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RESUMEN

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) desempefian un papel importante en la
sefalizacion celular y estan implicadas en una variedad de enfermedades humanas.
Como miembro de las PTPs, la PTP1B actua como el principal regulador negativo de las
vias de senalizacion de insulina y leptina. Por lo tanto, se le considera un blanco molecular
prometedor para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 (DMTII) y obesidad. Ademas,
existe evidencia que indica que PTP1B esta asociada con algunos tipos de cancer,
desordenes autoinmunes y enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, el desarrollo
de inhibidores potentes y especificos de PTP1B sigue siendo un desafio, debido a lo
altamente conservado que se encuentra el sitio activo de esta proteina, al uso de
estructuras truncadas (PTP1B1-300) en los ensayos in silico o in vitro -con lo que se pierde
informacion valiosa sobre la selectividad y mecanismos de inhibicién- y a las propiedades
fisicoquimicas de muchos candidatos potentes que los vuelven poco apropiados para su
biodisponibilidad.

En la busqueda de mejores y nuevos inhibidores, en este trabajo se describe el
modelado por homologia de la PTP1B de cadena completa de humano (hPTP1B1-400), la
aplicacion de la estrategia “One Strain Many Compounds” (OSMAC) en conjuncién con
el empleo de la plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)
para el descubrimiento de nuevas moléculas, asi como el aislamiento y elucidacion de 11
fenalenonas diméricas obtenidas por fermentacién mixta (Talaromyces sp./Aspergillus
sp.) o por semisintesis a partir de duclauxina (1) (modulador alostérico de hPTP1B1-400).
Asimismo, se presenta un analisis de componentes principales (PCA) de los espectros
de masas asociados a experimentos OSMAC a través del software MZmine2. Por otro
lado, se describe la sintesis parcial en un solo paso de talaromycesona B (2, considerado
hasta ahora un producto natural) a partir de duclauxina.

Adicionalmente, se estudiaron las propiedades inhibitorias (in vitro e in silico) de
todos los compuestos aislados (1-15) sobre hPTP1B1-400, determinandose para aquellos
que fueron capaces de inhibir a la enzima, una concentracion inhibitoria media (Clso),
cuyos valores cayeron en el rango de 2.7 a 37.9 uM. De igual modo, se calcularon las
constantes de disociacion (Kd) de todos los compuestos aislados, asi como las de cuatro
inhibidores de hPTP1B1-400 previamente reportados (duclauxina (1), talaromycesona B (2)
xenoclauxina (3) y bacilisporina G (4)) mediante experimentos de apagamiento de
fluorescencia intrinseca de la proteina y cuyos valores se ubicaron entre 0.7 y 21.3 uM.

Por ultimo, se estudié la interaccion de duclauxina (1) y bacilisporina G (4) y acido
ursolico (un control positivo) con hPTP1B1-400 mediante simulaciones biomoleculares. Y a
partir de los resultados experimentales de inhibicion y union a hPTP1B1-400, asi como los
de prediccion de unidn por acoplamiento molecular, se describe la relacion estructura-
actividad de las 15 fenalenonas diméricas (1-15) obtenidas en este trabajo.



ABSTRACT

Protein tyrosine phosphatases (PTPs) play an important role in cell signaling and
are involved in a variety of human diseases. As a member of PTPs, PTP1B acts as the
main negative regulator of insulin and leptin signaling pathways. Therefore, it is
considered a promising molecular target to treat type 2 diabetes mellitus and obesity.
Besides, there is evidence indicating that PTP1B is associated with some kinds of cancer,
autoimmune disorders, and cardiovascular diseases. However, the development of potent
and specific inhibitors of PTP1B remains a challenge, mainly due to the high degree of
structural conservation in the active site of the protein, the use of truncated structures
(PTP1B1-300) in both, in silico or in vitro screening assays —in which valuable information
is missed- and the physicochemical properties of many potent candidates that turn them
slight suitable for its bioavailability.

In an attempt to discover new and better inhibitors of PTP1B, in this work, the
generation of a homologated model for the full length PTP1B (hPTP1B1-400), the
application of “One Strain Many Compounds” (OSMAC), and mixed fermentation
strategies, organized and analyzed with the Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS) platform, and principal components analysis, and the use of
semisynthetic methodologies for generating hPTP1B1-400 inhibitors based on duclauxin
(1) are described. Altogether, this approach led to the isolation and structure elucidation
of 11 dimeric phenalenones (6-15). Remarkably, partial synthesis allowed us to obtain
talaromycesone B (2, considered a natural product until now) from duclauxin (1).

Additionally, the inhibitory properties (in vitro and in silico) against hPTP1B1-400 of
all compounds (1-15) were studied. The half maximal inhibitory concentration (ICso) for
those compounds able to inhibit the phosphatase activity of the enzyme was determined
and ranged from 2.7 to 37.9 yM. Similarly, the dissociation constants (Kd) for all
compounds, including four previously isolated phenalenones (duclauxin (1),
talaromycesone B (2), xenoclauxin (3), and bacillisporin G (4)) were determined by
quenching fluorescence experiments, the Kq values ranged from 0.7 to 21.3 uM.

Finally, the interaction between duclauxin (1), bacillisporin G (4), and ursolic acid
with hPTP1B1400 was studied by biomolecular simulations. Complementary, several
molecular descriptors calculated using DataWarrior software, together with ICso0, K4, and
molecular docking predicted Ki values for phenalenones 1-15, were used to establish a
structure-activity relationship.



1. INTRODUCCION

Los productos naturales (PNs) son considerados un gran recurso para el
desarrollo de farmacos novedosos, debido a su diversidad quimica, su complejidad
estructural y su selectividad biolégica. Se estima que existen reportados
aproximadamente 300,000 productos naturales. De estos, sélo alrededor del 1% se le ha
reportado su actividad biolégica.! Por otro lado, de 1981 al 2019, globalmente se
aprobaron 1394 moléculas pequefias para su uso como agentes terapéuticos, de las
cuales, 441 (= 32%) son productos naturales o derivados de estos. Y si se consideran
los productos de sintesis que contienen un farmacaoforo de producto natural, esta cifra se
eleva a 713, constituyendo asi alrededor de 51% de las moléculas aprobadas que se
deben a la productividad en el campo de los productos naturales.?

En particular, los microorganismos fungicos como fuente de productos naturales
han cobrado cada vez mayor importancia a nivel industrial, por la ventaja de que se
pueden manipular en procesos de fermentacidn a gran escala y varios de sus productos
poseen un valor alto en el mercado; algunos ejemplos notables son: la pravastatina (=
$3.6 billones/ afio), la amoxicilina (= $11.7 billones/ afio), la ciclosporina (= $1.4 billones/
ano) y fingolimod (= $1 billon/ afio)®>*. Ademas, se estima que existen entre 1.5y 5.1
millones de hongos® y de este reino se conocen cerca de 20,000 compuestos,’
incluyendo algunos tan populares como: la penicilina (antibiético), la griseofulvina
(antifungico), las estatinas (antiparasitarios, antifungicos y antihipercolesterolémicos), la
fumagilina (antifungico empleado en microsporidiasis), la psilocibina (alucinégeno), y las
aflatoxinas (micotoxinas).36

Los métodos tradicionales para el descubrimiento de productos naturales
microbianos involucran la coleccion y el cultivo de cepas, la obtencidon de un extracto
organico, el aislamiento biodirigido de compuestos y la elucidacion estructural de estos
mismos. Desafortunadamente, este enfoque frecuentemente conduce a una alta tasa de
redescubrimientos, como lo han sefalado los programas de secuenciacion completa del
genoma que demuestran que el potencial biosintético de los microorganismos ha sido
enormemente desaprovechado, ya que el numero de genes que codifican para enzimas
biosintéticas en varios hongos, supera significativamente a los metabolitos secundarios
caracterizados en esos organismos.’

Bajo condiciones estandar de cultivo de laboratorio, sélo se expresa un grupo de
genes que codifican para algunas vias biosintéticas y, por lo tanto, apenas se produce
una minoria del potencial de estructuras quimicas.” Esto ha traido como consecuencia
que las companias farmacéuticas hayan disminuido significativamente sus actividades
en el descubrimiento de productos naturales.® No obstante, un estudio reciente demostréd
que de 1,500 compuestos aislados de hongos entre 1993 y 2001, mas de la mitad exhibio
actividad antibacteriana, antifungica o antitumoral.®



La mayoria de los metabolitos secundarios estan codificados en clusteres de
genes biosintéticos (BGCs); cada cluster contiene comunmente la mayoria de (o todos)
los genes que participan en la produccion de un metabolito secundario dado.'® La
transcripcion y activacion epigenética de BGCs se debe a los estimulos ambientales y es
dependiente de la etapa de desarrollo del hongo productor.® Para acceder a esta reserva
de estructuras potencialmente bioactivas, su biosintesis debe ser inducida. La variacion
de las condiciones de cultivo, que ha recibido el término “One strain many compounds”
(OSMAC), ha sido considerada la estrategia mas simple y efectiva para lograr este
objetivo. Ejemplos exitosos usando la estrategia OSMAC incluyen variaciones en el
medio de cultivo, co-cultivo con otros microorganismos, incorporacion de modificadores
epigenéticos o precurosores biosintéticos.'!-12

Por otra parte, el campo de los productos naturales esta atravesando por un
periodo de rapida innovacién, motivado principalmente por los avances tecnologicos vy el
desarrollo de nuevas herramientas para la caracterizacion de mezclas de productos
naturales. Recientemente, la aplicacion de metodologias multi-informativas que integran
meétodos quimicos, biolégicos y bioinformaticos han cobrado un gran interés y lo mas
importante, han ampliado nuestro horizonte en la diversidad, distribucién y funciones de
los productos naturales.’

Ultimamente, ha habido un gran interés en aplicar la metabolémica no dirigida
para retratar simultdaneamente los multiples componentes presentes en una mezcla,
comunmente a través de la aplicacion de analisis cromatograficos acoplados a métodos
espectroscopicos (IR, UV, RMN) o espectrométricos (MS). La herramienta estadistica
empleada con mayor frecuencia en el analisis de datos metabolémicos es el analisis de
componentes principales (PCA), en el cual un conjunto de datos es proyectado sobre
una serie de variables latentes, las cuales son mapeadas en un espacio de dos
dimensiones. La agrupacion de objetos se discierne por su co-varianza, la cual es
analizada por la proximidad de un objeto con otro en el puntaje grafico de PCA."

Otra herramienta que ha facilitado la identificacién de compuestos es la plataforma
“Global Natural Products Social Molecular Networking” (GNPS), que provee la capacidad
de almacenar, analizar y diseminar el conocimiento de espectros MS/MS con la
implementacion de funciones de dereplicacion y dereplicacion variable, mediante el
alineamiento de espectros MS/MS. Con esto, es posible identificar compuestos
depositados en las bases de datos y/o establecer similitudes estructurales entre
compuestos presentes en un extracto con los reportados en las bases de datos,
visualizando estas relaciones como redes moleculares, en las cuales se representa cada
espectro como un nodo y los alineamientos entre espectros como conexiones entre
ellos."®

Por otro lado, como se ha documentado en la literatura, la PTP1B ha ganado
interés desde el punto de vista farmacoldgico, puesto que es un blanco terapéutico
emergente en el tratamiento de la diabetes y el cancer.'® A la fecha, se han descubierto



mas de 300 inhibidores de PTP1B de cadena trunca de origen natural, de los cuales,
mas de 120 provienen de microorganismos fungicos, poniendo de manifiesto la riqueza
que encierra este nicho ecoldgico en el contexto del descubrimiento de inhibidores de
PTP1B. Sin embargo, este potencial puede explotarse aun mas, si se aprovechan a los
productos naturales como punto de partida para el disefio y sintesis de analogos que
optimicen su actividad farmacoldgica.'”” Como enfoque vital para la identificacion de
compuestos lider, el cribado virtual ha sido también activamente aplicado a la
identificacion de inhibidores novedosos de PTP1B."®



2. ANTECEDENTES

2.1 Proteinatirosina fosfatasa 1B (PTP1B): Generalidades

Las PTPs son enzimas que catalizan la desfosforilacion de residuos de tirosina de
proteinas. En humanos, existen mas de un centenar que pueden funcionar ya sea como
moduladores negativos o positivos en varias vias de transduccion de sefiales. Dentro de
esta familia de proteinas, la PTP1B ha sido, sin duda, la mas estudiada, ya que participa
como un regulador negativo de las vias de sefalizacion de insulina y leptina. Esta
proteina se localiza en la cara citoplasmatica del reticulo endoplasmico y se expresa
ubicuamente.’ La PTP1B de cadena completa se compone de 435 aminodcidos y
constituye la principal forma celular (aunque variantes de menos residuos han sido
comunmente utilizadas en los ensayos bioquimicos enfocados en el descubrimiento de
inhibidores).?° Dependiendo del tipo de sustrato y diversidad funcional, las proteinas
fosfatasas se dividen en 3 subfamilias. Entre la familia de PTPs humanas, se han
caracterizado y estudiado extensivamente 107 genes. Convencionalmente, las PTPs se
dividen principalmente con base en estructuras, especificidades, actividades de
regulacion y cataliticas. La primera subfamilia se segmenta en 17 tipo receptores y 21 no
receptores. PTP1B pertenece a la clase de los receptores de la primera subfamilia.?’

En la PTP1B los residuos 177-185 forman parte de un asa flexible conocida como
asa WPD. Estudios cristalograficos han demostrado que la PTP1B puede existir en dos
conformaciones en la nativa, la forma sin ligando, el asa WPD se encuentra en
conformacién abierta, y la cavidad de unién es de facil acceso para el sustrato. Después
de la unidn al sustrato, el asa WPD se cierra sobre el sitio activo, formando una union
ajustada al sustrato. El cierre del asa WPD es esencial para el mecanismo catalitico de
PTP1B. Se cree que los inhibidores alostéricos actuan estableciendo una conformacion
que excluye el cierre del asa WPD. 2° Los motivos clave del sitio activo (residuos 214-
221) son el asa PTP, un segmento altamente conservado que contiene a la cisteina 215.
En este residuo, el sulfhidrilo existe como ion tiolato y actia como nucledfilo para atacar
a la fosfotirosina (pTyr, sustrato) para formar un intermediario covalente del tipo tiol-
fosfato. La arginina 221 y la lisina 120, por otra parte, juegan un papel importante en
mantener a la estructura de PTP1B cataliticamente activa, ya que forman enlaces de
hidrogeno o puentes salinos con los residuos de aminoacido involucrados en la catalisis.
Adicionalmente, en la hidrdlisis del grupo fosfato participa un residuo de aspartato (181),
que ademas ayuda a conservar la flexibilidad del asa WPD (Figura 1).2°

La hidrdlisis del grupo fosfato del motivo pTyr se lleva a cabo en dos pasos, en el
primero, la cadena lateral del residuo de aspartato 181 actia como un acido para
protonar al sustrato. Después, en un segundo paso actua como una base que escinde
un atomo de hidrégeno a partir de una molécula de agua para generar el anién hidroxilo
responsable de la hidrdlisis del intermediario de reaccion tiofosforil-enzima (Figura 1).



Esta hidrdlisis se ve favorecida por el pka bajo del grupo tiol de la cisteina 215, que la
convierte en un mejor grupo saliente.?>23 Estudios recientes de dinamica molecular
demostraron que el estado de protonacion del aspartato 181 no sélo se requiere en el
primer paso de catalisis, sino que también es critico para la estabilidad conformacional
del complejo PTP1B-pTyr.2°
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Figura 1. Mecanismo enzimatico de hidrdlisis de pTyr catalizado por PTP1B.

Adicionalmente, la proteina de cadena completa (1-400 aminoacidos) alberga dos
sitios alostéricos, el primero ubicado a aproximadamente 20 A del sitio catalitico en la
union de las hélices a-3, a-6 y a-7,%* y el segundo situado en la region desordenada del
domino C-terminal de la proteina (residuos 301-400) (Figura 2).2° Estos sitios han sido
poco explotados como posibles bolsillos de reconocimiento de moléculas pequefas que
pudieran modular la actividad fosfatasa de la enzima.

Figura 2. Estructura terciaria de hPTP1B1.400 generada a partir de un modelo por homologia.



2.2 Implicaciones de la PTP1B en el desarrollo de enfermedades cronico-
degenerativas: Obesidad, diabetes mellitus y cancer

2.2.1 Diabetes mellitus

La Diabetes mellitus (DM), caracterizada por niveles altos de glucosa, es el
desorden metabdlico mas serio y prevalente en todo el mundo y sus complicaciones
pueden disminuir significativamente la calidad de vida y contribuir a la muerte prematura
de las personas que la padecen.??2 En 2019, se estimo que 463 millones de personas
sufrian diabetes y se proyectd que este numero alcanzara 578 millones para el 2030 y
700 millones para el 2045. En México, actualmente hay alrededor de 12.8 millones de
diabéticos y se prevé que la cifra aumente a 17.2 y 22.3 millones para el 2030 y 2045,
respectivamente.?® La resistencia a la insulina es un factor fisiopatoldgico predominante
en la DM tipo 2 (DMTII) y representa alrededor del 90% de los casos a nivel global. En
este tipo de diabetes (DMTII) prevalecen los niveles de insulina, sin embargo, la
absorcion de glucosa disminuye, mientras que el proceso de gluconeogénesis aumenta
en los tejidos sensibles a la hormona.

La insulina es una hormona que desempefa un papel esencial para mantener la
homeostasis de glucosa y la regulacion del metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas. El receptor de insulina (IR) es un receptor prototipo de las proteinas cinasas
de tirosina (PTKs) y esta compuesto de dos subunidades (a y ). La unién de insulina al
IR induce un cambio conformacional que resulta en la activacién del dominio cinasa en
la porcion citoplasmatica de la subunidad . Asi, la subunidad B sufre autofosforilacion
de al menos seis residuos de tirosina dentro de tres regiones distintas. El IR activado
lleva a cabo la fosforilacion de varias proteinas sustrato rio abajo, incluyendo los
substratos del receptor de insulina (IRS) 1-4 y otras proteinas adaptadoras (Gab1 y Shc)
que median el efecto biolégico de la insulina. Las proteinas IRS, a través de una serie
de efectores intermediarios, conectan al IR con sus acciones finales, por ejemplo, la
traslocacién de los transportadores de glucosa GLUT-4, del citoplasma a la membrana
plasmatica. Estos transportadores permiten la absorcion de glucosa y la sintesis de
glucégeno.?’-31

Puesto que la terminacion de la sefializacion de insulina requiere la
desfosforilacion del IR y sus moléculas efectoras rio abajo, la desregulacién de PTP1B,
ya sea por un incremento en su actividad o expresion, puede atenuar la sefalizacion de
insulina, resultando en resistencia a la hormona.?’

2.2.2 Obesidad

Por otro lado, la obesidad se define medicamente como un estado de masa
corporal aumentada (en especifico, tejido adiposo) de magnitud suficiente para producir
consecuencias adversas a la salud (incluso, contribuye a la patogénesis de DMTII). La
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vida sedentaria y la ingesta de alimentos con alto contenido de grasa han contribuido al
incremento rapido de gente con sobrepeso en los paises en vias de desarrollo. La forma
mas prevalente de obesidad vista hoy en dia, se asocia con un exceso de leptina sérica
en pacientes que portan genes normales que codifican para leptina y su receptor.?’

La leptina es una hormona relacionada con la familia de citocinas, sintetizada y
secretada principalmente por los adipocitos de tejido adiposo blanco.?”32 Actta sobre los
receptores del hipotalamo para regular la masa corporal y el gasto energético. El papel
primario de esta hormona es aumentar la tolerancia a dietas basadas en el consumo de
grasas y mantener la homeostasis de acidos grasos, tales como el almacenamiento de
lipidos versus ingesta de alimentos y conservacion energética.?”33 La union de leptina
con su receptor lleva a la fosforilacidon de la cinasa Janus 2 (JAK2) que ademas activa a
JAK/senal transductora y activadora de la transcripcion (STAT). La activacion de STAT3
a través de la fosforilacion de JAK2 induce la translocacion de STAT3 al nucleo. STAT3
a su vez induce respuestas genéticas que reducen la transcripcion de acetil-coenzima A
carboxilasa, reduciendo la sintesis de malonil CoA, la sintesis de acidos grasos y
promoviendo su oxidacién.’* La PTP1B se encuentra también involucrada en la
regulacion negativa de las vias de sefalizacion de leptina mediante la desfosforilacion
de moléculas sefializadoras rio arriba.3?

2.2.3 Cancer

La fosforilacion de proteinas, mediada por cinasas, es una modificacion
postraduccional reversible que lleva a la activacion de vias transductoras de sefales
involucradas en procesos biolégicos celulares, como el crecimiento, la proliferacion, el
metabolismo, la diferenciacidén y la muerte celular. La activacién no controlada de esas
vias resulta en el crecimiento y proliferacion celular anormal que conducen a
tumorigénesis. En estos procesos participan activamente proteinas tirosinas cinasas
(PTKs) y PTPs. En la aparicién y desarrollo de tumores, las PTPs pueden clasificarse de
modo general en dos grupos: PTPs supresoras de tumor o PTPs oncogénicas (que
promueven el desarrollo de tumores). La expresion de éstas ultimas se encuentra
elevada aberrantemente en varios canceres humanos. En relacion a PTP1B, ésta
funciona como promotor de tumores en cancer ovarico, gastrico, de préstata, de pecho,
colorrectal, de pulmén y carcinoma hepatocelular.>3° En este sentido, las PTPs
oncogeénicas (incluyendo la PTP1B), emergen como blancos moleculares atractivos para
el desarrollo de terapias dirigidas para el tratamiento de ciertos tipos de cancer.

2.3 Inhibidores de PTP1B

Debido a las implicaciones de la PTP1B en el desarrollo de diversas
enfermedades cronico-degenerativas, la busqueda de inhibidores de esta enzima se ha
vuelto una tarea primordial, especialmente en los ultimos afios. Sin embargo, debido a la
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elevada homologia de PTP1B con otras PTPs y la baja biodisponibilidad de diversos
candidatos potentes, sélo ertiprotafib, trodusquemina y el inhibidor JTT-551 han llegado
a fases clinicas en la etapa de desarrollo, etapas en las que fueron descontinuados
debido su falta de eficacia, selectividad y a los efectos secundarios asociados con su
administracion. Por ello, la busqueda de moléculas que sean capaces de inhibir
selectivamente esta enzima es imperativa. A la fecha se han reportado una gran cantidad
(>300) de inhibidores de modelos truncos de esta biomacromolécula (PTP1B1-297,
PTP1B1-300, PTP1B1-321), incluyendo aquellos que se unen al sitio catalitico en una forma
similar o distinta a la de sus sustratos naturales y moléculas que interaccionan en uno de
los dos sitios alostéricos reportados para la proteina.?"22

Los inhibidores alostéricos pueden bloquear a la PTP1B en su conformacién
abierta y previenen su conversion a la conformacion cerrada, la cual es esencial para la
catalisis del sustrato. El cierre de asa WPD, en parte, es el resultado de una serie
extensiva de interacciones de enlaces de hidrégeno entre las hélices a7, a3 y a6. Los
inhibidores alostéricos bloquean estas interacciones colocandose ellos mismos entre
estas hélices. Estudios de dinamica molecular han demostrado que la hélice a7 limita el
movimiento de la hélice a3 y facilita la dinamica del asa WPD.2224:40-46

En este sentido, las moléculas de origen natural aisladas de plantas y
microorganismos han contribuido significativamente en el numero de posibles inhibidores
de esta enzima. En especial los hongos microscopicos, que han aportado mas de 120
moléculas con esta actividad (Tabla 1).3847-105

Los microorganismos fungicos producen un arsenal de moléculas organicas
pequenas, incluyendo policétidos, terpenoides, alcaloides, meroterpenoides y péptidos
no ribosomales, por tan solo mencionar algunos. La amplia diversidad estructural
mostrada por los metabolitos fungicos se refleja en sus multiples actividades
farmacologicas.'®® Estudios recientes demuestran que en general estos productos
presentan una elevada complejidad estructural, medida por el numero de centros
estereogénicos, baja hidrofobicidad y el alto contenido de anillos aromaticos. Ademas,
presentan propiedades fisicoquimicas similares a las de farmacos aprobados por la Food
and Drug Administration (FDA), compuestos en pruebas clinicas y screening, son
altamente especificos contra blancos moleculares y son menos toxicos, comparados con
librerias de compuestos obtenidos por sintesis organica.'%’
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Tabla 1. Metabolitos secundarios de origen fungico con actividad inhibitoria sobre PTP1B.

Metabolitos secundarios inhibidores de PTP1B

Fumosorinona®'

Género de po Metabolitos activos Clso
Aspergillus gorakhpurensis 0.6 uM
FO7zZB1707
Aspergoraquina A%
Malbranchea circinata H cl 14.5 uM
N
H \
5 Cl
h
N
Malbranqueamida’*
Malbranchea circinata OH O OH 13.9 uM
L
OH
|
4-lsoprenilravenelina’™
Penicillium sp. KFD28 0.7 uM
OH Y
Emindola SB
Isaria fumosorosea HO OH © 14.0 yM
‘ X = NG =
N 0]
OH
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Tabla 1. Metabolitos secundarios de origen fungico con actividad inhibitoria sobre PTP1B (continuacion).

Género de po

Metabolitos activos

Clso

Isaria fumosorosea

Bauverecin®®

0.59 uM

Aspergillus sp. SF-59-29

O/

HO @)

oo

OH
Funalenona®’

6.1 UM

Aspergillus sp. SF-59-29

SO OH O

“ |
~o 0

Rubrofusarina B8

6.5 uM

Aspergillus sp. SF-59-29

Q H )
N\’(o
HN NH
Oi
HN

~JJ

S
Malformina A8?

5.2 uM

Aspergillus sydowii

OH O

HO O
OH
Asperentina B%®

2.1 uM
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Tabla 1. Metabolitos secundarios de origen fungico con actividad inhibitoria sobre PTP1B (continuacion).

Postinina A88

Género de po Metabolitos activos Clso
Phoma sp. TPU1222 OH 13.0 uM
0 OH
HO (l)
1-metoxi-3,5'-dimetil-2,3'-oxibifenil-
5,1',2'-triol*
Cordyceps gracilioides 0 17.3 uM
Hmo
T < \\\\O
HOOC L2
OH O OH
Cryptosporioptida A%
Penicillium sp. (SF-6013) Os_OH 8.2 uM
Z
Z
Acido tanzawaico A’
Guignardia sp. KcF8 O OH 25.7 uM
HO
0”0
Guignardina C"%?
Isaria tenuipes 0.4 uM
Penostatina C%
Postia sp. HO O« _H 6.8 uM
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Tabla 1. Metabolitos secundarios de origen fungico con actividad inhibitoria sobre PTP1B (continuacion).

Acido anhidrofulvico®s

Género de po Metabolitos activos Clso
Penicillium sp. SF-5203 10.7 uM
Penicillium sp. SF-5203 | 30.0 uM

O n R
OH
N O
H
Cyclopenol®’
Eurotium sp. SF-5130 o 29.4 uyM
Equinulina®’
Penicillium sp. JF-55 OCH3 5.3 uM
| X
N0 N0
Penstirilpirona®®
Penicillium sp. JF-55 HO O 4 1.9 uM
HO | o
HO 0
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Tabla 1. Metabolitos secundarios de origen fungico con actividad inhibitoria sobre PTP1B (continuacion).

Emetacina C"2

Género de po Metabolitos activos Clso
Cosmospora sp. SF-5060 OH 0.2 uM
ORH OH o)
o (0] ° OH
HO S 5 é
H H
Phellinus igniarius 3.1 uM
Micromucor ramannianus var. OH 4.9 uM
angulisporus CRM000232
0
Ganoderma ahmadii 17 uM
OH
Ganoduriporol F""
Aspergillus terreus g 0 12.3 uM
¥~ “NH
HN A
O S\ OH
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Tabla 1. Metabolitos secundarios de origen fungico con actividad inhibitoria sobre PTP1B (continuacion).

Verruculida A8

Género de po Metabolitos activos Clso
Aspergillus terreus \Fo 24.3 uM
o O
H
N @)
o
on ©
Alternarosina A7?
Cladosporium sp. | 11.0 uM
OH
0 O
(2S)-7,4'-dihidroxi-5-metoxi-8-(y, y-
dimetilalil)-flavanona®’
Russula lepida 0.4 uM
Acido (24E)-3,4-Secocucurbita-4,24-
dieno-3,26,29-trioico%
Penicillium verruculosum 8.4 uM
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2.4 Inhibidores de PTP1B de cadena completa

Recientemente, como parte de un programa multidisciplinario enfocado en el
descubrimiento de moduladores alostéricos de la proteina tirosina fosfatasa humana 1B
(hPTP1B1400) a partir de fuentes naturales, en nuestro grupo de trabajo se expreso la
proteina hPTP1B1400 (70 mg/L), en Escherichia coli (Rosetta, (DE3) PLysS™) y se
desarrollé6 un método espectrofotométrico para evaluar la actividad como inhibidores de
esta proteina de extractos organicos y compuesto puros de origen fungico. De manera
simultanea, se aislaron y cultivaron diversos hongos microscopicos asociados a
hormigueros. Los extractos se evaluaron in vitro frente a la hPTP1B1-400. El extracto de
la especie fungica identificada como Talaromyces sp. IQ-313 se seleccion6 para su
posterior estudio quimico con base en su potente actividad biolégica (84% de inhibicion
de la actividad de hPTP1B1400 a 20 ppm). El fraccionamiento del extracto organico,
empleando diferentes métodos cromatograficos, condujo al aislamiento de las
fenalenonas diméricas: duclauxina (1), talaromycesosna B (2), xenoclauxina (3) y
bacilisporina G (4).

Las fenalenonas 1-4 inhibieron la actividad enzimatica de la hPTP1B1400 de
manera dependiente de la concentracion con valores de Clso de 12.7, 82.1, 21.8,y 13.4
MM, respectivamente, indicando que pequefas diferencias en la estructura de los
productos impactan significativamente sobre la actividad de la enzima. Los compuestos
1, 3y 4 fueron tan activos como el acido ursélico (26.6 uM, control postivo), mientras que
el compuesto 2 fue tres veces menos potente (Tabla 4).

Finalmente, con el propésito de obtener mayor informacién sobre la naturaleza de
la interaccion de duclauxina (1) con la hPTP1B1-400, se realizaron estudios de cinética
enzimatica. Los resultados de estos estudios indicaron que el compuesto 1 se comporta
como un inhibidor reversible de tipo mixto, ya que concentraciones crecientes del
producto resultan en incrementos en la Km y un decremento en la Vmax. Los valores
calculados de Kiy a fueron 11.5 £ 1.9 uM y 3.3, respectivamente. Estos datos sugirieron
que el compuesto 1 se une tanto al complejo proteina-sustrato como a la proteina libre.
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En este caso particular (a > 1), 1 se une con mayor afinidad a la proteina libre que al
complejo, disminuyendo la afinidad por el sustrato.

Otros ejemplos de inhibidores de esta proteina de cadena completa son los
derivados de butirolactona | (una y-lactona), los cuales se aislaron de la especie fungica
Aspergillus terreus 1Q-046, también como parte de un proyecto multidisciplinario que
busca descubrir inhibidores no competitivos de hPTP1B1-400. En dicho trabajo, se realizé
la semisintesis y el aislamiento de una serie de compuestos de la misma clase estructural
que butirlactona | a través de reacciones de un solo paso, con lo cual, se determinaron
los valores Clso de ocho compuestos (Figura 3), que oscilan entre 35 y mas de 450 M,
demostrando con un PCA, que pequenas diferencias en la estructura tienen un impacto
significativo sobre su actividad inhibitoria.'°

Asi mismo, en el citado trabajo se realizaron estudios de acoplamiento molecular
sobre butirolactona | y sus derivados, cuyos resultados sugirieron que algunas de estas
moléculas se comportan como moduladores alostéricos. En particular, los experimentos
de apagamiento de la fluorescencia efectuados para butirolactona | con los que se
determiné su afinidad por hPTP1B1-400, reforzaron la hipétesis de que esta familia de
moléculas inhibe a la proteina de forma alostérica. Finalmente, con estos resultados, se
contribuyé a detectar algunas de las caracteristicas moleculares importantes que
impactan y mejoran la actividad inhibitoria sobre hPTP1B1-400.

2.5 Estrategia OSMAC

Hoy en dia, la tasa de descubrimientos de metabolitos secundarios microbianos
novedosos esta disminuyendo y la posibilidad de redescubrir compuestos conocidos es
mas alta que antes."" Se han descrito diversos métodos en la literatura que buscan
hacerle frente a este problema, tales como: la quimica combinatoria, el cribado de alto
rendimiento de diferentes fuentes bioldgicas y los enfoques recombinantes.'® Sin
embargo, la mayoria de estos enfoques pueden ser desarrollados sélo por la industria
farmacéutica o compafiias biotecnoldgicas con un respaldo financiero sélido, dejando
relegada esta actividad a la investigacion académica. En ese contexto, ha nacido la
estrategia “One Strain Many Compound” (OSMAC), término acuiado por Zeeck y
colaboradores, la cual consiste en alterar sistematicamente los parametros de cultivo de
microorganismos de forma practica, con el fin de incrementar el numero de metabolitos
secundarios disponibles de una fuente microbiana. 10

Desde los primeros dias de la ciencia de la fermentacion, se ha sabido que la
seleccion de parametros del medio de cultivo es critica para el numero de metabolitos
secundarios producidos por un microorganismo. Incluso pequefios cambios en el medio
de cultivo pueden impactar tanto en la cantidad que se biosintetiza de un compuesto
determinado, como en el perfil metabdlico de un organismo. Esto se explica en términos
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de la expresion de clusteres de genes biosintéticos que se encuentran silenciados en
condiciones estandar de fermentacion.”!!

HO
< (2
HO -
0~ "o
Butirolactona | Asperteretona B Derivado 5°'- yodo de asperteretona B
Clsp=53.9 pM Clso= 78.8 uM Clgg= 34.6 uM

Asperteretona D Asperndlida A

Clgo= 229.4 M Clsp= 186.1 uM 5',3",5",2"-tretrabromo asperndlida A

Clso= 61.8 uM

4' 4"dipropandico de butirolactona | 4' 4"dipropanoico de 3"'-hidroxi-butirolactona |
Clgg= 57.3 uM Clgp=96.3 uM

Figura 3. Productos naturales y de semisintesis obtenidos de Aspergillus terreus 1Q-046, con actividad
inhibitoria sobre hPTP1B1-400.

Algunos ejemplos de variaciones de parametros del medio de cultivo incluyen el
tipo de fuente de carbono o nitrégeno, que influyen sobre el metabolismo secundario
microbiano; la salinidad, temperatura y presién, que imponen un estado termodinamico,
gobernando asi algunas caracteristicas fisicas (e. g. presién osmaética) y la actividad de
enzimas involucradas en el metabolismo y crecimiento microbiano; la interacciéon con
iones metalicos, que pueden causar reacciones en las células o procesos que impactan
en la conservacion de la energia; pH, que afecta la actividad de las enzimas metabdlicas
y la carga superficial de la membrana (la naturaleza y permeabilidad de la membrana
pueden cambiar la rapidez de utilizacion del sustrato); la concentracion de oxigeno,
puede afectar las reacciones bioquimicas y activar diferentes grupos de BGCs; el estatus
de fermentacion (liquido, estatico o dinamico) puede impactar sobre el contacto
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microorganismo-nutrientes, la disponibilidad de oxigeno, y por lo tanto, la activacién de
BGCs funcionales por adicion de inhibidores enzimaticos.!

Por otra parte, se ha reportado que el co-cultivo de dos o mas especies
usualmente tiene efectos positivos por el aumento de la produccion de compuestos
conocidos o la acumulacion de compuestos cripticos que no son detectados en cultivo
axénico. Esto podria ser resultado de la produccion de enzimas que activan precursores
metabdlicos o de que otra cepa pudiera inducir modificaciones epigenéticas en la cepa
productora.!

Otra estrategia util comprende el uso de modificadores epigenéticos: la metilacidon
del DNA de la regién promotora de un gen cambia la estructura de la cromatina y previene
la unién de factores de transcripcion especificos, suprimiendo la transcripcién genética.
De modo que el uso de inhibidores de DNA metil transferasa hace posible la expresion
de genes en dicha region. Por otro lado, la acetilacion o desacetilacion de histonas afecta
su union al DNA,; la introduccidn de un grupo acetil a los residuos de lisina N-terminal de
histona, podrian incrementar la atraccion electrostatica y el impedimento estérico entre
histona y DNA, lo cual facilita la despolimerizacién del DNA y la unién de factores de
transcripcion. Asi, el empleo de inhibidores de histona deacetilasa facilitaria la expresiéon
de los genes que se ubiquen en esta region.!

Asimismo, existen otras enzimas microbianas que desempafan papeles
importantes en la regulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios, tales como las
monooxigenasas Y la hidroxilasa. Algunos compuestos pueden suprimir la actividad de
enzimas relacionadas en las vias biosintéticas y promover el progreso de otras vias
metabdlicas. Al respecto, se han reportado algunos compuestos que pueden inhibir
selectivamente a estas enzimas, tales como: metirapona, triclasol, jaspaquinolida y
DMSO.™

2.6 GNPS y metabolémica

La metabolémica, comprende el estudio exhaustivo de todos los metabolitos
presentes en un sistema biolégico. Estos estudios se clasifican en dos: dirigidos y no
dirigidos. Los primeros se centran en la identificacion y cuantificacion de metabolitos
conocidos en una muestra, mientras que en los no dirigidos se realiza el analisis
simultaneo de una gran cantidad de metabolitos.''".112 Las técnicas mas utilizadas para
el analisis de muestras para estudios de metaboldémica son la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) y espectrometria de masas (MS). Sin embargo, por su versatilidad, los
métodos que combinan cromatografia de liquidos con MS son los mas utilizados. La
estrategia metodologica para estudios de metabolomica inicia con una pregunta
bioldgica, seguida de un disefio experimental, la colecta de las muestras y la extraccion
de metabolitos. Posteriormente, en una segunda etapa se realiza el experimento,
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adquisicidon y procesamiento de datos y el analisis estadistico. Finalmente, se establece
la identidad de algunos metabolitos para dar una interpretacién biolégica.

En conjunto con el desarrollo de técnicas de metaboldémica, gendmica y métodos
quimiométricos, se han podido establecer los perfiles metabdlicos de mezclas complejas
de productos naturales, pero la caracterizacion inequivoca de los constituyentes continua
siendo una tarea dificil. Para subsanar este problema, diferentes grupos de investigacion
han planteado la construccion de redes moleculares que permitan conectar los
componentes de una mezcla con base en sus caracteristicas estructurales ya sea a
través de analisis de masas (GNPS) o RMN (MADByYTE).'>113.114 Este tipo de estudios
en conjunto con informacion derivada de ensayos de actividad bioldgica pueden
contribuir significativamente al descubrimiento de entidades quimicas previamente no
identificadas o aisladas de una especie en particular.

En particular, los analisis de redes moleculares basados en espectrometria de
masas se introdujeron por primera vez en 2012, para visualizar y mapear el espacio
quimico producido por un conjunto de microorganismos,''® ademas de permitir la
elucidacién estructural de algunas entidades quimicas.''® La construccion de redes
moleculares se basa en el alineamiento por pares de un conjunto de datos (generalmente
espectros de masas y patrones de fragmentacion) utilizando diferentes algoritmos
matematicos. En este sentido, en 2016 se hizo publica la plataforma Global Natural
Products Social Molecular Networking (GNPS), un servidor de acceso libre que alinea
espectros de masas no soélo por su similitud sino basados en los patrones de
fragmentacién de un pico de interés, para generar redes moleculares basadas en esta
informacion. La plataforma se construyé bajo la premisa de que compuestos similares
generan espectros de fragmentacion (MS?) similares.

Ademas, GNPS es una plataforma para el recaudo, almacenamiento e
intercambio de datos espectrales que los usuarios deseen compartir y también funciona
como un sistema de anotacién de espectros de compuestos (basado en tres categorias
de acuerdo con la experiencia de los usuarios) que permiten la identificacion putativa de
algunas sustancias presentes en muestras complejas.

El protocolo general para la creacion de redes moleculares en GNPS inicia con la
obtencion de espectros de masas/masas (MS?) para todas las moléculas ionizadas de la
muestra. Subsecuentemente, los espectros de masas se alinean en conjuntos con base
en su similitud. Los espectros de masas idénticos se integran en un solo nodo o un grupo
consenso. Posteriormente los espectros se alinean permitiendo una busqueda por
similitud incluso cuando los iones padres no son idénticos. Asi, moléculas con estructuras
similares generan espectros de MS? similares y generan nodos distintos que se conectan
en una red por lineas que indican el grado de similitud de los espectros alineados.
Finalmente, cada nodo se compara contra una biblioteca de espectros de fragmentacion
para moléculas anotadas, para asignar una identidad putativa a los nodos de la red. En
la Figura 4 se muestran un nodo azul con una relacion m/z 409.2949, un nodo morado
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m/z 446.3162 con identidad conocida (colato y acido glicochdlico) y un nodo naranja con
identidad desconocida y un desplazamiento de 147.0723 unidades de m/z, en
comparacién con el colato. La diferencia coincide con la masa de un residuo de
fenilalanina, en este sentido, se puede predecir que la molécula desconocida es el
conjugado de &acido célico con este aminoacido. ElI nodo en color turquesa (m/z
244.1696) unido con una linea con el mimo representa una molécula unica en el extracto,
sin congéneres relacionados.'”
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Figura 4. Protocolo general de creacién de redes moleculares en GNPS. Tomado y editado de:
Reproducible molecular networking of untargeted mass spectrometry data using GNPS.
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2.7 Sintesis parcial como estrategia para incrementar el espacio quimico de
productos naturales

Los productos naturales y sus derivados semisintéticos han sido y continuaran
siendo la fuente principal para el descubrimiento de prototipos estructurales para el
desarrollo de nuevos farmacos. Estas moléculas son extremadamente diversas y se
distinguen de compuestos sintéticos por su elevado numero de centros estereogénicos,
complejidad quimica, nimero de heteroatomos, la cantidad de carbonos sp? y, sobre
todo, por la gran variedad de esqueletos carbonados que generalmente son poco
accesibles en laboratorios de sintesis organica. La camptotecina, el taxol, vincristina,
vinblastina, penicilinas, cefalosporinas, macrolidas, tetraciclina, aminoglucdisidos,
miglitol, acarbosa, lovastatina y morfina son algunos ejemplos de moléculas de origen
natural que han dado origen a farmacos utilizados en la terapéutica contemporanea para
el tratamiento del cancer, infecciones bacterianas, diabetes, enfermedades relacionadas
con el sistema cardiovascular y dolor. De acuerdo con el ultimo reporte publicado por
Newman y Cragg en 2020, alrededor del 51% de los farmacos aprobados por la FDA
entre 1981 y 2019 tienen su origen en productos naturales o algun derivado. 2118

Desde un punto de vista conservador, la naturaleza ha provisto a la humanidad
con un amplio abanico de esqueletos carbonados que pueden ser utilizados para el
tratamiento de ciertos padecimientos, sin embargo, las moléculas aisladas vy
caracterizadas de fuentes naturales tienen una funcion ecoldgica distinta y no siempre
cumplen con las caracteristicas adecuadas para ser incorporadas como farmacos. No
obstante, estas moléculas han servido de inspiracion para el desarrollo de un gran
numero de estrategias sintéticas que han permitido acceder a un sinfin de entidades
quimicas y medicamentos. En general, existen distintos factores que limitan el uso per
se de los productos naturales en el cuidado de la salud humana, algunos de los mas
relevantes estan asociados con sus malas o nulas propiedades de absorcion,
distribucion, metabolismo, eliminacion, toxicidad (propiedades ADMETox), selectividad y
problemas regulatorios que impiden la obtencion de patentes. Por lo tanto, la
semisintesis es la herramienta de primera eleccidn para incrementar la diversidad
estructural y mejorar sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas, cuando la
obtencion de analogo se complica por métodos naturales (estrategia OSMAC)."".107

Las modificaciones mas comunes en esqueletos de productos naturales incluyen
aquellas dirigidas a aumentar la lipofilicidad de la molécula inicial a través de la
incorporacion de fragmentos que incrementen esta propiedad. Otras estrategias que han
contribuido de manera importante a la solucion de estos problemas se basan en la
incorporacion de halégenos e incluso la reduccion de la complejidad estructural de tan
sofisticadas entidades quimicas, a través de la eliminacion de fragmentos innecesarios
para su bioactividad.

En general, las estrategias semisintéticas inician con la seleccion de una molécula
bioactiva, posteriormente, se realizan modificaciones simples en los esqueletos y se
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evaluan nuevamente las propiedades biolégicas para determinar el impacto de las
modificaciones realizadas. En los ultimos afnos este paso se ha mancomunado con
estudios computacionales (acoplamiento molecular), mismos que han permitido dirigir la
obtencién de moléculas con mejores propiedades farmacolégicas, disminuyendo
significativamente los costos en la obtencion de la molécula lider.'®

Un ejemplo relevante derivado de la reduccion estructural que resulté en una
historia de éxito es la semisintesis de derivados de cocaina, una molécula empleada
como anestésico local en ojos y cirugias nasales que presenta problemas de adiccion,
vasoconstriccion intensa y riegos cardiovasculares potenciales, que tras varias
modificaciones (reduccidn en complejidad) dio origen a los anestésicos procaina,
tetracaina y lidocaina (Figura 5).

Otro caso notable en el que la semisintesis se ha aplicado con éxito, es el de la
artemisinina (también referida como Qinghaosu), un producto natural de estructura
quimica compleja (se compone de un nucleo tetraciclico que soporta un puente
endoperoxido) aislado de Artemisia annua en 1972 y empleado hoy en dia con éxito para
el tratamiento de la malaria. A causa de la resistencia generada por el parasito causante
de esta enfermedad a algunos farmacos antimalaricos, ha nacido el interés de desarrollar
derivados semisintéticos de artemisinina, algunos de los cuales ya forman parte de la
primera linea de opciones de tratamiento contra la malaria; por ejemplo, la
dihidroartemisinina (arteminol), artemeter, arteether, acido artesunico y artesunato
soédico (Figura 6). Inspirados por el potencial antimalarico de artemisinina y sus
derivados, algunos compuestos sintéticos basados en perdxidos se encuentran ahora en
diferentes etapas de desarrollo pre-clinico para el tratamiento de la malaria.?°
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Figura 5. Ejemplos exitosos de moléculas empleadas en la terapétuica que se han obtenido por
semisintesis.

24



Artemisinina Dihidroartemisinina Artemeter

Acido artesunico Artesunato sodico

Figura 6. Artemisinina y derivados semisintéticos.

En el campo de los productos naturales de origen fungico, el acetato de
caspofungina y el fingolimod son sin duda, los ejemplos a destacar. Estas dos moléculas
resultaron de la reduccion de la complejidad estructural de productos naturales, en el
primer caso el derivado semisintético se emplea como antifungico mientras que el
segundo dio origen al primer tratamiento oral para la esclerosis multiple (Figura 7).

La caspofungina (CANCIDAS ®) se ha convertido en el nimero uno de farmacos
antifangicos intravenosos a lo largo del mundo y ha salvado decenas de miles de
personas. Su descubrimiento se origina del reconocimiento de la actividad antifungica de
pneumocandina Bo, un producto natural obtenido del hongo Glarea lozoyensis, a partir
de lo cual se implementarian una serie de esfuerzos enfocados en modificar el nucleo
del péptido para encontrar un analogo con mejores propiedades fisicoquimicas,
farmacologicas y de actividad antifingica.’ El resultado de este desarrollo, se
condensaria en la produccion comercial de caspofungina. Por otro lado, el progenitor de
finolimod, miriocina (ISP-1) se descubrié del hongo Isaria sinclairii en 1972. Al dia de hoy,
fingolimod se ha desempefiado con una eficacia sin precedentes y en conjuncién con su
disponibilidad oral, se ha convertido en un componente importante en el arsenal para el
combate de la esclerosis multiple.'??
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Figura 7. El inmunosupresor fingolimod y el antifingico caspogfungina.
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3. HIPOTESIS

La estrategia OSMAC y el uso de semisintesis, guiadas por herramientas
computacionales, permitiran generar variaciones estructurales de fenalenonas diméricas
basadas en duclauxina (1) con actividad como inhibidores de la proteina hPTP1B de
cadena completa.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Las proteinas tirosina cinasas, las PTPs y sus sustratos correspondientes estan
integrados en elaboradas redes de transduccion de sefiales que son esenciales para la
regulacion de una gran variedad de funciones celulares. La operacion defectuosa o
inapropiada de estas redes lleva a una fosforilacion de tirosina aberrante, lo cual
contribuye al desarrollo de muchas enfermedades, incluyendo diabetes mellitus,
obesidad, canceres, enfermedades cardiovasculares y desérdenes autoinmunes.

Globalmente, alrededor de 463 millones de personas son afectadas por la diabetes
DMTII en todo el mundo (12.8 en México) y se estima que este numero incremente a 700
millones para el 2045 (22.3 en México).%3 Actualmente, la DMTII es considera la segunda
causa de muerte en México.# Este padecimiento y la obesidad estan asociados con
resistencia a la insulina y la leptina. Existe abundante evidencia genética y bioquimica
que indica que la PTP1B es el principal regulador tanto de la sefalizacion de insulina
como de leptina y que una disminucién en la actividad de esta enzima incrementa la
accion de ambas hormonas y, al mismo tiempo, previene la obesidad y diabetes.’

Por lo tanto, agentes farmacoldgicos que inhiban la actividad de PTP1B podrian
ser capaces de aumentar y prolongar la accién de la insulina y leptina, sirviendo como
terapéuticos en el tratamiento de DTl y obesidad.® Asi mismo, se ha reconocido el papel
de PTP1B como promotor de tumores en algunos tipos de cancer (gastrico, de préstata,
colorrectal, de pulmén y de pecho). Se le ha asociado también con enfermedades
cardiovasculares y desérdenes autoinmunes.®’” Por lo cual, queda de manifiesto que la
PTP1B es un blanco molecular validado en el tratamiento de DMTII, obesidad y algunos
tipos de cancer.

Sin embargo, debido a que todas las PTPs comparten un alto grado de
conservacion en el sitio activo, el disefio de inhibidores con alta afinidad y selectividad
sobre PTP1B supone un desafio.® Ademas, los sitios activos de las PTPs han
evolucionado para acomodar a las tirosinas fosfatadas -las cuales contienen dos cargas
negativas a pH fisioldgico, por lo que la mayoria de los candidatos inhibidores que se
dirigen al sitio activo poseen una alta densidad de carga que los vuelve pocos
permeables; esto es, con baja biodisponibilidad.

Por otro lado, aunque los ensayos enzimaticos in vitro son relativamente simples,
los ensayos son sensibles a interferencias de inhibidores no especificos: algunos
compuestos promiscuos inhiben a la enzima por la formacion de agregados que la
envuelven; ademas, la oxidacién o alquilacion del residuo catalitico de cisteina (215) es
un mecanismo comun de inhibicidn, incluso en presencia de DTT.® Adicionalmente, los
programas enfocados en el descubrimiento de inhibidores de esta proteina generalmente
emplean modelo truncos de PTP1B, conduciendo a la pérdida de informacion valiosa en
relacion al modo de inhibicion y selectividad de los ligantes. Hasta ahora, solo tres
moléculas (ertiprotafib, trodusquemina y JTT-551) han llegado a los ensayos clinicos y
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fueron finalmente descontinuadas debido a su eficacia insuficiente y efectos secundarios
no deseados.

Por otro lado, los productos naturales han servido como una fuente valiosa para la
identificacion de compuestos lideres y el descubrimiento de farmacos. Numerosos
ejemplos de productos naturales, incluyendo acidos grasos, compuestos fendlicos,
terpenoides, esteroides y alcaloides se han reconocido como inhibidores potentes de
modelos truncos de PTP1B. En particular, cabe mencionar el reconocimiento de
duclauxina (1) (una fenalenona diméricas aislada de la especie fungica Talaromyces sp.
IQ-313) y algunos derivados como moduladores alostéricos de la proteina de cadena
completa (hPTP1B1-400)°

En este sentido, el presente trabajo tiene como objetivo principal optimizar la
busqueda de moléculas inhibidoras de PTP1B basadas en duclauxina (1) a partir de
cultivos en distintas condiciones de fermentacion del microorganismo Talaromyces sp.
IQ-313, o empleando estrategias de semisintesis. Para ello, se plantearon los siguientes
objetivos particulares:

e Cultivar al hongo Talaromyces sp. 1Q-313 en mediana escala, con el fin de obtener
sus productos biosintéticos en cantidades apropiadas bajo condiciones estandary
poder asi realizar adecuadamente su caracterizacion quimica y bioldgica.

e Emplear la estrategia OSMAC para enriquecer la variedad estructural de los
productos metabdlicos producidos por Talaromyces sp. 1Q-313.

e Obtener los extractos organicos de los cultivos axénicos (bajo distintas condiciones
de fermentacion) y mixtos de Talaromyces sp. IQ-313.

e Generar redes moleculares (construidas con espectros de masas) que evidencien
las condiciones de cultivo que originan mayor diversidad de metabolitos
secundarios en Talaromyces sp. IQ-313.

e Realizar un analisis de componentes principales (PCA) que permita discriminar las
condiciones de cultivo en las que se obtienen una mayor diversidad y/o rendimiento
de metabolitos secundarios.

e Aislar y realizar la elucidacion estructural de los metabolitos secundarios
producidos por Talaromyces sp. IQ-313 bajo las diferentes condiciones de cultivo
mediante técnicas espectroscépicas y espectrométricas.

e Evaluar el efecto inhibitorio de los compuestos puros aislados y caracterizados
sobre la hPTP1B1-400.

e Generar un modelo por homologia para la estructura terciaria de hPTP1B1-400
empleando el servidor I-TASSER vy la secuencia completa de la proteina.

e Determinar el probable sitio de unién de las fenalenonas diméricas aisladas a partir
de Talaromyces sp. IQ-313 en la estructura terciaria de hPTP1B1-400 generada por
homologia.
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Estudiar las interacciones de por lo menos dos fenalenonas diméricas con
hPTP1B1-400 mediante simulaciones de dinamica molecular.

Sintetizar los inhibidores de hPTP1B1400 basados en duclauxina (1) mas
prometedores predichos por estudios de acoplamiento molecular.

Evaluar el efecto inhibitorio de los derivados semisintéticos sobre la hPTP1B1-400.
Determinar la magnitud de unién de los productos aislados y semisintetizados
sobre hPTP1B1400 empleando estudios de apagamiento de la fluorescencia
intrinseca.

Crear un modelo que relacione los descriptores moleculares de los compuestos
aislados y semisintetizados con las propiedades biolégicas determinadas por los
ensayos de inhibicion y de unién a hPTP1B1-400.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Obtencion de los extractos organicos

5.1.1 Preparacion de cultivo semilla

A partir de un cultivo del hongo Talaromyces sp. 1Q-313 crecido en agar papa-
dextrosa (PDA), se tomaron tres porciones (el tamano de inéculo se estandarizé con un
horadador del niumero 5) y se transfirieron a tubos conicos para centrifuga (Falcon®) con
10 mL de medio caldo papa-dextrosa (CPD) o medio CPD suplementado con los aditivos
indicados en la Tabla 2. La fermentacion mixta hongo-hongo consistié de la siembra de
tres porciones de cada cepa fungica, mientras que los co-cultivos hongo-bacteria se
prepararon con la inoculacion de tres porciones de Talaromyces sp. y 200 yL de cultivo
bacteriano (con crecimiento previo de 24 horas a 37°C en 10 mL de medio liquido Muieller-
Hinton). Todos los experimentos OSMAC se montaron desde el comienzo de la
preparacion del cultivo semilla, con excepcion de los co-cultivos bacteria-hongo, en los
cuales la siembra de bacterias se realiz6 48 horas después de haber inoculado a
Talaromyces sp. 1Q-313. Todos los cultivos semilla de hongos (axénicos o de
fermentacion mixta) se dejaron crecer durante una semana y los bacterianos durante 5
dias, en agitacién a alrededor de 80 rpm.

5.1.2 Cultivo en mediana escala

Con cada uno de los cultivos semilla, se inoculé un matraz con 10 g de Cheerios®
0 12 g de arroz. Los experimentos se dejaron fermentar durante tres semanas, a
temperatura ambiente con ciclos naturales de luz y obscuridad, en las combinaciones
que se muestran en la Tabla 2. Previamente, las cepas fungicas empleadas en los
experimentos de fermentacion mixta fueron identificadas en las categorias taxondmicas
que se indican en la Tabla 3.

5.1.3 Extraccién de medios sélidos

A cada matraz con crecimiento fungico, bacteriano o ambos, se anadieron 60 mL
de 1:1 CH2Cl2/MeOH. Después cada una de las muestras se fragmentd con una espatula,
se agitaron en una parrilla de agitacién magnética (por dos horas) y se maceraron (~ 24h)
a temperatura ambiente. Las muestras se filtraron al vacio sobre papel filtro y el
remanente solido se lavé con 90 mL de CH2Clz. Al filtrado se le afiadieron 75 mL de agua
destilada. Las soluciones bifasicas se agitaron en una parrilla de agitacién magnética
durante 10-15 minutos y posteriormente se transfirieron a un embudo de separacion. Las
fases organicas se recogieron en matraces de bola y se evaporaron hasta sequedad. Se
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descartaron las fases acuosas. Después, los extractos organicos se reconstituyeron en
100 mL de 1:1 MeOH/MeCN y 100 mL de hexanos. Las soluciones bifasicas se
transfirieron a un embudo de separacion. Las fases organicas se recogieron en matraces
de bola y se evaporaron hasta sequedad. Se descartaron las fases hexanicas. Por ultimo,
todos los extractos generados se pesaron y analizaron por cromatografia de liquidos de
alta eficiencia (CLAE).

Tabla 2. Disefio de experimentos OSMAC.

Cepa(s) Experimento Medio de cultivo

1Q-313 Cultivo axénico, control Cheerios®

1Q-313 CaCl2 (100 mM) Cheerios®

1Q-313 CaCl2(1 M) Cheerios®

1Q-313 EDTA (1000 uM) Cheerios®

1Q-313 EDTA (100 yM) Cheerios®

1Q-313 Co (1000 yM) Cheerios®

1Q-313 Zn (1000 uM) Cheerios®

1Q-313 Cu (1000 yM) Cheerios®

1Q-313 Ni (1000 yM) Cheerios®

1Q-313 Fe (1000 uM) Cheerios®

1Q-043 Cultivo axénico, blanco Cheerios®

IQ-046 Cultivo axénico, blanco Cheerios®

1Q-053 Cultivo axénico, blanco Cheerios®

1Q-313/1Q-043 Fermentacion mixta Cheerios®

1Q-313/1Q-046 Fermentacion mixta Cheerios®

1Q-313/1Q-053 Fermentacion mixta Cheerios®
1Q-313 Cultivo axénico, control Arroz
MRSA Cultivo axénico, blanco Arroz
Enterococcus faecium Cultivo axénico, blanco Arroz
Acinetobacter baumannii Cultivo axénico, blanco Arroz
Pseudomonas aeruginosa Cultivo axénico, blanco Arroz
IQ-313/MRSA Fermentacion mixta Arroz
IQ-313/E. faecium Fermentacién mixta Arroz
IQ-313/A. baumannii Fermentacién mixta Arroz
IQ-313/P. aeruginosa Fermentacién mixta Arroz
1Q-313/DMSO (5%) Fermentacién mixta Arroz

*MRSA= Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
*Los experimentos de fermentacion mixta de arroz se realizaron por triplicado.
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Tabla 3. Clasificacion taxondmica de cepas fungicas.

Clase Orden Familia Género 1Q
Trichomaceae Talaromyces 313
, . 043
Eurotioycetes Eurotiales Aspergillaceae Aspergillus 046
053

5.2 Analisis cromatograficos

Los analisis de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizaron
en un cromatografo Waters® equipado con un detector UV de arreglo de fotodiodos (PDA-
2998) acoplado a un detector de dispersion de luz tras evaporacion (ELSD-2424). Los
analisis se llevaron a cabo empleando una columna Phenomenex® (C1s, 5 um, 4.6 x 250
mm) y los aislamientos de los compuestos en una columna semipreparativa Phenomenex
® (C18, 5 um, 10.0 x 250 mm). Como fase mavil se usaron distintos gradientes de elucion
de agua acidificada (al 0.1% con acido férmico) con CH3CN. Las corridas analiticas se
realizaron inyectando 10 pL de muestra a una concentracion de 5 mg/mL y empleando
un automuestreador (Waters 2707) a un flujo de 1 mL/min. Los fraccionamientos semi-
preparativos se hicieron usando el mismo equipo acoplado a un colector de fracciones
(WFCIII), configurado para colectar fracciones de 2.3 mL a un flujo de 4.6mL/min. Todos
los cromatogramas se registraron a una longitud de onda de 254 nm. Los datos se
adquirieron y procesaron usando el software Empower, version 3.0 (Waters®). Los
analisis cromatograficos tipo FLASH se efectuaron en columnas empacadas con una fase
estacionaria C1s, empleando como fase mavil gradientes de agua acidificada (al 0.1% con
acido férmico) con CH3CN, a un flujo de 20 mL/min. Se colectaron fracciones de 50 mL.
Tras evaporacién del disolvente todas las fracciones se analizaron por CLAE.

5.3 Determinacion de constantes fisicas, espectroscOpicas y espectrométricas

Los espectros de RMN se registraron en alguno de los siguientes equipos: Bruker
Ascend 11 700 a 700 ('H) y 175 ('3C) MHz; Bruker Avance lll a 500 ("H) y 125 ('3C) MHz;
Bruker Avance Il a 400 ('H) y 100 ('3C) MHz, utilizando CDCIlz o CH3OH-d4 como
disolvente. Los desplazamientos quimicos se registraron en ppm (8). Los espectros de
masas se obtuvieron por la técnica de analisis directo en tiempo real (DART) en un
espectrometro de masas Jeol JMS-T100LC AccuTOF y/o por Jet Stream Technology
empleando un equipo Q-TOF (modelo G6530BA).
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5.4 Estudio quimico de Talaromyces sp. 1Q-313

5.4.1 Analisis de redes moleculares

Los experimentos de co-cultivo de los aislamientos 1Q-313/IQ-043 en Cheerios® y
el co-cultivo 1Q-313/P. aeruginosa en arroz y en Cheerios®, generados para la
construccion de redes moleculares en la plataforma Global Natural Products Social
Molecular Networking (GNPS) se analizaron por cromatografia de liquidos de ultra
eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién (UPLC-EM-AR-ESI-
MS/MS) en una columna BEH C+s (Waters® Corp., MA, EEUU; 1.7 uym, 2.1 x 100 mm)
empleando un gradiente lineal, iniciando con 15 % de MeCN y 85 % de acido formico al
0.1 % en agua, hasta 100 % de MeCN en 8 min, manteniendo la composicion isocratica
por 1.5 min y regresando a las condiciones iniciales en 0.5 min. El control del equipo y
analisis de datos se realizé con el software Xcalibur. El registro de los espectros se realizo
en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, UNCG, Carolina del Norte, EUA.
El analisis de datos para redes moleculares comenzé con la conversién de los archivos
raw en .mzML usando el software MS Convert (incluido en la paqueteria de
ProteoWizard), aplicando simultaneamente la operacion “Peak Picking” para hacer
centroides a los datos. Asimismo, se generd un archivo de metadata para ubicar el origen
de cada experimento. Posteriormente, se realizé un analisis clasico en la plataforma
GNPS, configurando los siguientes parametros:

e Tolerancia de la masa del ion molecular precursor = 2.0 Da

e Tolerancia de la masa de fragmentos i6nicos = 0.5 Da

e Puntuacion minima del coseno = 0.7

e Fragmentos minimos identificados = 6

¢ Numero maximo de nodos conectados = 100

e Tamafio minimo de los clusteres = 2

e Puntuacion del umbral = 0.7

e Maxima diferencia en masa para la busqueda de analogos = 100 Da

Con el fin de hacer un analisis mas fino para distinguir isémeros, se realiz6 el
analisis Feature Based Molecular Networking, el cual requiri6 el procesamiento de
espectros MS/MS en el software MZmine, version 2.53. Este comenzé con la deteccion
de masas, fijando un umbral de ruido para MS' de 1.0x10% y para MS? de 1.0x103,
empleando el algoritmo Centroid. Posteriormente, se construyé un cromatograma con el
algoritmo Chromatogram Builder, estableciendo que para que un ion sea reconocido,
debe tener una altura minima de 3.0x103, aparecer durante al menos 0.01 min, con una
tolerancia de £ 10.0 ppm. Después, se hizo una deconvolucion del cromatograma
empleando el algoritmo Baseline-cut-off, fijando una altura minima de pico de 1.0x108 y
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una linea base de 1.0x105 con un rango de duracion de 0.0-10.0 min, emparejando MS'
con MS? con una diferencia maxima de 0.01 Da y 0.2 min. Enseguida, se hizo un
agrupamiento de isétopos, con una tolerancia de + 5.0 ppm, una tolerancia de 0.2 min y
maxima carga de tres. Finalmente, se hizo un alineamiento de las caracteristicas
cromatograficas con el algoritmo Joint aligner, con una tolerancia de + 5.0 ppm, un puntaje
de 75 para m/z y de 25 para el tiempo de retencién. Finalmente, los datos fueron
exportados en dos formatos .csv y .mgf, los cuales se subieron a GNPS para la
construccion de redes moleculares, junto con el archivo de metadata. Todas las redes
moleculares se visualizaron en Cytoscape.

5.4.2 Analisis de componentes principales (PCA)

Los experimentos OSMAC se realizaron por triplicado y se analizaron por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas por
cuadrupolo simple y tiempo de vuelo (CLAE-EM-SQ-TOF). La separacion cromatografica
se realiz6é en una columna C1s (3 um, 2 x 75 mm), empleando un gradiente lineal iniciando
con 15 % de MeCN y 85 % de acido férmico al 0.1 % en agua, hasta 100 % de MeCN en
8 min, manteniendo la composicion isocratica por 1.5 min y regresando a las condiciones
iniciales en 0.1 min. Se establecio un flujo de 0.4 mL/min y un retraso de 3.0 min entre las
inyecciones. El control del equipo se realizé con el software MassHunter®. El registro de
los espectros se realizé en el Laboratorio Nacional para la Investigacién y Conservacion
del Patrimonio Cultural (LANCIC). El analisis requirié el procesamiento de espectros MS
en el software MZmine, versidn 2.53. Este comenzd con la deteccién de masas, filando
un umbral de ruido para MS' de 1.0x10* empleando el algoritmo Centroid.
Posteriormente, se construyé un cromatograma con el algoritmo ADAP Chromatogram
Builder, estableciendo minimo cuatro scans en un grupo con un umbral minimo de
intensidad de 1.0x10%, para picos que tengan como minimo una altura de 3.0x10%, con
tolerancia de £ 5.0 ppm. Después, se hizo una deconvolucion del cromatograma
empleando el algoritmo Baseline-cut-off, fijando una altura minima de pico de 3.0x10%y
una linea base de 1.0x10* con un rango de duracion de 0.0-3.0 min. Enseguida, se hizo
un agrupamiento de is6topos, con una tolerancia de 0.001 m/z o £ 5.0 ppm, una tolerancia
de 0.2 min y maxima carga de tres. Posteriormente se hizo un alineamiento de las
caracteristicas cromatograficas con el algoritmo Joint aligner, con una tolerancia de + 5.0
ppm, un puntaje de 75 para m/z y de 25 para el tiempo de retencién. Finalmente, se
definieron los parametros y sus respectivos valores para efectuar el PCA, seleccionando
la altura de pico para la construccion de un grafico de dos componentes. Las coordenadas
de los componentes se procesaron en Prism 6.0.
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5.5 Purificacion de productos biosintéticos generados por fermentacion mixta

5.5.1 Fraccionamiento de co-cultivo 1Q-313/I1Q-043

La seleccion de los extractos organicos para analisis quimico se realizd
considerando las diferencias cromatograficas entre los perfiles de las distintas
condiciones de cultivo y la fermentacion axénica de la especie Talaromyces sp. 1Q-313.
Asi, se seleccioné el extracto obtenido de la fermentacion mixta 1Q-313/1Q-043 para el
aislamiento de compuestos que no se observaron en los cultivos axénicos (IQ-313 e Q-
043) (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma de analisis por CLAE de los extractos de los cultivos axénicos de 1Q-313,
1Q-043, 1Q-046 e 1Q-053, asi como de los co-cultivos 1Q-313/1Q-043 (A), 1Q-313/IQ-046 (B) e 1Q-
313/1Q-053 (C).
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El extracto organico seco (246 mg) del cocultivo 1Q-313/IQ-043 se sometié a un
fraccionamiento preliminar mediante cromatografia tipo FLASH de fase reversa,
empleando una columna C1s (CV = 26.4 mL) y como fase mévil una mezcla binaria de
MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico): 20% de MeCN durante 4.5 minutos,
un gradiente de 20%—100% de MeCN durante 30 minutos y 100% de MeCN durante 5
minutos. Se empled un flujo de 20.0 mL/min y se colectaron fracciones de 50 mL. De
este fraccionamiento se obtuvieron ocho fracciones primarias (01002-87-1,2,3,4,5,6,7,8),
las cuales se analizaron mediante CLAE (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma de analisis por CLAE de las fracciones obtenidas del fraccionamiento del extracto
del co-cultivo 1Q-313/1Q-043.

5.5.2 Aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-93-3 (5) y 01002-93-4 (6)

La resolucién de la fraccion 01002-87-6 (22.9 mg) se realizd6 por CLAE en
modalidad semipreparativa (Figura 10), utilizando una columna Phenomenex® (C1s)
como fase estacionaria y un método isocratico de MeCN/0.1% acido féormico acuoso
(60:40, 25 minutos). Este fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 01002-
93-3 (5, 3.8 mg; tr 11.0 min) y 01002-93-4 (6, 3.3 mg; tr 13.3 min), los cuales se
identificaron como bacilisporina F (5) y 1-epi-bacilisporina F (6), respectivamente, por
comparacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos con los reportados en la
literatura. 23

37



01002-93-3
01002-93-4

__

Figura 10. Cromatograma del fraccionamiento de 01002-87-6, del cual se aislaron los productos
01002-93-3 (5) y 01002-93-4 (6).

Bacilosporina F (5): Solido amarillo, RMN-'H (700 MHz, CDCl3) 6+ (ppm): 2.04
(3H, s, CH3sCOOR), 2.60 (3H, s, H-10"), 3.01 (3H, s, H-10), 3.74 (3H, s, CH3OR), 4.96
(1H,d, J=12.4 Hz, H-1"B), 5.03 (1H, d, J = 10.5 Hz, H-1"a), 5.80 (1H, s, H-9"), 6.57 (1H,
s, H-1), 6.83 (1H, s, H-5"), 6.94 (1H, s, H-5), 7.43 (1H, s, OH-9), 11.58 (1H, s, OH-4"),
11.87 (1H, s, OH-4); RMN-'3C (175 MHz, CDCI3) &c (ppm): 21.0 (CH3COOR), 24.1 (C-
107), 25.5 (C-10), 49.3 (C-97a), 56.7 (CH3sOR), 62.1 (C-8"), 69.6 (C-17), 85.7 (C-97), 97.1
(C-3a), 100.2 (C-1), 103.3 (C-37a), 109.1 (C-9a), 117.3 (C-6"a), 119.6 (C-6a), 120.9 (C-
5), 121.7 (C-57), 130.8 (C-8), 131.6 (C-3b), 139.6 (C-7), 146.2 (C-3'b), 146.7 (C-6), 150.2
(C-9), 154.8 (C-6"), 164.2 (C-4), 165.0 (C-4"), 167.6 (C-3°), 168.1 (C-3), 170.3
(CH3COOR), 190.2 (C-7") [Figuras Al-5-Al-8]. EM-AR-AJS m/z: 547.1248 [M+H]* (calcd.
para C29H23011, 547.1240, +1.5 ppm).

1-epi-Bacilisporina F (6): Sélido café, RMN-'H (700 MHz, CDCl3) &+ (ppm): 2.06
(3H, s, CH3COOR), 2.59 (3H, s, H-10"), 3.00 (3H, s, H-10), 3.80 (3H, s, CH3OR), 4.95
(1H, d, 3 =12.5 Hz, H-1"B), 5.11 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1"a), 5.80 (1H, s, H-9"), 6.50 (1H,
s, H-1), 6.82 (1H, s, H-5"), 6.94 (1H, s, H-5), 7.56 (1H, s, OH-9), 11.60 (1H, s, OH-4"),
11.86 (1H, s, OH-4); RMN-"3C (175 MHz, CDCI3) &c (ppm): 21.0 (CH3COOR), 24.1 (C-
107), 25.5 (C-10), 49.3 (C-97a), 56.9 (CH3OR), 62.0 (C-87), 69.4 (C-1"), 85.8 (C-9"), 97.2
(C-3a), 100.4 (C-1), 103.2 (C-3"a), 109.1 (C-9a), 117.2 (C-6"a), 119.6 (C-6a), 120.9 (C-
5), 121.6 (C-57), 130.7 (C-8), 131.7 (C-3b), 139.5 (C-7), 146.5 (C-3'b), 146.6 (C-6), 150.1
(C-9), 154.7 (C-6"), 164.1 (C-4), 165.0 (C-4"), 167.6 (C-3°), 168.0 (C-3), 170.3
(CHsCOOR), 190.3 (C-7°) [Figuras Al-9-Al-12]. EM-AR-AJS m/z: 547.1260 [M+H]*
(calcd. para C29H23011, 547.1240, +3.7 ppm).
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5.6 Sintesis parcial de anédlogos de duclauxina (1)

Cantidades variables de duclauxina (1) (=85 % de pureza, determinada mediante
un método cromatografico) contenida en extracto de co-cultivo 1Q-313/Staphylococcus
aureus se hicieron reaccionar en DMSO, a temperatura ambiente y en agitacion
magnética durante ~24 horas, con un equivalente de diversos aminoacidos y aminas
primarias de acuerdo con el Esquema 1.

OMe 1 eq. R-NH, _ +
DMSO, TEA, rt
WH 24 h

HO
Esquema 1. Estrategia sintética para la obtencién de hibridos de duclauxina (1).

Las reacciones se analizaron por CLAE (Figura 11) y se seleccionaron para
escalamiento aquellas que mostraron mejores rendimientos y cuyos productos
esperados fueron previamente priorizados por estudios de acoplamiento molecular.

— Duclauxina
L-Val
L-Asp
L-Gly
m-nitroanilina

p-nitroanilina

Absorbancia

—— L-Phe_es_et

— dietilentriamina

30 35
Tiempo (min)

Figura 11. Cromatogramas de duclauxina y productos de reacciones de semisintesis con los aminoacidos
y aminas primarias seleccionadas para escalamiento.
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5.7 Purificacion de derivados semisintéticos de duclauxina (1).

5.7.1 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-107-1 (7) y
01002-107-2 (8)

Aproximadamente 5 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 1.8 mg del
éster etilico de L-fenilalanina (L-Phe-es-et) en DMSO a temperatura ambiente y en
agitacion magnética durante 24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por
CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 12), haciendo una inyeccién de 200 uL,
utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (C1s) y como fase movil
una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico): un gradiente
de 80%—100% de MeCN durante 10 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este
fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 01002-107-1 (7, 0.4 mg; tr 6.5
min) y 01002-107-2 (8, 0.2 mg; tr 8.4 min).
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01002-107-2

©
'50.10
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©
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o
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10 15
Tiempo (min)

Figura 12. Cromatograma de la purificacion de 01002-107-1 (7) y 01002-107-2 (8).

01002-107-1 (7): Sdlido color crema, RMN-'H (400 MHz, CDCl3) &6+ (ppm): 1.25
(3H,t, 3 =7.1 Hz, H-2"""), 2.06 (3H, s, H-10), 2.22 (3H, s, CH3COOR), 2.70 (3H, s, H-
10°), 2.93 (3H, s, CH3OR), 3.12 (1H, dd, J = 14.5, 9.1 Hz, H-3""B), 3.54 (1H, dd, J = 14.5,
6.7 Hz, H-3""a), 3.97 (1H, s, H-8), 4.14 (1H, s, H-8"), 4.26 (2H, q, J=7.1 Hz, H-1"""), 4.77
(1H,d, J=12.1 Hz, H-1"B), 5.10 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-1"a), 5.17 (1H, s, H-9"), 5.71 (1H,
dd, J=9.1,6.6 Hz, H-2""), 6.51 (1H, s, H-5), 6.74 (1H, s, H-57), 7-10-7.23 (5H, m, H-5"",
H-6", H-7""), 7.82 (1H, s, H-1), 11.67 (1H, s, OH-4), 12.05 (1H, s, OH-4") [Figuras Al-
13-Al-14]. EM-AR-DART m/z: 722.2263 [M+H]* (calcd. para C40H3sNO12, 722.2238, +3.5
ppm).

01002-107-2 (8): Sélido color amarillo, RMN-'H (400 MHz, CDCl3) &+ (ppm): 1.23
(3H,t,3=7.1 Hz, H-2"""), 2.08 (3H, s, CH3COOR), 2.59 (3H, s, H-10"), 2.96 (3H, s, H-
10), 3.33 (1H, dd, J = 14.5, 10.9 Hz, H-3"'B), 3.75 (1H, dd, J = 14.5, 5.5 Hz, H-3""a), 4.22
(2H,q,J=7.2Hz, H-1"""), 4.80 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-1'B), 4.89 (1H, d, J = 1.1 Hz, H-
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87),5.03(1H,d, J=12.3 Hz, H-1"a), 5.71 (1H, d, J=1.1 Hz, H-9"), 5.84 (1H, dd, J = 10.9,
5.6 Hz, H-2""), 6.79 (1H, s, H-5), 6.85 (1H, s, H-5"), 7.18 (bH, m, H-5"", H-6"", H-7""), 8.57
(1H, s, H-1), 12.04 (1H, s, OH-4), 12.55 (1H, s, OH-4") [Figuras Al-15-Al-16]. EM-AR-
AJS m/z: 690.1978 [M+H]* (calcd. para CsgsH32NO11, 690.1975, +0.4 ppm).

5.7.2 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-117-1 (9)

Aproximadamente 14.9 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 5.3 mg
de L-aspartato (L-Asp) en DMSO a temperatura ambiente y en agitacion magnética
durante 24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad
semipreparativa (Figura 13), haciendo una inyeccion de 160 yL, utilizando como fase
estacionaria una columna Phenomenex® (C1s) y como fase moévil una mezcla binaria de
MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico): un gradiente de 50%—90% de MeCN
durante 20 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este fraccionamiento condujo
al aislamiento y purificacion de 01002-117-1 (9, 6.2 mg; tr 5.0 min), el cual se identificd
como talauxina D (9), un producto de semisintesis reportado por Karuso y
colaboradores.'?4

01002-117-1

Figura 13. Cromatograma de la purificacion de 01002-117-1 (9).

Talauxina D (9): Solido amarillo, RMN-'H (400 MHz, MeOD) 61 (ppm): 1.99 (3H,
s, H-10), 2.20 (3H, s, CH3COOR), 2.69 (3H, s, H-10"), 2.90 (1H, dd, J = 17.6, 7.7 Hz, H-
37B), 2.97 (3H, s, CH3OR), 3.36 (1H, dd, J =17.6, 5.5 Hz, H-3""a), 4.02 (1H, s, H-8), 4.12
(1H, s, H-8"),4.92 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-1B), 5.14 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-1"a), 5.18 (1H,
s, H-9"), 5.36 (1H, dd, J = 7.7, 5.5 Hz, H-2""), 6.55 (1H, s, H-5), 6.75 (1H, s, H-5"), 7.96
(1H, s, H-1); RMN-"3C (100 MHz,MeOD) &c (ppm): 20.8 (CH3COOR), 22.1 (C-107), 22.3
(C-10), 35.6 (C-3"'a), 51.9 (CHsOR), 52.7 (C-9°a), 60.5 (C-27"), 65.3 (C-8), 69.3 (C-8"),
72.6 (C-1'a), 80.6 (C-97), 89.8 (C-7), 106.4 (C-3a), 108.2 (C-3"a), 112.6 (C-9a), 118.2 (C-
6’a), 118.9 (C-5), 121.6 (C-5"), 122.6 (C-6a), 136.3 (C-1), 138.3 (C-3b), 144.7 (C-3'b),
150.4 (C-67), 152.3 (C-6), 162.8 (C-4"), 165.7 (C-4), 166.4 (C-3), 168.8 (C-3"), 171.2 (C-
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4°"), 171.4 (CHsCOOR), 173.4 (C-1""), 193.0 (C-7"), 195.5 ( C-9) [Figuras Al-17-A20].
EM-AR-AJS m/z: 662.1528 [M+H]* (calcd. para CasH2sNO14, 662.1510, +2.7 ppm).

5.7.3 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-114-1 (10)

Aproximadamente 16 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 2.9 mg de
L-glicina (L-Gly) en DMSO a temperatura ambiente y en agitaciéon magnética durante 24
horas. Los productos de reaccién se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa
(Figura 14), haciendo una inyeccion de 170 pL, utilizando como fase estacionaria una
columna Phenomenex® (C1g) y como fase movil una mezcla binaria de MeCN/agua
acidificada (al 0.1% de acido formico): un gradiente de 50%—90% de MeCN durante 20
minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este fraccionamiento condujo al
aislamiento y purificacion de 01002-114-1 (10, 6.3 mg; tr 6.6 min), el cual se identificd
como talauxina G (10), un producto de semisintesis reportado por Karuso y
colaboradores,'?* caracterizado por espectrometria de masas de alta resolucion, pero
nunca aislado.
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Figura 14. Cromatograma de la purificacion de 01002-114-1 (10).

Talauxina G (10): Sélido amarillo palido, RMN-"H (500 MHz, CDClI3) 61 (ppm): 2.03
(3H, s, H-10), 2.23 (3H, s, CH3COOR), 2.71(3H, s, H-10"), 2.94 (3H, s, CH30OR), 3.99 (1H,
s, H-8),4.15 (1H, s, H-8"), 4.58 (1H, d, J = 17.3 Hz, H-2""B), 4.80 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-
1B8), 4.85 (1H, d, J = 17.3 Hz, H-2""a), 5.10 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-1"a), 5.21 (1H, s, H-
9%, 6.52 (1H, s, H-5), 6.77 (1H, s, H-5), 7.79 (1H, s, H-1), 11.97 (1H, s, OH-4"); ); RMN-
13C (125 MHz, CDCI3) &c (ppm): 21.2 (CH3COOR), 22.1 (C-10"), 22.6 (C-10), 49.4 (C-
2”°), 51.6 (C-9a), 51.7 (CHsOR), 64.1 (C-8), 67.9 (C-8"), 71.6 (C-1), 78.8 (C-9), 88.6
(C-7), 104.7 (C-3a), 107.0 (C-3'a), 111.8 (C-9a), 116.9 (C-6'a), 118.7 (C-5), 121.2 (C-
5), 121.6 (C-6a), 134.8 (C-1), 136.6 (C-3b), 142.8 (C-3'b), 149.6 (C-67), 152.0 (C-6),
161.6 (C-4"), 164.3 (C-4), 165.1 (C-3), 167.7 (C-3), 169.9 (CH3COOR), 169.9 (C-17),
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191.2 (C-77), 194.6 (C-9) [Figuras Al-21-A24]. EM-AR-AJS m/z: 604.1469 [M+H]* (calcd.
para C31H2sNO12, 604.1455, +2.3 ppm).

5.7.4 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-118-3 (11)

Aproximadamente 16.2 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 3.6 mg
de L-valina (L-Val) en DMSO a temperatura ambiente y en agitacion magnética durante
24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad
semipreparativa (Figura 15), haciendo una inyeccion de 200 pL, utilizando como fase
estacionaria una columna Phenomenex® (C1s) y como fase moévil una mezcla binaria de
MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido féormico): un gradiente no lineal (curva 9) de
50%—55% de MeCN durante 30 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este
fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 01002-118-3 (11, 2.1 mg; tr 16.0
min), el cual se identific6 como talauxina V (11), un producto de semisintesis reportado
por Karuso y colaboradores.'?*
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Figura 15. Cromatograma de la purificacion de 01002-118-3 (11).

Talauxina V (11): Sélido blanco, RMN-'H (400 MHz, CDCIz) &+ (ppm): 0.80 (3H, d,
J =6.7 Hz, H-4""), 1.15 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-4"""), 2.05 (3H, s, H-10), 2.23 (3H, s,
CH3COOR), 2.46 (1H, dq, J = 9.7, 6.6 Hz, H-3""), 2.71 (3H, s, H-10"), 2.98 (3H, s,
CH30R), 4.00 (1H, s, H-8), 4.14 (1H, s, H-8), 4.78 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-1"B), 5.10 (1H,
d,J=12.2 Hz, H-1'a), 5.17 (1H, d, J = 9.8 Hz, H-2""), 5.20 (1H, s, H-9"), 6.48 (1H, s, H-
5),6.79 (1H, s, H-5%), 7.79 (1H, s, H-1), 12.14 (1H, s, OH-4"); RMN-"3C (125 MHz, CDClI5)
6c (ppm): 18.9 (C-47"), 19.8 (C-4"""), 21.1 (CH3COOR), 22.0 (C-10"), 22.6 (C-10), 30.2
(C-37),51.8(C-9a), 51.9 (CHsOR), 62.6 (C-2""), 64.0 (C-8),68.0 (C-87), 71.4 (C-17), 78.7
(C-9%), 88.6 (C-7), 105.2 (C-3a), 106.8 (C-3’a), 111.5 (C-9a), 116.7 (C-6a), 118.6 (C-5"),
121.1 (C-5), 121.7 (C-6a), 134.2 (C-1), 134.4 (C-3b), 143.1 (C-3'b), 149.5 (C-67), 151.9

(C-6), 161.8 (C-4"), 163.8 (C-4), 165.2 (C-3), 167.2 (C-3"), 169.8 (CH3COOR), 191.1 (C-
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77),194.2 (C-9), 194.3 (C-17") [Figuras Al-25-A28]. EM-AR-DART m/z: 646.1896 [M+H]*
(calcd. para C34H32NO12, 646.1925, -4.5 ppm).

5.7.5 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-125-1 (12)

Aproximadamente 18.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con un exceso
de 1,4-nitroanilina en DMSO a temperatura ambiente y en agitacion magnética durante
24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad
semipreparativa (Figura 16), haciendo dos inyecciones de 100 pL, utilizando como fase
estacionaria una columna Phenomenex® (C1s) y como fase movil una mezcla binaria de
MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico): un gradiente de 40%—100% de
MeCN durante 20 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este fraccionamiento
condujo al aislamiento y purificacién de 01002-125-1 (12, 10.0 mg; tr 15.7 min).

-} 01002-125-1
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Figura 16. Cromatograma de la purificacion de 01002-125-1 (12).

01002-125-1 (12): Sélido blanco, RMN-'H (500 MHz, CDCI3) & (ppm): 2.10 (3H,
s, H-10), 2.24 (3H, s, CH3COOR), 2,74 (3H, s, H-10"), 3.01 (3H, s, CH30OR), 4.04 (1H, s,
H-8),4.17 (1H, s, H-8"), 4.82 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-1B), 5.10 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-1"a),
5.25 (1H, s, H-9"), 6.62 (1H, s, H-5), 6.85 (1H, s, H-5"), 7.49 (2H, d, J = 4.8 Hz, H-2"),
7.64 (1H, s, H-1), 8.42 (2H, d, J = 4.8 Hz, H-3""), 11.75 (1H, s, OH-4), 11.91 (1H, s, OH-
4°); RMN-3C (125 MHz, CDCI3) &c (ppm): 21.1 (CH3COOR), 22.1 (C-10), 22.6 (C-10),
51.8 (C-97a), 51.9 (CH3sOR), 64.1 (C-8), 68.0 (C-8"), 71.5 (C-1"), 78.6 (C-9°), 88.9 (C-7),
105.2 (C-3a), 107.1 (C-3°a), 113.0 (C-9a), 117.5 (C-6"a), 119.6 (C-57), 120.8 (C-5), 121.9
(C-6a), 125.3 (C-27"), 127.9 (C-37"), 133.9 (C-1), 134.5 (C-3b), 143.0 (C-3'b), 143.4 (C-
1), 148.0 (C-4""), 150.2 (C-6"), 152.4 (C-6), 162.1 (C-4"), 164.3 (C-4), 164.6 (C-3), 167.6
(C-3), 169.7 (CH3COOR), 191.0 (C-7"), 194.2 (C-9) [Figuras Al-29-A-32]. EM-AR-DART
m/z: 667.1586 [M+H]* (calcd. para C3sH27N2012, 667.1564, +3.3 ppm).
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5.7.6 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-135-1 (13)

Aproximadamente 16.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con un exceso de
1,4-nitroanilina y 10 yL de trietilamina (TEA) en DMSO a temperatura ambiente y en
agitacion magnética durante 24 horas. Los productos de reaccidon se purificaron por
CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 17), haciendo dos inyecciones de 100 uL,
utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (C1g) y como fase movil
una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido formico): un gradiente
de 60%—100% de MeCN durante 30 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este
fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 01002-135-1 (13, 3.5 mg; tr 13.1
min).
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Figura 17. Cromatograma de la purificaciéon de 01002-135-1 (13).

01002-135-1 (13): Solido naranja, RMN-'H (500 MHz, CDClI3) &+ (ppm): 2.10 (3H,
s, CH3sCOOR), 2.60 (3H, s, H-10"), 3.03 (3H, s, H-10), 4.82 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1'B),
495 (1H, s, H-8"), 5.02 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1"a), 5.75 (1H, s, H-9"), 6.79 (1H, s, H-5),
6.97 (1H, s, H-5"), 7.64 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-2""), 8.44 (2H, d, J = 8.4 Hz, H-3""), 8.60
(1H, s, H-1), 12.01 (1H, s, OH-4), 12.42 (1H, s, OH-4"); RMN-'3C (125 MHz, CDCI3) &c
(ppm): 21.0 (CH3COOR), 24.0 (C-107), 25.6 (C-10), 48.3 (C-9°a), 63.6 (C-8"), 68.4 (C-1"),
84.6 (C-97),104.3 (C-37a), 108.9 (C-3a), 115.1 (C-9a), 115.5 (C-6a), 116.8 (C-6"a), 119.7
(C-5),121.2 (C-5"), 125.3 (C-27"), 127.7 (C-37"), 135.4 (C-3b), 139.2 (C-8), 141.3 (C-4""),
143.4 (C-17"), 146.0 (C-1), 148.2 (C-3'b), 150.2 (C-6), 152.9 (C-7), 153.9 (C-6"), 164.7
(C-47),164.9 (C-4), 165.1 (C-3), 167.6 (C-3), 170.2 (CH3COOR), 177.8 (C-9), 189.5 (C-
7°) [Figuras Al-33-A-35]. EM-AR-AJS m/z: 635.1315 [M+H]* (calcd. para C34H23N2011,
635.1302, +2.0 ppm).

5.7.7 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-124-1 (14)
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Aproximadamente 18.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con un exceso
de 1,3-nitroanilina en DMSO a temperatura ambiente y en agitacion magnética durante
24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad
semipreparativa (Figura 18), haciendo dos inyecciones de 100 pL, utilizando como fase
estacionaria una columna Phenomenex® (C1s) y como fase moévil una mezcla binaria de
MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido formico): un gradiente de 40%—100% de
MeCN durante 20 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este fraccionamiento
condujo al aislamiento y purificaciéon de 01002-124-1 (14, 10.0 mg; tr 15.4 min).
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Figura 18. Cromatograma de la purificacion de 01002-124-1 (14).

01002-124-1 (14): Sélido blanco-amarillo, RMN-'H (500 MHz, CDCI3) &1 (ppm):
2.11 (3H, s, H-10), 2.24 (3H, s, CH3COOR), 2,74 (3H, s, H-10), 3.01 (3H, s, CH3OR),
4.04 (1H, s, H-8), 4.17 (1H, s, H-8"), 4.81 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-1B), 5.09 (1H, d, J =
12.2 Hz, H-1"a), 5.25 (1H, s, H-9"), 6.64 (1H, s, H-5), 6.84 (1H, s, H-5"), 7.61 (1H, ddd, J
=8.0,21,1.0Hz,H-47"),7.66 (1H, s, H-1), 7.77 (1H, t, 3 = 8.1 Hz, H-5""), 8.22 (1H, t, J
= 2.1 Hz, H-2""), 8.39 (1H, ddd, J = 8.4, 2.2, 1.0 Hz), 11.74 (1H, s, OH-4), 11.90 (1H, s,
OH-4"); RMN-3C (125 MHz, CDCIs) 6¢c (ppm): 21.1 (CH3COOR), 22.1 (C-10), 22.6 (C-
10), 51.8 (C-9"a), 51.9 (CH3OR), 64.1 (C-8), 68.0 (C-8"), 71.5(C-17), 78.6 (C-97), 88.9 (C-
7), 105.2 (C-3a), 107.1 (C-3"a), 113.0 (C-9a), 117.5 (C-67a), 119.5 (C-5"), 120.8 (C-5),
121.9 (C-6a), 122.4 (C-2""), 124.5 (C-6""), 131.0 (C-1), 132.6 (C-4""), 134.1 (C-37"), 134.6
(C-3b), 139.1 (C-57"), 143.0 (C-3'b),148.9 (C-17"), 150.2 (C-6"), 152.3 (C-6), 162.1 (C-4"),
164.4 (C-4), 164.7 (C-3), 167.6 (C-3"), 169.7 (CH3COOR), 191.1 (C-77), 194.2 (C-9)
[Figuras Al-36-A-39]. EM-AR-DART m/z: 667.1583 [M+H]* (calcd. para CssH27N2012,
667.1564, +2.8 ppm).

5.8.8 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de 01002-134-1 (15)
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Aproximadamente 16.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con un exceso
de 1,3-nitroanilina y 10 pL de trietilamina (TEA) en DMSO a temperatura ambiente y en
agitacion magnética durante 24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por
CLAE en modalidad semi-preparativa (Figura 19), haciendo una inyeccién de 200 uL,
utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (C1g) y como fase movil
una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico): un gradiente
de 60%—100% de MeCN durante 30 minutos y 100% de MeCN durante 5 minutos. Este
fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacién de 01002-134-1 (15, 4.2 mg; tr 8.5
min).
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Figura 19. Cromatograma de la purificacion de 01002-134-1 (15).

01002-134-1 (15): Solido naranja, RMN-'H (500 MHz, CDClI3) &n (ppm): 2.10 (3H,
s, CH3COOR), 2.60 (3H, s, H-10"), 3.03 (3H, s, H-10), 4.82 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-1"B),
4.95 (1H, s, H-8"), 5.03 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1"a), 5.75 (1H, s, H-9"), 6.80 (1H, s, H-5),
6.97 (1H, s, H-5%), 7.76 (1H, dt, J = 8.0, 1.9 Hz, H-4""), 7.80 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-57"), 8.35
(1H, t, J = 1.9 Hz, H-2""), 8.42 (1H, dt, J = 7.8, 1.9 Hz, H-6""), 8.62 (1H, s, H-1), 12.02
(1H, s, OH-4), 12.42 (1H, s, OH-4"); RMN-13C (125 MHz, CDCI3) 6c (ppm): 21.0
(CH3COOR), 24.1 (C-107), 25.6 (C-10), 48.3 (C-97a), 63.6 (C-8"), 68.4 (C-1"), 84.6 (C-
97),104.3 (C-3°a), 108.9 (C-3a), 115.1 (C-9a), 115.5 (C-6a), 116.8 (C-6'a), 119.7 (C-5),
121.2(C-57),122.2(C-2""),124.8 (C-4""),131.0 (C-5""), 132.4 (C-6""), 135.5 (C-3b), 139.2
(C-37), 139.2 (C-17"), 141.5 (C-8), 146.0 (C-1), 148.9 (C-3'b), 150.1 (C-6), 152.9 (C-7),
153.9 (C-67), 164.8 (C-4"), 164.9 (C-4), 165.1 (C-3), 167.6 (C-3"), 170.2 (CH3COOR),
177.8 (C-9), 189.5 (C-7") [Figuras Al-40-A-42]. EM-AR-AJS m/z: 635.1299 [M+H]*
(calcd. para C34H23N2011, 635.1302, -0.5 ppm).

5.7.9 Semisintesis, aislamiento, purificacion e identificacion de talaromycesona B (2)
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Aproximadamente 30.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 30 uL de
dietilentriamina en DMSO a 60°C en reflujo durante 24 horas. Los productos de reaccién
se purificaron por CLAE (Figura 20) en modalidad semipreparativa, haciendo dos
inyecciones de 100 pL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex®
(C18) y como fase movil una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido
férmico): un gradiente de 30%—80% de MeCN durante 30 minutos y 100% de MeCN
durante 5 minutos. Este fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 01002-
113-2 (5.1 mg; tr 16.0 min), el cual se identifico como talaromycesona B (2) por
comparacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos con los reportados en la
literatura. 125
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Figura 20. Cromatograma de la purificacion de talaromycesona B (2).

Talaromycesona B (2): Sélido blanco-café, RMN-"H (500 MHz, MeOD) &+ (ppm):
2.03 (3H, s, CH3COOR), 2.54 (3H, s, H-10"), 2.91 (3H, s, H-10), 4.80 (1H, d, J = 1.04 Hz,
H-8"), 5.04 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1"B), 5.16 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1"a), 5.85 (1H, sa, H-
9), 6.76 (1H, s, H-5"), 6.86 (1H, s, H-5); RMN-3C (125 MHz, MeOD) &c (ppm): 20.6
(CH3COOR), 22.6 (C-10), 23.9 (C-107), 50.2 (C-97a), 62.2 (C-8"), 70.5 (C-17), 88.2 (C-9"),
100.4 (C-3a), 104.8 (C-3"a), 117.5 (C-6a), 118.0 (C-6"a), 121.4 (C-5), 121.5 (C-5"), 132.7
(C-7), 133.5 (C-3b), 133.7 (C-9a), 136.6 (C-8), 137.4 (C-9), 148.1 (C-6), 148.2 (C-3'b),
154.6 (C-6"), 160.7 (C-4), 165.5 (C-4"), 167.2 (C-3), 169.4 (C-3°), 171.9 (CH3COOR),
192.5 (C-7") [Figuras Al-1-A-4]. EM-AR-AJS m/z: 503.0997 [M+H]* (calcd. para
C27H19010, 503.0978, +3.8 ppm).

5.8 Evaluacion in vitro del efecto inhibitorio de compuestos puros sobre hPTP1B1-400.
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El efecto de los compuestos puros sobre la actividad de la proteina fosfatasa de
tirosina 1B de 400 aminoacidos de humano (hPTP1B1400) se evalud
espectrofotométricamente en cajas de 96 pozos con un lector de placas Thermo
Scientific® Multiskan FC (A = 405 nm) a 37°C. Para los ensayos se uso una solucion de
enzima hPTP1B1400 3 M y una solucién de sustrato (p-NPP) 3 mM en solucion
amortiguadora 50 mM HEPES, pH 6.8, 100 mM NaCl y 1.5 mM DTT. Para cada
compuesto puro se prepararon soluciones stock en DMSO (1 mM). Subsecuentemente,
alicuotas de 0, 2, 4, 6, 8y 10 pL (por triplicado) se incubaron por 10 minutos con 5 pL de
una solucién enzimatica de hPTP1B1-400 (3 uM) en un volumen total de 90 uL. Posterior
a la incubacion producto puro-enzima, se adicionaron 10 pL de la solucion de sustrato y
se registrd la primera lectura de absorbancia (t = 0 min). Después, la mezcla de reaccion
se incubo por un periodo de 20 minutos a 37°C. Al término de este tiempo, se tomo6 una
segunda lectura de absorbancia (t = 20 min). Para el control del equipo, asi como para
la adquisicidn, el manejo y manipulaciéon de datos, se utilizé el software Skanlt, version
5.0. El porcentaje de inhibicion enzimatica se calculé tomando en cuenta la correccion
por la absorbancia del blanco (enzima sin inhibidor) de acuerdo con la Ecuacién 1y se
uso6 duclauxina como control positivo.

Agost

405C
Ecuacion 1

donde A4gst representa la absorbancia corregida de los compuestos puros (Asostrina —
Ayostiniciat) Y Asosc 1a absorbancia del blanco corregida (A405¢fina — AaosCiniciar)- LA
concentracion de compuesto puro necesaria para inhibir el 50% de la actividad
enzimatica (Clso) se calculd6 mediante una regresion no lineal, empleando la ecuacion de
unién especifica con coeficiente de Hill en el software GraphPad Prism 6.0.

5.9 Ensayos de interaccién ligante-proteina por apagamiento de la fluorescencia
intrinseca de hPTP1B1-400

Los espectros de fluorescencia de cada compuesto puro analizado se registraron
en un espectrofotémetro de fluorescencia Cary Elipse (Agilent®) a temperatura ambiente.
El control del equipo y la adquisicion de datos se realizdé a través del software Scan,
version 1.2. La excitacion de la proteina (0.5 uM), incubada en solucién amortiguadora
(50 mM HEPES, pH 6.8, 100 mM NaCl, 1.5 mM DTT) se realizé a 280 nm y el espectro
de emision se registrd en un intervalo de 300-500 nm. El efecto de filtro interno debido a
la absorcion de los compuestos evaluados en las longitudes de onda de excitacién y
emision se corrigi6 mediante el tratamiento de los datos de fluorescencia con la
Ecuacion 2, donde Fcor ¥ Fobs son las intensidades de fluorescencia corregidas vy
medidas, respectivamente y Aex Y Aem son las diferencias de valores de absorbancia de
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las muestras después de la adicion del ligando en las longitudes de onda de excitacion
(280 nm) y de emision (300-500 nm), respectivamente.

(Aex+Aem)
Foor = Fops10
Ecuacion 2

El grado de saturacién de hPTP1B1-400 con los compuestos evaluados y la Kq para
los complejos ligando-hPTP1B1400 se calculd6 mediante una regresion no lineal,
empleando la Ecuacién 3, en donde F es la fluorescencia medida, Fo y Fc son la
fluorescencia en ausencia del ligando y la proteina completamente saturada,
respectivamente, [P]t y [L]t representan a la concentracion total de proteina y la
concentracion total de ligando y Kq es la constante de disociacion.

Fo—F [Pl +[L]; + kg = /([P]; + [L]; + kq)? — 4[P],[L],

FO_F'C 2[P]t

Ecuacion 3

5.10 Estudios de acoplamiento molecular

5.10.1 Prediccién de la estructura 3D de hPTP1B1-400

La estructura tridimensional de la hPTP1B1-400 en formato .pdb se gener6 usando
el servidor |-TASSER (https://zhanglab.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/), una
paqueteria disefiada para el modelado de estructuras proteicas mediante simulaciones
de comparacion y ensamblaje iterativas y anotacion de funciones basada en estructura.
El protocolo I-TASSER se divide en cuatro etapas: comparacion, ensamblaje de
estructura, seleccidon de modelo y afinamiento y anotacion funcional basada en estructura.
La precisién del modelo se medié usando C-score.

5.10.2 Preparacion de proteinas y ligandos para estudios de acoplamiento
molecular

Las coordenadas de la estructura proteica fueron tomadas del modelo homologado
de hPTP1B1400, al cual se le asignaron hidrégenos polares y cargas (de Kollman), usando
AutoDockTools (ADT) 1.5.6. Los archivos se guardaron en formato .pdbqt para su uso en
las interfaces AutoGrid 4.0 y AutoDock 4.0 (http://autodock.scripps.edu/). Todos los
compuestos estudiados se construyeron y optimizaron en el software Spartan 10 en un
método semiempirico, empleando un campo de fuerza AM1. Después, los ligandos se
prepararon con la adicion de hidrégenos no polares y la asignacion de cargas atémicas
de Gasteiger-Marsilli, en el programa Autodock 4.0, usando la interfaz grafica ADT 1.5.6.
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5.10.3 Acoplamiento molecular y validacion.

La prediccion de conformaciones accesibles por los ligandos se realizé en el
programa AutoDock 4.0, empleando un algoritmo Genético Lamarckiano (LGA).
Inicialmente, los protocolos de docking se validaron para garantizar la veracidad de los
datos, para ello se us6 pNPP como sonda de prueba para certificar las simulaciones
generadas para hPTP1B1400. Posteriormente, se realiz6 un estudio de acoplamiento
molecular ciego para cada ligando en una region de busqueda (grid) de 126 x 126 x 126
puntos centrados en la proteina con 0.5 A de separacion entre estos. Todas las
simulaciones se realizaron con un LGA y 100 corridas. Los resultados se analizaron
utilizando la interfaz ADT 1.5.6 (analisis por agrupamiento) y PyMOL 2.4.0.

5.11 Calculos de dinamica molecular

Todas las simulaciones se ejecutaron en el software Amber 16 de dinamicas
moleculares, empleando el campo de fuerza ff14SB. Las coordenadas del modelo
homologado generado para hPTP1B1400, asi como las coordenadas de los ligandos
obtenidos de estudios de acoplamiento molecular con este modelo se procesaron con
Antechamber, con el objetivo de generar las topologias apropiadas para el médulo LEaP.
Subsecuentemente, se uso el moédulo LEaP para reducir, neutralizar (mediante la adicidon
aleatoria de 11 Na™ contraiones) e incorporar al sistema en una caja octahédrica truncada
llena de agua con un segmento en cada lado de 10 A, usando el modelo de solvatacion
TIP3BOX. Las simulaciones se corrieron bajo condiciones de frontera periddicas. El
sistema (complejo proteina-ligante y disolvente) se relajo empleando un gradiente
conjugado de minimizacion seguido de calentamiento NVT y equilibro NPT usando
dinamicas Langeviana. La produccion de las dinamicas moleculares se corrié durante 50
ns a 300 K. Los marcos se guardaron a intervalos de 4 ps para analisis subsecuentes.
Los analisis RMSD y RMSF fueron conducidos con CPPTRAJ en la trayectoria.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo se desarrollé6 como parte de un proyecto de investigacion que
se propone optimizar la estructura de fenalenonas diméricas que sean capaces de inhibir,
de manera especifica y potente, la actividad enzimatica de hPTP1B1-400. El estudio inicid
con la obtencidn de un conjunto de microorganismos a partir de una muestra de suelo de
monticulo de hormiguero colectada junto al rio de la region Atlalco, que pertenece a
Xochiatipan (municipio de la huasteca hidalguense). Subsecuentemente, los
microorganismos se cultivaron en diferentes medios de cultivo (arroz y Cheerios®) para
determinar las mejores condiciones para la biosintesis de metabolitos secundarios. Tras
la fermentacion se prepararon los extractos organicos y se evalud su actividad como
inhibidores de la enzima hPTPB1-400. Siguiendo este procedimiento, se selecciono el
cultivo en Cheerios® de la especie fungica IQ-313 para su estudio quimico, tomando en
cuenta su potencial inhibitorio. Este asilamiento se caracterizO mediante métodos
moleculares como Talaromyces sp.

El estudio quimico biodirigido de la cepa I1Q-313 permitio el aislamiento de cuatro
fenalenonas diméricas, caracterizadas como duclauxina (1), talaromycesosna B (2)
xenoclauxina (3) y bacillisporina G (4), por comparacion de sus datos espectroscopicos y
espectrométricos con los reportados en la literatura.'® Todos los productos se evaluaron
como inhibidores de hPTP1B1400 y en algunos casos se establecié el mecanismo y
constante de inhibicion (Ki) mediante estudios de cinética enzimatica. El hallazgo de
duclauxina (1) como inhibidor de la enzima hPTP1B1-400 motivo la busqueda de analogos
biosintéticos y semisintéticos de este metabolito; en este sentido, en este trabajo se
aplicaron estrategias de manipulacién de las condiciones de cultivo del microorganismo
(One Strain Many Compounds, OSMAC) y de sintesis parcial (dirigidas por estudios de
acoplamiento molecular) para incrementar el espacio quimico y mejorar las propiedades
biolégicas de inhibicion. La aplicacién de esta estrategia permitié generar informacion
valiosa sobre el metabolismo del microorganismo Talaromyces sp. IQ-313, la reactividad
quimica de duclauxina (1) y las propiedades quimico-biolégicas de fenalenonas diméricas
como ligantes inhibidores de hPTP1B1-400.

6.1 Estrategia general seguida para la generacion de analogos de duclauxina

6.1.1 Exploracién del potencial biosintético de Talaromyces sp. 1Q-313 como
productor de fenalenosas dimericas tipo duclauxina (1)

La metodologia OSMAC ha demostrado ser una herramienta sencilla y poderosa
para explorar con detalle el metaboloma de microorganismos (bacterias y hongos
microscopicos), al activar la expresion de clusteres biosintéticos silenciados que con
frecuencia conducen al descubrimiento de nuevas entidades quimicas.
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Esta estrategia consiste en modificar la composicion del medio de crecimiento de
un microorganismo, ya sea por cambios en el contenido de C/N, pH, temperatura,
salinidad, concentracion de iones metalicos, oxigenacion, iluminacion, la adicion de
inhibidores enzimaticos, modificadores epigenéticos, precursores biosintéticos, o por el
cultivo con otras especies. De acuerdo con Pan y colaboradores (2019),"" hasta 2018 se
habian reportado aproximadamente 500 nuevas entidades quimicas aisladas de
bacterias y hongos cultivados en condiciones diferentes a las estandar.

En este contexto, para explorar el potencial biosintético del aislamiento 1Q-313
como productor de analogos de duclauxina (1), el microorganismo se cultivo bajo distintas
condiciones, tanto en fermentacion axénica (modificando la concentracion de iones
metalicos, por adicién de sales o agentes quelantes o por adicion de modificadores
epigenéticos) como mixta (co-cultivos con bacterias y microorganismos fungicos), de
acuerdo con lo indicado en la Tabla 2 de la seccion 5.1.

Todos los extractos generados del cultivo de 1Q-313 fermentado en diferentes
condiciones se analizaron por cromatografia de liquidos o cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas y los datos obtenidos se analizaron visualmente,
por PCA o a través de la plataforma GNPS para generar redes moleculares. El analisis
por PCA de los extractos obtenidos de la fermentacion de 1Q-313 con distintos metales
de transicion y agentes quelantes, permitiéo descartar los extractos generados del cultivo
con Cu?*, EDTA (100 uM), CaCl2 (100 uM), Zn, Fe?* y Ni?*, ya que no se observaron
diferencias significativas en los perfiles metabdlicos con respecto al cultivo axénico de
Talaromyces sp. 1Q-313 (Figura 21). De la misma manera, el andlisis de componentes
principales de las fermentaciones mixtas de Talaromyces sp. IQ-313 con distintas cepas
bacterianas (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), E. faeicum, A.
baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa) y DMSO, permitié seleccionar el extracto
obtenido de la fermentacion mixta con K. pneumoniae y en presencia de DMSO para su
estudio quimico, ya que se localizan en coordenadas distintas al resto de los cultivos
(Figura 22). El resto de los co-cultivos se descartaron por su similitud con el perfil
metabdlico de la cepa fungica en cultivo axénico. Si bien, el cultivo con P.aeruginosa
presenta un perfil metabdlico distinto al del cultivo axénico de Talaromyces sp. 1Q-313,
esta diferencia se atribuye al perfil metabdlico de la cepa bacteriana, que después de 21
dias de fermentacioén inhibié el crecimiento de la cepa fungica. Por ultimo, el PCA hecho
para los experimentos de fermentacion mixta hongo-hongo, selecciond a los co-cultivos
1Q-313/IQ-043 y 1Q-313/IQ-046 como los de mayores diferencias en su perfil metabdlico
respecto al resto de los cultivos, respaldando lo observado por analisis CLAE-UV (Figura
23).
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Figura 21. Analisis de componentes principales que ubica al extracto de 1Q-313 en presencia de EDTA
(1000 yM), del ion Co (1000 uM) y CaClz2 (1 mM) en coordenadas distintas al resto de los experimentos.
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PCA
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Figura 22. Analisis de componentes principales que ubica al extracto de 1Q-313 K. pneumoniae y al
extracto del experimento 1Q-313 en presencia de 5% de DMSO en coordenadas distintas al resto de los
experimentos.
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Figura 23. Analisis de componentes principales que ubica al extracto de fermentacion mixta 1Q-313/IQ-
043 y 1Q-313/1Q-046 en coordenadas distintas al resto de los experimentos.

6.2 Redes moleculares generadas en GNPS

A partir de los criterios de rendimiento y de PCA, se seleccion6 al experimento de
fermentacion mixta Talaromyces sp. 1Q-313-Aspergillus sp. 1Q-043 para un estudio
quimico mas profundo. Para ello, el extracto se analizé en la plataforma GNPS, primero
en la modalidad de Analisis Clasico con el objetivo de explorar con mayor detalle el
espacio quimico y posteriormente en la modalidad de analisis avanzado de redes
moleculares basadas en caracteristicas (FBMN) con el fin de descartar artefactos y
distinguir isomeros. En las redes moleculares que a continuacion se presentan (Figuras
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24-27), los nodos representan espectros MS/MS que se conectan basandose en su
similitud espectral (coseno > 0.7). Los tamafios de los nodos indican la abundancia
estimada a partir del conteo espectral.™

En las redes moleculares generadas por analisis clasico (Figura 24) se observo la
presencia de grupos de nodos que pertenecen exclusivamente al experimento de
fermentacion mixta (nodos color verde) y no de cultivos axénicos, lo cual indica que, en
esta condicion, alguno de los dos hongos involucrados produce metabolitos secundarios
en cantidades detectables por espectrometria de masas, probablemente a causa de la
activacién de BGCs que en cultivo axénico se encontrarian silenciados. Ademas, algunos
nodos de co-cultivo muestran conexiones con los nodos de cultivo axénico (rojo claro y
azul, asociados a 1Q-313 e 1Q-043, respectivamente), lo cual da cuenta de la probable
relacidn estructural que guardan estos grupos de metabolitos secundarios.

Asimismo, la comparacion de los espectros de masas con las bases de datos de
GNPS permitio identificar diversos compuestos (probables analogos de los depositados
en las bases de datos) que 1Q-313 produce en condiciones de cultivo axénico (Figuras
25-1, 2, 5), o tanto en fermentacién mixta como axénica (Figuras 25-3, 4, 6). Incluso, se
observo que uno de estos metabolitos secundarios se produce en mayor cantidad en
condicion de fermentacién mixta: acido 2-[(6-amino-4-oxo-1H-1,3,5-triazin-2-il)amino]-2-
matrilpropanoico (Figura 25-3), cuya abundancia relativa se puede apreciar por el area
que ocupa cada color en el nodo.

Cabe destacar la identificacion hecha de uno de los analogos del compuesto
blonasenina (Figura 25-5), con un puntaje del coseno de 0.87, que se encuentra
presente en cultivo axénico de Talaromyces sp. 1Q-313, ya que dicho compuesto
(también conocido bajo el nombre comercial de Lonasen ®) se aprobd en Japén en el
2008 para su uso como antisicético (atipico) de segunda generacion.'?6.127 Del mismo
modo, con un puntuaje del coseno de 0.85, se identific6 un analogo de memantina
(Figura 25-6), farmaco aprobado por la FDA en 2013 (también conocido por el nombre
de Namenda®) para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, que actia como
antagonista del receptor N-metil-D-aspartato.128.12°
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Figura 24. Espacio quimico observado en experimentos de fermentaciéon mixta entre 1Q-313 (Talaromyces
sp.) e 1Q-043 (Aspergillus sp.). Los nodos en color rojo claro corresponden a extracto de 1Q-313, los azules
al extracto de 1Q-043 y los verdes al extracto de co-cultivo Talaromyces sp.-Aspergillus sp.
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Figura 25. Derreplicacion de compuestos presentes en extracto de Talaromyces sp. (rojo claro) y de co-
cultivo Talaromyces sp.-Aspergillus sp. a partir del alineamiento de espectros de masas en tandem con
aquellos depositados en las bases de datos de la plataforma GNPS.

Por otro lado, por andlisis clasico se identificaron supuestos analogos de
duclauxina (1) (m/z de ion precursor = 547.1240), que ademas se lograron distinguir, por
el patron de fragmentacion de los analogos de un péptido producido por 1Q-043
Aspergillus sp. que tiene la misma masa (Figura 27). No obstante, para hacer un analisis
mas fino y descartar la existencia de artefactos (generados por los distintos picos de
fragmentacion de un mismo ion precursor) y discernir entre isémeros, se genero una red
molecular basada en analisis FBMN''* (Figura 27), en la cual se identifico la presencia
de al menos dos compuestos que se producen exclusivamente en fermentacién mixta:
uno que es analogo estructural de dulauxina (1) y de hecho es isobarico respecto a esta
misma (pero eluye en un tiempo de retencioén distinto) y otro que tiene 42 unidades menos
respecto al anterior, probablemente a causa de la pérdida del grupo acetato.

Adicionalmente y en comparacion con el analisis clasico, con el analisis FBMN se
hallaron mas compuestos (como grupos de analogos pertenecientes a una misma clase
quimica o como nodos aislados), que se produjeron unicamente bajo fermentacién mixta
(Figura 28) y cuya abundancia relativa se estimo a partir del area del pico (estimacion
mas precisa que la del conteo espectral y calculada a partir del procesamiento de
espectros en MZmine2'14130) y se representd en proporcion al tamafio del nodo,
constatando la utilidad de emplear a la estrategia OSMAC como herramienta para
explotar el potencial biosintético de los microorganismos fungicos.
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Figura 26. Distincién de compuestos isobéricos y agrupamiento con analogos en analisis clasico. Los
nodos color rojo claro corresponden a extracto de 1Q-313, los morados a extracto de 1Q-043 y los
verdes a co-cultivo de 1Q-313/1Q-043. Al centro del nodo se muestra la masa del ion precursor y
estructura molecular hallada por alineamiento en las bases de datos (si aplica).

Figura 27. Distincion de compuestos isobaricos, por analisis FBMN, que se conectan por similitudes en su
patron de fragmentacién (se agrupan como probables analogos), pero se distinguen por la forma del pico
en el cromatograma y tiempos de retencién. En los nodos de la primera red se muestra la masa del ion
precursor (A) y en la segunda se muestra el tiempo de retencién (B). Los nodos de color rojo y rosa
corresponden con 1Q-313 y co-cultivo 1Q-313/1Q-043, respectivamente.
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Figura 28. Red molecular completa del analisis de los experimentos Talaromyces sp. IQ-313 (nodos rojos),
Aspergillus sp. 1Q-043 (nodos azules) y fermentacion mixta (nodos rosas) de 1Q-313/1Q-043, generada por
analisis FBMN.

6.2 Estudio quimico de la fermentacion mixta Talaromyces sp. 1Q-313/Aspergillus
sp. 1Q-043

Con base en los resultados obtenidos del analisis de redes moleculares para la
fermentacion mixta de Talaromyces sp. IQ-313/Aspergillus sp. IQ-043, se selecciond este
extracto para separar los posibles analogos de duclauxina (1) detectados. EIl
fraccionamiento dirigido por analisis de los perfiles cromatograficos de las distintas
fracciones generadas, condujo al aislamiento de dos fenalenonas diméricas
caracterizadas como bacillisporina F (5) y 1-epi-bacillisporina F (6). La caracterizacién
de los compuestos aislados se realizé a través del uso de técnicas espectroscopicas
(RMN-'H y '3C, HSQC, HMBC) y espectrométricas (EM-AR-DART y EM-AR-AJS). La
comparacion de datos espectroscépicos con aquellos reportados en la literatura confirmo
la estructura de los productos aislados. Las bacillisporina F (5) y 1-epi-bacillisporina F (6)
son similares en estructura a duclauxina (1), difiriendo Unicamente en la incorporacién de
un grupo metoxilo en C-1, la pérdida del grupo metoxilo en C-7 y la tautomerizacion de la
cetona en C-9 al enol correspondiente.

60



6.2.1 Elucidacién estructural de los productos 5y 6

El compuesto 5 se aislé6 como un soélido amarillo. La férmula molecular se
determind por espectrometria de masas de alta resoluciéon como C29H22011 (EM-AR-AJS,
m/z 547.1248 calcd. para C29H23011, 547.1235, A = +2.4 ppm), indicando un indice de
deficiencia de hidrégenos de 19. El andlisis de RMN de 'H en CDCIlsindic la presencia
de tres protones fendlicos [d1 11.87 (OH-4), 11.58 (OH-4’) y 7.43 (OH-9)], cuatro metilos,
un metileno, cinco metinos (dos sp?y tres sp?) (Cuadro 1). Por otra parte, el espectro de
RMN-'3C identificé 29 atomos de carbono, incluyendo 20 carbonos cuaternarios sp? y
nueve sp® (Cuadro 1), en concordancia con la férmula molecular calculada. Estos datos
corresponden con los reportados en la literatura para la bacilisporina F (5).'%2 Por su parte,
el compuesto 6 se aislé como un sélido café. Su formula molecular se determiné por EM-
AR-AJS como C29H22011, indicando un indice de insaturacion de 19 (EM-AR-AJS, m/z
547.1260 calcd. para C29H23011, 547.1235, A = +4.6 ppm). Los datos de resonancia
magnética de protdn mostraron como unica diferencia entre 5 y 6, el desplazamiento
quimico del grupo metoxilo en CDCIs (&n 3.74 en 5 contra 3.80 en 6) asi como el metino
en C-1 (d1 6.57 en 5y 6.50 en 6) (Cuadro 1). Esta informacion permitié determinar que
el compuesto 6 es el epimero de la bacilisporina F, identificado como 1-epi-bacilisporina
F en la literatura '23.

Las bacillisporinas F (5 y 6) se aislaron previamente de la fermentacién en arroz
de Talaromyces stipitatus. En este trabajo se determind la configuracion absoluta de
ambos epimeros en C-1 usando métodos computacionales, incluyendo calculos de
dicroismo circular electronico (DCE) y desplazamientos quimicos de 'H y andlisis
estadistico DP4. Adicionalmente, en este estudio se evalud el potencial antimicrobiano
de bacillisporina F (5), sin embargo, el producto no mostré actividad significativa.’?® En
este trabajo de investigacion las bacillisporinas no se detectaron en el cultivo axénico de
Talaromyces sp. IQ-313, indicando que estos productos son el resultados de la activacion
de un posible gen biosintético, la participacién de alguna enzima producida por la cepa
Aspergillus sp. IQ-043 o por la acciéon como catalizador de algun metabolito secundario
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de 1Q-043 que promueva la adicion del grupo metoxilo en la posicion C-1. Cabe destacar
que los epimeros de bacillisporina F (5 y 6) se pueden generar por la adicién de MeOH
en C-1 por la cara Si o Re del doble enlace en presencia de una base. Por ello, es
necesario comprobar si estas moléculas se pueden considerar productos naturales o en
realidad son productos generados durante el proceso de fermentacion o de aislamiento.

Cuadro 1. Datos espectroscépicos para los productos 5 y 6 adquiridos en CDCIs (H 700 MHz, 13C 175
MHz).

5 6
Posicion Oc  On, mult. (J en Hz) dc on, mult. (J en Hz)

1 100.2 6.57, s 100.4 6.50, s

3 168.1 168.0

3a 97.1 97.2

3b 131.6 131.6

4 164.2 164.1

5 120.9 6.94, s 120.9 6.94, s

6 146.7 146.6

6a 119.6 119.6

7 139.6 139.5

8 130.8 130.7

9 150.2 150.1

9a 109.1 109.1

10 25.5 3.01,s 255 3.00, s
OH-4 11.87,s 11.86, s
OH-9 7.43,s 7.56, s
OCHs 56.7 3.74, s 56.9 3.80, s

1'a 69.6 5.03, d (10.5) 69.4 5.11,d (12.4)

1B 4.96,d (12.4) 4.95 (12.5)

3 167.6 167.6

3'a 103.3 103.2

3’b 146.2 146.5

4’ 165.0 165.0

5 121.7 6.83, s 121.6 6.82, s

6’ 154.8 154.7

6'a 117.3 117.2

7 190.2 190.3

8 62.1 5.06, s 62.0 5.08, s

9’ 85.7 5.80, s 85.8 5.80, s
9a 49.3 49.3

10’ 241 2.60, s 241 2.59, s
OAc 170.3 170.3

OAc 21.0 2.04,s 21.0 2.06, s
OH-4’ 11.58, s 11.60, s

Desplazamientos quimicos (& en ppm).
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6.3 Sintesis parcial de analogos de duclauxina (1)

Si bien el cultivo de Talaromyces sp. 1Q-313 bajo diferentes condiciones de
fermentacion condujo a la obtencion de dos fenalenonas diméricas (5 y 6) previamente
no detectadas en el cultivo axénico del microorganismo, el procedimiento consume
cuantiosos recursos humanos. Por ello, para incrementar el espacio quimico de
fenalenonas diméricas basadas en duclauxina (1), se abordd una estrategia de
semisintesis (reacciones de un paso) dirigida por estudios de acoplamiento molecular con
un modelo homologado para la proteina hPTP1B1-400.

6.3.1 Modelado por homologia de la estructura terciaria de hPTP1B1-400

Hasta diciembre de 2020 se habian reportado el Protein Data Bank (PDB)
alrededor de 260 PTP1Bs de diferentes longitudes que van de 297 hasta 321
aminoacidos; sin embargo, hasta el momento no existe una estructura cristalografica de
la estructura completa (hPTP1B1400). Una de las razones principales es que la region del
dominio C-terminal (segmento no catalitico, residuos 300-393) se encuentra altamente
desestructurada. Con el propdsito de obtener informacion sobre la estructura de la
proteina y dirigir la sintesis parcial de analogos de duclauxina (1) que inhiban a la
proteina, se construyé un modelo por homologia usando el servidor I-TASSER.131-133 Esta
plataforma permite construir modelos 3D para estructuras proteicas sin reportes
cristalograficos en el PDB. El modelo 3D de hPTP1B1-400 se ensambl6é usando nueve
estructuras tipo con identidades mayores al 99 %. Siguiendo el protocolo de I-TASSER el
servidor generd cinco modelos (Figura 29). La precisidon de los modelos se midid
empleando la puntuacién C (valor de confianza del modelo) que fluctuaron entre -2.19 y
-2.88. Adicionalmente, la estereoquimica de cada modelo se revisé con el servidor
PROCHECK.'34135 | os resultados de este analisis permitieron seleccionar el modelo 1
(valor de C -2.19) como el mas apropiado para continuar con los estudios moleculares de
interaccion ligante-proteina, ya que 99.7% de los aminoacidos de la proteina se ubicaron
en las regiones favorecidas y permitidas del grafico de Ramachandran. Estos valores son
comparables con estructuras cristalograficas, por lo tanto, el modelo generado tiene la
calidad apropiada para ser usado en analisis posteriores.
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Figura 29. Modelos generados por homologia para la proteina hPTP1B1.400 a través de la plataforma I-
TASSER.

6.3.2 Estudios de acoplamiento molecular de derivados semisintétios de
duclauxina (1) frente a hPTP1B1-400

Con el propdsito de guiar la sintesis parcial de analogos de duclauxina (1) con
propiedades inhibitorias sobre hPTP1B1.400, se realizaron estudios de acoplamiento
molecular. Antes de realizar cualquier célculo con las estructuras de los analogos
propuestos, el protocolo de acoplamiento se validé a través de la prediccion del sitio de
unién del sustrato (fosfato de p-nitrofenilo, pNPP) usado en los ensayos de inhibicion de
esta proteina. Los resultados de esta validaciéon indicaron que el software empleado para
realizar las predicciones (AutoDock) y el protocolo predicen satisfactoriamente el sitio de
union de los ligantes, ya que pNPP se une en el sitio catalitico de la enzima en una
conformacién apropiada para la hidrélisis del grupo fosfato (Figura 30).
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Figura 30. A) Acoplamiento molecular del sustrato pNPP con el modelo generado por homologia para
hPTP1B1.400. B) Sitio de unién predicho por AutoDock 4.0 para el pNPP. La figura muestra la participacion
de los residuos cisteina 215, aspartato 181 y arginina 221 en la interaccion del sustrato con la enzima.

Una vez validado el protocolo de acoplamiento molecular, se propusieron una serie
de posibles ligantes de hPTP1B1400 y se realizaron estudios de acoplamiento molecular
(Figura 31). Los resultados de estas predicciones indicaron que, en su mayoria, tanto las
fenalenonas de origen natural como los posibles derivados semisintéticos, con excepcién
de las bacillisporinas F (5 y 6) y 7, se unen en la region desordenada de la proteina
(dominio C-terminal), a través de interacciones de van der Waals y por la formacion de
enlaces de hidrégeno con distintos residuos. Este modo de unidon sugiere que este
conjunto de moléculas puede inhibir la actividad fosfatasa de hPTP1B1-400 a través de un
mecanismo de modulacion alostérico que modifique la conformacion y dinamica de las
asas PTP y WPD en el sitio catalitico de la enzima. Por otra parte, el sitio de unién
predicho para los productos 5y 7 se localizé en la interfaz de las hélices a3, a6 y a7, uno
de los sitios alostéricos reportados para la proteina de cadena trunca (1-321
aminoacidos). En general, las predicciones de los estudios de acoplamiento molecular de
hPTP1B1-400 con fenalenonas diméricas sugieren que estos compuestos pueden inhibir
selectivamente la actividad fosfatasa de la enzima de cadena completa. Con base en
estas consideraciones, se realizé la sintesis parcial de los productos 7-15 (Figura 32), a
través del acoplamiento (libre de metales) de aminas primarias con el producto 1, en
dimetilsulféxido (DMSO) como medio de reaccidon (Esquema 1). Para la formacion de los
compuestos desmetoxilados (8, 13 y 15) en el medio de reaccién se incorporo trietilamina
(TEA) para favorecer la formacion de los productos. Cabe destacar que todas las
reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, con excepcién de la formacion de
talaromycesona B (2) a partir de duclauxina (1), en la cual la mezcla de reaccion se
calent6 a 60 °C. La caracterizacion estructural de los derivados semisintéticos se realizo
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empleando un conjunto de métodos espectroscopicos (RMN) y espectrométricos (EM-

AR).
B -~

Figura 31. Estudios de acoplamiento molecular de fenalenonas diméricas de origen natural (A) y moléculas

candidato para semisintesis (B).

15,AG =-7.12

14, AG = -5.72

12, AG = -6.26 13,AG =-7.13

11,AG =-5.23
Figura 32. Fenalenonas diméricas de origen natural y semisintético estudiadas por acoplamiento
molecular con hPTP1B1-400. Los valores de AG estan dados en kcal/mol.
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1 eq. R-NH,

DMSO, TEA, rt
24 h

Duclauxina Duclauxamidas

Esquema 1. Estrategia sintética para la obtencién de hibridos de duclauxina (1).

6.3.3 Elucidacion estructural de los productos 8 y 9

El compuesto 7 se aisl6 como un solido color crema. Su férmula molecular se
determiné por EM-AR-DART como C4oH3sNO12, indicando un indice de insaturacion de
24. Las seiales de resonancia 'Hy '3C de 7 y 1 fueron muy similares en lo que respecta
al esqueleto base de duclauxina (1), destacando como diferencias apreciables las sefales
que corresponden al éster etilico de L-fenilalanina, por ejemplo, los protones
diasterotopicos del carbono C-3"" en 61 3.54 (J = 14.5, 6.7 Hz) y 3.12 (J = 14.5, 9.1 Hz)
que muestran acoplamiento entre si y con el protdn alfa al carbonilo localizado en C-2",
el cual se observa como una sefal doble en &1 5.71 (9.1, 6.6 Hz). De igual modo, se
observan las senales del etilo como un sistema A2B3 en &1 4.26 y 1.25 (7.1 Hz), mientras
que en la regidon aromatica se observa un conjunto de sefales que integran para cinco en
61 7.10-7.23 (Cuadro 2). Es importante mencionar que para esta muestra no fue posible
registrar un espectro de carbono 13 adecuado, debido a la falta de muestra. Sin embargo,
el espectro de RMN-'H en conjunto con las masas de alta resolucion confirman la
estructura del producto.

El producto 8 se aislé como un sélido color amarillo. La formula molecular se
determind por EM-AR-AJS como C39H31NO11, indicando un indice de insaturacion de 25.
Las sefiales de resonancia 'H y '3C de 7 y 8 fueron muy similares, con excepcién de los
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desplazamientos de H-8y H-9" que aparecieron en campo mas alto (61 4.89 y 5.71) por
la introduccién de un doble enlace entre C-8 y C-9, asi como la ausencia de sefiales
asociadas a H-8 y al metoxilo de la posicién C-7 (observadas en 7) (Cuadro 2). Es
importante mencionar que para esta muestra no fue posible registrar un espectro de 3C
adecuado, debido al bajo rendimiento de la reaccion. Sin embargo, el espectro de RMN-
H en conjunto con el espectro de masas de alta resolucién confirman la estructura del

producto.
Cuadro 2. Datos espectroscopicos de los compuestos 7 y 8 adquiridos en CDCIs (H 400 MHz).
7 8
Posicion On, mult. (J en Hz) On, mult. (J en Hz)

1 7.82,s 8.57, s

3

3a

3b

4

5 6.51, s 6.79, s

6

6a

7

8 3.97,s

9

9a

10 2.06, s 2.96,s
OH-4 11.67,s 12.04, s
OCHs 293, s

1a 5.10,d (12.2) 5.03, d (12.3)
18 4.77,d (12.1) 4.80,d (12.3)

3"

3’a

3b

4

5 6.74, s 6.85, s

6

6'a

7

8 414, s 4.89,d (1.1)

9 517, s 5.71,d (1.1)
9'a

10° 2.70, s 259, s

OAc 2.22,s 2.08, s
OH-4" 12.05, s 12.55, s

1

2" 5.71,dd (9.1, 6.6) 5.84, dd (10.9, 5.6)
37 a 3.54,dd (14.5,6.7) 3.75,dd (14.5, 5.5)
3B 3.12,dd (14.5,9.1) 3.33,dd (14.5, 10.9)

47

57 7.10-7.23, m 7.18, m

6" 7.10-7.23, m 7.18, m

7 7.10-7.23, m 7.18, m

17 4.26,q(7.1) 4.22,q(7.2)
2 1.25,t(7.1) 1.23,t(7.1)

Desplazamientos quimicos (& en ppm).
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6.3.4 Elucidacion estructural de los productos 9-11

El compuesto 9 se aislé6 como un soélido amarillo. La férmula molecular se
determin6 por EM-AR-AJS como Cs3H27NO14, indicando un indice de insaturacion de 21
(m/z 662.1528, calcd. para Cs3H2sNO14, 662.1504, A = +3.6 ppm). Las sefales de
resonancia de 'H y '3C de 9 fueron muy similares a los registrados para duclauxina (1),
destacando como diferencias principales las sefiales que corresponden a la incorporacion
del residuo de aspartato. Estas sefiales incluyen el acoplamiento de dos protones
diasterotopicos del carbono C-3"" en 612.90 y 3.36 (J =17.6 Hz) y la sefal dd asignada al
proton H-2"" en 61 5.36 que muestra acoplamiento con los protones unidos a C-3”
(Cuadro 3). En el caso del espectro de 3C se observa la presencia de cuatro sefiales
extra con respecto a la estructura base, dos que corresponden a acidos carboxilicos en
6c173.4y 171.2 ppm para C-1""y C-4"" y dos asignadas a los carbonos C-2""y C-3"" en
6c 60.5 y 35.6 ppm, respectivamente.

El compuesto 10 se aislé como un solido amarillo palido. Su férmula molecular se
establecio como C31H2sNO12 con base en los resultados obtenidos por EM-AR-AJS. Estos
datos indicaron que la molécula tiene un indice de deficiencia de hidrogenos de 20 (m/z
604.1469, calcd. para C31H2sNO12, 604.1449, A = +3.2 ppm). En el espectro de RMN-'H,
la sefal simple a campo bajo en 61 11.97 se asigno al fenol quelatado del carbono C-4°,
que se une mediante enlace de hidrégeno al oxigeno del carbonilo vecino (C-3"). También
se observaron dos protones aromaticos en 6+16.52 (H-5) y 6.77 (H-5"). Una sefial simple
en 5.21 (H-9") que presentd correlacion en el espectro de HMBC con el carbono del
carbonilo en 6c 169.9 (-COOCHs3), sugiriendo que este hidrogeno se encuentra unido a
un carbono base de oxigeno que soporta un grupo acetato. Por otro lado, las dos sefales
dobles en 61 5.10 y 4.80 (J = 12.1 Hz de un sistema AB) confirmaron la presencia de un
grupo -CH20-. Ademas, en el espectro de RMN-'H se observan dos sefiales simples que
integran para tres en 64 2.03 (H-10) y 2.71 (H-10"), indicando la presencia de dos grupos
metilo unidos a un anillo aromatico. El grupo acetato en la molécula se confirmé por la
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presencia de una sefial fina que integra para tres en 61 2.23 (3H, s), misma que mostro
correlacion en el espectro de HMBC con el carbonilo en ¢ 169.9. También, los datos de
RMN-13C en conjunto con el espectro de HSQC identificaron cuatro metilos, dos
metilenos, seis metinos, 17 carbonos sp? totalmente sustituidos y dos carbonos
cuaternarios sp3. La presencia de dos sefiales dobles (61 4.85 y 4.58) con constante de
acoplamiento J = 17.3 Hz, se asignaron a los protones diasterotopicos del metino de
glicina (Cuadro 4). La comparacion del espectro de RMN de duclauxina (1) y las
bacilisporinas (5 y 6) con el producto de semisintesis 10, revel6 que el reemplazo de un
atomo de oxigeno por uno de N, ocurre sin la modificacion del esqueleto de carbono
original.

Cuadro 3. Datos espectroscépicos del compuesto 01002-117-1 (9) adquiridos en MeOD ('H 400 MHz,
3C 100 MHz).

Posicion dc ox, mult. (J en Hz)
1 136.3 7.96, s
3 166.4
3a 106.4
3b 138.3
4 165.7
5 118.9 6.55, s
6 152.3
6a 122.6
7 89.8
8 65.3 4.02, s
9 195.5
9a 112.6
10 223 1.99, s
OCHs 51.9 297, s
1'a 72.6 5.14,d (12.1)
1B 4.92,d(12.2)
3’ 168.8
3'a 108.2
3b 144.7
4’ 162.8
5 121.6 6.75, s
6’ 150.4
6'a 118.2
7 193.0
8 69.3 412,s
9 80.6 5.18, s
9'a 52.7
10° 22.1 2.69, s
OAc 171.4
OAc 20.8 2.20,s
17 173.4
2 60.5 5.36, dd (7.7, 5.5)
3"a 35.6 3.36, dd (17.6, 5.5)
3B 2.90,dd (17.6, 7.7)
4" 171.2

Desplazamientos quimicos (& en ppm).
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Cuadro 4. Datos espectroscépicos del compuesto 01002-114-1 (10) adquiridos en CDCIs ('H 500 MHz,

3C 125MHz).
Posicion dc on, mult. (J en Hz)
1 134.8 7.79, s
3 165.1
3a 104.7
3b 136.6
4 164.3
5 121.2 6.52, s
6 152.0
6a 121.6
7 88.6
8 64.1 3.99, s
9 194.6
9a 111.8
10 22.6 2.03,s
OCHs 51.7 294, s
1'a 71.6 5.10,d (12.1)
1B 4.80,d (12.1)
3 167.7
3'a 107.0
3b 142.8
4’ 161.6
5’ 118.7 6.77, s
6’ 149.6
6'a 116.9
7 191.2
8’ 67.9 415, s
9 78.8 5.21,s
9a 51.6
107 22.1 2.71,s
OAc 169.9
OAc 21.2 2.23,s
OH-4" 11.97, s
17 169.9
2”a 49.4 4.85,d (17.3)
2B 4.58,d (17.3)

Desplazamientos quimicos (& en ppm).

El compuesto 11 se aislé6 como un sodlido blanco. La férmula molecular se
determiné por EM-AR-DART como C34H31NO12, indicando un indice de insaturacion de
20 (m/z 646.1819, calcd. para CssH32NO12, 646.1919, A = —3.6 ppm). Las sefiales de
resonancia de 'H y '3C de 11 presentaron caracteristicas similares a las registradas para
10 en lo que respecta al esqueleto base de duclauxamida, destacando como diferencias
principales las senales que corresponden al reemplazo de glicina por valina: por ejemplo,
las sefiales dobles de cada metilo del aminoacido acoplado con H-3"" en 61 0.80 (J = 6.7
Hz)y 1.15 (J = 6.5 Hz), la sefial del proton alfa al carbonilo que se acopla con H-3""en 6n

5.17 (J = 9.8 Hz) y la sefal dq del metino H-3"" en 61 2.46 (J = 9.7, 6.6) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Datos espectroscépicos del compuesto 01002-118-3 (11) adquiridos en CDCIs ('H 400 MHz,
3C 125 MHz).

Posicion dc on, mult. (J en Hz)
1 134.2 7.79, s
3 165.2
3a 105.2
3b 134.4
4 163.8
5 1211 6.48, s
6 151.9
6a 121.7
7 88.6
8 64.0 4.00, s
9 194.2
9a 111.5
10 22.6 2.05, s
OCHs 51.9 2.98,s
1'a 71.4 5.10,d (12.2)
1B 4.78,d (12.2)
3 167.2
3'a 106.8
3b 143.1
4’ 161.8
5 118.6 6.79, s
6’ 149.5
6'a 116.7
7 191.1
8 68.0 414, s
9 78.7 5.20, s
9a 51.8
107 22.0 2.71,s
OAc 169.8
OAc 211 2.23,s
OH-4" 12.14, s
17 194.3
2 62.6 5.17,d (9.8)
3 30.2 2.46,dq (9.7, 6.6)
4 18.9 0.80, d (6.7)
4 19.8 1.15, d (6.5)

Desplazamientos quimicos (& en ppm).
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6.3.5 Elucidacion estructural de los productos 12-15

El compuesto 01002-125-1 (12) se aislé como un sélido blanco. Su féormula
molecular se determiné por EM-AR-DART como CssH26N2012, indicando un indice de
insaturacion de 24 (m/z 667.1583, calcd. para C3sH27N2012, 667.1559, A = +3.7 ppm). Las
sefales de resonancia "H y '3C de 01002-124-1 y 01002-114-1 fueron muy similares en
lo que respecta al esqueleto base de duclauxamida, destacando como diferencias
principales las sefales que corresponden al reemplazo de glicina por 1,4-nitroanilina, que
son caracteristicas de un anillo aromatico p-sustituido: dos dobletes en o1 8.42 y 7.49 que
se acoplan entre si (J = 8.4 Hz) e integra cada uno para 2H (Cuadro 6).

El compuesto 01002-124-1 (14) se aisl6 como un sodlido blanco-amarillo. La
férmula molecular se determiné por EM-AR-DART como CssH26N2012, indicando un
indice de insaturacién de 24 (m/z 667.1586, calcd. para C3sH27N2012, 667.1559, A = +4.1
ppm). Las sefiales de resonancia 'H y '3C de 12 y 14 fueron muy similares en lo que
respecta al esqueleto base, destacando como diferencias principales las sefales que
corresponden al reemplazo de 1,4-nitroanilina por 1,3-nitroanilina, que son caracteristicas
de un anillo aromatico m-sustituido, por ejemplo, una sefal triple asignada a H-2"" en dn
8.22 que se acopla a dos protones en orientacion meta (J = 2.1 Hz) y una sefal triple (H-
577)en &1 7.77 que se acopla con dos protones en orientacién orto (J = 8.1 Hz). Asimismo,
se reconoce una senal del tipo doble de dobles de dobles (ddd) atribuible a H-6"" en &n
8.39 con acoplamiento con protones en orientacion, orto y meta (J = 8.4, 2.2, 1.0) y un
ddd (H-4"") en &1 7.61 con acoplamientos orto y meta (J = 8.0, 2.1 Hz) (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Datos espectroscépicos para los compuestos 12 y 14 adquiridos en CDCls ("H 500 MHz, '3C
125 MHz).

12 14
Posicion dc On, mult. (J en Hz) dc On, mult. (J en Hz)

1 133.9 7.64,s 131.0 7.66, s

3 164.6 164.7

3a 105.2 105.2

3b 134.5 134.6

4 164.3 164.4

5 120.8 6.62, s 120.8 6.64, s

6 152.4 152.3

6a 121.9 121.9

7 88.9 88.9

8 64.1 4.04,s 64.1 4.04,s

9 194.2 194.2

9a 113.0 113.0

10 22.6 2.10, s 22.6 211, s
OH-4 11.75, s 11.74, s
OCHs 51.9 3.01,s 51.9 3.01,s

1'a 71.5 5.10,d (12.1) 71.5 5.09, d (12.2)

1B 4.82,d (12.1) 4.81,d (12.1)

3 167.6 167.6

3'a 107.1 107.1

3b 143.0 143.0

4’ 162.1 162.1

5 119.6 6.85, s 119.5 6.84, s

6’ 150.2 150.2

6'a 117.5 117.5

7 191.0 191.1

8 68.0 417, s 68.0 417, s

9 78.6 5.25, s 78.6 5.25, s
9a 51.8 51.8

10° 22.1 2.74,s 22.1 2.74,s
OAc 169.7 169.7
OAc 21.1 2.24,s 21.1 2.24,s
OH-4" 11.91,s 11.90, s

1 143.4 148.9

2 125.3 7.49,d (4.8) 122.4 8.22,t(2.1)

37 127.9 8.42,d (4.8) 134.1

4 148.0 132.6 7.61, ddd (8.0, 2.1, 1.0)

5 127.9 8.42,d (4.8) 139.1 7.77,t(8.1)

6 125.3 7.49, d (4.8) 124.5 8.39, ddd (8.4, 2.2, 1.0)

Desplazamientos quimicos (& en ppm).

Los compuestos 13 y 15 se aislaron como solidos naranjas. Su férmula molecular
se determind por EM-AR-AJS como C34H22N2011, indicando un indice de deficiencia de
hidrégenos de 25. Las sefiales de resonancia de 'H y '3C entre los pares 12, 13y 14, 15
fueron muy similares, con excepcion de los desplazamientos tanto de hidrégeno como de
carbono de las posiciones 7 y 8. Por ejemplo, en el espectro de RMN-'H desaparecen las
senales asignadas al proton H-8 y al metoxilo en C-7, esto como resultado de la formacién
de un doble enlace entre C-8 y C-9, carbonos que a su vez se desplazan a campos bajos
(Cuadro 7) por la formacién de un enlace doble entre ellos.
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13 15

6.3.6 Obtencion de talaromycesona B (2) a partir de duclauxina (1)

El compuesto 2 se aisl6 como un sdlido blanco-café. La férmula molecular se
determiné por EM-AR-AJS como C27H18010, indicando un indice de insaturacion de 19.
Las sefiales de resonancia 'H y '3C de 01002-113-2 (2) coincidieron con lo reportado en
la literatura para talaromycesona B'?3, con excepcién de aquellas que corresponden con
los metilos aromaticos. Con base en el analisis de las correlaciones HMBC, en las que se
observa que la sefial en 61 2.54 presenta un ligero acoplamiento con 6c 193.0 y ademas,
C-6’a (6¢c 118.00) muestra acoplamiento tanto con 61 2.54 como con &1 6.76 (H-5"), se
propone la reasignacion de &u 2.54 a H-10" y la de 61 2.91 a H-10. Reforzando esta
evidencia, en el espectro HMBC se observa un acoplamiento de C-6a (6c 117.46) con &n
2.91 (H-10) y 6.86 (H-5) (Cuadro 8).

75



Cuadro 7. Datos espectroscépicos para los compuestos 13 y 15 adquiridos en CDCls ("H 500 MHz, '3C

125 MHz).
13 15
Posicion dc On, mult. (J en Hz) dc On, mult. (J en Hz)
1 146.0 8.60, s 146.0 8.62, s
3 165.1 165.1
3a 108.9 108.9
3b 135.4 135.5
4 164.9 164.9
5 119.7 6.79, s 119.7 6.80, s
6 150.2 150.1
6a 115.5 115.5
7 152.9 152.9
8 139.2 141.5
9 177.8 177.8
9a 115.1 115.1
10 25.6 3.03 256 3.03,s
OH-4 12.01 12.02, s
1'a 68.4 5.02,d (12.4) 68.4 5.03,d (12.4)
18 4.82,d(12.4) 4.82,d(12.3)
3 167.6 167.6
3'a 104.3 104.3
3'b 148.2 148.9
4’ 164.7 164.8
5 121.2 6.97, s 121.2 6.97, s
6 153.9 153.9
6'a 116.8 116.8
7 189.5 189.5
8’ 63.6 495, s 63.6 495, s
9 84.6 5.75, s 84.6 5.75, s
9'a 48.3 48.3
10° 24.0 2.60, s 241 2.60, s
OAc 170.2 170.2
OAc 21.0 2.10, s 21.0 2.10, s
OH-4" 1242, s 1242, s
1 143.4 139.2
2" 125.3 7.64,d (8.4) 122.2 8.35,t(1.9)
37 127.7 8.44,d (8.4) 139.2
4" 141.3 124.8 7.76, dt (8.0, 1.9)
57 127.7 8.44,d (8.4) 131.0 7.80, t (8.0)
6"’ 125.3 7.64,d (8.4) 132.4 8.42, dt (7.8, 1.9)

Desplazamientos quimicos (& en ppm).
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Cuadro 8. Datos espectroscépicos del compuesto 01002-113-2 (2) adquiridos en MeOD ('H 500 MHz,
3C 125 MHz).

sPosicion dc on, mult. (J en Hz)
3 167.2
3a 100.4
3b 133.5
160.7
121.4 6.86, s
148.1
117.5
132.7
136.6
137.4
133.7
22.6 291, s
70.5 5.16,d (12.4)
5.04,d (12.4)

NN NS N

_\_\—\LO
"™Q O9

169.4
104.8
148.2
165.5
121.5 6.76, s
154.6
118.0
192.5
62.2 4,80, d (1.04)
88.2 5.85, sa
50.2
10° 23.9 2.54,s
OAc 171.9
OAc 20.6 2.03,s
Desplazamientos quimicos (& en ppm).
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6.4 Evaluaciéon de la inhibicién de la actividad enzimatica de hPTP1B 1-400.

En estudios previos se determind que las fenalenonas diméricas basadas en
duclauxina (1-4) inhiben la actividad fosfatasa de la enzima hPTP1B1.400 de manera
dependiente de la concentracion, con valores de Clso que rondan los 12-90 uM, indicando
que pequeiias diferencias en su estructura tienen un impacto en la actividad inhibitoria.'®
Con el propdsito de encontrar mejores inhibidores de esta proteina, en este estudio se
describe la obtencién de 11 derivados de fenalenona dimérica (seis de los cuales son
entidades quimicas nuevas), empleando, por un lado, una estrategia OSMAC aplicada
sobre Talaromyces sp. IQ-313 y por otro, procesos de semisintesis. Para determinar el
potencial de las moléculas obtenidas en este trabajo como inhibidores de hPTP1B1-400,
asi como el impacto de las modificaciones estructurales en el esqueleto de duclauxina (1)
descritas previamente, se evalu6 su actividad inhibitoria media (Clso) empleando un
método espectrofotométrico que utiliza pNPP como sustrato (Figura 33).
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Figura 33. Hidrolisis d pNPP, catalizada por hPTP1B1-400.

Como se puede observar en la Tabla 4 (valores de Clso para cada una de las
moléculas evaluadas, Figuras 34 y 35), las modificaciones estructurales propuestas en
el esqueleto de duclauxina (1) tienen un impacto significativo en su actividad como
inhibidores de hPTP1B1-400. Por ejemplo, los productos 6, 12, 13, 14y 15, presentan mejor
actividad que la sustancia de partida, siendo el compuesto 13 cinco veces mas activo.
Mientras que las moléculas 5, 8, 9, 10 y 11 disminuyeron su actividad e incluso, en
algunos casos, esta propiedad biolégica se vio completamente abatida. Estos datos
soportan nuestra hipotesis de que pequeias modificaciones en la estructura de 1
contribuyen a mejorar la actividad biolégica. Los cambios observados en los valores de
Clso se pueden explicar en funcion de las interacciones moleculares de los ligantes
evaluados con hPTP1B1-400. Por ejemplo, las estructuras que presentaron mayor actividad
Se unen en una region cercana al sitio alostérico de la enzima, mientras que los ligandos
con menor actividad se unen en un bolsillo conformado por los aminoacidos Lys279,
Asp284, Phe 327 y GIn290. Interesantemente, de los resultados de actividad bioldgica
del conjunto de moléculas obtenidas de la fermentacion mixta de Talaromyces sp. IQ-313
con Aspergillus sp. 1Q-043, resulta evidente el papel que juega la distribucidn espacial de
los sustituyentes en la molécula, ya que el cambio de orientaciéon (a o ) del grupo
metoxilo en la posicion C-1, impacta significativamente (~4 veces) las propiedades
inhibitorias de las sustancias, de 37.9 yM en el epimero con configuracion S a 9.9 en el

estereoisémero con configuracion R en C-1.
Tabla 4. Valores Clso de las fenalenonas estudiadas.

Compuesto Clso (M)
Duclauxina (1) 12.7
Talaromycesona B (2) 82.1
Xenoclauxina (3) 21.8
Bacilisporina G (4) 13.5

01002-93-3 (5) 379+1.9

01002-93-4 (6) 99+17

01002-107-1 (7 No se evalué

)
)

01002-107-2 (8 255+ 2.4
01002-117-1 (9) > 100

01002-114-1 (10) 135+ 0.9
01002-118-3 (11) > 100

01002-125-1 (12) 75105
01002-135-1 (13) 27%0.2
01002-124-1 (14) 12.2£0.9
01002-134-1 (15) 8.0+0.2
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Figura 34. Unién predicha por acoplamiento molecular de las fenalenonas estudiadas que fueron mas
activas -compuestos 13 y 15 (A) y las que fueron menos activas -compuestos 5y 8 (B).

Figura 35. Curvas de concentracidon-respuesta para la inhibicién de las fenalenonas evaluadas por
triplicado, contra la actividad enzimatica de hPTP1B1-400.
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Figura 35. Curvas de concentracidon-respuesta para la inhibicién de las fenalenonas evaluadas por
triplicado, contra la actividad enzimatica de hPTP1B1.400. (cOntinuacion).

Es importante mencionar que el producto 13 representa el inhibidor mas potente
de hPTP1B1.400 reportado a la fecha. Otros ejemplos de inhibidores de esta proteina
contemplan a la butirolactona | (un producto natural de origen fungico) y algunos
derivados semisintéticos con valores de Clso en el rango de 35-250 pM.
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6.5 Ensayos de unién entre productos obtenidos y hPTP1B1-400

Para determinar la afinidad de este conjunto de moléculas con hPTP1B1-400 se
determinaron las constantes de disociacién (Kd) para cada complejo mediante estudios
de apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la proteina. En estos experimentos, los
residuos de triptofano (Trp) de la estructura protéica se excitan a 280 nm y sus espectros
de emision se registran entre 300 y 500 nm. Generalmente, los cambios en la intensidad
de fluorescencia se asocian con variaciones en los microambientes que rodean a los
residuos de Trp, mismos que estan directamente relacionados con alteraciones
conformacionales derivadas de la union de los ligandos con la proteina.

Para el conjunto de moléculas ensayadas se registré el espectro inicial de
fluorescencia de la proteina en ausencia del ligante, posteriormente, se registraron los
cambios en la emisién de fluorescencia tras la adicion de concentraciones crecientes de
la sustancia de prueba. Cabe destacar que en todos los casos se corrigid el efecto de
filtro interno asociado a la absorcidn de los ligantes en las longitudes de onda de
excitacién y emision. De los graficos mostrados en la Figura 36 se puede inferir que los
productos de origen natural apagan significativamente la fluorescencia intrinseca de la
proteina hasta en un 70%, indicando que la union de estas sustancias altera de manera
importante la conformacién de la proteina, probablemente por su unién en la region
desordenada de la enzima, localizada en el dominio C-terminal.

Respecto a los productos de semisintesis, se observa aquellos que contienen un
aminoacido exhiben menor afinidad, especialmente el compuesto 9, indicando la
influencia que pudiera estar ejerciendo la carga de la cadena lateral del residuo de
aspartato. Sin embargo, los que contienen un grupo aromatico (7 y 8), mostraron una
mayor afinidad por la proteina, respecto al resto de su congénere. Por otra parte, los
derivados que contienen a los isdmeros de nitroanilina como sustituyente (12-15) fueron
los que mostraron, en general, mayor afinidad por hPTP1B1-400, €n concordancia con los
resultados de inhibicion enzimatica y las predicciones de acoplamiento molecular (Figura
36).
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Tabla 5. Constante de disociacién (Kq) y coeficiente de correlacion cuadratico (R2) de la bondad de
ajuste del modelo.

Compuesto Ka (UM) R?

Duclauxina (1) 5.0x£0.2 0.9988
Talaromycesona B (2) 3.3+04 0.9930
Xenoclauxina (3) 78105 0.9980
Bacilisporina G (4) 48+0.1 0.9993
01002-93-3 (5) 26101 0.9984
01002-93-4 (6) 0.7+0.1 0.9964
01002-107-1 (7) 58+1.1 0.9709
01002-107-1 (8) 52+0.8 0.9777
01002-117-1 (9) 6.1+1.4 0.9462
01002-114-1 (10) 46+0.7 0.9844
01002-118-3 (11) 24+05 0.9812
01002-125-1 (12) 3.1+£0.5 0.9781
01002-135-1 (13) 35+04 0.9934
01002-124-1 (14) 46+0.7 0.9844
01002-134-1 (15) 24+05 0.9812

/\ e [2] pm

3;0 480 4;0 500
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—ﬁ —
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Figura 36. Espectros de fluorescencia y curvas de titulacion de hPTP1B1400 con concentraciones
crecientes de las fenalenonas 1-15.
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Figura 36. Espectros de fluorescencia y curvas de titulacion de hPTP1B1400 con concentraciones

crecientes de las fenalenonas 1-15. (continuacion).
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Figura 36. Espectros de fluorescencia y curvas de titulacion de hPTP1B1400 con concentraciones
crecientes de las fenalenonas 1-15. (continuacion).
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6.6 Relacion estructura actividad

Para indagar en la relacidon estructura-actividad del conjunto de moléculas
semisintetizadas (7-15) y los productos naturales aislados (1-6), se realizé un analisis
independiente de las medias de Ki (uM) calculadas, Kd (uM) y Clso (uM), asi como un
analisis jerarquico y de componentes principales para clasificar las moléculas con base
en su estructura quimica (descriptores moleculares: donadores de puentes de hidrégeno,
numero de centros quirales, oxigenos acidicos, enlaces rotables, atomos
electronegativos, area total superficial, nUmero de amidas, numero de anillos aromaticos
y cLogP) y propiedades bioldgicas (Clso, Ki, Ka) (Figuras 37 A-C). El analisis jerarquico
(Figura 37A) congrego las moléculas en tres grupos distintos, i) productos naturales (1-
6), ii) productos de semisintesis con aminoacidos alifaticos y polares (9-11) y iii) hibridos
de duclauxina (1) con aminoacidos aromaticos o anilinas (7, 8, 12-15). Por otra parte, el
analisis de componentes principales corroboré el agrupamiento de las moléculas en tres
conjuntos (Figura 37B). Adicionalmente, los componentes principales uno y dos (PC1y
PC2) explicaron el 89.2% de la covarianza observada en los datos, siendo el cLogP, el
numero de anillos aromaticos, el area total superficial, el numero de amidas, atomos
electronegativos, enlaces rotables, oxigenos acidicos, estereocentros, la Clso, y Kq las
variables que tienen mayor impacto en el PC1. En contraste, el numero de donadores de
enlaces de hidrégeno, anillos aromaticos y la Ki son las variables con mayor contribucion
al PC2 (Figura 37C).

Adicionalmente, el analisis de medias de los valores de Clso, Ki, Ka permitié
detectar que las moléculas en las cuales se elimina el grupo metoxilo de la posicion C-
7" y se extiende la conjugacion (8, 13 y 15), son en promedio mas activas y afines que
sus analogos directos (7, 12 y 14), que los productos naturales (1-6) y los hibridos de
duclauxina (1) con aminoacidos (SSProducts, 7, 9-11) (Figuras 37D-37F). Este
incremento en la inhibicién y afinidad se puede explicar en funcion del incremento en la
rigidez y coplanaridad de las moléculas, que impactan directamente sobre su interaccion
con el blanco molecular.
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Figura 37. Representacion del espacio quimico de analogos de duclauxina (1) de origen natural y
semisintéticos y su actividad bioldgica como inhibidores de la enzima hPTP1B1.400. A y B) Agrupamiento
jerarquico y de componentes principales basados en descriptores moleculares y parametros de actividad
biolégica para analogos de duclauxina (1) de origen natural y semisintéticos. C) Grafica de cargas y su
contribucién a los componentes principales uno y dos. D-F) analisis independiente de las medias de Ki
(MM) calculadas, Kq (UM) y Clso (UM) para analogos de duclauxina (1) de origen natural y semisintéticos.

6.7 Modelado biomolecular

Para obtener mayor informacion sobre el desorden del domino C-terminal y de los
complejos 1-hPTP1B1-400, 4-hPTP1B1400 y un control positivo-hPTP1B1400 (acido
ursolico), se realizaron estudios de dinamica molecular. Los resultados preliminares
mostraron que los residuos 1-300 de la proteina libre son estables, con un RMSD de 2.3
A, sin embargo, el RMSD para los residuos 301-400 fue en promedio de 6.8 A. Cabe
destacar que el sistema fue estable a través de los 50 ns de la simulacién. En el caso de
los complejos, los resultados fueron similares para ambas regiones (1-300 y 301-400
aminoacidos) (Figura 38).

El analisis de la desviacion cuadratica media de la fluctuacion (RMSF, por sus
siglas en inglés), de los residuos involucrados en el sitio catalitico, alostérico y el dominio
C-terminal de la hPTP1B1-400 y de los complejos 1-hPTP1B1-400, 4-hPTP1B1-400 y &cido
ursoélico-hPTP1B1-400, indicd que los productos 1 y 4 disminuyen la flexibilidad de los
aminoacidos en estos sitios, mientras que el acido ursdélico aumenta la flexibilidad.
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7. CONCLUSIONES

La aplicacion de la estrategia OSMAC condujo al aislamiento de bacilisporina F (5)
y 1-epi-bacilisporina F (6), dos productos biosintéticos de Talaromyces sp. que no
genera en condiciones estandar de cultivo.

El uso de herramientas de metaboldmica para el analisis de espectros de masas
(MZmine y GNPS), permitié determinar que someter a Talaromyces sp. 1Q-313 a
fermentacion en presencia de CaClz2, Co?*, EDTA y DMSO, en concentraciones
apropiadas, modifica su perfil metabdlico.

El co-cultivo de Talaromyces sp. 1Q-313 en presencia del hongo Aspergillus sp.
por un lado, y la bacteria Klebsiella pneumoniae por otro, se puede aprovechar
como estrategia para explotar su potencial biosintético.

La aplicacién de herramientas bioinformaticas de dereplicacién y comparacion de
espectros de masas (en particular GNPS con la generacion de redes moleculares)
permitieron identificar en el extracto de Talaromyces sp. |IQ-313 una serie de
compuestos analogos con los reportados en las bases de datos; dos de estos,
empleados como farmacos. Este mismo enfoque, permitié apreciar el grado en el
que se modifica el espacio quimico del hongo cuando se le somete a condiciones
de fermentacion mixta.

Se generd un modelo por homologia de la proteina PTP1B humana de cadena
completa que permitira descifrar, mediante estudios computacionales, sus modos
de interaccion con potenciales inhibidores.

Se logré la sintesis parcial y el aislamiento de nueve analogos de duclauxina,
incluyendo seis moléculas sin reportes previos en la literatura (10-15).

Se caracterizd la estructura de 11 fenalenonas diméricas por métodos
espectroscopicos y espetrométricos.

Se obtuvo talaromycesona B (2) (previamente considerada un producto natural) a
partir de duclauxina (1), por medio de un proceso de sintesis parcial de un solo
paso.

Se determind la actividad inhibitoria contra hPTP1B1400 de 11 fenalenonas
diméricas, cuyos valores Clso cayeron entre 2.7 y 37.9 uM, asi como la afinidad
que tienen por esta misma proteina, de 15 fenalenonas, con valores K4 que van de
0.7 a 21.3 pM.

Mediante estudios de acoplamiento molecular, se priorizaron los productos de
semisinteis y se predijeron los probables sitios de unién de las fenalenonas
aisladas.

Con los parametros biolégicos de actividad (Clso), union (AG calculada y Kaq
experimental) y algunos descriptores quimicos se estableci6 una relacién
estructura-actividad de las moléculas estudiadas, mediante la aplicacion de
analisis de componentes principales (PCA) y analisis jerarquico.
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e A partir de los estudios de dinamica molecular, se determin6 que los compuestos
1 y 4 disminuyen la flexibilidad de los aminoacidos en el sitio catalitico, alostérico

y el dominio C-terminal de la hPTP1B1-400.

8. PERSPECTIVAS

e Expandir el espacio quimico de las fenalenonas diméricas a través de semisintesis
y empleando como reactivos diversas aminas primarias.

e Evaluar las propiedades biodinamicas de un conjunto mas diverso de fenalenonas
diméricas.

e Estudiar los metabolitos que biosintetiza Talaromyces sp. IQ-313 en presencia de
Aspergillus sp. 1Q-046, Klebsiella pneumoniae, Co, EDTA, CaClz y DMSO.
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Figura Al- 1. Espectro de masas de alta resolucion obtenido por EM-AR-AJS de la talaromycesona B (2).
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Figura Al- 2. Espectro de RMN-'H de la talaromycesona B (2) en MeOD.
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Figura Al- 3. Espectro de RMN-'3C de la talaromycesona B (2) en MeOD.
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Figura Al- 4. Espectro de HMBC de la talaromycesona B (2) en MeOD.
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Figura Al- 5. Espectro de masas de alta resolucion obtenido por EM-AR-AJS de la bacilisporina F (5).
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Figura Al-6. Espectro de RMN-'H de la bacilisporina F (5) en CDCls.
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Figura Al- 7. Espectro de RMN-'3C de la bacilisporina F (5) en CDCls.
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Figura Al- 9. Espectro de masas de alta resoluciéon obtenido por EM-AR-AJS de la 1-epi-bacilisporina F

(6).
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Figura Al- 10. Espectro de RMN-'H de la 1-epi-bacilisporina F (6) en CDCls.
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Figura Al- 11. Espectro de RMN-'3C de la 1-epi-bacilisporina F (6) en CDCls.
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Figura Al- 12. Espectro de HMBC de la 1-epi-bacilisporina F (6) en CDCls.
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Figura Al- 14. Espectro de RMN-'H de 01002-107-1 (7) en CDCls.
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Figura Al- 15. Espectro de masas de alta resolucién obtenido por EM-AR-AJS de 01002-107-2 (8).
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Figura Al- 16. Espectro de RMN-"H de 01002-107-2 (8) en CDCls.
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Figura Al- 17. Espectro de masas de alta resolucion obtenido por EM-AR-AJS de 01002-117-1 (9).
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Figura Al- 18. Espectro de RMN-'H de 01002-117-1 (9) en MeOD.
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Figura Al- 20. Espectro de HMBC de 01002-117-1 (9) en MeOD.
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Figura Al- 21. Espectro de masas de alta resolucion obtenido por EM-AR-AJS de 01002-114-1 (10).
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Figura Al- 22. Espectro de RMN-'H de 01002-114-1 (10) en CDCls.
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Figura Al- 23. Espectro de RMN-"3C de 01002-114-1 (10) en CDCls.
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Figura Al- 24. Espectro de HMBC de 01002-114-1 (10) en CDCls.
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Figura Al- 26. Espectro de RMN-'H de 01002-118-3 (11) en CDCls.
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Figura Al- 28. Espectro de HMBC de 01002-118-3 (11) en CDCls.
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Figura Al- 30. Espectro de RMN-'H de 01002-125-1 (12) en CDCls.
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Figura Al- 31. Espectro de RMN-3C de 01002-125-1 (12) en CDCls.
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Figura Al- 33. Espectro de masas de alta resolucién obtenido por EM-AR-AJS de 01002-135-1 (13).
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Figura Al- 34. Espectro de RMN-'H de 01002-135-1 (13) en CDCls.
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Figura Al- 35. Espectro de RMN-3C de 01002-135-1 (13) en CDCls.
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Figura Al- 36. Espectro de masas de alta resolucion obtenido por EM-AR-AJS de 01002-124-1 (14).
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Figura Al- 37. Espectro de RMN-'H de 01002-124-1 (14) en CDCls.
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Figura Al- 38. Espectro de RMN-"3C de 01002-124-1 (14) en CDCls.
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Figura Al- 40. Espectro de masas de alta resolucién obtenido por EM-AR-AJS de 01002-134-1 (15).
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: A critical biological event that contributes to the appearance and progress of cancer and diabetes is the reversible
hPTP1B; 400 phosphorylation of proteins, a process controlled by protein tyrosine-kinases (PTKs) and protein tyrosine-
Dimeric phenalenones phosphatases (PTPs). Within the PTPs, PTP1B has gained significant interest since it is a validated target in drug
Duclauxin discovery. Indeed, several PTP1B inhibitors have been developed, from both, synthesis and natural products.
Talaromyces $p. — However, none have been approved by the FDA, due to their poor selectivity and/or pharmacokinetic properties.
Allosteric modulators/inhibitors G > SR Rl SR 5
Homology modeling One of the most significant challenges to the discovery of PTP1B inhibitors (in vitro or in silico) is the use of
truncated structures (PTP1B;.300), missing valuable information about the mechanisms of inhibition, and se-
lectivity of ligands. The present study describes the biochemical characterization of a full-length PTP1B
(hPTP1B, _4), as well as the description of phenalenones 1-4 and ursolic acid (5) as allosteric modulators.
Compounds 1-5 showed inhibitory potential on hPTP1B, 440, with ICs, values ranging from 12.7 to 82.1 pM.
Kinetic studies showed that 1 and 5 behave as mixed and non-competitive inhibitors, respectively. Circular
dichroism experiments confirmed that 1 and 5 induced conformational changes to hPTP1B, 4. Further insights
into the structure of hAPTP1B1 4y, were obtained from a homology model, which pointed out that the C-terminus
(residues 301-400) is highly disordered. Molecular docking with the homologated model suggested that com-
pounds 1 and 3-5 bind to the C-terminal domain, likely inducing conformational changes on the protein.
Docking positions of compounds 1, 4, and 5 were refined with molecular dynamics simulations. Importantly,
these simulations confirmed the high flexibility of the C-terminus of hPTP1B;.400, as well as the changes to its
rigidity when bound to 1, 4, and 5.

1. Introduction protein tyrosine kinases (PTKs) and protein tyrosine-phosphatases
(PTPs), both part of a large enzyme family [2-7]. PTPs are enzymes that

Chronic diseases cause about 41 million deaths per year, equivalent catalyze protein tyrosine dephosphorylation. In humans, more than a

to 71% of all deaths worldwide. Among them, cardiovascular diseases hundred PTPs have been identified, and can either function as negative
accounts for the most deaths (17.9 million each year), followed by or positive modulators in various physiological processes [8]. All PTPs
cancer (9.0 million), respiratory diseases (3.9 million), and diabetes share a common catalytic mechanism based on a nucleophilic cysteine
mellitus (1.6 million) [1]. Notably, a critical biochemical event that with a low pK,, that forms a thiophosphate intermediate during catalysis
contributes to the appearance and progress of such diseases is the re- [9]. Within the PTPs, PTP1B has gained significant interest from a
versible phosphorylation of proteins, a process actively controlled by pharmacological point of view, since it is an emerging therapeutic
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target in the treatment of diabetes and cancer [9]. PTP1B is considered
the prototype for the superfamily of PTPs. It is a 50 kDa protein (435
amino acids, Fig. S1). Its structure consists of an N-terminal catalytic
domain (PTP domain) followed by two tandem proline-rich motifs
(Table S1) [7]. The catalytic domain of PTP1B harbors ten conserved
motifs [9], which act in coordination during the catalytic process
[9,10].

Since its validation as a target for the development of anti-cancer
and anti-diabetic agents, numerous programs have focused their at-
tention on the synthesis or isolation of both competitive and non-
competitive inhibitors [8]. Such programs have resulted in the dis-
covery of ertiprotafib (6, competitive) and trodusquemine (7, non-
competitive), compounds that were discontinued on phase II clinical
trials due to their poor selectivity, adverse effects and/or pharmacoki-
netic properties [11].

Interestingly, since the discovery of an allosteric site in PTP1B that
has lower sequence conservation and higher specificity [12], the stra-
tegies to discover new inhibitors have shifted, aiming to uncover more
specific and less toxic modulators. The allosteric site in PTP1B is located
20A away from the catalytic site. It is a hydrophobic pocket constituted
by helices a3, a6 and a7 (Fig. S1), situated on the C-terminal domain of
the protein [13]. This pocket modulates the flexibility of the WPD loop
in the catalytic domain, resulting in a decrease of the phosphatase ac-
tivity as demonstrated in several studies where the structure of the
protein is truncated (lack of a7) [12-14].

Formerly, 6,8-diprenylorobol, 2"-methoxykurarinone, morin, and 3-
(3,5-dibromo-4-hydroxy-benzoyl)-2-ethyl-benzofuran-6-sulfonic ~ acid
(4-sulfamoyl-phenyl)-amide have been described as allosteric inhibitors
of PTP1B, since they bind in the hydrophobic pocket constructed by
helices a3, a6, and a7, constraining the flexibility of the WPD loop, and
compromising its activation [13]. Additionally, trodusquemine (7) an
aminosterol isolated from dogfish shark, was recently described as an
allosteric modulator of a full length PTP1B, through its interaction with
amino acids (Leusoo, Hissio, llesy, Valssg, Argsz, Argszs, Valszs, and
Sersgs, helix a9”) of the C-terminal domain, with a stoichiometry of 1:2,
and binding constants of 300 nM and 1 uM [15].

To date, more than 300 PTP1B, s, inhibitors have been discovered
from nature, including plants and microorganisms [16]. In particular,

(0}
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metabolites from fungal species have resulted in the isolation of many
different types of PTP1B inhibitors, such as fumosorinone, preaustinoid
A6, barkeleyone C, fructigenine A, and cyclophenol, with ICs, values
ranging from 14 to 30 pM [17-19].

2. Results and discussion

As a part of our research program focused on the discovery of al-
losteric modulators of PTP1B from natural sources, a human PTP1B, 440
(hPTP1B,_40) was overexpressed (70 mg/L) in Escherichia coli (Rosetta,
(DE3) pLysS™), and a spectrophotometric enzymatic assay developed to
evaluate the activity of organic extracts and pure compounds as in-
hibitors of the protein. Simultaneously, a few anthill associated fungi
(Fig. 52) were isolated and cultured on two different solid media (rice
and cereal). The extracts were then prepared and tested in vitro against
hPTP1B, 400. The extract from a fungal strain identified as Talaromyces
sp. (IQ-313, Fig. 53) was chosen for chemical investigation based on its
potent activity (84% inhibition at 20 ppm, Fig. S4). Fractionation of this
extract using several chromatographic techniques led to the isolation of
the dimeric phenalenones (1-4), which were characterized as duclauxin
(1) [20], talaromycesone B (2) [21], xenoclauxin (3) [22], and ba-
cillisporin G (4) [23], by comparison of their spectroscopic and spec-
trometric data with those previously described in the literature. The 1D
and 2D NMR for each compound, as well as the MS spectra are provided
in the supporting information (Tables S2-S5 and Figs. S5-523).

2.1. Protein expression and purification

To facilitate the expression and purification of the protein, the
hPTP1B; 400 gene was subcloned into a vector pET-28(c) with specific
N-terminal peptide tags such as His6 and a TEV protease recognition
site. E. coli Rosetta (DE3) pLysS™, BL21 (DE3), Rosetta-gami™ and C41
were used to evaluate the expression of hPTP1B; 490 at 37 °C. The
protein expression was induced with IPTG (0.5 mM) for 6 h. The highest
expression levels of active hPTP1B;.400 (70 mg/L after immobilized
Ni* ion-affinity chromatography purification, Fig. S24) were obtained
in E. coli Rosetta (DE3) pLysS™.
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Fig. 1. (A) Concentration-response curve for enzymatic inhibitory activity of ursolic acid (5) against hPTP1B, 44. These data corresponds to three independent
experiments. (B) Reaction rate vs. substrate concentration graph showing the relative rate of hPTP1B, o in the absence and presence of ursolic acid (5). These data
corresponds to three independent experiments. (C) Plot showing the decrease in V,,, and no significant changes on Kj, characteristic of a non-competitive inhibition.

2.2. Enzymatic assay

A photocolorimetric assay was developed using p-nitrophenol
phosphate (pNPP, 3 mM) as substrate and 300 nM hPTP1B, 4, in a final
volume of 100 L, in a 96 well plate format at 37 °C. The buffer (50 mM
HEPES pH 6.8, 100 mM NacCl, 1.5 mM DTT) and assay conditions were
determined from the literature and subsequently optimized [15,24].
The assay was established following the assay guidance manual for
High Throughput Screening (HTS) enzymatic assays [25]. The enzyme
activity was expressed as the amount of pNP produced per minute. To
determine the kinetic parameters (Vinax, Kear, Kni, and kea/Kw), reaction
progress curves were obtained at a range of substrate concentrations.
The initial velocities were then plotted against substrate concentration
and fitted using a non-linear regression analysis to the Michaelis-
Menten model (Fig. S25). The estimated parameters Vi
(3.2 + 0.1 nmol min~ "), key (107 s 1), Kt (2.8 + 0.3 mM), and kear/
Ky (3.8 x 10" M~ !s™1), indicated that the velocity is very sensitive to
changes in substrate concentration, and the enzyme has an excellent
catalytic conversion rate, comparable with other PTP1Bs, under the
assay conditions [26]. Thus, the enzymatic assays to screen for small
molecule inhibitors were carried out at a substrate concentration of
3.0 mM, to insure a broad representation of compounds with different
inhibition modalities [27].

Subsequently, the tolerance of the in vitro assay to DMSO was de-
termined; the results from this evaluation indicated that DMSO con-
centrations up to 10% did not decrease the activity of the enzyme.

A standard inhibitor of PTP1B, s, ursolic acid (5) (Fig. 1) was used
to validate the suitability of the assay for small molecules screening and
mechanism of action [28-30]. To obtain the ICs, value, the enzymatic
activity of hPTP1B, 4, in the presence of an increasing concentration of
5 was determined. Ursolic acid (5) inhibited hPTP1B; 400 in a con-
centration-dependent fashion with an ICs, value of 26.6 + 1.8 uM
(Fig. 1A) and 89% of maximum inhibition, similar to data previously
reported [29,31]. To determine the type of inhibition, the initial velo-
cities were measured at different substrate and ursolic acid (5) con-
centrations, to monitor the variation of ICso values and kinetic para-
meters. Kinetic studies demonstrated that ursolic acid (5) behaves as a
non-competitive inhibitor (Fig. 1B) against hPTP1B, 4. The later was
confirmed by the fact that increasing inhibitor concentration decreased
the Viax with non-significant changes in the Ky values (Fig. 1C). In-
terestingly, the outcomes from our study differ from those reported by
Zhang W., et al., where compound 5 was described as a competitive
inhibitor of a truncated PTP1B. Importantly, these facts reinforce our
hypothesis that the use of truncated structures of PTP1B in in vitro or in
silico approaches to discover new inhibitors might lead to loss of va-
Iuable information about the mechanisms of inhibition, and selectivity.

2.3. Phenalenones as hPTP1B; 49, inhibitors, evaluation, and kinetics
studies

Dimeric phenalenones 1-4 inhibited hPTP1B, 4, in a concentra-
tion-dependent manner (Fig. 526) with ICso values of 12.7, 82.1, 21.8,

and 13.4 pM, respectively, indicating that small differences in the
structures have an impact on the enzymatic activity. Compounds 1, 3,
and 4 were as active as ursolic acid (ICs, = 26.6 = pM), used as a
positive control, while compound 2 was three times less potent. To
date, about 300 inhibitors of PTP1B, 3 have been isolated from plants
and microorganisms [16]; however, this is the first time phenalenones
are described as inhibitors of PTP1B, and constitute the first reported
fungal natural products that bind to hPTP1B, 4. Interestingly, among
the vast variety of natural products isolated from Talaromyces spp. just
talarodride, a nonadride derivative has been described as a PTP1B in-
hibitor [32].

2.4. Duclauxin (1) is a mixed-type inhibitor of hPTP1B; 400

To obtain further information on the nature of the interaction of the
most active compound, duclauxin (1) with hPTP1B; 4, kinetic studies
were carried out. In this regard, the initial velocities were measured at
different substrate and compound 1 concentrations. The results shown
in Fig. 2 indicate that 1 acts as a reversible mixed-type inhibitor
(Fig. 2A), since increasing concentrations of 1 result in increasing Ky
and decreasing V.. values (Fig. 2B). The k; and a values were
11.5 += 1.9 pM, and 3.3, respectively. These results suggest that 1
binds to both, the complex hPTP1B,; 40-pNPP and hPTP1B, 4q0. No-
tably, in this case (@ > 1), 1 binds with slightly higher affinity to
hPTP1B, 400 than the complex, decreasing the affinity for pNPP.

2.5. Duclauxin (1) and ursolic acid (5) induce conformational changes in
hPTP1B; 400

To experimentally confirming that compounds 1 (the most active
and abundant phenalenone), as well as the reference (5), bind to
hPTP1B, 40, circular dichroism (CD) experiments in the far UV region
were carried out. This tool allows easy and quick determination of the
secondary structure and folding of proteins [33]. More specifically, CD
is commonly used to gain insights about the conformation or stability of
proteins, and can also be used to study protein interactions [33]. In this
study, CD experiments were performed using 5 M hPTP1B, 44, by it-
self, and in the presence of 20 uM of 1 or 5 (Fig. 3). The result from this
experiment demonstrated that both compounds induce conformational
changes in the protein, slightly altering its secondary structure. In the
case of 1, analysis of the CD spectra showed an increase in the content
of tumns, and parallel and antiparallel S-strands, whereas a-helix and
disordered regions decreased in comparison with the native protein
(Figs. S27 and 528). Compound 5 also induced changes in the con-
formation of the protein; however, in this case, the disorder was in-
creased, along with antiparallel S-strands and a-helix, while parallel g-
strands decreased (Fig. 4B). Altogether, CD experiments confirmed that
1 and 5 bind to hPTP1B; 400, inducing conformational changes that
directly impact its activity. These results are in good agreement with
those obtained from the kinetics studies.
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Fig. 2. ((A) Reaction rate vs. substrate concentration graph showing the relative rate of hPTP1B, 4, in the absence and presence of duclauxin (1). These data
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Fig. 3. Circular dichroism curves for hPTP1B; 400 (black), 1-hPTP1B; 400 (red),
and 5-hPTP1B;.400 (green). These data correspond to three independent ex-
periments. The plot shows the conformational changes induced by compounds
1 and 5 into the structure of hPTP1B, 4. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)

2.6. Homology modelling of hPTP1B;_400

Currently, about 259 hPTP1Bs of different lengths ranging from 297
to 321 amino acids have been crystallized (51) or co-crystallized (202)
with competitive and/or non-competitive inhibitors (PDB IDs are given
in the Supporting Information), however, to date there is no available
crystallographic information of hPTP1B; 400 [15,24]. One of the reasons
is that the C-terminal domain, (noncatalytic segment, residues
300-393) is mostly unstructured [15]. Thus, in order to gain further
insights about the structure of hAPTP1B; 40, and its putative interactions
with compounds 1-5, a homology model was built, using the I-TASSER
server (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) [34,35].

The 3D structure of hPTP1B; 490 Was assembled using nine tem-
plates with identities to the sequence = 99%, and Z-scores > 1.
Following the I-TASSER protocol, the server generated five models
(Fig. 5, .pdb file is provided as Supplementary material). The accuracy
of each model was measured using the C-score (confidence score, where
higher value signifies a model with higher confidence), which ranged
from —2.19 to —2.88 [34]. Additionally, the stereochemical quality of
each model was checked using the PROCHECK suite. Results from this
analysis indicated that for model 1 (C-score —2.19), 99.7% of the amino
acids were in the most favored or allowed regions of the Ramachandran
plot (Supporting Information, Fig. S29). This data are comparable with
crystallographic structures, indicating that the quality of the model is
good enough to be used in further analysis such as docking.

t experiments. (B) Plot showing the decrease in V,,,, and increase on Ky, characteristic of a mixed-type inhibition.

Fig. 4. Top five models generated by I-TASSER server for hPTP1B; 400. In grey,
is the ensemble of five models overlapping residues 1-300. PTP1B residues
301-400, showing the disordered C-terminal domain in several conformations
are displayed in cyan. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

2.7. Molecular docking

To gaining structural insights about the putative binding mode of
compounds 1-5 with hPTP1B, 490, docking studies were performed
using the homologated structure. Before molecular docking of 1-5 was
performed, the protocol was established and validated by predicting the
binding mode of pNPP (Fig. 530), as this protein has not been crystal-
lized. Results from the validation, which was quantitatively measured
by the number of poses by blind docking in the predicted binding site
(28/100), indicated that the software (AutoDock) and docking protocol
successfully predict the binding mode of the ligands, as pNPP binds into
the catalytic domain in a proper conformation for the hydrolysis of the
phosphate group (Fig. S30).

Compounds 1-5 were then docked with the homology model for
hPTP1B, 400. The predicted lowest energy conformation for each ligand
in a blind docking, the ks, the ICs, values, and the experimental k;’s for
all compounds are summarized in Table 1. The binding sites predicted
by AutoDock for the interaction of 1-5 with hPTP1B, 4 are depicted in
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Fig. 5. (A) 3D Representation of the interaction of the complex duclauxin (1) and hPTP1B, 49,. (B) 3D Representation of the interaction of the complex talar-
omycesone B (2) and hPTP1B;.400. (C) 3D Representation of the complex xenoclauxin (3) and hPTP1B;_400. (D) 3D Representation of the complex bacillisporin G (4)
and hPTP1B;.400. Sticks in grey represent the amino acids that constitute the binding pocket. (E) 3D Representation of the complex ursolic acid (5) and hPTP1B;_400.
(F) Combined structural model of the complex duclauxin (1)-hPTP1B,; 400 (blue sticks), talaromycesone B (2)-hPTP1B; 400 (yellow), xenoclauxin (3)-hPTP1B;. 400
(green), bacillisporin G (4)-hPTP1B;.400 (palecyan), and ursolic acid (5)-hPTP1B;.400 (lightblue). Graphics generated with PyMol. For clarity the full-size images are
provided in the Supporting Information file (Figs. $31-S36). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

Table 1

Binding energies and estimated ks of compounds 1-5 interacting with the
homologated model generated for hPTP1B,;.400. Experimental ICso values (1-5)
and k;’s for compounds 1 and 5.

Compd Model hPTP1B, 44 Experimental
“Binding Energy ke (M) ki (M) ICso (M) Type of
(kcal/mol) inhibition

1 -5.5 93.1 11.5 12.7 Mixed

2 -5.8 60.8 ND 82.1 ND

3 -6.4 20.0 ND 21.8 ND

4 -5.6 77.2 13.3 13.5 Mixed

5 -6.9 85 265 26.7 Non-competitive

* Estimated values from molecular docking. ND: No determined.

Fig. 5A and S31. Results from this study indicated that 1 binds in a
pocket formed by amino acids of the C-terminal domain (Asps43, CySza4,
Tlesqq, Asngss, and Prosgs), and a loop of the N-terminal region con-
stituted by Arg; 2, Gluy s, Lys; 16, Pro;go, and Asp, g, the latter being an
amino acid involved in the catalytic site. Compounds 3-5 also interact

with amino acids of the C-terminal domain (Figs. 5C-F and S33-536).
Conversely, compound 2 binds in a pocket composed mainly by amino
acids of the N-terminal domain (Lys;s, Gluzs, Gluze, LySzas, Gluzsa,
Lys,ss, and Pheyse, Figs. 5B and $32). In all cases, the main interactions
were hydrophobic, although hydrogen bonds were observed with polar
or charged residues, such as Lys, Asn, Asp, Glu, and Arg.

The theoretical and experimental studies indicated that phenale-
nones 1, 3, and 4, as well as ursolic acid (5), interacted with hPTP1B,.
400 in the C-terminal domain of the protein.

Furthermore, the in silico results provided a structure-based hy-
pothesis that is in agreement with the outcomes from the experimental
concentration-response curves, kinetic analysis, and CD experiments.

2.8. Molecular d (MD) simul

To get more information about the disorder of the C-terminal do-
main of hPTP1B, 4o, (residues 301-400) and the protein-ligand com-
plexes with compounds 1, 4 and 5, MD simulations were carried out.
The preliminary results from MD for the protein clearly showed that
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Fig. 6. (A) RMSD profile for ground-state hPTP1B;_400, hPTP1B;300, and
hPTP1B3,.400 (different tones of grey). RMSD of 1-hPTP1Bj 400, 1-hPTP1B; 300,
and 1-hPTP1B3o1.400 (reds and pinks). RMSD of 4-hPTP1B;.400, 4-hPTP1B; 300,
and 4-hPTP1B3p;.400 (different blues). RMSD of 5-hPTP1B; 400, 5-hPTP1B;. 300,
and 5-hPTP1B301.400 (different greens). The RMSD of the backbone atoms from
the equilibrated conformation (0 ns) is presented as a function of time. (B)
Root-mean-square-fluctuation (RMSF) values for the backbone atoms are shown
as a function of residue number. The RMSF values for hPTP1B, 4o, 1-hPTP1B,_
400, 4-MPTP1B, 400, and 5-hPTP1B, 440, are shown in black, red, blue and green,
respectively. (For interpretation of the references to colour in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article.)

residues 1-300 are stable over the 50 ns simulation, with an average
root-mean-square-deviation (RMSD) of 2.3 A. However, for residues
301-400, the RMSD was, on average 6.8 A, supporting the high flex-
ibility of the C-terminal domain of the protein. The calculated RMSD for
the whole protein was an average of 4.1 A Remarkably, the system was
stable over the 50 ns simulation. In regards to the complexes of
hPTP1B, 4, with compounds 1, 4 and 5, initial outcomes indicated that
the behavior of the systems were in most part similar to the ground
state protein for residues 1-300 (RMSD = 1 (2.2 A), 4(23A) and 5
(2.4 A) whe;eas ttxe calculaged RMSDs for residues 301-400 were an
average 6.7 A, 6.3 A and 7.0 A, respectively. Indicating that compounds
1 and 4 slightly decrease the disorder of the C-terminal domain of
hPTP1B, 40, stabilizing the whole system, while compound 5 increased
the disorder (Fig. 6A).

Furthermore, close analysis of the root-mean-square-fluctuation
(RMSF) of residues involved in the catalytic, allosteric and C-terminal
domains of hPTP1B, 4q0, in complexes with 1, 4 and 5 (Table S1,
Supporting Information), indicated that duclauxin (1) and bacillisporin
G (4) decreased the flexibility of amino acids in these domains, while
ursolic acid (5) increased it (Fig. 6B). Both phenomena resulting in
allosteric inhibition of APTP1B;_400. The outcomes from MD simulations
were in agreement with experimental results from kinetics studies and
CD experiments. Videos for the trajectory of hPTP1B, 490 and hPTP1B,_
400 in complex with 1 are provided as supplementary files.

3. Conclusions

In the present study, we have demonstrated that both, ursolic acid
(5) and duclauxin (1) bind to hPTP1B, 400 in a site different from the
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catalytic domain. Importantly, CD experiments along with kinetic stu-
dies, molecular docking, and preliminary data from molecular dy-
namics evidenced that these secondary metabolites induce conforma-
tional changes in the protein, which directly affect its activity,
suggesting these compounds are allosteric modulators of the protein.
Additionally, these results support our hypothesis that the use of the
truncated models of PTP1B in drug discovery programs might lead to
the loss of valuable information and at the same time mislead the op-
timization of putative drug leads. It is important to highlight the use of
full-length models in such programs in order to avoid false positives and
optimize human and financial resources. Furthermore, these findings
are relevant in the search for new leads for the development of drugs to
treat obesity and chronic diseases such as diabetes and cancer.
Particularly, duclauxin (1) has been described as a potent cytotoxic
agent. However, its mechanism of action has not been described. Here
we provided evidence of its potency as an allosteric inhibitor of
hPTP1B, 400. Finally, the present investigation underlines the sig-
nificance of natural products research programs in the search for new
drug leads or research tools.

4. Experimental
4.1. General experimental procedures

NMR experiments were performed in CDCl;. A Bruker Ascend III
700 MHz NMR spectrometer equipped with a cryoprobe, operating at
700 MHz for 'H and 175 MHz for '*C and, or either a JEOL ECS-400
spectrometer operating at 400 MHz for 'H and 100 MHz for '*C, and
equipped with JEOL normal geometry broadband Royal probe, or a
JEOL ECA-500 spectrometer operating at 500 MHz for 'H and 125 MHz
for 'C were used to record NMR data. All the chemical shifts (8) are
reported relative to the residual solvent peak. The purity of analytes
and their exact mass were obtained simultaneously via LC-MS. The
chromatographic separations were carried out with a Waters Acquity
Ultraperformance Liquid Chromatography (UPLC) system (Waters
Corp.) coupled to a Thermo QExactive Plus (ThermoFisher, San Jose,
CA, USA) combined with an electrospray ionization source. In some
cases, the exact mass of compounds was measured on a JEOL, AccuTOF
JMS-T100LC (HR-DART-MS) spectrometer. UPLC chromatographic
analysis was performed with an Acquity BEH C;g column
(50 mm x 2.1 mm, 1.7 um) equilibrated at 40 “C and 0.3 mL/min flow
rate [36]. The mobile phase consisted of a gradient (MeCN-H,O, acid-
ified with CHOOH), starting at 15% MeCN to 100% MeCN over 8 min.
The mobile phase was held for another 1.5 min at 100% MeCN before
returning to the starting conditions [37,38]. The HPLC separations were
performed using a Waters system (2535 quaternary pump) connected to
a 2707 autosampler, and 2998 PDA and 2424 ELSD detectors. Data
acquisition and analysis were accomplished with the Empower 3 soft-
ware (Waters) [36]. Analytical, semipreparative, and preparative HPLC
were performed on C;g Gemini-NX (5 pum) columns (4.6 x 250 mm,
10.0 x 250 mm, and 21.6 x 250 mm for analytical, semipreparative
and preparative runs, respectively; Phenomenex, Torrance, CA, USA)
[36]. Flash column chromatography was carried out on a Teledyne
ISCO, CombiFlash Rf system equipped with a PDA (200-400 nm) and
ELSD detectors, according to standardized protocols [39,40].

4.2. Fungal isolation and identification

Biological samples for fungal isolation were collected in July 2018
by E. Aguilar-Ramirez from anthill soil in the area of the Huasteca
Hidalguense, Hidalgo State, Mexico. A serial dilution protocol for
axenic isolation of fungal microorganisms was applied. Briefly, a stock
suspension consisting of 1 g of soil, and 9 mL of sterile distilled water
was prepared. From the suspension, four serial dilutions were generated
to give five solutions of concentrations of 102, 10 %,10 %, and 10 °
g soil/mL. Subsequently, 200 uL of each solution was platted in
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duplicate into a Petri dish with potato-dextrose-agar (PDA) and
amoxicillin (500 mg/L). The Petri dishes were kept at room tempera-
ture for 48-72 h. This procedure led to the isolation of ten taxa (I1Q-311-
1Q-320, Fig. S3). Based on the morphological examination, 1Q-313
(Figs. S2 and S3) was identified as a species belonging to the Talar-
omyces/Penicillium. Additionally, the fungal strain 1Q-313 was likewise
identified using the internal transcribed spacer (ITS) region of the
rDNA. The ITS region was amplified using the ITS1 (5-GGAAGTAAA
AGTCGTAACAAGG-3) and ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
primers by PCR [41-43]. The final PCR reactions were prepared as
follows in a final volume of 25 uL: 10 ng of fungal DNA, 0.8 pM of each
primer, 0.2 mM dNTPs, 2.5 mM MgCl,, 1 U of Taq polymerase, and
1 x Taq polymerase buffer (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo,
Brazil). The reaction conditions were 94 °C for 10 min; 35 cycles of 45 s
at 94 °C, 45 s at 58 °C, and 60 s at 72 °C; and a final extension at 72 °C
for 10 min. PCR products were purified using the QIAquick PCR pur-
ification kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) and sequenced in an ABI
PRISM 310 genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
using the ITS1 primer [36].

The ITS sequence of the fungal isolate 1Q-313 was compared with
GenBank using BLAST search [44] (Fig. S3). A collection of the tax-
onomically related specimen was obtained from the National Center for
Biotechnology Information Taxonomy Browser (NCBI). DNA sequences
were aligned with CLUSTAL X and edited and confirmed visually in
BIOEDIT [45]. Maximum likelihood analyses were performed using
PhyML [46]. The GTR + G model (a0 = 0.235) was selected for the tree
construction. One thousand bootstrap replicates were run to assess the
confidence at each node [47]. Chrysosporium inops strain CBS 297.95
(GU73340) was used as the out-group. The ITS sequence of strain 1Q-
313 was deposited in the GenBank under the accession number
MN699967 [36].

Based on the BLAST search results and phylogenetic analysis of the
ITS region, the fungal isolate IQ-313 was identified as a Talaromyces sp.,
Eurotiales, Ascomycota.

4.3. Fermentation extraction and isolation

Two seed cultures for each fungus (IQ-311 to 1Q-314) were prepared
in centrifuge tubes with 15 mL of potato-dextrose-broth (PDB). Then,
the cultures were poured into two different flasks, one with 12 g of rice
and another with 10 g of Cheerios®. The cultures were grown for
30 days at room temperature with regular periods of light and dark.

Fungal strains 1Q-311 to 1Q-314 were selected for extraction. After
fermentation, the organic extracts were obtained by maceration and
liquid-liquid partition. First, 60 mL of a 1:1 mixture of CH,Cl,:MeOH
was added to every flask containing fungal culture (rice and Cheerios®),
and with a spatula, the biomass was fragmented and left to macerate
with stirring for approximately 24 h. After 24 h, the cultures were fil-
tered under vacuum, and the solid residue was washed with 90 mL of
CH,Cl,. Then, to the resulting biphasic samples, 75 mL of distilled
water was added and placed under stirring for 15 min. The biphasic
mixtures were transferred into a separatory funnel to perform a parti-
tioning process. The organic fractions were concentrated under va-
cuum. Finally, the resulting organic extracts were reconstituted with
100 mL of a 1:1 mixture of MeOH:MeCN and subjected to a partitioning
process with 100 mL of Hex. The biphasic mixtures were transferred to
a separatory funnel, and the MeOH:MeCN phase was concentrated and
placed in vials for further analysis.

In 100 mg of 1Q-313 extract from Cheerios® medium, 43.8 mg of
duclauxin (1) were isolated by centrifugation and precipitation with
MeOH. Simultaneously, approximately 4 g of the organic extract of IQ-
313 (obtained by scaling up of the cultures) were fractionated by open
column chromatography (OCC) over silica gel (CV = 350 mL) using
mixtures of Hex/CH,Cl, 1:1 (15 CV), Hex/CH,Cl, 8:2 (10.5 CV), CH,Cl,
100% (10.5 CV), CH,Cl,/EtOAc 9:1 (3.2 CV), CH,Cl,/EtOAc 8:2 (2 CV),
CH:Cl2/EtOAc 7:3 (4 CV), CHzCla/EtOAc 1:1 (4.5 CV), CH2Clz/EtOAc/
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MeOH 45:45:10 (6.4 CV) as the mobile phase. Each fraction was
monitored via TLC, and eluates with similar patterns were combined in
primary fractions (F;-Fxy). Fractiony; (--450 mg) was fractionated by
flash column chromatography on a CombiFlash Rf system (Teledyne
ISCO., NE, USA), equipped with a binary pump, a diode array detector
(DAD) and an evaporative light scattering detector (ELSD) detectors.
The stationary phase consisted of silica gel (RediSep R¢), while the
mobile phase was a gradient of increasing polarity between different
mixtures of Hex, CHCl;, and MeOH. This procedure gave nine sec-
ondary subfractions (Fxp;-Fxio). Subsequently, Fy;; (180 mg) was
fractionated by OCC using Sephadex LH-20 as the stationary phase
(CV = 95 mL) and MeOH as the mobile phase. Each fraction was
monitored via TLC, and fractions with similar patterns were combined
to give eight subfractions (Fx;7a-Fxi7u). Finally, fraction Fy;p
(~-25 mg) was resolved by semi-preparative HPLC, using a gradient
elution of 40-100% MeCN in H,O with 0.1% formic acid over 30 min
with a flow rate of 4.6 mL/min. This procedure afforded 6.0 mg of
talaromycesone B (2). Fraction Fy; (--970 mg) was subjected to a re-
verse-phase flash chromatography using a C18 column (RediSep Rf, 130
g), and a gradient between different mixtures of MeOH and H,O with a
flow rate of 50 mL/min. This procedure generated 13 subfractions (Fyn.
1-Fviis). Fraction Fyy,; afforded 11.1 mg of xenoclauxin (3).
Resolution of 20 mg of fraction Fyy; by preparative HPLC (20.0 mL/min)
using a C-18 column (Gemini-NX) afforded 9.3 mg of bacillisporin G
(4). The structure of all compounds were elucidated by spectroscopic
(*H NMR and '*C NMR) and spectrometric (DART-MS and ESI-MS)
techniques, and by comparison with data reported in the literature
[20-23].

4.4. Recombinant production, expression, and purification of human
Protein Tyrosine Phosphatase 1B (hPTP1B;_400)

The protein tyrosine phosphatase isoform hPTP1B; 400 coding se-
quence ID: NP_002818.1, previously synthesized and codon optimized
sequence cloned into expression vector pET-27, was kindly donated by
Dr. Martin Gonzalez-Andrade. The construction was amplified by PCR
using the specific oligonucleotide primers PTP1B Fwd 5-TGGTCATAT
GGAAATGGAAAAAG-3’ and PTP1B Rev 5-TGCAAGCTTAGTCTTCATC
TTTTTC-3’ which introduce 5’Ndel and 3’HindIlI restriction sites (un-
derlined). The PCR product was cloned into a pET-28 plasmid, in which
thrombin protease site was mutated into a TEV site. The resulting new
vector p28HThPTP1B, 40 (Fig. S37) was verified by DNA sequencing
(Laragen Inc).

Approximately, 20 mL volume of LB media containing ampicillin
(100 pL/mL) and chloramphenicol (34 uL/mL) was inoculated with one
colony of previously transformed E. coli Rosetta (DE3) pLysS strain
(Novagen, Madison, WI, USA) with p28HThPTP1B, 4o, Vvector and
grown overnight at 37 °C with continuous shaking. The next day, the
culture was diluted 1:100 in fresh LB media with antibiotics, and in-
cubated at 37 °C until it reached an ODgq, of 0.6. Protein expression
was induced by adding 0.5 mM IPTG (Goldbio, USA) and incubating the
culture at 30 °C for 6 h. The cell pellet was harvested by centrifugation
(5500¢, 10 min, 4 °C) and kept at —20 °C until required for protein
purification.

Purification of PTP1B was carried out following the procedure de-
scribed by Krishnan et al., 2018 with some modifications [24]. Briefly,
the cells pellet from a 1 L culture was thawed on ice and suspended in
40 mL of lysis buffer (50 mM HEPES pH 7.2, 150 mM NacCl, 10 mM
imidazole, 2 mM TCEP). Lysis was carried out by sonication (Misonix
3000) with intervals of 5 s ON and 15 s OFF for a total of four minutes
of total sonication time with a power setting off 4.5. The soluble frac-
tion was clarified by centrifugation (45 min at 30,000g), after filtration
with a PVDF membrane (pore size of 45 um). The hPTP1B, 4o, enzyme
was purified by affinity chromatography (His Trap FF, GE Healthcare).
The affinity column was equilibrated with 50 mM HEPES pH 7.4,
100 mM NacCl, 10 mM imidazole, and 1.5 mM DTT. The elution buffer
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consisted of 50 mM HEPES pH 7.4, 100 mM Nacl, 300 mM imidazole,
and 1.5 mM DTT, with subsequent buffer exchange using 50 mM HEPES
pH 7.4, 100 mM NacCl, and 1.5 mM DTT to remove imidazole. The
protein was used immediately -as is-, or stored at —20 °C in the same
buffer plus 4% of glycerol [15,24].

4.5. PTPIB inhibition assay

Extract (20 ppm), fractions (20 ppm), compounds (1-4, 0.6 or
3.0 mM), and ursolic acid (5, positive control, 1 mM) were dissolved in
DMSO. Aliquots of 0-10 pL of testing materials (in triplicate) were in-
cubated for 10 min with 10 uL of enzyme stock solution (3.0 uM) in
50 mM HEPES pH 6.8, 100 mM Nacl, 1.5 mM DTT. After incubation,
10 pL of substrate (pNPP 30 mM, Sigma-Aldrich) was added and in-
cubated for 20 min at 37 °C, and the absorbance was determined. All
assays were performed in a final volume of 100 pL. For endpoint assays,
the inhibitory activity was determined as a percentage in comparison to
the blank (DMSO) according to Eq. (1).

A,
%Inh = (1 - A’L) x 100,

b5 nm

1

where %Inh is the enzyme inhibition percentage; Ay, is the corrected
absorbance of the sample (As,ys,, = Azominsampleys,, — Anitiaisampleys,,)
and A, is the corrected absorbance of the control test
(Absosum = Axomin banksoswm — Atitialblanksoswn)- The 1Cso values were cal-
culated by non-linear regression analysis using Eq. (2).

AlOO
1y
1+ (E) @
where A;p is the maximum inhibition, I is the inhibitor concentration,
1Cs, is the concentration required to inhibit the activity of the enzyme
by 50%, and s is the cooperative degree. All experiments were carried
out in triplicate. The data are shown as the mean =+ SD. The ICs,
values were calculated by nonlinear regression with Hill adjustment
using GraphPad Prism 6.0 software.

%lnh =

4.6. Kinetics studies

The inhibition model of compounds 1 and 5 over the activity of
hPTP1B, 40 Was determined using multiple inhibitor concentrations
and various concentrations of substrate. The corresponding inhibition
constant (k;) values were calculated by a non-linear regression analysis
(GraphPad Prism 6.0 software) using Eq. (3).

v= VinaxS i
KM(l +%)+S(l+!‘%) 3)

where v is the velocity of the reaction, Vi is the maximum velocity; S
and I are the substrate and inhibitor concentrations, respectively; Ky is
the Michaelis constant; k; is the competitive inhibition constant, and ak;
is the non-competitive inhibition constant.

4.7. Circular dichroism (CD) experiments of hPTP1B;_400 and complexes
1- hPTP1B;_400 and 5- hPTP1B;_400

CD spectra were recorded on a Jasco J-1500 spectrophotometer in
buffer pH 6.8 (HEPES 0.5 mM, 1 mM NaCl and 0.015 mM DTT), at 20 °C
in a 0.1 ecm cell. The hPTP1B, 440 spectrum was collected at 5 uM
(0.24 mg/mL) in a final volume of 250 L. Stock solutions (2 mM) for
compounds 1 and 5, were prepared in MeOH or DMSO, respectively,
and then mixed with 250 pL of protein solution (5 pM), to get a final
concentration of 20 pM. Buffer was exchanged by amicon (250 pL X 5).
The blank for each compound was prepared in the same fashion. The
spectra were registered with a bandwidth of 1 nm at a rate of 20 nm/
min in a window of 195-260 nm. The estimated secondary structure
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content for hPTP1B; 400, 1-hPTP1B; 400, and 5-hPTP1B, 400 Were cal-
culated using the BeStSel server for accurate protein secondary struc-
ture prediction [48].

4.8. Computational methods

4.8.1. 3D structure prediction of hPTP1B; 400

The three-dimensional structure of hlPTP1B,; 490 Was generated using
the ITASSER server  (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER), a package designed for protein structure modeling by itera-
tive threading assembly refinement simulations, and structure-based
function annotation [34,35]. The I-TASSER protocol is divided into four
stages: (1) threading, (2) structure assembly, (3) model selection and
refinement, and (4) structure-based functional annotation [34,35]. The
accuracy of the model was measured using the C-score (confidence
score) [34].

4.8.2. Proteins and ligands

Polar hydrogens and charges (Kollman) were allocated to the
homologated model for hPTP1B, 4, using AutoDockTools (ADT) 1.5.6,
and the files saved in .pdbqt format for their use in AutoGrid 4.0 and
AutoDock 4.0 interfaces. Compounds 1-5 were built and energy-opti-
mized using Spartan10 using a semi-empiric method (PM3). The ligands
were prepared in ADT 1.5.6 by adding the Gasteiger-Marsili charges.

4.8.3. Molecular docking

Molecular docking simulations were performed using AutoDock 4.0.
Initially, the docking protocols were validated to warranty the veracity
of the data. In this regard, pNPP was used as a probe to validate the
simulations generated for hPTP1B, 40, After validation, a blind docking
was performed for each ligand at the interface as the first ligand
binding position in a grid box with dimensions of 126 x 126 x 126 A.
Docking simulations were performed with Lamarckian Genetic
Algorithm calculations of 100 runs. The obtained poses were then
analyzed using ADT 1.5.6 using cluster analysis and PyMol.

4.9. Molecular dynamics simulations

All simulations were carried out with the AMBER 16 suite of MD
with the FF14SB force field [49,50]. The coordinates of the homology
model generated for hPTP1B; 400, as well as the coordinates of ligands
obtained from docking studies of compounds 1, 4, and 5 with this
model, were processed with Antechamber to generate the topologies
suitable for the LEaP module. Subsequently, the LEaP module was used
to reduce, neutralize (by randomly adding 11 Na“ counterions) and
include the system in a water-filled truncated octahedral box with a leg
on each side of 10 A, using the TIP3P solvent model. The simulations
were performed under periodic boundary conditions. Conjugate gra-
dient minimization followed by NVT heating and NPT equilibration
using Langevian dynamics were carried out to relax the structure and
equilibrate the solvent. The MD production was run for 50 ns at 300 K.
Frames were saved at 4 ps intervals for subsequent analysis. RMSD and
RMSF analyses were conducted with CPPTRAJ on the trajectory [51].
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ABSTRACT: Preliminary analysis of the mass spectrometric
(MS) and NMR spectroscopic data of the primary fractions
from the biologically active extract of Salvia decora revealed spectra
that are characteristic for neo-clerodane-type diterpenoids. MS-
guided isolation of the bioactive fractions led to the isolation of
three new chemical entities, including two hydroxy-neo-clerodanes
(1 and 2) and one acylated S,10-seco-neo-clerodane (3), along with
three known diterpenoids (4—6), ursolic acid (7), and eupatorin
(8). The structures of the new compounds were established by
analysis of the 1D and 2D NMR and MS data, whereas their Salvia decora .e,/&/'
absolute configuration was deduced using a combination of =
experimental and theoretical ECD data and confirmed by X-ray crystallography (1 and 4). Furthermore, compounds 1, 3, 4, and
6—8 were evaluated as hPTP1B, _,,, (human protein tyrosine phosphatase) inhibitors, where 7 showed the best activity, with an IC,
value in the lower uM range. Additionally, compound 7 was evaluated as an a-glucosidase inhibitor. The affinity constant of the 7-
hPTP1B,_,,, complex was determined by quenching fluorescence experiments (k, = 1.3 X 10* M™"), while the stoichiometry ratio

-~

(1:1 protein—ligand) was determined by a continuous variation method.

ulti-informative approaches have emerged as powerful

tools to revolutionize the discovery of new secondary
metabolites, giving them several advantages over the traditional
natural products methodology.” These approaches have the
potential to save both human and financial resources by
prioritizing samples and avoiding redundant work such as
reisolating known compounds. Specifically, bioassay-guided
approaches using mass spectrometry and NMR spectroscopy
have afforded the isolation of several interesting secondary
metabolites from plants, including phenylphenalenones and
isopimaradiene-type diterpenoids,” among others. Additionally,
a MS (molecular networking)-bioassay targeted approach has
permitted the discovery of several bioactive natural products
from plants,” bacteria,’ and more recently fungi® These
examples validate the use of multi-informative approaches to
explore the chemistry produced by natural sources. However,
despite the success of these methodologies, they have not been
applied to explore the chemical constellation produced by Salvia
spp-

As the largest genus in the Labiatae family, Salvia contains
over 1000 species worldwide, which are mainly distributed in
tropical and subtropical zones, including Central Asia, tropical
Africa, North and South America, mainland China, and the
Pacific Islands.” Out of the approximately 309 Salvia species
growing naturally in Mexico, around 77.1% are endemic,”
including Salvia decora Epling (Lamiaceae), a shrub mainly
spread in Colima, Guerrero, Jalisco, and Michoacan states.”

® XXXX American Chemical Society and
American Society of Pharmacognosy

< ACS Publications

Salvia species have long been used for many purposes, for
example, for the treatment of numerous diseases, as spices and
culinary herbs, and in perfumery and the cosmetic industry.”
Previous studies on the biological and chemical constituents of
Salvia spp. have resulted in the isolation of several
phytochemicals from different classes. Biological studies of
these metabolites have demonstrated their activity as anti-
protozoal,'’ psychotropic,'"'* and antihyperglycemic and
hypoglycemic agents, in both in vivo and in vitro assays.'>'*

As of 2019, approximately half of the estimated 463 million
adults living with type II diabetes mellitus (TIIDM) were
undiagnosed, making this one of the most challenging health
issues of the 21st century."® With a projected $1% increase in the
prevalence of TIIDM by 2045, it is crucial to develop new
approaches to some of the current pharmacological treatment
focuses, such as reduced glucose absorption in the gastro-
intestinal tract or increasing tissue sensitivity to insulin.'®'”
While a-glucosidase inhibitors are important in delaying glucose
absorption and reducing the postprandial glucose levels

Received: March 20, 2020

https://dx.doi.org/10.1021 /acs jnatprod.0c00313
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Chart 1
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Figure 1. (A) PCA of primary fractions from the extract of S. decora, indicating five different groups of secondary metabolites. In green, ursolic acid type
compounds; in blue, flavonoids; in orange, hydroxy-neo-clerodanes; in red, neo-clerodanes; and in dark green, phenolic compounds. (B) a-Glucosidase
inhibitory properties of the extractand primary fractions of S. decora; all fractions were evaluated at a final concentration of 100 ppm. (C) hPTP1B, _0
inhibitory properties of the extract and primary fractions of S. decora; all fractions were evaluated at a final concentration of S0 ppm.

(associated with micro- and macrovascular complications), an
emerging target for increasing insulin sensitivity is protein
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), a significant regulator in the
insulin and leptin pathways."®

PTP1B, an important protein in regulating several physio-
logical and pathological processes, is a validated target for the
treatment of obesity, TIIDM,'**° some cancers,”"** and it has
most recently been described as a critical protein in Alzheimer’s
disease.'® Even though researchers have developed several
competitive and noncompetitive PTP1B inhibitors, none have
made it past phase II clinical trials. This is due to the inability of
molecules to penetrate membranes and their adverse
pharmacokinetic properties and associated side effects.”***

For these reasons, the continued search for more effective and
safe PTP1B inhibitors is of significance. Thus, it is imperative to
search for more effective and safe inhibitors through exploration
of the allosteric sites located at the C-terminus of the full-length
hPTP1B,_,. This region of the protein has a higher specificity
and lower sequence conservation, subsequently permitting the
discovery of specific molecules with less toxic effects.

Described herein is the application of a multi-informative
approach (MS, NMR, bioassay-guided isolation) to uncover the
secondary metabolites produced by Salvia decora (an endemic
species), as well as the in vitro evaluation of the isolates obtained
as a-glucosidase and hPTP 1B, _y, inhibitors.

https://dx.doi.org/10.1021/acs jnatprod.0c00313
J. Nat Prod. XXXX, XXX, XXX—XXX
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Table 1. NMR Data ("H 700 MHz, APT 175 MHz) of Compounds 1 and 2

l.n,d 2lv
position ¢ type 8y (Jin Hz) HMBC Sc type 6y (J in Hz) HMBC

1 120.7 CH 6.06,d (6.1) 3,5919 10 122.0 CH 6.33,d (6.1) 3,59
2 1240 CH 6.13,ddd (94, 6.1, 3.1) 1,4, 10, 18° 125.1 CH 621,ddd (94, 6.1,3.2) 1,4
3 1192 CH 5.66,dd (9.4, 3.1) 3,4, 10, 18,19, 20° 119.0 CH 5.59, dd (94, 3.1) 1,518
4 46.1 CH 3.95,t(3.1) 1,4,5,6,10, 18, 19° 46.7 CH 3.85,t (3.2)
S 479 C 48.3¢ (o4
6 67.5 CH 3.75, brs 4,810 68.4° CH 3.72, brs
7a 27.1 CH, 2.90, dd (13.4,4.2) 5,6,9,10,17 36.2 CH, 291, dd (143, 4.0) 5,6,8,9,17
7b 241, ddd (134, 5.9, 14) 6,89,17 240, dd (14.3, 1.9) 8,17

447 CH 243,d(59) 6,7,9,10,17,20 73.1 C
9 37.0 C 43.0° C
10 1382 (ef 140.6 C
11a 412 CH, 2.59, dd (14.9,2.0) 8,9,10,13 358 CH, 246, m 8,9, 10, 12,13, 20
11b 1.93, dd (14.9,11.9) 8,910, 12, 13,20 243, m 8,9, 10, 12, 13, 20
12 70.8 CH 549, dd (12.0,2.0) 9,11, 13, 14, 16 71.1 CH 5.52,dd (8.6, 63) 11,13, 14,16
13 1246 (c: 126.7 C
14 108.6 CH 645, dd (1.8, 0.9) 12,13, 15, 16 109.6 CH 6.58,dd (1.9, 09) 13,16
15 1439 CH 742,t(1.7) 13,14, 16 144.5 CH 7.57,t (1.7) 13, 14,16
16 140.0 CH 749, m 13,14, 15 141.0 CH 7.67,dt (1.7, 0.8) 13, 14,15
17 1739 C 173.3¢ C
18 1774 € 177.7 C
19a 75.0 CH, 441,d(9.1) 4,618 75.9 CH, 4.69,d (9.2) 4,6,18
19b 4.04,d(9.1) 4,6,10 4.06,d (9.2) 4,6,10
20 330 CH, 122,s 8,9,10, 11, 17° 27.6 CH, 123,s 8,9,10, 11
OH-6 227,d(24) 5,6
OH-8 482, s 8,9

“CDCl,. "Acetone-dg. J*. “Recorded at 500 MHz for 'H and 125 MHz for *C. 5 deduced from the HMBC spectrum.

B RESULTS AND DISCUSSION

An acetone extract of S. decora showed modest inhibitory
activity when evaluated against APTP1B,_,9 (~80% inhibition
at 50 ppm) and a-glucosidase (~50% inhibition at 100 ppm),
two validated molecular targets in the treatment of TIIDM.
Bioassay-guided fractionation, combined with MS-targeted
isolation directed by molecular networking analysis [Global
Natural Products Social Molecular Networking tool (GNPS)]*
and NMR spectroscopic data, resulted in the isolation of three
new compounds, including two hydroxy-neo-clerodanes (1 and
2) and an acylated 5,10-seco-neo-clerodane (3), along with three
known diterpenoids (4—6), ursolic acid (7), and eupatorin (8).

UPLC-HRESIMS-MS/MS data of 17 primary fractions from
S. decora were structured as a molecular network using the
GNPS tool. This map provided an organized and rapid
examination of the complex structural space of the species.
The molecular network was constructed by considering 11 966
spectra, which were summarized in 1638 nodes. The analysis
produced 163 clusters that contained at least two nodes and
exhibited 817 individual nodes (Figure S17, Supporting
Information). Principal component analysis (PCA) of the
spectra concentrated the fractions into five groups, including
one for neo-clerodanes, one for hydroxy-neo-clerodanes, one for
triterpenoids, one for flavonoids, and one for phenolic
compounds (Figure 1A). Bioactivity assays were used to
prioritize and reduce the number of groups investigated to the
following three categories: one containing potent inhibitors
toward both hlPTP1B, _y, and a-glucosidase (F1—F4 and F17),
one with modest to high activity against a-glucosidase and
hPTP1B,_,4 (F5—F9), and one with modest activity against a-

glucosidase and low to null activity toward hPTP1B,_, (F10—
F12, F14—F16) (Figure 1B and C).

Analysis of the MS profiles of fractions with potent anti-
hPTP1B,_,y and anti-a-glucosidase activity displayed an exact
mass of m/z457.3669 ([M + H]") or m/2439.3567 ([M — H,0
+ HJ") (Figures S1—S3, Supporting Information), correspond-
ing to the molecular formula C;H;30; or C;H,0,,
respectively. These data, in combination with 'H NMR values
(Figure 543, Supporting Information ), indicated the presence of
triterpene-like compounds. In particular, fraction F3 displayed
'H NMR signals attributable to oleanolic and ursolic acid,
permitting the redundancy of reisolation to be avoided.
Furthermore, examination of the LC-MS profiles of fractions
with modest a-glucosidase and hPTP1B, _,,, inhibitory proper-
ties showed masses corresponding to molecular formulas
consistent with diterpenoids. '"H NMR analysis of fractions
F6—F8 revealed the presence of neo-clerodane-like compounds
as the main components, while the 'H NMR data of fractions
F9—F11 suggested the presence of hydroxy-neo-clerodanes as
the major constituents. Motivated by the vast diversity of this
population, both chemically and biologically,l(’ MS and NMR
targeted isolation of the major components in these fractions
was conducted.

Compound 1 was isolated as an optically active white powder
([a]y —287 (c0.14, MeOH)), for which a molecular formula of
C,0H,Og was established based on the HRDARTMS peak at
m/z 357.1329 [M + H]* (caled for CyyHyO4 + H, 357.1338),
suggesting 11 degrees of unsaturation. The IR spectrum of
compound 1 exhibited characteristic absorption bands for a y-
lactone, a d-lactone, and a hydroxy group at 1765, 1701, and
3440 cm™!, respectively, along with a furan ring (1504 and 873
em™'). The *C NMR spectrum (Table 1 and Figure S20,
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Figure 2. (A) Selected NOESY correlations of compound 1. (B) Comparison between the experimental (black line) and calculated ECD spectra for
enantiomers (4R,55,6R,85,95,12R)-1 (red dashed line) and (4S,5R,68,8R,9R,125)-1 (blue dashed line). Experimental ECD spectrum for 2 (green

line).

Supporting Information) showed resonances for 20 carbons,
grouped according to the HSQC experiment (Figure S22,
Supporting Information ), into one methyl, three methylenes, 10
methines, and four nonprotonated carbons, including two
carbonyls and two quaternary carbons. The 'H and *C NMR
data (Table 1, Figures S19 and S20, Supporting Information)
confirmed the presence of a furan ring [5c 108.6 (C-14), 143.9
(C-15), 140.0 (C-16); 8y, 6.45 (1H, dd, ] = 1.8, 0.9 Hz, H-14),
742 (1H, t, ] = 1.7 Hz, H-15), and 7.49 (1H, m, H-16)].

The 'H NMR spectrum of 1 showed an AB system at 5y; 4.41
and 4.04 (J = 9.1 Hz), assigned to the oxymethylene at C-19.
Other relevant signals were those due to an ABX system where
the X part was observed at 85 5.49 (dd, ] = 12.0, 2.0 Hz), the B
part at 8y 2.59 (dd, J = 14.9, 2.0 Hz), and the A part at 5y 1.93
(dd, J = 14.9, 11.9 Hz). Moreover, the 1D NMR spectrum
(Table 1) showed resonances for one oxymethine at 5-/Jy
67.5/3.75, which was assigned to CH-6 and accordingly must be
P-axially oriented to explain the deshielding effect on H-4, which
appeared as a triplet at dy 3.95 (1H, ] = 3.1 Hz). The OH-6
signal was observed as a doublet at 5y 2.27 (d, ] = 2.4 Hz).
Additionally, the COSY experiment (Figure S21, Supporting
Information) showed a spin system between H-4 and the signals
at 5y 6.06 (d, ] = 6.1 Hz), 6.13 (ddd, ] = 9.4, 6.1, 3.1 Hz), and
5.66 (dd, ] = 9.4, 3.1 Hz), which were ascribed to H-1, H-2, and
H-3, respectively. Detailed analysis of the HMBC spectrum
(Figure 23, Supporting Information), especially the three-bond
correlations of H-3 with the carbonyl group at 5 177.4 (C-18),
the cross-peak between H-12 and carbons C-13 and C-16 (5
124.6 and 140.0, respectively), the correlation of H;-20 with C-
8,C-10,and C-11 (5 44.7,138.2,and 41.2), and the connection
of H,-7 (4, 2.90,dd, ] = 13.4, 42 Hzand 2.41, ddd, ] = 134, 5.9,
1.4 Hz) with the carbonyl at C-17 (5 173.9), confirmed the
structure of 1 as depicted.

The relative configuration of 1 was established by considering
an a-orientation of CH;-20 and correlations observed in the
NOESY spectrum (Figure 2A). Interactions among H;-20, H,-
19, and H,-11 indicated that these are all on the same face of the
molecule. The cross-peak of H-8 with H;-20 suggested the
presence of a cis-fused d-lactone.

In order to establish the absolute configuration of compound
1, TD-DFT calculations were performed for the 4§, SR, 68, 8R,
9R, 12§ diastereoisomer and its enantiomer. The experimental
ECD spectra for 1 displayed a negative Cotton effect at 262 nm
and was in good agreement with the calculated data for the 4R,
58, 6R, 8S, 9S, 12R diastereoisomer (Figure 2B). Fortunately, a
crystal suitable for single-crystal X-ray diffraction (Figure 3) was
obtained and confirmed the absolute configuration of 1.
Therefore, compound 1 was assigned as 1-dehydro-64-

Figure 3. ORTEP drawing for compound 1 (two independent
molecules). Ellipsoids are shown at the 30% probability level.

hydroxysalviarin, based on its similarity with 6f3-hydroxysalviar-
in, a compound isolated previously from Salvia rhyacophila.”’

Compound 2 was isolated as a glassy yellow solid. Its chemical
structure was determined mainly by 1D and 2D NMR
spectroscopic data analysis. The molecular formula of
compound 2 was established as C,;H,,O; on the basis of its
HRESIMS spectrum, which displayed a peak at m/z 373.1279
[M+H]* (caled for CyHy,O; + H, 373.1282). The 'H and APT
NMR spectra for compound 2 (Table 1, Figures S25 and S26,
Supporting Information) were almost identical to those
recorded for 1 and related analogues previously isolated from
Mexican Salvia species.”*”’ The most evident difference found
was the deshielding of C-8, which shifted from 44.7 ppm in 1 to
73.1 ppmin 2 and is attributed to an oxygenated function at this
position. The absolute configuration of 2 was established as 4R,
SS, 6R, 8R, 9R, 12R, by comparison of its experimental ECD
curve with that of 1 (Figure 1) and based on the NOESY
correlation observed between OH-8 and H;-20 (Figure S30,
Supporting Information). Interestingly, the chemical shift for
OH-8 (8 5.92 ppm) when recorded in DMSO-d; was in
agreement with the empiric rules established by Bautista and co-
workers, which describe important 'H NMR features for
assigning the absolute configuration at C-4, C-8, and C-10 in
hydroxy-neo-clerodanes that bear a tertiary alcohol at these
positions.” Even when quaternary carbons were not visible in
the APT spectra (Figure S26, Supporting Information), their
presence was evident in the HMBC experiment (Figure S29,
Supporting Information). Consequently, compound 2 was
assigned as 1-dehydro-6/,8a-dihydroxysalviarin.

Compound 3 displayed a [M + H]* molecular ion at m/z
399.1436, as determined by HRESIMS, consistent with the
molecular formula, C,,H,,0, The IR spectrum revealed
absorption bands at 1739, 1709, 1518, and 875 cm™" ascribed
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to a y-lactone, a J-lactone, an acetate, and a furan ring,
respectively. The NMR data of compound 3 (Table 2) exhibited

Table 2. NMR Data ("H 700 MHz, APT 175 MHz, CDCL,) of
Compound 3

position e type Sy (J in Hz) HMBC
1 1307  CH  629,ddd (168,59,1.7)  2,3,9,10
2 131.5 CH 6.53,ddd (112,59,1.6) 1,4,5,10
3 1213 CH 6.13, dquin (112, 1.4) 1,518
4 1248 C
S 1598 C
6a 34.1 CH, 2.88,dd (154,7.1) 4,57
6b 2.74,d (15.1) 4,578
7 725 CH  505,dt(7.2,13) 56,8917
8 587 CH 2.88,d (17) 6,7,9,10,20,1
9 388 C
10 1356 CH  597,dd (170, 1.6) 2,9,20
11a 414 CH, 221,dd (145,3.7) 8,9,10,12,13,20
11b 208, dd (14.5, 12.3) 8,9, 10, 12, 13,20
12 712 CH  5.67,dd(123,37) 9,13, 14, 16
13 1245 C
14 1084 CH  643,dd (19,09) 12, 13,15, 16
15 144.1 CH 744, t(1.7) 13, 14,16
16 1399  CH  749,dt(17,09) 13, 14,15
17 1684 C
18 1732 C
19a 72.1 CH,  4.69, brd (18.0) 4,5,18
19b 4.64,d (17.7) 4,5,18
20 254 CH, 152 8,9, 10
U 1710  C
2 214 CH; 2155 1

features similar to those reported for salvimicrophyllin A
except for the resonances corresponding to CH,-7, which in
compound 3 appeared as a deshielded doublet of triplets at dy
5.05 (1H,] =7.2,1.3 Hz). Moreover, a sharp methyl singlet at 5,
2.15 in the 'H NMR spectrum (Figure S31, Supporting
Information) and the two extra carbon resonances at 5. 171.0
and 21.4 in the APT NMR spectrum (Figure S32, Supporting
Information), associated with the presence of an acetate group,
indicated that 3 is the acetoxy derivative of salvimicrophyllin
A The structure was assigned unequivocally through the
analysis of the HMBC spectrum (Figure S35, Supporting
Information). The magnitude of its coupling constant and the
cross-peak between H-7, H-8, and H;-20 in the NOESY
experiment (Figure 4A) were used to establish a f}-orientation of

the acetate group. The absolute configuration of compound 3
was established as 78, 8R, 9R, 12R based on the results obtained
from the comparison between the theoretical (for conformers
3a—3d, Figure $44, Supporting Information) and experimental
ECD curves (Figure 4B). Therefore, compound 3 was assigned
as 7f3-acetoxysalvimicrophyllin A.

Sepulturin E (4) has been described previously;*' never-
theless, in this work its absolute configuration (4S, SS, 8R, 9R,
10R, 12R) was determined by single-crystal X-ray diffraction
analysis (Figure 5) [Flack parameter = 0.07(3)].

LW i

-

Figure 5. ORTEP drawing for compound 4. Ellipsoids are shown at the
30% probability level.

Based on preliminary bioactivity results, compounds 1, 3, 4,
and 6—8 were evaluated as hPTP1B, _y, inhibitors, while only
compound 7 was evaluated as an a-glucosidase inhibitor.
Bioassay results for this set of compounds indicated that only
compounds 3 and 7 inhibited hPTPIB,_4p. Interestingly,
compound 3 only inhibits this enzyme by 50% at concentrations
ranging from 380 M to 1 mM, whereas the IC;, value
calculated for 7 was 33.1 uM, in agreement with previously
reported data.” Compound 7 inhibited the hydrolase activity of
yeast a-glucosidase with an ICs, of 7.5 uM, similar to that
described in the literature.*’ Hydroxy-neo-clerodanes have
previously been reported as a-glucosidase inhibitors with IC?(2
values ranging from 113 uM to higher than 5 mM."”
Nevertheless, in this study, the obtained hydroxylated and
nonhydroxylated neo-clerodane-rich fractions did not display
significant activity against this molecular target when evaluated
at 100 ppm.

The affinity of ursolic acid (7) with h"PTP1B,_,, in solution
was measured by intrinsic quenching fluorescence experiments
(Figure 6A). These experiments afford the ability to monitor the
protein’s conformational changes that occur when a ligand binds
to the macromolecule and affects the local environment

B 40-

==+ (7S, 8R, 9R, 12R)-3
--- (7R, 8S, 9S, 125)3
\ —— Experimental for 3

-40-

Wavelength (nm)

Figure 4. (A) Selected NOESY correlations of compound 3. (B) Comparison between the experimental (black line) and calculated ECD spectra for
enantiomers (75,8R,9R,12R)-3 (red dashed line) and (7R,85,95,125)-3 (blue dashed line).
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Figure 6. (A) Fluorescence spectra and titration curves (inset) of lPTP1B,_, (2 #M) with ursolic acid (7, 0—70 uM). Samples were excited at 279
nm, and the emission spectra recorded from 300 to 500 nm. The changes in maximal fluorescence emission were corrected for light scattering and
plotted against the total concentration of ursolic acid (7). The dashed red line in the inset comes from fitting the data to the binding model displayed in
eq 3, to obtain k, = (1/ky). (B) Job continuous variation plot of the 7—hPTP1B, _,;, complex system at a final concentration of 2.0 uM in HEPES pH

6.8.

surrounding the aromanc amino acids (tryptophan, tyrosine, or
phenylalanme) In this experiment, the tryptophan-tyrosine
residues were used as intrinsic fluorophores, and the samples
excited at 279 nm. The results showed that compound 7 binds to
the protein with a k, of 1.3 X 10* M7, displaying less affinity
than that reported for MSI-1436 (trodusquemine), an amino-
sterol that binds to hPTP1B, s with stoichiometry (1:2,
protem—hgand) and affinity constants of 3.3 X 10° and 3.3 X 105

M™'.2* Furthermore, the stoichiometry ratio of the ursolic acid
7= hPTPlBl 400 complex was determined by the continuous
variation method*® (Job plot, Figure 6B), which indicated a 1:1
protein—ligand complex.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. Melting points (uncor-
rected) were determined on a Fisher-Johns apparatus. Optical rotations
were measured on a PerkinElmer 341 polarimeter. The UV spectra
were recorded on a Shimadzu UV 160U spectrophotometer. ECD
spectra were recorded in a JASCO-1500 polarimeter in MeOH or
CH;CN. The IR spectra were obtained on a Bruker Tensor 27
spectrometer. NMR experiments were conducted in CDCl;, DMSO-dg,
CD;O0D, or acetone-dg. NMR instrumentation was a Bruker Ascend III
700 MHz NMR spectrometer equlpged with a cryoprobe, operating at
700 MHz for 'H and 175 MHz for *C and APT, or a Bruker Advance
II 500 NMR spectrometer (‘H $00 MHz, *C 125 MHz). The
chemical shifts are reported in ppm relative to the solvent resonances as
the internal standard. HRESIMS data were obtained using a Thermo
QExactive Plus mass spectrometer (Thermo Fisher, San Jose, CA,
USA), combined with an electrospray ionization source, or a JEOL
AccuTOF JMS-T100LC mass spectrometer (HRDARTMS). MS
analysis of primary fractions was carried out with a Waters Acquity
ultra performance liquid chromatography (UPLC) system (Waters
Corporation) coupled to a Thermo QExactive Plus. The UPLC
separations were performed using an Acquity BEH C;5 column (50 mm
X 2.1 mm, internal diameter, 1.7 y#m) equilibrated at 40 °C and with a
flow rate set at 0.3 mL/min. The mobile phase consisted of a linear
CH;CN—-H,0 (acidified with 0.1% formic acid) gradient starting at
15% CH;CN to 100% CH;CN over 8 min. The mobile phase was held
for another 1.5 min at 100% CH;CN before returning to the starting
conditions. The HPLC separations were performed using a Waters
system (2535 quaternary pump) connected to a 2707 autosampler, a
2998 PDA, and a 2424 ELSD detector. Data acquisition and analysis
were accomplished with the Empower 3 software (Waters). Analytical,
semipreparative, and preparative HPLC were performed on a Gemini-
NX S pm particle size Cy5 or aLuna PEP column (4.6 X 250 mm, 10.0 X
250 mm, and 21.2 X 250 mm for analytical, semipreparative, and
preparative runs, respectively; Phenomenex, Torrance, CA, USA).

Silica gel 230—400 mesh (Macherey-Nagel; Diiren, Germany) was used
for open column chromatography.

Plant Material. Dr. Baldomero Esquivel- Rodng.lez collected Salvia
decorafrom Coyomeapan, Puebla, Mexico (18°19'85" N, 97°3'26” W),
in December 2016. The plant material was identified by Dr. Martha
Martinez-Gordillo, and a voucher specimen (FCME 161789) was
deposited at the Herbarium (FCME) of Facultad de Ciencias, UNAM.

Extraction and Isolation. The aerial and dried parts of S. decora
were extracted following the procedure described by Bautista et al.*'
Briefly, the powdered material (550 g) was extracted via percolation
with Me,;CO (4 L). The filtrate was evaporated to dryness in vacuo, and
the resulting extract partitioned between hexanes (500 mL) and
MeOH-H,0, 4:1 (500 mL X 3). The MeOH—H,O fraction was
concentrated to one-fifth of its volume (300 mL) and extracted with
EtOAc (500 mL X 3) to yield 10.3 g of an organic extract. Then, 9.5 g of
the EtOAc extract was adsorbed onto Celite 545 (Acros Organics) and
fractionated by silica gel open column chromatography (250 g, CV =
500 mL), eluting with mixtures of hexanes—EtOAc (8:2; 2 CV),
hexanes—EtOAc (7:3; 10 CV), hexanes—EtOAc (6:4; 10 CV),
hexanes—EtOAc (1:1; 9 CV), hexanes—EtOAc (3:7; 3 CV), and
EtOAc—Me,CO (1:1; 3 CV). Each fraction was monitored via TLC,
and fractions with similar patterns were combined to give 17 primary
fractions (F1—F17). Eupatorin (8, 50.0 mg), the major constituent in
fraction F8 (739.7 mg), precipitated out and was separated by filtration.
Compound 4 (13.9 mg) spontaneously crystallized from fraction F6.
Approximately 1150 mg of F6 was fractionated by silica gel open
column chromatography (50 g, CV = 100 mL), eluting with mixtures of
CHCI,100% (2 CV), CHCl,—Me,CO (98:2; 3 CV), CHCl;—Me,CO
(96:4; 18 CV), CHCl,—Me,CO (94:6; 4 CV), CHCl,—Me,CO
(90:10; 4 CV), CHCl,—Me,CO (85:15; 6 CV), CHCl,—Me,CO—
MeOH (85:10:5; 4 CV), and CHCl;—Me,CO—MeOH (75:10:15; 2
CV). Each fraction was monitored via TLC, and fractions with similar
patterns were combined to give 14 secondary fractions (F6,—F6,;).
Fraction F65 (62.4 mg) afforded compound 3. Fraction F6; (30.0 mg)
was subjected to preparative reversed-phase chromatography on a Luna
PFP column with a gradient solvent system of CH;CN—H,O (0.1%
formic acid) (40:60 — 45:55) over 30 min ata 21.2 mL/min flow rate,
to afford compound 6 (7.2 mg). Resolution of fraction F6,, (10.0 mg)
by reversed-phase HPLC with an analytical Symmetry column (C,g, 3.5
pm, 4.6 X 75 mm, Waters Corporation) and an isocratic solvent system
of CH;CN—H,0 (0.1% formic acid) (45:55) at a 1.0 mL/min flow rate
afforded clerodermic acid (S, 3.0 mg). Compound 1 (25.0 mg)
precipitated from fraction F9. Resolution of fraction F10 (30.0 mg) by
reversed-phase (C,s) preparative HPLC using a gradient method
starting with 30% CH,CN in acidic water (0.1% formic acid) to 60%
CH,CN over 30 min at 15 mL/min gave compound 2 (5.0 mg).
Fraction F3 was subjected to bentonitic clay open column
chromatography (20 g CV = 30 mL), eluting with mixtures of
CH,Cl, 100% (5 CV), CH,Cl,—~Me,CO (98:2; 5 CV), CH,Cl,—
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Me,CO (95:5; (5 CV), CH,CL—Me,CO (9:1; § CV), and EtOAc
100% (5 CV). Each fraction was monitored via TLC, and fractions with
similar patterns were combined to give five secondary fractions (F3,—
F3;). Fraction F3, afforded 37.8 mg of 7.

1-Dehydro-6f3-hydroxysalviarin (1): colorless crystals; mp 201—
204 °C; [a]f —287 (¢ 0.14, MeOH); UV (MeOH) 4,,,,, (log €) 207.0
(4.09), 263.0 (3.83) nm; IR (KBr) v,,,, 3440, 1765, 1701, 1504, 1452,
1227, 1011, 873, 704, 602 cm™’; 'H and *C NMR, see Table 1;
HRDARTMS m/z [M + HJ" 357.1329 (caled for CyH, O
357.1338).

1-Dehydro-6p3,8a-dihydroxysalviarin (2): colotless crystals; [alfy
—287 (¢ 0.17, MeOH); UV (MeOH) 4,,.(log ) 207.0 (4.03), 263.0
(3.60) nm; IR (film) 1, 3431, 1764, 1712, 1504, 1455, 1228, 1019,
874,731, 601 cm™"; 'H and APT NMR, see Table 1; HRESIMS m/z
373.1279 [M + H]" (caled for CyH,,07 + H, 373.1282).

7p-Acetoxysalvimicrophyllin A (3): colorless oil; [a]3 —287 (¢ 0.25,
MeOH); UV (MeOH) 4,,,, (log &) 205.0 (4.15) nm; IR (KBr) v,,,,
2958,2930, 1739, 1709, 1518, 1159, 875 cm™'; 'H and APT NMR, see
Table 2; HRESIMS m/z 399.1436 [M + H]" (caled for C,,H,,05,
399.1434).

Sepulturin E (4): colorless crystals; mp 250-253 °C (lit. 204—206
°C); [a]l —287 (¢ 0.28, MeOH); 'H and APT NMR data were
essentially the same as reported.””

X-ray Crystallographic Analysis. Crystallographic data for 1 and
4 were collected on a Bruker SMART APEX DUO three-circle
diffractometer, equipped with an Apex II CCD detector, using Cu Ko
radiation (4 = 1.541 78 A, Incoatec IuS microsource) at 100 K. The
crystals were coated with hydrocarbon oil, picked up with a nylon loop,
and mounted in the cold nitrogen stream (100 K) of the diffractometer.
The structures of compounds 1 and 4 were solved by direct methods
(SHELXS-97) and refined by full-matrix least-squares on F%’° using
shelXle GUL"” The hydrogen atoms of the C—H bonds were placed in
idealized positions, whereas the hydrogen atoms from the OH moieties
and water molecule in the cocrystal were localized from the difference in
electron density maps, and their positions refined with U, tied to the
parent atom with a distance restraint of 0.84 A for the O—H bond
(using the DFIX instruction).

The disordered moieties in 4 and the solvent molecules in 1 were
refined using geometry (SAME) and Uj; restraints (SIMU, RIGU), as
implemented in SHELXL. One molecule of acetone in 4 displayed
positional disorder promoted by water incorporated in the crystal
(12.60%). The relationship of occupational disorder was calculated
using a free variable. In the crystal for 1, an acetone and a water
molecule showed occupational disorder, and the occupation was
calculated using a free variable; the ratio was 74:26 acetone—water.

The crystallographic data and refinement details for 1 and 4 are
summarized in Table SI (Supporting Information). The crystallo-
graphic data have been deposited at the Cambridge Crystallographic
Data Center (CCDC) with numbers 1991345 (1) and 1991346 (4).
These data can be obtained free of charge via http://www.ccde.cam.ac.
uk/conts/retrieving /html.

X-ray Crystallographic Analysis of 1. A colorless crystal
(Cra6Hrs4507, M = 409.19, approximate dimensions 0.452 X 0.273
X 0.128 mm) was obtained by slow evaporation of acetone solutions
and used for the X-ray crystallographic analysis. Two independent
molecules of 1, 1.74 molecules of acetone, and 0.26 molecule of water
are present in the asymmetric unit. The integration of the data for one
molecule of 1 using a monoclinic unit cell in the P2, space group yielded
a total of 7010 independent reflections (completeness = 100.0%, R, =
3.03%) in the range of 2.075° < 0 < 70.060°. The final cell constants
were a=12.3816(4) A, b=7.6040(3) A, c =21.7468(7) A, a = 90.00°,
B =101.7694(12)°, 7 = 90.00°, V = 2004.41(12) A>. The final Rindices
[I'>26(1)], R, and wR,, were 0.0353 and 0.1006, respectively. The R
indices (all data) for R, was 0.0356 and 0.1010 for wR,. The goodness of
fit on F* was 1.047, and the absolute configuration of 1 was determined
as 4R, 58, 6R, 88, 9S, 12R by the Flack parameter of 0.01(5). The OH
moieties form discreet H-bonds are described as D39 in terms of graph
sets (Figure 4).

X-ray Crystallographic Analysis of 4. A colorless crystal
(CyHy04 M = 358.37, approximate dimensions 0.185 X 0.154 X

0.153 mm) was used for the X-ray crystallographic analysis. Compound
4 crystallized in an orthorhombic system in the P2,2,2, space group
with five molecules in the asymmetric unit (20 total molecules in the
unit cell), four of which are disordered into two orientations, with ratios
of §7:43, 57:43, 81:19, and 81:19, respectively, for each orientation.
The integration of the data using an orthorhombic unit cell yielded a
total of 16 015 independent reflections (completeness = 99.9%, R, =
3.86%) in the range of 2.146° < 6 < 69.123°. The final cell constants
were a = 9.1387(10) A, b = 24.286(3) A, c=38.773(4) A, a=fi=y =
90.00°, V = 8605.5(16) A®. The final Rindices [I > 25(I)], R, and wR,,
were 0.0583 and 0.1399, respectively. The Rindices (all data) for R, and
wR, were 0.0600 and 0.1413, respectively. The goodness of fit on F* was
1.094. The absolute configuration of 4 was determined as 4S, 5, 8R, 9R,
10R, 12R by the Flack parameter of 0.07(3). The molecules form
discrete H-bonds between O—H and the carboxylate of the pyranone
moiety and are described as D}2 in terms of graph sets (Figure 6).

Molecular Networking Analysis. HRESIMS data were obtained
using a Thermo QExactive Plus mass spectrometer (Thermo Fisher,
San Jose, CA, USA) combined with an ESI source. All data were
converted from .raw files to mzXML file format using Thermo
MSFileReader Software.”* Data were submitted to the GNPS server
(gnps.ucsd.edu), and molecular networking was performed using the
GNPS data analysis workflow with the spectral clustering algorithm.*®
Altogether, six matched peaks were chosen for further analysis. The
parameters include fragment ion mass tolerance (0.5 Da), precursor ion
mass tolerance (2.0 Da), and a minimum cluster size of two. The
network was visualized using Cytoscape 3.6.1 (Figure S17, Supporting
Information)."

a-Glucosidase Inhibition Assay. The extract (1000 ppm),
fractions (1000 ppm), ursolic acid (7), and acarbose (positive control,
30 mM, Sigma-Aldrich) were dissolved in MeOH or phosphate buffer
solution (PBS, 100 mM, pH 7). Aliquots of 0—10 uL of testing
materials (in triplicate) were incubated for 10 min with 5 yL of enzyme
stock solution (1.0 U/mL, Saccharomyces cerevisiae, Sigma-Aldrich) in
PBS. After incubation, 10 uL of the substrate (pNPG, 5 mM, Sigma-
Aldrich) was added and incubated for 20 min at 37 °C, and the
absorbances were determined. All assays were carried out in a final
volume of 100 L. For end point assays, the inhibitory activity was
determined as a percentage in comparison to the blank (MeOH)
according to eq 1.

%aGHY = [1 - M]IOO%

405¢ ( 1)
where % aGHY is the percentage of inhibition, Ay, is the corrected
absorbance of the extract or compound under testing (Ass.end —
Agpsinia)s and Aggs is the absorbance of the blank (Ayps captunk —
Agosinisalblank)- The ICs values were calculated by regression analysis,
using eq 2.

Aol

% Inhibition = —————
(I+1Cg,) (2)
where A, is the maximum inhibition, I is the inhibitor concentration,
ICy, is the concentration required to inhibit activity of the enzyme by
50%, and s is the cooperative degree.

Expression and Purification of hPTP1B;_4g0. Wild-type PTP1B
(KPTP1B,_y, residues 1-400) containing an N-terminal 6XHis-tag
was cloned into the pET28 vector. The plasmid was transformed in
Escherichia coli Rosetta (DE3) pLysS strain using LB medium. Protein
expression was induced using 1 mM IPTG at 20 °C for 16 h.
Purification of hPTP1B,_,, was carried out following the procedure
described by Krishnan et al. and Jiménez-Arreola et al., with some
modifications.”"**** Briefly, cells were resuspended in lysis buffer (50
mM HEPES pH 7.2, 150 mM NaCl, 10 mM imidazole, and 2 mM
TCEP) and lysed using sonication in an ice bath (4 °C). Lysates were
then centrifuged and purified using affinity chromatography by gravity
(1 mL/min) with 50 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 300 mM
imidazole, and 1.5 mM DTT. Buffer solution was exchanged using 50
mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, and 1.5 mM DTT. The protein was
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used immediately or stored at —20 °C in 50 mM HEPES pH 7.4, 100
mM NaCl, 2 mM DTT, and 4% glycerol.“‘“‘ 32

hPTP1B,_440 Inhibition Assay. The extract (500 ppm), fractions
(500 ppm), and isolated compounds, including ursolic acid (7, positive
control, 600 #M), were dissolved in DMSO. Aliquots of 0—10 yL of test
materials (in triplicate) were incubated for 10 min with S uL of enzyme
stock solution (3 M) in S0 mM HEPES pH 6.8, 100 mM NaCl, and
1.5mMDTT. After incubation, 10 L of the substrate (p-NPP 30 mM,
Sigma-Aldrich) was added and incubated for 20 min at 37 °C; then the
absorbances were determined. All assays were performed in a final
volume of 100 uL. For end point assays, the inhibitory activity was
determined as a percentage in comparison to the blank (DMSO)
according to eq 1. The ICy, values were calculated by regression analysis
using eq 2.

Steady-State Quenching Fluorescence Experiments. All
measurements were carried out with an Agilent Cary Edlipse
spectrometer with continuous stirring at 25 °C. hPTPIB,_,y, (2 uM)
wasincubated in buffer (50 mM HEPES pH 6.8, 100 mM NaCl, and 1.5
mM DTT). The excitation wavelength was 279 nm, and emission
wavelengths were recorded from 300—500 nm. The saturation degree
of hPTP1B, 4, with ursolic acid (7) was calculated by changes in
fluorescence according to (Fy — F) /(F, — F.), where F is the measured
fluorescence and F, and F, are the fluorescence in the absence of the
ligand and the fully saturated protein, respectively. The value of the k,
for the 7—hPTP1B, 4 complex was calculated by analyzing the
changes in fluorescence according to eq 3.

E-F _
E-E
[P}, + [L], + kg — \/(IP], + [L], + k;)* — 4[PL[L],

2[P]; (3)

where [P], and [L], are the total protein and ligand concentration,
respectively, and kg = (1/k,) is the dissociation constant.**

Stoichiometry of the Complex Ursolic Acid (7)—hPTP1B;_40.
The stoichiometry of the complex 7—hPTP1B,_, was established by
the continuous variation method. In this experiment, the sample (final
concentration 2 M) was excited at 279 nm, and the emission spectra
were recorded from 300 to 500 nm. Plots of (Fy, — F)/(Fy — F)xpreis
against yprpp resulted in a typical Job plot, and the intersection of the
resulting lines indicated the stoichiometry ratio.

Computational Details. 3D models for compounds 1 and 3 were
built and geometry optimized using Spartan’10 with a semiempirical
method (PM3). Conformational analysis was carried out by means of
the same software and force field. The resulting conformers were
filtered and checked for redundancy. All conformers within 10 kcal /mol
were minimized using a DFT force field at the BALYP/DGDZVP level
of theory, employing Gaussian 09. The conformers were optimized, and
thermochemical properties, IR, and vibrational analyses were obtained
at the same level of theory. The TD-SCF with the default solvent model
was used to perform the ECD calculations of the major conformers, in
MeOH solution and using a BBLYP/DGDZVP or B3LYP/6-31G*(d)
force field. The calculated excitation energy (nm) and rotatory strength
(R) in dipole velocity (R,,) form was simulated into an ECD curve
using eq 4 as implemented in the SpecDis software,*”*’ where E; and R,
are the transition energy and rotatory strength of the kth electronic
transition, respectively, and o is the exponential half-width.

=2
O]

All calculations were performed on the HP Cluster Platform 3000SL
“Miztli”, a parallel supercomputer with a Linux operating system,
containing 25 312 cores and a total of 15 000 GB of RAM.

1 1

Ae(A)) = ———M—M— X —— E,R,e
@ 2296 x 107~ oum Zk: o0
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