1 and 2 and 5.8S nrDNA (ITS) were amplified and sequenced
following published protocols.”® The consensus sequence of the ITS
region was submitted for BLAST search using the NCBI GenBank
database, and the top BLAST matches for G1-al4 indicated similarities
to sequences of several Penicillium spp. [P. copticola (GenBank
JN61768S, identities = 364/386, 94%), P. terrigenum (GenBank
JN617684, identities = 364/386, 94%), P. roseopurpureum (GenBank
AF455437, identities = 364/386, 94%), and P. sanguifluum (GenBank
JN617689, identities = 359/386, 93%)]. On the basis of this
information, the fungus is currently recognized as Penicillium sp. G1-
al4, and the ITS sequence was deposited in GenBank (accession no.
KP402588).

Fermentation, Extraction, and Isolation. A 15 mL amount of
seed cultures grown for 1 week in potato-dextrose broth (Difco) was
used to inoculate two Fernbach flasks containing the solid rice medium
(250 g of rice and twice the volume of rice with H,O, sterilized by
autoclaving at 121 °C for 15 min). Fermentation was carried out at
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room temperature until good growth was observed (approximately 30
days). The solid cultures were extracted three times with S00 mL of
CH,Cl,—MeOH (9:1). The cultures were chopped with a spatula and
shaken overnight at ~100 rpm, followed by vacuum filtration. The
filtrates were transferred into a separatory funnel. The bottom layers
were combined and dried over anhydrous Na,SO,, then evaporated to
dryness to produce 3 g of a brownish residue, which was subsequently
reconstituted with 100 mL of MeOH—CH,CN (1:1) and 100 mL of
n-hexane. The biphasic solution was transferred to a separatory funnel
and shaken vigorously. The MeOH—CH;CN layer was drawn off and
evaporated to dryness under vacuum to yield 1.5 g of a defatted
fraction. One gram of the latter was subjected to Sephadex LH-20 CC
eluting with MeOH—CH,Cl, (9:1) to yield five major secondary
fractions (F1—5). F4 (350 mg) was further separated by CC on silica
gel eluting with a gradient of n-hexane—CH,Cl, (100:0 — 0:100) and
CH,Cl,—MeOH (100:0 — 70:30) to generate 10 fractions (F4;_y).
Subfractions F4yy; and F4 yielded compounds 4 (15.8 mg) and 1
(18.8 mg), respectively. Eremophilanes 2 (4.3 mg) and 3 (10.2 mg),
which eluted at 10.5 and 13.5 min, respectively, were purified from F4y
(45 mg) by reversed-phase HPLC (Gemini C,g, 250 X 21.2 mm, S
um) using as mobile phase MeOH—H,O (acidified with 0.1% formic
acid), 1:1, and increasing linearly to 80% MeOH over 30 min, then
changing to 100% MeOH for 5 min. The flow rate was 18 mL/min,
and the injection volume was 300 yL.
3R,6R-Dihydroxy-9,7(11)-dien-8-oxoeremophilane (1): colorless
needles (CHCL); mp 206 °C; [a]*’, —13.68 (¢ 1.9, H,0); UV
(H,0) Ay (log €) 255.2 (4.2) nm; IR (ATR) vy, 1650 and 3500
cm™}; 'H NMR and *C NMR see Table 1; ESIMS m/z 273 [M +
Na]* (82), 251 (61), 233 (65), 215 (100), 188 (5), 161 (4), 122 (5);
HRESIMS m/z 251.1646 [M + H]" (calcd for C;sH,;05, 251.1642).

X-ray Crystal Structure Analysis of Compound 1. X-ray diffraction
data were collected on a Bruker D8 Venture diffractometer with Cu
Ko radiation. The structure was solved by the SHELXS-2013 method
and refined using full-matrix least-squares on F. Suitable crystals of 1
were obtained by evaporation of CH,Cl,—MeOH (9:1). Crystallo-
graphic data for 1 have been deposited with the Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC) with the accession no.
103440S. These data are available, free of charge, from the CCDC
via http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif.

Crystal data for 1. C;sH,,0;, M = 250.32, orthorhombic, space
group P2,2.2, with a = 10.8914(2) A, b = 10.9342(2) A, ¢ =
11.4227(2) A, a = B =y =90°, V= 1360.31(4) A3, Z = 4, T = 296(2)
K, D, = 1.222 Mg/m?, u(Cu Ka) = 0.669 mm™", F(000) = 544, 27 500
reflections collected, 2481 independent reflections (R, = 0.0459).
The final R, values were 0.0329 [I > 26(I)]. The final wR, (F*) values
were 0.0868 [I > 26(I)]. The final R, values were 0.0331 (all data).
The final wR, (F*) values were 0.0870 (all data).

Computational Section. Minimum energy structures for the
different stereoisomers were built with Spartan’10 software (Wave-
function Inc.). Conformational analysis was performed with the Monte
Carlo search protocol as implemented in the same software under the
MMFF94 molecular mechanics force field. The resulting conformers
were minimized using the DFT method at the BALYP/DGDZVP level
of theory employing the Gaussian’09 program package (Gaussian
Inc.). The self-consistent reaction field with conductor-like continuum
solvent model was used to perform the ECD calculations of the major
conformers of both 1 enantiomers in water solution. The calculated
excitation energy (nm) and rotatory strength (R) in dipole velocity
(Rye) and dipole length (R,,) forms were simulated into an ECD
curve.

Phytogrowth-Inhibitory Bioautographic Assay. Seeds of
Amaranthus hypochondriacus L. and Echinochloa crus-galli L. Beauv.
were first pretreated with sodium hypochlorite (5%) for 1 min and
washed exhaustively with distilled water. Then, TLC was performed on
precoated silica gel 60 F,g, glass plates (3 X 20 cm) for extract and
fractions (1 mg, Figure S13). After eluting with CH,Cl,—MeOH
(95:5), plates were dried and covered with 15 mL of agar solution
(1%). When the agar was solidified, seeds were placed over the plate
area (~1S5 seeds per cm’). Phytogrowth-inhibition bands were

DOI: 10.1021/np5009224
J. Nat. Prod. 2015, 78, 339-342


http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
http://dx.doi.org/10.1021/np5009224

Journal of Natural Products

observed after incubation of 36 h for A. hypochondriacus or 48 h for E.
crus-galli, at 28 °C in a moistened chamber.

Phytogrowth-Inhibitory Biossay. The phytotoxic activity of the
extract and isolated metabolites of Penicillium sp. G1-al4 was evaluated
on radicle growth of A. hypochondriacus and E. crus-galli using a Petri
dish bioassay.'® Seeds were pretreated as described above before
germination. Stock solutions of the extract and compounds in MeOH
were used to prepare agar solutions (2%) of the extract (50, 100, 150,
and 200 pg/mL) and pure compounds (25, 50, 75, and 100 yg/mL).
A S mL sample of varying concentrations of agar solution was added to
each Petri dish. After agar solidification, 10 seeds were placed on each
plate. Three replicates were prepared for each concentration; tricolorin
A was used as the positive control."® Dishes were kept in a moistened
chamber at 28 °C. After 36 or 48 h, for A. hypochondriacus and E. crus-
galli, respectively, the root length was measured and compared to the
proper untreated control (MeOH). The inhibition percent was
calculated using the formula

Inhibition (%) = (Lcontrol - Ltreatment)/Lcontrol % 100

where Lo is the radicle length of seedlings in the control and
Lt reatment 18 the radicle length of seedlings treated. The IC, values were
calculated by linear fitting based on percent of radicle growth
inhibition.

B ASSOCIATED CONTENT

© Supporting Information

1D and 2D NMR spectra of compounds 1-—4, X-ray
crystallographic data of 1, calculated DFT B3LYP/DGDZVP
free energies, population and theoretical averaged rotatory
strength values expressed in Ry, for conformers of 3R4RSR6R
and 354S5S6S enantiomers of 1, and phytogrowth-inhibitory
activity (bioautographic assay) of active fraction F4 are available
free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.
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Abstract

v

Benzomalvin A (1), quinolactacins A1 (2), A2 (3)
and B (4), quinolonimide (5), asperphenamate
(6), and a new halogenated polyhydroxyanthra-
quinone, namely 2-chloro-6-[2'(S)-hydroxypro-
pyl]-1,3,8-trihydroxy-anthraquinone (7), were
isolated from an organic extract obtained from
the solid culture of Penicillium spathulatum B35.
Compounds 2 and 3 were isolated as an epimeric
mixture, and compound 4 as a racemate. The
structure of 7 was elucidated using 1D and 2D
NMR, combined with computational methods
(density functional theory). Compound 1, the
mixture of 2 and 3, racemate 4, and compound 6

inhibited the yeast a-glucosidase in a concentra-
tion-dependent fashion with ICsq values of 383.2,
273.3,57.3, and 8.3 pM, respectively. The a-gluco-
sidase inhibitory properties of 1 were confirmed
in vivo with an oral sucrose tolerance test in nor-
mal and hyperglycemic mice (p <0.05). Further-
more, docking studies predicted that the most
stable conformers of 1 bind to yeast and mamma-
lian a-glucosidases with a higher affinity than
acarbose. Finally, 1 also showed antihyperalgesic
activity when tested in the formalin assay in hy-
perglycemic mice (p <0.05).

Supporting information available online at
http://www.thieme-connect.de/products

Introduction

v

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) has become one
of the most expanding global health problems in
the 21st century. T2DM is a chronic and progres-
sive disease characterized by high blood glucose
levels, which results from impaired insulin secre-
tion and insulin resistance [1]. Effective treatment
of T2DM requires a healthy lifestyle and hypergly-
cemia control using different type of drugs, in-
cluding insulin secretagogues and sensitizers, as
well as agents targeting intestinal glucose absorp-
tion [1,2]. The last group of drugs slows the rate of
carbohydrate absorption in the brush border of
the small intestine through the inhibition of
membrane-bound a-glucosidases. These en-
zymes hydrolyze larger carbohydrate molecules
to glucose and other monosaccharides facilitating
their absorption [3]. Furthermore, a-glucosidase
inhibitors are useful in reducing the risk of cere-
brovascular events in patients with T2DM [4].
The existing clinically used a-glucosidase inhib-

* Taken, in part, from the PhD thesis of P. Del Valle.
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itors are acarbose, miglitol, and voglibose, all orig-
inating from natural products; nevertheless, they
are associated with gastrointestinal side effects
[5].

Several studies have demonstrated that fungi be-
longing to the ascomycetes are important sources
of new and potent a-glucosidase inhibitors [6-8].
Thus, this work was undertaken in order to
discover new a-glucosidase inhibitors from the
coprophilous fungus Penicillium spathulatum
Frisvad & Samson (Trichocomaceae). During this
process a new halogenated polyhydroxyanthra-
quinone (7) was also isolated.

P. spathulatum was first described by Frisvad and
coworkers [9]. This fungus has a worldwide distri-
bution and is found commonly in soil, air, water,
ice, and food products, and is associated to differ-
ent plants. HPLC analysis of the extrolites of
19 isolates of P. spathulatum revealed that all of
the isolates produced asperphenamate (6) and
perinadine, 17 benzomalvins, 5 biosynthesized
breviones, 5 cyclopenols and related benzodiaze-
pine alkaloids, and only two produced quino-
lactacins [9].

Downloaded by: Universidad National Autonoma de Mexico (UNAM). Copyrighted material.



Results and Discussion

v

In the course of our screening of fungal species as sources of a-
glucosidase inhibitors, a few coprophilous fungi from bat dung
collected at the Chontalcoatlan cave, in the State of Guerrero,
Mexico, were isolated and cultured. Their organic extracts were
prepared and defatted for testing in vitro against yeast a-glucosi-
dase using a well-known spectrophotometric assay [10]. The de-
fatted extract from P. spathulatum B35 was selected for further
investigation on the basis of its inhibitory activity against yeast
a-glucosidase (ICs9=56.5 pg/mL). Extensive chromatography of
this active fraction led to the isolation of benzomalvin A (1), the
epimeric mixture (7:3) of quinolactacins Al (2) and A2 (3),
quinolactacin B as a racemate (4), quinolonimide (5), asperphe-
namate (6), and 2-chloro-6-[2'(S)-hydroxypropyl]-1,3,8-tri-
hydroxy-anthraquinone (7), a new chemical entity (© Fig. 1).
Compounds 1-4 and 6 were characterized by comparison of their
spectroscopic data with those previously described [11-16]. The
NMR spectra are included in the Supporting Information. The
structures of compounds 2, 3, and 5 were confirmed unambigu-
ously by an X-ray crystallographic analysis (© Fig. 2). It is worth
mentioning that this is the first report of crystallographic data of
quinolactacin-type alkaloids and clearly confirmed that alkaloids
2 and 3 undergo C-3 epimerization. The epimeric mixture was in-
separable by conventional methods; all attempts to separate the
pure compounds failed due to their rapid interconversion, such
that each compound became contaminated with the other. Fur-
thermore, a mixture of 2 and 3 decomposed to compound 5. This
trend of effects has been reported previously [17]. On the other
hand, it was observed that in a solution, benzomalvin A (1) exists
as a mixture of two conformers (1a and 1b) at room temperature
in a 4:1 ratio. This comportment was observed after a few hours
of standing in solution and was maintained constant over the
days. The conformational dynamic behavior of compound 1 was
extensively investigated by Sugimori and coworkers [18]. In pre-
vious studies, both conformers 1a and 1b were designated with
different trivial names, i.e., benzomalvins A and D, respectively,
probably because during the first description of 1a and 1b, such
conformational interconversion was not readily anticipated from
a cursory examination of their structures [11,12]. Therefore, to
avoid confusion, throughout this work, when referred to the iso-
lated compound from P. spathulatum, the name of benzomalvin A
(1) will be used, with the understanding that in solution, com-
pound 1 is an equilibrated mixture of 1a and 1b.

Compound 7 was isolated as an optically active amorphous red
solid. Its molecular formula was determined as C;7H140¢Cl from
HRESIMS (found m/z 349.0457 [M + HJ*, calcd. 349.0473). The
presence of one chlorine atom in the molecule was consistent
with the relative abundance of the [M + H + 2]* peak with respect
to the pseudomolecular ion [M + HJ* in the HRESIMS (Fig. 18 S,
Supporting Information). The H and '3C spectra (© Table 1) re-
vealed the presence of two conjugated ketone carbonyls, one
methyl, one methylene, and one secondary carbinol groups; in
addition, 12 aromatic carbons (three of which were protonated)
were observed. These spectroscopic features suggested that 7 had
the same anthraquinone skeleton as found in nalgiolaxin [19,20].
The position of substituents on the anthraquinone core was ini-
tially established by the analysis of 2D NMR spectra (© Table 1
and Figs. 115-14S, Supporting Information). In addition, to con-
firm the position of the chlorine atom along the antraquinone
core, calculations of 'H chemical shifts were performed using
the density functional theory (DFT) at the B3LYP/6-311+G(2 d,p)
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Fig. 1 Chemical structures of isolated compounds from P. spathulatum:
benzomalvin A (1), quinolactacins A1 (2), A2 (3) and B (4), quinolonimide
(5), asperphenamate (6), and 2-chloro-6-[2'(S)-hydroxypropyl]-1,3,8-tri-
hydroxy-anthraquinone (7).

Fig.2 ORTEP depiction for the X-ray crystal structures of the co-crystalli-
zation of 2 and 3 (A), and of compound 5 (B).

level. The calculated data were next compared with the experi-
mental parameters, and according to the results (Table 3§,
Supporting Information), the Boltzmann-weighted 'H chemical
shifts calculated for the S enantiomer were in agreement with
the proposed planar structure of 7 since the mean absolute error
(MAE) value was <0.10 ppm [21,22]. The absolute configuration
at C-2' was established by means of optical rotation calculations
at the B3LYP/DGDZVP level of the two possible enantiomers
(R and S). The results revealed that the absolute configuration at
C-2" was S since the experimental optical rotation value ([a]3’ +
51.5, ¢ 0.007, MeOH) matched with the calculated value for the S
enantiomer ([a]p +48.4, MeOH), and the sign of the optical rota-
tion reported for the dechloro derivative (+)-2'S-isorhodoptilo-
metrin [23]. The value calculated for the R enantiomer was oppo-
site in magnitude and sign ([a]p - 52.9, MeOH). Thus, compound

Del Valle P et al. Alkaloids from the... Planta Med 2016; 82: 1286-1294
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7 was characterized as 2-chloro-6-[2'(S)-hydroxypropyl]-1,3,8-
trihydroxy-anthraquinone.

All compounds were tested against yeast a-glucosidase, but only
compound 1, the epimeric mixture of 2 and 3, and compounds 4
and 6 inhibited the enzyme in a concentration-dependent man-
ner (ICsq values of 383.2, 273.3, 57.3, and 8.3 uM, respectively).
Compounds 1-4 and 6 were more potent than acarbose
(IC50=659.3 uM), used as a positive control. It is worth noting
that compound 5, which was confirmed to be the decomposition
product of compounds 2, 3, and 4 [17], was inactive as an a-glu-
cosidase inhibitor in this test. This instability precludes any
further studies with these compounds. On the other hand, com-
pounds 1 and 6 were also tested against rat small intestine a-glu-
cosidases. Both samples induced a ~30% inhibition when tested
at 630.3 and 454.0 uM, respectively; nevertheless, the ICsq values
could not be determined due to the low water solubility of the
samples.

In order to confirm the a-glucosidase inhibitory activity in vivo of
benzomalvin A (1), an oral sucrose tolerance test (OSTT) was per-
formed, considering that it was not cytotoxic to human gingival
fibroblasts (HGFs; 1C5¢=54.5+ 3.3 M), using a cell-based assay
as described in the experimental section. Compound 6 was not
further tested due to its known cytotoxic effects and because of
the scarcity of the sample [24]. The OSTT can measure the intes-
tinal a-glucosidase inhibition through the decrease of postpran-
dial glucose uptake after an oral administration of sucrose (3.0 g/
kg). Two groups of animals were used, healthy and hyperglycemic
mice. The hyperglycemia condition was induced by treating mice
with nicotinamide (NA, 50 mg/kg) and, 15 min later, with strep-
tozotocin (STZ, 130 mg/kg). The pretreatment with NA provokes
partial protection to pancreatic B-cells from the cytotoxic action
of STZ by scavenging free radicals and creates a hyperglycemic
state close to T2DM [25]. Compound 1 was evaluated at doses of
3.1, 10, and 31.6 mg/kg, and the results (© Fig. 3) revealed that 1
decreased blood glucose levels 30 min after oral administration
of sucrose in healthy mice at all tested doses (compared to con-
trol group, p < 0.05). In nicotinamide-streptozotocin (NA-STZ) hy-
perglycemic mice, only the dose of 10 mg/kg provoked a signifi-
cant decrease of the postprandial peak (p<0.05). The extent of
the inhibition was comparable to that of acarbose, used as a pos-
itive control.

Ligand docking has been successfully used at different stages of
the drug discovery process, in particular, for predicting the prob-
able binding mode of active ligands to a protein [26]. Therefore,
docking studies were performed with compound 1 using the
crystal structures of isomaltase from Saccharomyces cerevisiae
[27], human N-terminal sucrase-isomaltase [28], human N-ter-
minal maltase-glucoamylase [29], and human C-terminal mal-
tase-glucoamylase [30] obtained from the Protein Data Bank
[31] with the codes 3A4A, 3LPP, 2QM], and 3TOP, respectively.
According to a conformational search carried out with com-
pound 1, the lowest energy conformers of 1a and 1b were used
with estimated energy values of 96.5 and 98.3 kcal/mol, respec-
tively. Both conformers were fully optimized at the B3LYP/
DGDZVP level for docking studies. The results predicted that 1a
and 1b bind to yeast isomaltase (3A4A) in a different location
than acarbose (© Fig. 4A). In the case of conformer 1a, hydropho-
bic interactions with aminoacids Gly564, Pro567, Lys568, and
Lys373, and one 77 interaction between Phe563 and the quina-
zolino ring of 1a were observed (© Fig.4B). For conformer 1b,
there were hydrophobic interactions with the following amino

Del Valle P et al. Alkaloids from the... Planta Med 2016; 82: 1286-1294

Table 1 'H and "*C NMR data of compound 7.

Position 8¢ 8y (Jin Hz) cosy HMBC
1 160.3 -
2 113.9 -
3 162.1 -
4 108.2 7.18(s) C-2,C-934,C10
43 132.5 -
5 120.9 7.53(s) H-7 C-10, C-8a,C-7,C-1"
6 149.8 -
7 124.7 7.07 (s) H-5 C-8,C-8a, C-5,C-1"
8 162.1 -
8a 113.7 -
9 190.4 -
9a 109.0 -
10 181.3 -
10a 133.0 -
1 452 2.73 (m) H-2' C-5,C-6,C-7, C-2'
2! 67.6 3.97 (m) H-1',H-3" C6
3’ 22.0 1.16(d,6.2) H-2' Cc-1',C-2'

Data recorded in Methanol-d4 at 500 MHz for 'H and 125 MHz for 3C NMR. All data in
ppm

acids: Lys569, Gly564, Glu497, Asn565, and Phe563 as well as hy-
drogen bonds with Lys568 and Lys373 (© Fig. 4C).

For human enzyme 3LPP, docking results predicted that 1a and
1b bind to the catalytic domain in the same site as the co-crystal-
lized competitive inhibitor kotalanol (© Fig. 5A), showing hydro-
phobic interactions with the aminoacids Trp435, Phe479,
Arg555, Met473, Phe604, Asp571, Trp327, Leu233, and Ser631
for 1a, and Trp435, Phe479, GIn232, Lys509, Asp231, Phe604,
Asp571, Trp327, Ser631, and Leu233 for 1b. For enzyme 2QM],
1a and 1b bind to the same pocket as the co-crystallized ligand
acarbose (© Fig. 5B) with hydrophobic interactions with residues
Tyr605, Phe450, Trp406, Asp542, Asp443, Arg526, Asp327,
Tyr299, Phe575, and GIn603 for 1a, and Phe450, Lys480, Asp203,
Asp542, Met444, Phe575, Trp406, and Arg526 for 1b. Finally, for
enzyme 3TOP, docking results predicted that only 1a binds to the
same pocket of acarbose as the co-crystallized ligand (© Fig.5C)
with hydrophobic interactions between Asp1157, Phel427,
Phe1559, Asp1526, Phe1560, Thr1586, Pro1159, Trp1369, and
Lys1460.

It should be pointed out that docking studies for predicting the
putative binding mode of a ligand to a protein are not always con-
clusive. There are a few reasons, including inaccuracies in the en-
ergy models used to score potential ligand/protein complexes,
and the failure of current methods to account for the conforma-
tional changes that take place during the binding process, not on-
ly for the ligand, but also for the protein. Furthermore, predicting
receptor structural rearrangements is a very complex problem
that has not been solved [26].

Benzomalvins are a rare class of bioactive alkaloids having a
unique quinazolino-benzodiazepine-dione ring skeleton. Previ-
ously, Sun and coworkers demonstrated that benzomalvin A (1)
showed inhibitory activity in vitro against substance P with K;
values of 12,42, and 43 pM at the guinea pig, rat, and human neu-
rokinin receptors (NK1), respectively [11]. Since these receptors
are involved in pain transmission and neurogenic inflammation,
it is highly possible that 1 possesses antinociceptive and/or anti-
hyperalgesic properties. Thus, to partially answer this question,
compound 1 was tested for its antihyperalgesic activity in
NA-STZ hyperglycemic mice, considering that hyperalgesia is
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one of the sensory abnormalities observed in cases of diabetic
neuropathy [32]. Treatment of NA-STZ hyperglycemic mice with
formalin solution (1%, i.pl.) provided a suitable hyperalgesic con-
dition; a clear increment in the response to chemical stimuli was
noticed when compared with the formalin-treated (2%) normal
mice group. Formalin-induced hyperalgesic behavior exhibited a
biphasic pattern (© Fig. 6A). The initial acute response (phase I)
lasting 0-10 min was followed by a relatively quiescent period,
and a subsequent late response (phase II) lasting 10-30 min. Pre-
treatment (- 30 min) with 1 significantly (p <0.05) reduced for-
malin-induced hyperalgesic behavior during phase I at the dose
of 31.6 pg/paw (© Fig. 6B), and during phase II at the doses of 10
and 31.6 pg/paw (© Fig.6C). Gabapentin (GBP) was used as a
positive control in this test. In another set of experiments, it was
found that when the NA-STZ hyperglycemic mice were pre-
treated with the benzodiazepine receptor antagonist flumazenil
(6 ng/paw), there was no reduction of the antihyperalgesic effect
(Fig. 19'S, Supporting Information) of 1 (31.6 pg/paw). These re-
sults ruled out the classic benzodiazepine-GABA, receptor as
the molecular target of the quinazolinobenzodiazepinedione.
Further work is necessary to establish the in vivo mode of action
of this interesting alkaloid.

In summary, this study revealed that benzomalvin A (1) is a new
lead for the development of new antidiabetic compounds with a-
glucosidase inhibitory activity. In addition, the antihyperalgesic
effect in vivo demonstrated in this work for 1 supports the poten-
tial of quinazolinobenzodiazepines for pain control. Finally, the
chemical profile of the isolate P. spathulatum analyzed in this in-
vestigation is consistent with the findings of Frisvad et al. [9].

Materials and Methods

v

Reagents

p-Nitrophenyl-a-D-glucopyranoside (pNPG, > 99%), STZ (>98%),
nicotinamide (NA, > 98%), acarbose (>95%), GBP (>98%), fluma-
zenil (FLU, >99%), sucrose (ACS reagent), S. cerevisiae a-glucosi-
dase, and intestinal acetone powder from the rat were purchased
from Sigma. Formaldehyde solution (37%) was purchased from
J.T. Baker.

General experimental procedures

Melting point was determined on a Fisher-Johns apparatus and is
uncorrected. IR spectra were obtained on a PerkinElmer 400
FT-IR spectrophotometer. Optical rotations were recorded at the
sodium D-line wavelength using a PerkinElmer model 343 polar-
imeter at 20°C. 1D and 2D NMR spectra were recorded on a
Varian Inova spectrometer at 400 MHz ('H) and 100 MHz (13C)
or a Varian Inova spectrometer at 500 MHz ('H) and 125 (13C);
spectra were recorded using deuterated solvents and tetra-
methylsilane (TMS) as an internal standard. HRESIMS spectra
were obtained using a Thermo Scientific LTQ Orbitrap XL mass
spectrometer in the positive and negative ionization modes.
HPLC was carried out on a Waters system equipped with a 2535
pump and a 2998 photodiode array detector; data acquisition
and management of chromatographic output were performed
with the Empower 3 software (Waters). For preparative HPLC, a
Gemini (C18, 5um, 21.2 x 250 mm; Phenomenex) column was
used. Reagent grade dichloromethane, n-hexane, methanol, and
HPLC grade acetonitrile and methanol (J.T. Baker) were regularly
used in the extraction and isolation procedures. Silica gel 60 (70-
230 mesh; Merck) and Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech)
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Fig.3 Effect of benzomalvin A (1) on blood glucose levels during an OSTT
in normal mice (A) and NA-STZ hyperglycemic mice (B). VEH: vehicle. Each
point represents the mean + SD for six mice in each group. *P<0.05 sig-
nificantly different two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test
for comparison with respect to vehicle-treated group at the same time.

were used for column chromatography (CC). TLC analyses were
performed on precoated silica gel 60 F,s54 plates (Merck) using
different mobile phases, and visualization of the plates was car-
ried out using Dragendorff reagent or Ce;(SO4)3 (10%) solution
in H,SO4 and heating.

Isolation and identification of Penicillium spathulatum

Samples of fresh bat dung were collected aseptically from two lo-
cations throughout the Chontalcoatlan cave in the State of Guer-
rero, Mexico (18°38' 52" N, 99°31' 4” W), in February 2013, using
sterile glass tubes and a spatula. The samples were vortexed with
3 mL of sterile water, and 0.5 mL of the supernatant was directly
plated on water-agar medium (39 g of agar in 1L of distilled
water) or potato dextrose agar (PDA; Difco). Both media were
amended with streptomycin sulfate (30 mg/L) and rose bengal
(50 mg/L). Agar plates were incubated aerobically at room tem-
perature until the presence of fungal single colonies was ob-
served. Colonies were transferred and purified on new PDA me-
dium plates. One of the isolates was accessioned as B35 and is
preserved in the Department of Pharmacy culture collection at
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the Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
México, México.

For molecular identification of the fungal strain B35, the com-
plete internal transcribed spacer (ITS) regions 1 and 2, and the
5.8 S ribosomal DNA were amplified with primers ITS5 and ITS4
[33,34] by PCR using puReTaq® Ready-To-Go PCR beads
(Amersham Biosciences Corp.). The DNA extraction, PCR amplifi-
cation, sequencing protocols, and phylogenetic analysis were ac-
complished using methods described previously [21,35,36].
Based on the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) of NCBIs
GenBank nucleotide database, the closest hits (99%) using the ITS
region were members of P. spathulatum [GenBank JX313157 (CBS
116972); Identities = 493/494 (99%), Gaps = 0/494 (0%)]; P. spa-
thulatum [GenBank ]JX313162 (CBS 116977); Identities =492/
494 (99%), Gaps =0/494 (0%)]. Our ITS sequence from strain B35
was also 99% similar to a sequence of P. spathulatum (CBS
117192) obtained from the ex-type culture [9].

In addition to the ITS region, the ribosomal polymerase II subunit
2 (RPB2) gene was used to obtain a species level identification of
strain B35 based on recommendations provided by Peterson that
ITS barcodes may be problematic and not yield an accurate spe-
cies level identification for members of the genus Penicillium
[37]. The RPB2 gene has been used previously for inferring spe-
cies-level phylogenetic relationships and identifications of Peni-
cillium sp. [9,21,38] as a number of type sequences from pub-
lished taxonomic and phylogenetic studies are available in
GenBank for comparison. A portion of the partial RPB2 gene was
sequenced using primers RPB2-5f and RPB2-7cR [39] and PCR
conditions outlined previously with some modifications [40].
The PCR reaction was carried out in 25 pL containing 5 puL tem-
plate DNA, 2.5 uL BSA (New England Bio Labs Inc.), 2.5 L 50%
DMSO (Sigma), and 1 puL of each 10 uM forward (RPB2-5F) and re-
verse (RPB2-7cR) primer. The rest of the volume was made up to
25 pL by adding molecular biology grade H,0 (Fisher Scientific).
Bidirectional Sanger sequencing of the purified PCR products
was performed at Eurofins Genomics (http://www.operon.com/
default.aspx) using BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing.
Sequences were edited using Sequencher 5.2.3 (Gene Codes
Corp.). A BLAST search performed with RPB2 sequences retrieved
a high-scoring similarity of 97% with P. spathulatum [GenBank
JN406636 (CBS 117192); 686/707 (97%), Gaps=0/707 (0%)]. For
phylogenetic analysis, a data matrix of RPB2 sequences was re-
constructed using Penicillium spp. from a recent study describing
P. spathulatum [9]. Multiple sequence alignment and maximum
likelihood (ML) analysis were employed using methods outlined
previously [41]. Based on the results of phylogenetic analysis of
RPB2 sequences, strain B35 forms a strongly supported (100%
RAXML bootstrap) monophyletic group with the type strain of
P. spathulatum (CBS 117 192) within the section Brevicompacta
[9] (Fig.20 S, Supporting Information). Therefore, based on the
results of both ITS barcoding and ML analysis using RPB2 gene se-
quences, it was concluded that strain B35 was P. spathulatum
(Eurotiales, Trichocomaceae, Ascomycota). The sequence data
have been deposited in GenBank (ITS: KX156615; RPB2:
KX138224, KX138225).

Fermentation, extraction, and isolation

Seed cultures of P. spathulatum B35 (15 mL) grown for one week
on potato dextrose broth (Difco) were used to inoculate five
Fernbach flasks containing 200g of moist rice. Fermentation
was carried out at room temperature for 40 days. The solid cul-
tures were extracted exhaustively with CH,Cl,-MeOH (8:2). The
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Fig.4 Structural model of the complex of acarbose (pink sticks), 1a
(green sticks), and 1b (red sticks) with yeast a-glucosidase (A). 2D model of
interactions of 1a (B) and 1b (C) with amino acids of yeast a-glucosidase.
(Color figure available online only.)

cultures were decanted and the extracts were combined and fil-
tered. The combined filtrate was dried over anhydrous Na;SO4
and evaporated to dryness under reduced pressure to produce
16 g of a blackish residue. The latter was subsequently extracted
with 200 mL of MeOH-MeCN (1:1) and n-hexane (3 x 100 mL).
The biphasic solution was transferred to a separation funnel and
shaken vigorously. The MeOH-MeCN layer was drawn off and
evaporated to dryness under vacuum to yield 5.5 g of a defatted
fraction. Of this fraction, 5.4 g were subjected to silica gel CC
(4.8 x40 cm; CH,Cl,-MeOH 100:1 — 1:100) to generate 10 frac-
tions (Fr. [-X). From Fr. Il precipitated a pale yellow solid with n-
hexane. The resolution of this precipitate (500 mg) by preparative
RP-HPLC eluted with MeCN-H,0 (80:20) at a flow rate of
21.24 mL/min led to the isolation of 1 [1a (tg=5.8 min) and 1b
(tg=4.9min)] as an inseparable conformational mixture
(150 mg) and asperphenamate (6, 15 mg, tg=7.5 min); it is im-
portant to mention that 1a and 1b, once purified, reformed into
a mixture containing both conformers in a 4:1 ratio. Fr. V
(25mg) was chromatographed on Sephadex LH-20 CC
(1.7x45 cm) eluted with MeOH-CH,Cl, (9:1) to yield 5mg of
compound 7. The fractionation of Fr. VIII (450 mg) with Sephadex
LH-20 CC (2.5% 50 cm) eluted with MeOH-CH,Cl; (9:1) yielded
compounds 2 and 3 (epimeric mixture, 80 mg) and 5 (20 mg),
which crystallized spontaneously. Finally, (50 mg) compound 4
(racemate, 15mg) was separated from Fr. IX by silica gel CC
(1.7x45cm) eluting with CH,Cl, with increasing amounts of
MeOH (100:0— 0:100).
2-Chloro-6-[2(S)-hydroxypropyl]-1,3,8-trihydroxy-anthraqui-
none (7): amorphous red solid (MeOH); m.p. 194 °C; R¢0.45, sili-
ca gel 60 Fysq, CHyCl/MeOH (90:10); [a]® +51.5, (¢ 0.007,
MeOH); UV (MeOH) Apax (log €) nm: 218.5 (4.26), 256.5 (3.99),
308.5 (3.85) and 433 (3.5) nm; IR (ATR) vimax 759, 1008, 1256,
1381, 1622, and 2920cm™!; 'H NMR and '3C NMR see Table
{V1}; HR ESIMS my/z 349.0457 [M + H]* (calcd. for C;7H140¢Cl
349.0473).
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X-ray crystal structure analysis

X-ray diffraction data were collected on a Bruker D8 Venture dif-
fractometer with Cu Ka radiation. The structures were solved by
the SHELXS-2013 method and refined using full-matrix least-
squares on F2. Suitable crystals of 2/3 and 5 were obtained by
evaporation of CH,Cl,-MeOH (9: 1). Crystallographic data for 2/3
and 5 have been deposited with the Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC) with the accession nos. 1475815 and
1475814, respectively. These data are available, free of charge,
from the CCDC via http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif.
Crystal data for 2[3: C33H4,CINgNaOg, H,0, M =669.13, triclinic,
space group P-1 with a=11.0143(13) A, b=11.7181(14) A,
c=13.4538(17) A, a=85.899(3)° B=83.045(3)°, y=74.322(3)°,
V=16582(3) A3, Z=2, T=150(2) K, D.=1.340 Mg/m3, u(Cu
Ka)=0.184mm™, F000)=708, 26718 reflections collected,
5981 independent reflections (Rj,=0.0963). The final R; values
were 0.0763 [I>26 (I)]. The final wR, (F?) values were 0.1656
[I>20 (I)]. The final Ry values were 0.1154 (all data). The final
WR; (F?) values were 0.1832 (all data).

Crystal data for 5: C;,HgN,03, H,0, M = 246.22, monoclinic, space
group P2;/n with a=8.2025(3) A, b=7.4003(3) A, c=17.7053(6)
A, a=90° B=103.1508(13)°, y=90°, V=1046.54(7) A3, Z=4,
T=296(2) K, D.=1.563 Mg/m3, p(Cu Ka)=1.012mm™!, F(000)=
512, 12449 reflections collected, 1910 independent reflections
(Rint=0.1125). The final Ry values were 0.0396 [I>2c (I)]. The fi-
nal wR; (F?) values were 0.1027 [I>2c (I)]. The final R; values
were 0.0450 (all data). The final wR; (F?) values were 0.1092 (all
data).

a-Glucosidase inhibition assay

Yeast a-glucosidase was prepared at 1 U/mL in phosphate buffer
(PBS, 100 mM, pH7). The mammalian enzyme was prepared
from intestinal acetone powder from the rat (40 mg) by sonica-
tion (10 min) with 1 mL of ice-cold PBS and centrifugation at
6400 rmp for 10 min. The supernatant was recovered and used
for the in vitro assay. Fungal extract, fractions, and isolated me-
tabolites were dissolved in MeOH. Aliquots of 1-10 pL of the test-
ing matter were incubated for 10 min with 10 pL of yeast enzyme
stock solution or 20 pL of mammalian enzyme. After incubation
with enzymes, 10puL of substrate pNPG (5mM for yeast or
10 mM for mammalian enzyme, in PBS) were added and incu-
bated at 37°C for 20 min. The final volume of the reaction mix-
ture was 100 pL per well. Absorbance at 405 nm was measured
in a BIO-RAD 96-well microplate reader model 680. Three repli-
cates were made for each assay. The inhibitory activity was deter-
mined as a percentage in comparison to the negative control. The
concentration required to inhibit the activity of enzymes by 50%
(ICs0) was calculated with a nonlinear fitting analysis using Ori-
gin 8.0 software.
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Fig.5 Structural model of the complex of kotala-
nol (yellow sticks), 1a (green sticks), 1b (red sticks),
and acarbose (pink sticks) with human N-terminal
sucrase-isomaltase (A); human N-terminal maltase-
glucoamylase (B); and human C-terminal maltase-
glucoamylase (C). (Color figure available online
only.)

Experimental animals

All animal assays were conducted in agreement with the Mexi-
can Official Norm for animal care and handling (NOM-062-Z0O-
1999) and were approved by the local ethical committee (FQ/
CICUAL/132/16 and FQ/CICUAL/136/16; both protocols were ap-
proved on March 8, 2016). Male ICR mice, weighing 20-25g,
were purchased from Envigo (Envigo RMS). The animals were
contained in groups of 10 under standard laboratory conditions
(12-h light/12-h dark cycle under a controlled temperature,
22 +1°C) and maintained on a standard pellet diet and water ad
libitum.

Nicotinamide-streptozotocin experimental-induced
type 2 diabetes mellitus in mice

Induction of hyperglycemia in mice was achieved by a single i.p.
administration of NA (50 mg/kg) in saline solution (SS) followed
by i. p. administration of STZ (130 mg/kg) in citrate buffer (0.1 M,
pH4.5) 15 min latter. After seven days, blood glucose levels were
determined and mice with > 200 mg/dL were considered hyper-
glycemic and selected for the study [25].

Oral sucrose tolerance test

Freshly prepared sucrose solution in SS was used for the carbohy-
drate tolerance test. Compound 1 was suspended in SS with
0.05% of Tween 80 (vehicle) and sonicated for 10 min. Acarbose
(5 mg/kg) was prepared in SS and was used as a positive control.
The control group received only vehicle. All animals were orally
administrated. Blood samples were obtained from the caudal
vein by means of a small incision at the end of the tail. Blood glu-
cose levels (mg/dL) were measured by the enzymatic glucose ox-
idase method using a commercial glucometer (One Touch Ultra 2,
Johnson & Johnson).

Both types of mice, healthy and NA-STZ hyperglycemic, were
placed in containing boxes forming groups of six animals. Group
1 was administrated with the vehicle, group 2 with acarbose, and
groups 3 to 5 received 1 at different doses (3.2, 10, and 31.6 mg/
kg). Basal blood glucose levels were measured before treatments
(Omin). Thirty min after treatment administration, a sucrose
load (3.0 g/kg) was given to the animals. Blood glucose levels
were measured at 30, 60, 90, and 120 min after the sucrose load.
The variation of glycemia (%) was calculated with respect to the
initial (0 h) glucose level according to the following equation:

% Variation of glycemia = (G¢/G;) x 100

where G; is the initial glycemia value and G is the glycemia value
after treatment.

Formalin-induced hyperalgesia in nicotinamide-
streptozotocin hyperglycemic mice

Hyperalgesia in NA-STZ hyperglycemic mice (two weeks) was
achieved using the formalin test. Animals were placed in open
plastic cylinders for 30 min at 25 °C to acclimatize, then 40 pL of
formalin solution (formaldehyde at 1.0% in SS) were adminis-
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trated subcutaneously into the dorsal surface of the right paw.
The animals were returned to the cylinder and observed immedi-
ately after formalin injection. Hyperalgesic behavior was quanti-
fied as the licking or biting time of the injected paw during 5-min
periods up to 30 min after injection. Treatments were adminis-
trated subcutaneously 30 min before formalin injection. NA-STZ
hyperglycemic mice were placed in containing boxes forming
groups of six animals. Group 1 was administrated with SS, group
2 with GBP (31.6 ng/paw in SS) and groups 3 to 5 received 1 at
different doses (3.2, 10, and 31.6 ug/paw in SS). Area under the
curve (AUC) for phase I (0-10 min) and phase II (10-30 min) was
calculated by means of the trapezoidal rule.

Statistical analysis

Results are expressed as the mean +SD of six animals in each
group. Statistical significance differences were ascertained by
means of two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test for tem-
poral courses to analyze the antihyperglycemic effect, while one-
way ANOVA followed by Dunnett’s tests was used for concentra-
tion-response curves to analyze the antihyperalgesic effect.
P <0.05 was considered to be significant. GraphPad Prism 6 soft-
ware was used for data analysis.

Cell viability assay

Human gingival fibroblast (HGFs) were obtained from a healthy
patient from Facultad de Odontologia, UNAM, with non-inflamed
gingiva, with their consent. HGFs were cultured and maintained
as previously described [42]. The cells were cultured in a mono-
layer to the first passage and then treated with 0.25% trypsin and
0.02% EDTA for 5 min, collected by centrifugation, washed, and
suspended in PBS containing 1% FBS. The HGFs were regulated
at 3x10° cells/100 uL and were pipetted into a 96-well micro-
plate. After incubation for 24 h, the culture medium was changed
to a medium with different concentrations of compound 1 (1-
100 uM). The viability of the fibroblasts was analyzed at 96 h after
the addition of media with and without the compound at differ-
ent concentrations. The culture medium containing the com-
pound was removed, the cells were washed with a solution of
saline phosphate, and dried to analyze them. Cell viability was
assessed using the MTT dye procedure according to a standard
protocol [43]. Six replicates were performed in each test. Cytotox-
icity was rated on % of cell viability relative to the control. The Clsg
(value at which 50% of cell viability was observed) was calculated
from this data. Compound 1 showed a Clsg of 54.5 +3.3 pM.

H and '3C chemical shift and optical rotation
calculations

Minimum energy structures for each candidate molecule were
built with Spartan’10 software (Wavefunction, Inc.). A conforma-
tional search was performed with the Monte Carlo search proto-
col as implemented in the same software under the MMFF mo-
lecular mechanics force field. The resulting library of conformers
within an energy window of 5 kcal/mol was subjected to geome-
try optimization and frequency calculation by using DFT at the
B3LYP/DGDZVP or B3LYP/6-311+G(2 d,p) level of theory for pre-
diction of optical rotations and chemical shifts, respectively, em-
ploying Gaussian 09 software (Gaussian, Inc.). NMR isotropic
shielding constants were computed for each conformer using
the GIAO (gauge-independent atomic orbitals) method with the
same program at the B3LYP/6-311+G(2 d,p) level. To address sol-
vation, the integrated equation formalism polarized continuum
model (IEFPCM) was used. Isotropic shielding constants for each
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Fig. 6 Antihyperalgesic effect of benzomalvin A (1) on NA-STZ hypergly-
cemic mice in the formalin test. Temporal course of licking time; each point
represents the mean + SD for six mice in each group (A). AUC (area under
the curve) during phases | (B) and Il (C). *P <0.05 significantly different
ANOVA followed by Dunnett’s post hoc test for multiple comparison. VEH:
vehicle; GBP: gabapentin.
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nucleus in all conformers were Boltzmann-weighted and then
converted to empirically scaled chemical shift values applying
reference factors (slope and intercept) [22]. Each set of computed
data was compared with the experimental data of 7 and the MAE
was determined [21]. The studies for prediction of theoretical op-
tical rotation were achieved at the B3LYP/DGDZVP level in MeOH
and the obtained Boltzmann-weighted value was compared to
the experimental optical rotation of 7. All calculations were car-
ried out on the Miztli supercomputer at the Universidad Nacional
Auténoma de México (http://www.super.unam.mx/).

Docking studies

The crystallographic structures of the selected hydrolases (3LPP,
3TOP, 3A4 A, and 2QM]J) were obtained from the Protein Data
Bank [31]. The addition of polar and nonpolar hydrogen atoms,
Kollman charges, and solvation parameters to the proteins were
performed with the AutoDock Tools 1.5.6 package (http://
mgtools.scripps.edu). Fully optimized structures with Gaussian
09 software at the B3LYP/DGDZVP were prepared by adding
Gasteiger atomic charges and setting the number of torsions us-
ing AutoDock Tools. Docking studies were accomplished using
the AutoDock Vina 1.1.2 program [44]. Default parameters of ex-
haustiveness and number of modes were not altered. Initially a
blind docking was conducted with a grid box size covering the
entire protein. Then, a refinement procedure was carried out
with the center of the grid box corresponding to the ligand at
the pose with the minimum energy obtained in the blind dock-
ing. The docking results were analyzed with AutoDock Tools,
PyMOL (https://www.pymol.org/), and LigPlot Plus (http://www.
ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) software.

Supporting information
Spectroscopic data of compounds 1-4, 6, and 7, and experimental
details are available as Supporting Information.
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