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1 INTRODUCCIÓN 

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabólico que se caracteriza por la presencia de niveles 

elevados de glucosa en sangre. Al año 2021 era padecida por aproximadamente 537 millones de 

personas en el mundo, 90% de las cuales cursan la diabetes mellitus tipo II (DMTII). Las personas 

con DMTII son resistentes al efecto de la insulina, hormona de origen pancreático clave para el 

transporte de la glucosa desde la sangre al interior de las células del cuerpo. La creciente incidencia 

de esta enfermedad está influenciada por la urbanización, un nivel socioeconómico bajo, hábitos 

alimenticios poco saludables y un estilo de vida sedentario; se ha calculado que para el 2045 alrededor 

de 783 millones de personas se verán afectadas.1,2 Dado el creciente problema de salud pública que 

representa, la búsqueda y el desarrollo de nuevos tratamientos para la DMTII ha cobrado gran 

relevancia, al mismo tiempo, estas investigaciones se conducen con blancos moleculares diferentes a 

los conocidos, de entre los que destaca la proteína tirosina fosfatasa 1B (PTP1B). 

La PTP1B, se ha convertido en un blanco molecular relevante debido a que la desregulación de esta 

enzima se vincula con diversas patologías como la obesidad, el cáncer, disfunciones autoinmunes y 

la diabetes.3  En el caso de la DMTII, esta proteína actúa como regulador negativo de la vía de 

señalización de la insulina.4 Hasta ahora se ha reportado una gran variedad de compuestos que fungen 

como inhibidores, de los cuales únicamente ocho han pasado a fases clínicas, desafortunadamente, la 

mayoría han sido descontinuados debido a su falta de especificidad, ya que tienden a inhibir otros 

tipos de fosfatasas; eficacia insuficiente y al desarrollo de diversos efectos secundarios que 

desencadenaron. Dado que los compuestos se evaluaron con diversos modelos truncos de la proteína,5 

su comportamiento fue distinto frente al modelo de cadena completa.6 

La búsqueda de inhibidores de la PTP1B se ha orientado al aprovechamiento de metabolitos 

secundarios y derivados semisintéticos. No obstante, los metabolitos secundarios destacan como una 

fuente valiosa debido a su mejor biocompatibilidad y gran diversidad estructural, lo que también 

brinda ideas para la síntesis y el diseño de fármacos novedosos.7 Dentro de los metabolitos 

secundarios, los de origen fúngico se distinguen por su abanico de aplicaciones en la industria 

alimentaria, agroquímica y farmacéutica, siendo en esta última útiles para el tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares, el cáncer y la diabetes.8,9 En 1981, el interés por los metabolitos 

fúngicos provenientes de ambientes marinos tomó interés a causa del aislamiento del antibiótico 

siccayna, dando paso al descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos provenientes 

principalmente de ambientes acuáticos, entre los que sobresalen los manglares.10 La mayoría de los 
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reportes sobre moléculas de especies presentes en los manglares corresponden a los ubicados en Asia, 

de manera que a nivel mundial son poco explorados y si hablamos específicamente de la microbiota 

en estas zonas intermareales, México estaría desaprovechando la presente en las 905,086 hectáreas 

con que cuenta. 10,11 

Dentro del grupo de investigación, en el año 2021 se inició un estudio sistemático de bioprospección, 

para la búsqueda de inhibidores de la PTP1B a partir de hongos asociados a manglares en México. 

Entre los hallazgos, el hongo denominado IQ-064 identificado como Nigrospora sp. destacó por su 

elevada actividad inhibitoria de la proteína tirosina fosfatasa humana de cadena completa (hPTP1B1-

400). El presente trabajo aborda el estudio químico de su extracto a fin de aislar y determinar la 

estructura química los compuestos responsables de la bioactividad y contribuir de esta forma al 

desarrollo de tratamientos para la DMTII, al mismo tiempo que se continúa con el aprovechamiento 

de la diversidad fúngica de los manglares del país.  
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2 ANTECEDENTES 

2.1 Diabetes mellitus 

La DM es un desorden metabólico que se caracteriza por la presencia de niveles elevados de glucosa 

en sangre, que puede ser ocasionado por una alteración en la secreción de insulina, resistencia a las 

acciones de la horma o ambas, y aumento de la producción de glucosa hepática.1,12 La insulina es una 

hormona producida por las células β pancreáticas que se encarga de regular la captación, utilización 

y almacenamiento de nutrientes celulares; aumenta la absorción de glucosa de la sangre, 

principalmente en el músculo y tejido adiposo, en donde promueve su conversión a glucógeno y 

triglicéridos. Además, en el hígado inhibe la gluconeogénesis, la glucogenólisis y la cetogénesis, y 

promueve la síntesis de proteínas principalmente en el músculo.13 

La DM es padecida por más de medio billón de personas en el mundo1, disminuyendo la calidad y 

esperanza de vida de los individuos que la padecen. Se estima que este padecimiento afectará a 643 

millones de personas para el año 2030 y 783 millones para el 2045 según la Federación Internacional 

de la Diabetes (IDF por sus siglas en inglés).1 Esta epidemia sigue en aumento debido a diversos 

motivos como la urbanización, nivel socioeconómico, hábitos alimenticios poco saludables y un estilo 

de vida sedentario.2 

La DM se puede clasificar principalmente en tres tipos, según la presentación clínica y la causa, como 

diabetes tipo I (DMTI), DMTII y diabetes gestacional (DG).12 La DMTI es causada por un proceso 

autoinmune, en el cual el sistema inmune ataca a la insulina1 impidiendo que dicha hormona actúe en 

el cuerpo, se presenta con mayor frecuencia en niños y adultos jóvenes y representa del 5 a 10 % de 

las personas diagnosticadas con DM.12 La DMTII representa aproximadamente el 90% de las personas 

diagnosticadas con este trastorno, este tipo de diabetes se asocia con la resistencia a la insulina, que 

gradualmente provoca que el organismo disminuya la producción de la hormona; este padecimiento 

se observa principalmente en adultos mayores de 45 años, aunque comienza a ser más frecuente en 

niños, adolescentes y adultos jóvenes.1,12 Por otro lado, la DG es un tipo de diabetes que se presenta 

durante el embarazo1, generalmente durante los últimos dos trimestres y se espera no persista posterior 

al parto, este padecimiento hace más susceptibles tanto a la madre como al hijo a desarrollar DMTII.12  
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2.1.1 Diabetes mellitus tipo II 

La DMTII es una enfermedad crónica que se caracteriza por la alteración del metabolismo de 

carbohidratos principalmente, resultado de la secreción insuficiente de la insulina, uso ineficaz de la 

insulina o una combinación de ambas.14 La resistencia a la insulina causa que las células β pancreáticas 

secreten más insulina, generando al agotamiento de estas células y dando lugar a la hiperglucemia 

sostenida y a la DMTII.13 

A nivel global 1 de cada 11 adultos padecen DMTII, pero se ha observado un incremento en niños y 

adolescentes, volviéndolo un asunto de interés de salud pública a nivel mundial.2 Según los datos 

reportados por la International Diabetes Federation IDF en su décima edición, 14.1 millones de 

personas en México presentaron DM, convirtiéndose en uno de los países con más incidencia (Figura 

1), aunque se calcula que aproximadamente 6.7 millones de esos individuos no han sido 

diagnósticados.1 Se estima que para el 2045 este número ascienda a 21.2 millones de personas.1 

En México, este padecimiento se presenta principalmente en los estratos más bajos en cuanto a 

escolaridad y nivel socioeconómico, según los resultados obtenidos por la Encuesta Nacional de Salud 

y Nutrición (ENSANUT) en 2022. Los casos de prediabetes en el territorio nacional fueron de 22.1% 

en 2022, de los cuales 32.8% son adultos mayores de 60 años, y se estima que del 5 al 10% de personas 

diagnosticadas con prediabetes desarrollan diabetes cada año.15 El Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía (INEGI) reportó que en el periodo de enero a junio del 2022 la segunda causa de muerte 

fue la DM con 59,996 defunciones, de las cuales 30,118 correspondieron a hombres y 29,877 fueron 

mujeres.16 

Para controlar este padecimiento se deben realizar cambios en la alimentación, es decir, llevar una 

dieta saludable acompañada de actividad física, así como el uso de medicamentos antidiabéticos. Para 

tratar este problema se utiliza principalmente insulina, aunque existen otros tratamientos que se basan 

en la reducción de la resistencia a la insulina, la reducción de la producción de glucosa hepática, la 

mejora de la secreción endógena de insulina y la limitación de la reabsorción de glucosa. Actualmente 

existen diversos medicamentos antidiabéticos para tratar la DMTII (Tabla 1), los cuales se pueden 

clasificar por su estructura química como sulfonilureas, meglitinidas, biguanidas, tiazolidinedionas, 

mientras que según su blanco molecular se pueden catalogar como inhibidores de α-glucosidasas, 

inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), agonista del péptido similar al glucagón-1 (GLP-1) 

e inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2).4  
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Tomado y modificado de IDF Diabetes Atlas 10th edición.1 

 

Figura 1. Estimación de la prevalencia de DM ajustada por edad en adultos de 20 a 79 años en 

2021. 

 

Debido a que la mayoría de estos tratamientos tienen efectos secundarios, entre los que destacan la 

hipoglucemia, náuseas, vómito, diarrea, retención de líquidos, aumento de peso, aumento en el riesgo 

de cáncer de vejiga, aumento en el riesgo de ataque cardíaco, infecciones genitales y urinarias, y 

micciones frecuentes, se sigue con la búsqueda de nuevos tratamientos que sean potentes y con 

mejores perfiles farmacológicos, en este sentido, los productos naturales son de interés, ya que pueden 

tener efectos a diferentes niveles, por ejemplo actuar como sensibilizantes a la insulina o 

hipoglucemiantes, al mismo tiempo que son antiinflamatorios, antioxidantes y reductores de 

colesterol.4,17 Dentro de la búsqueda de nuevos tratamientos, se ha implementado el uso de diversos 

blancos moleculares, como la DPP-4, receptor de ácidos grasos libres 1 (FFAR1), receptores 

acoplados a proteínas G (GPCR), fructosacinasa (FK), SGLT2, diacilglicerol acetiltransferasa 

(DGAT), α-glucosidasa, glucógeno fosforilasa (GP), fructosa-1,6-bifosfatasa (FBPasa), receptor de 

glucagón (GCGr), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), glucocinasa (GK) y la PTP1B, la 

mayoría de estos blancos moleculares están involucrados en la gluconeogénesis hepática y secreción 

de insulina, exceptuando la PTP1B la cual actúa como un modulador negativo de la vía de señalización 

de la insulina y la leptina.4,18 
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Tabla 1. Agentes antidiabéticos y su mecanismo de acción. 

Fármaco/Tratamiento Nombre genérico Mecanismo de acción 

Sulfonilureas 

Gliclazida 

Glimepirida 

Gliburida 

Estimula el páncreas para que produzca más 

insulina. 

Meglitinidas 
Nateglinida 

Repaglinida 

Estimula el páncreas para que produzca más 

insulina. 

Biguanidas Metformina Reduce la producción de glucosa por el hígado. 

Tiazolidinedionas 
Pioglitazona 

Rosiglitazona 

Incrementa la sensibilidad a la insulina de las 

células corporales y reduce la producción de 

glucosa por el hígado. 

Inhibidores de α-

glucosidasas 
Acarbosa 

Retarda la absorción de los carbohidratos 

(azúcar) ingeridos. 

Inhibidores de DPP-4 

Linagliptina 

Saxagliptina 

Sitagliptina 

Alogliptina 

Intensifica el efecto de las hormonas intestinales 

(incretinas) implicadas en el control del azúcar 

en sangre. 

Agonistas del GLP-1 

Exenatida 

Liraglutida 

Dulglutida 

Imita el efecto de ciertas hormonas intestinales 

(incretinas) implicadas en el control del azúcar 

en sangre. 

Inhibidores del SGLT2 

Canagliflozina 

Dapagliflozina 

Empagliflozina 

Ayuda a eliminar la glucosa en la orina 

Tomado y modificado de Kerru y colaboradores (2018).4 

 

2.2 Proteína Tirosina Fosfatasa 1B 

Las proteínas tirosina fosfatasas (PTP) son una gran familia de enzimas conformada por más de cien 

PTP, que están involucradas en diversos procesos celulares como crecimiento, diferenciación, 

metabolismo y respuesta inmune. Entre las PTP, se encuentra la PTP1B ubicada en la cara 

citoplasmática del retículo endoplásmico (RE), la cual se ha vuelto un blanco terapéutico de relevancia 

para el tratamiento de la DMTII y la obesidad, ya que actúa como un modulador negativo de la vía de 

señalización de la insulina y la leptina.3,4 

Esta enzima de 50 kDa de peso molecular está conformada de 435 aminoácidos, a nivel estructural se 

le reconocen tres dominios: dominio N-terminal, dominio regulatorio y dominio C-terminal. El 
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dominio N-terminal abarca del aminoácido 1 al 298, encontrándose en ella el sitio catalítico de la 

enzima cuyo residuo de cisteína nucleofílica (Cys215) le da dicha actividad. El dominio regulatorio, 

también conocido como dominio rico en prolina, permite que proteínas que contienen dominios SH3 

interactúen con la enzima. Por último, el dominio C-terminal está compuesto de aminoácidos 

hidrofóbicos (aminoácido 400 a 435), los cuales permiten la unión de la proteína con el RE.5,19 

Todos los miembros que conforman la familia de las PTP catalizan la hidrólisis de residuos de 

fosfotirosina (pTyr) y comparten el sitio catalítico definido por: el loop P o PTP, loop WPD y el loop 

Q. El loop P, el cual consta de 11 residuos de aminoácidos, contiene a la Cys215 importante para la 

actividad catalítica, ya que este se encarga de llevar a cabo el ataque nucleofílico al grupo fosfato de 

la pTyr para iniciar la hidrolisis del sustrato (Figura 2), simultáneamente el residuo de aspartato 

presente en el loop WPD, ayuda a la formación del intermediario de fosfo-cisteína, y a la salida de la 

tirosina desfosforilada; el residuo de glutamina, contenido en el loop Q, coordinado con una molécula 

de H2O, conduce a la formación y liberación de fosfato y a regenerar el residuo de cisteína en loop 

P.20,21 

 

 

Tomado y modificado de Ruddraraju y colaboradores.20 

Figura 2.Mecanismo catalítico de hidrolisis de la PTP. 

 

2.2.1 Papel de la PTP1B en la DMTII 

Actualmente existen tratamientos para la DMTII en el mercado, pero estos presentan diversos efectos 

secundarios, impulsando la búsqueda de nuevos compuestos antidiabéticos dirigidos a diversos 

blancos farmacológicos.4 La desregulación de la actividad de la PTP1B se ha asociado a diversas 

patologías como la obesidad, cáncer, disfunciones autoinmunes y la diabetes, convirtiéndola en un 

blanco farmacológico de interés.3 Esta enzima actúa como un regulador negativo de la señalización 

de la insulina, desfosforila los residuos de pTyr en el receptor de insulina (RI), provocando que la 
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cascada de señalización finalice. La inhibición de la PTP1B se logra mediante la modificación del 

sitio catalítico en la Cys215, al inhibir la enzima, el equilibrio se ve favorecido hacia la fosforilación, 

lo que permite que la cascada de señalización de la insulina se lleve a cabo, iniciando con la 

fosforilación del receptor de la insulina y el sustrato de receptor de la insulina (IRS-1), dejando que 

la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) y la proteína cinasa B (AKT) actúen,19 permitiendo la 

translocación del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) en la superficie celular (Figura 3) y el 

transporte de la glucosa a la célula.7,19 En el caso de la leptina se une a su receptor (RL) promoviendo 

la autofosforilación, seguida de la fosforilación de la Janus quinasa 2 (JAK2), iniciando la cascada de 

señalización, la cual provoca la reducción de la síntesis de ácidos grasos favoreciendo la oxidación, 

3,7 al participar la PTP1B en esta cascada de señalización se ven interrumpidos los procesos descritos. 

 
 

Figura 3. Papel de la PTP1B en la vía de señalización de insulina y leptina. 

 

Debido a relevancia de esta proteína en los procesos de señalización de la insulina y la leptina, la 

PTP1B se ha confirmado como un blanco farmacológico prometedor para el desarrollo de tratamientos 
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alternativos para la DM.3 Estudios en ratones knockout de PTP1B, mostraron una mayor sensibilidad 

a la insulina. Por otra parte, al ser sometidos a una dieta rica en grasa éstos no aumentaban de peso y 

sus niveles de triglicéridos eran bajos.22 También se observó que en cultivos celulares con una 

sobreexpresión de la enzima se disminuye la fosforilación del IR, mientras que en células con bajos 

niveles de PTP1B la señalización de insulina se veía aumentada.23  

2.2.2 Inhibidores de la PTP1B 

Actualmente se han identificado y desarrollado alrededor de 500 inhibidores de la PTP1B, los cuales 

se pueden clasificar en sintéticos, semisintéticos y naturales (Figura 4 y 5), en su mayoría de tipo 

fenólico, terpenoide, alcaloide, ácidos grasos y esteroides, por mencionar algunos núcleos 

estructurales, probados en su mayoría en modelos truncos de la proteína.5,24,25  Como se menciona en 

el apartado 2.2, la PTP1B está conformada por 435 aminoácidos, la mayoría de los estudios realizados 

para la búsqueda de inhibidores de esta proteína se realizan en modelos truncos que abarcan de los 

282, 298 o 321 aminoácidos. Estudios recientes han demostrado que el uso de modelos completos 

(400 o 405 aminoácidos) arroja mayor información sobre las interacciones moleculares y mecanismos 

de inhibición en ensayos in vitro.6,21,26 Por ejemplo, en el caso del ácido ursólico, compuesto 

implementado como inhibidor estándar, se observó que en modelos truncos se comporta como un 

inhibidor competitivo, mientras que en el modelo de cadena completa (400 aminoácidos) se mostró 

como un inhibidor no competitivo27, o como el caso de la trodusquemina o MSI-1436 que funciona 

como un inhibidor más potente en el modelo de cadena completa que en el de 321 aminoácidos, esto 

debido a que el compuesto interactúa en un sitio alostérico presente entre los residuos 367 a 394, 

destacando la importancia de los modelos de cadena completa.28 

En enero de 2023 Lui y colaboradores publicaron el análisis de 327 productos naturales que inhiben 

a la PTP tipo 1.7 Los productos naturales, también conocido como metabolitos secundarios (MS), son 

moléculas con estructuras químicas variadas sintetizadas por plantas, animales marinos, hongos y 

bacterias, los cuales juegan un papel clave en la supervivencia de quienes los producen, estos 

compuestos han tomado un papel relevante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos 

ya que ofrecen mejor biocompatibilidad, debido en gran medida a la diversidad estructural que 

presentan.7,8,29  
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En azul se indican los inhibidores de origen semisintético y en rojo los sintéticos. 
a. Evaluados en modelos de cadena trunca.3 
b. Evaluados en modelo de cadena completa.28 

 

Figura 4. Algunos inhibidores de la PTP1B de origen semisintético y sintético. 
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a Compuestos evaluados en modelos truncos.3 
b Compuestos evaluados en modelos de cadena completa.27,28 

 

 Figura 5. Algunos inhibidores de la PTP1B que son productos naturales. 
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Dentro de estos compuestos algunos han pasado a fases clínicas como el ertiprotafib, la 

trodusquemina, el JTT-551, KQ-791, TTP-814 y DPM-1001, sin embargo, fueron suspendidos en 

dichos ensayos debido a su ineficacia, poca especificidad y efectos secundarios.5 La búsqueda de 

inhibidores de la PTP1B ha presentado diversos desafíos, principalmente la selectividad de los 

compuestos hacia la proteína debido a que el sitio catalítico está altamente conservado en la familia 

de las PTP.22 Debido a la diferencia en el sitio alostérico de las PTP, los inhibidores que apuntan tanto 

al sitio catalítico como al alostérico generalmente muestran una potencia y selectividad mejoradas, lo 

que requiere el descubrimiento de inhibidores bidentados de la unión de PTP1B en ambos sitios.3 

En este sentido, los productos naturales (PN) ofrecen compuestos con mejor compatibilidad debido a 

la diversidad estructural que presentan, por ejemplo, aquellos de origen fúngico.29 En 2017 González 

Medina y colaboradores realizaron un estudio con 223 metabolitos de origen fúngico, observando que 

la diversidad estructural de los PN analizados es mayor que los compuestos presentes en las cinco 

bibliotecas empleadas en el estudio, espacialmente abarcan mayor área del espacio químico en 

comparación a medicamentos aprobados para el tratamiento de cáncer, respaldando a los metabolitos 

secundarios de origen fúngico como una fuente prometedora de nuevos compuestos para el 

descubrimiento de fármacos.30 

2.2.2.1 Inhibidores de la PTP1B de origen fúngico 

En los últimos años se han reportado metabolitos secundarios de origen fúngico como inhibidores de 

la PTP1B, de ellos destacan los hongos de origen marino, endófitos de manglares, entomógenos, de 

suelo y setas.31 Las principales clases de inhibidores reportados se clasifican como terpenos, 

antraquinonas, policétidos y xantonas. Dentro de los 128 MS analizados, los que mostraron mejor 

actividad respecto a otros inhibidores ya conocidos fueron (+)-palotantina, 6-O-metilalaternina, 

asperentina B, fumosorinona A, ácido trivárico, ácido nordivaricático y divarinil divarato31 (Figura 

6), siendo el más prometedor de estos el ácido trivárico, que mostró un efecto sensibilizador a la 

insulina en ensayos in vitro con una PTP1B de 321 aminoácidos e in vivo en ratones.32  

En este proyecto abordamos el estudio químico de una especie de Nigrospora para tal fin, un género 

reconocido como fuente de diversos núcleos estructurales. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/allosteric-site
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/reaction-selectivity


 

13 

 

 
 

En paréntesis se indica la concentración inhibitoria 50 (CI50) en µM. 

Por su origen se distinguen los aislados de hongos antárticos (en azul claro), de aguas profundas (en azul oscuro), 

entomógenos (en verde) y del suelo (en café).33 

 

Figura 6. Algunos metabolitos secundarios de origen fúngico inhibidores de la PTP1B. 
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2.3 Nigrospora sp. 

Nigrospora es un género de hongos ascomicetos; fue descrito por primera vez en 1902 por 

Zimmerman en brotes de Panicum anfibio en Java, Indonesia. Actualmente se han registrado 40 

especies,34,35 se encuentran generalmente como patógenos de plantas, endófitos y saprobios. 

Morfológicamente estos hongos poseen conidióforos micronematosos o semi-macronematosos, 

ramificados, células condiógenas monoblásticas y conidios negros, brillantes y aseptados.32,33 Este 

género de hongos se considera de interés en la búsqueda de metabolitos con posibles aplicaciones 

industriales, por ejemplos, se han encontrado moléculas con actividad herbicida, antibacteriana, 

antifúngica, antiviral y antiinflamatoria, entre otros.36 

2.3.1 Metabolitos representativos del género Nigrospora sp. 

Xu y colaboradores realizaron una revisión de la información química del género disponible hasta el 

año 2022. Dado que el 90% de las investigaciones consultadas fueron publicadas en los últimos quince 

años, es importante reconocer el reciente interés por la composición química de Nigrospora sp. Se 

han descrito 231 metabolitos secundarios, con más de la mitad provenientes de cinco especies: N. 

sphaerica, N. sacchari, N. oryzae, N. aurantiaca y N. cameliae-sinensis. En general, estos metabolitos 

secundarios se clasificaron como policétidos, terpenoides, esteroides, compuestos con nitrógeno y 

ácidos grasos. Entre los metabolitos secundarios aislados, más del 50% (133) corresponden a 

policétidos, en el caso de los terpenoides se registraron un total de 20 compuestos, mientras que para 

los compuestos que contienen nitrógeno, esteroides y ácidos grasos se reportaron 54, 18 y 6 productos 

naturales respectivamente. Respecto a las actividades biológicas que presentan los metabolitos 

sobresale actividad antibacteriana, antifúngica, fitotóxica, antimalárica, antitripanosoma, e inhibición 

enzimática, entre otras.37 Algunos de los metabolitos biológicamente activos se muestran en la Figura 

7.37 
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Figura 7. Metabolitos secundarios provenientes de Nigrospora sp. y su actividad biológica. 
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Por su origen biosintético se distinguen los policétidos (en azul), terpenoides (en rojo), esteroides (en fucsia), 

compuestos con nitrógeno (en verde) y ácidos grasos (en café).37 

* Actividad biológica no reportada. 

 

Figura 7. Metabolitos secundarios provenientes de Nigrospora sp. y su actividad biológica. 

(continuación). 
 

 

Dentro de los metabolitos secundarios de Nigrospora sp. existen algunos que destacan por presentar 

diversas actividades biológicas como el caso de la afidicolina que mostró efectos citotóxicos, 

antivirales y fitotóxicos, así como otros dos compuestos: el nigronaftafenilo y la nigrosporamida A 

que además de su actividad antifúngica, antibacteriana y antiinflamatoria, mostraron inhibir a la α-

glucosidasa, blanco molecular de interés para el tratamiento de la DM, con una CI50 de 6.9 µM y 120.3 

µM respectivamente.37 

2.3.1.1 Nigrosporapironas 

Uno de los grupos de metabolitos secundarios aislado con frecuencia del género son los policétidos, 

con motivos estructurales de tipo furanona, pirona, quinona y derivados monofenílicos, entre otros. 

Las pironas son compuestos heterocíclicos de oxígeno, insaturados, involucrados en diversos procesos 

biológicos como la defensa contra otros organismos o como intermediarios biosintéticos en el caso de 

feromonas, solanapironas, α-quimotripsina, elastasa, cumarinas y análogos.37,38 Dentro de las pironas 

destacan las α-pironas, de las que se han aislado la pestalopirona; fomalactona; solanapirona A, C, E, 

G, N y O; hidroxipestalopirona; alternariol, nigrosporapirona A, B, C y D; entre otros, cuyas 

actividades biológicas reportadas incluyen fitotoxicidad, actividad antifúngica, antibacterial, antiviral, 

antiinflamatoria y citotóxica (Figura 8).37 
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*Molécula originalmente reportada en 1994 por Kawabata y colaboradores. En 1997 Jenkins y colaboradores emplearon 

el nombre de solanapirona E para una estructura diferente, este trabajo considera vigente la mención original.39,40 

Moléculas reportadas por a. Ola, et. al. (2021)41; b. Fukushima, et. al. (1998)42; c. Ichihara, et. al. (1983)43 ; d. Oikawa, 

et. al. (1998) 44; e. Luo, et. al. (2015)45; f. Wu, et. al. (2009)46 ;g. Trisuwan, et. al. (2008)47 ;h.  Trisuwan, et. al. (2009)49. 

Figura 8. α-Pironas aisladas en Nigrospora sp. 
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La primera nigrosporapirona fue reportada en 2008 por Trisuwan y colaboradores, este compuesto se 

aisló de Nigrospora sp. PSU-F5 proveniente de un abanico de mar (Annella sp.) colectado en la Isla 

Similan en Tailandia,47 un año después el mismo grupo de investigación reportó el aislamiento de 

cuatro nuevas nigrosporapironas denominadas A, B, C, D y la conocida solanopirona A, aisladas de 

Nigrospora sp. PSU-F18 obtenida también de Annella sp. Las solanopironas son una familia de 

compuestos estructuralmente relacionados con las nigrosporapironas.48 La nigrosporapirona consiste 

en una α-pirona disustituida, que conjugada con un núcleo de decalina da lugar a la mayoría de los 

derivados de dicha familia, la decalina presenta un grupo hidroxilo en la posición 6 o 7, que la 

diferencia de las solanopironas que carecen del sustituyente.39,48 Respecto a la actividad biológica de 

las nigrosporapironas, se ha determinado la actividad antibacteriana contra los patógenos 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y S. aureus resistente a meticilina de nigrosporapirona A con 

una concentración mínima inhibitoria (MIC) de 128 µg/mL.48 
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3 JUSTIFICACIÓN 

La diabetes mellitus es una enfermedad crónica que se caracteriza por los niveles elevados de glucosa 

en sangre. Es un padecimiento cada vez más frecuente a nivel mundial y particularmente en la 

población de algunos países como México.1 Más del 90% de los individuos diagnosticados padecen 

el tipo II (DMTII), que se caracteriza por un uso ineficiente de la insulina por parte del organismo.1,14 

En tiempos recientes, la Proteína Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B, por sus siglas en inglés) se ha vuelto 

un blanco molecular de interés para el tratamiento de la DMTII,49 ya que actúa como modulador 

negativo en la señalización de la insulina y la leptina; en el primer caso la enzima desfosforila el 

receptor de insulina, provocando que la señalización se inactive y finalice.49 Las investigaciones 

enfocadas en la búsqueda de inhibidores de la PTP1B han conducido al descubrimiento de más de 500 

moléculas,5 pero con frecuencia no resultan selectivas debido a su interacción con una enzima similar, 

la Proteína Tirosina Fosfatasa de Linfocitos T (TCPTP, por sus siglas en inglés), lo que provoca 

diversos efectos adversos.50 La bioprospección de metabolitos secundarios que sean inhibidores de la 

PTP1B puede beneficiarse de la gran diversidad químico estructural de los PNs de origen fúngico.51 

Como antecedentes, ya se han descrito moléculas antidiabéticas de una diversidad de hongos. En 

México, la búsqueda de productos naturales que inhiban a la PTP1B, ha sido un objetivo apremiante 

debido a que México es uno de los países con mayor incidencia de DM con 14.1 millones de personas 

con este padecimiento según la IDF, siendo en la primera mitad de 2022 la segunda causa de muerte 

con 59,996 defunciones.1,16 Por tal razón, se han explorado diversos nichos ecológicos, obteniendo 

buenos resultados con organismos como Penicillium sp.52 y Talaromyces sp.27 

Tomando en cuenta la información anterior y estudios de bioprospección realizados previamente por 

el grupo de investigación de hongos asociados a manglares mexicanos,53 el presente trabajo se enfoca 

en la búsqueda de metabolitos secundarios con actividad inhibitoria contra la hPTP1B1-400 a partir de 

Nisgrospora sp. IQ-064. 
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4 HIPÓTESIS 

Considerando la actividad biológica presentada por el extracto a pequeña escala del hongo IQ-064 en 

estudios de bioprospección sobre inhibidores de la hPTP1B1-400, realizados previamente, es probable 

que su estudio químico conduzca al aislamiento de los metabolitos bioactivos. 

5 OBJETIVO  

5.1 Objetivo general 

Aislar y caracterizar química y biológicamente los metabolitos secundarios responsables de la 

actividad inhibitoria contra la hPTP1B1-400 del extracto proveniente del hongo IQ-064. 

5.2 Objetivos particulares 

• Aislar los metabolitos secundarios que componen el extracto escalado a través de técnicas 

cromatográficas. 

• Caracterizar químicamente los metabolitos aislados de las fracciones bioactivas, 

implementando técnicas espectroscópicas y espectrométricas. 

• Evaluar la actividad inhibitoria de los compuestos a través del ensayo de inhibición in vitro 

contra la hPTP1B1-400. 
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6 MÉTODOS 

El hongo bajo estudio fue identificado en un proyecto de bioprospección de inhibidores de la proteína 

hPTP1B1-400 a partir de hongos asociados a manglares mexicanos, realizado con anterioridad por el 

grupo de investigación. IQ-064 se aisló a partir de la corteza del mangle negro Avicennia germinans 

recolectado de un manglar situado en la isla de “El Ídolo” en la Laguna de Tamiahua, Veracruz, 

México, en el año 2018. A continuación, se describen los detalles experimentales de su estudio 

químico-biológico. 

6.1 Procedimientos generales 

6.1.1 Perfilamiento del extracto por CLAR 

A fin de guiar las separaciones cromatográficas del extracto y sus fracciones se perfiló su composición 

química mediante cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR). Los análisis se llevaron a 

cabo en un cromatógrafo marca Waters®, equipado con un detector de luz ultravioleta (UV) de arreglo 

de fotodiodos (PDA-2998), un detector evaporativo de dispersión de luz (ELSD-2424) y un 

automuestreador (2707). Como fase estacionaria se empleó una columna Phenomenex Gemini® 5 μm 

NX-C18 (250 × 4.6 mm) y como fase móvil un gradiente de polaridad ascendente consistente en la 

mezcla de acetonitrilo (MeCN) grado CLAR y agua acidificada al 0.1% con ácido fórmico a un flujo 

de 1 mL/min, el gradiente inició en 20% de MeCN hasta alcanzar 100 % en 30 minutos, seguido de 

10 minutos de lavado con MeCN. Las muestras se disolvieron en dimetilsulfóxido (DMSO) a 1000 

ppm y se inyectaron 15 μL de la solución por análisis. El espectro de absorción UV se registró de 190 

a 800 nm, mientras que el ELSD se registró con una ganancia de 300, 25 psi de presión de gas 

nitrógeno, 50 ºC de temperatura en el tubo de secado, 35.4 ºC en el nebulizador, que funcionó al 59%. 

6.1.2 Determinación de las constantes espectroscópicas y espectrométricas 

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se obtuvieron en los siguientes equipos: 

Brucker Avance III a 400 MHz (1H) y Bruker AVANCE III HD 700 MHz (1H y 13C) en el laboratorio 

de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto de Química y el Laboratorio Universitario de 

Resonancia Magnética Nuclear (LURMN) respectivamente; Los análisis se registraron en 

dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) o cloroformo deuterado (CDCl3). Como referencia del 

desplazamiento químico (δ) se empleó la señal del disolvente residual. Los espectros de masas se 

obtuvieron mediante análisis directo en tiempo real (DART) en un equipo JEOL modelo The 

AccuTOF JMS-T100LC. Que adquirió en modo positivo y cuyo gas nitrógeno se calentó a 350ºC. 

Tanto la muestra como el estándar de polietilenglicol se disolvieron en diclorometano (DCM).  
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6.1.3 Evaluación in vitro del efecto inhibitorio de las fracciones   

El extracto y las fracciones se sometieron in vitro al ensayo de inhibición de la hPTP1B1-400 según el 

método descrito por Jiménez Arreola,27 la proteína se obtuvo por un método recombinante que incluyó 

su subclonación en un vector, expresión y purificación, como también describen los mismos autores. 

La enzima se empleó a una concentración de 3 µM, como sustrato se usó para-nitrofenilfosfato (p-

NPP) a 30 mM, asímismo, una solución amortiguadora a pH 6.8 de HEPES a 50 mM, 100 µM NaCl, 

1.5 mM ditiotreitol (DTT). Como control positivo se utilizó duclauxina a 1000 ppm en DMSO, 

compuesto conocido por su actividad inhibitoria de la hPTP1B1-400 (CI50 12.7 µM27) y como control 

negativo se empleó la solución amortiguadora. Las muestras se disolvieron a 1000 ppm en DMSO. El 

ensayo se realizó al menos por triplicado en placas de 96 pozos de fondo redondo. Para el ensayo de 

inhibición se tomó una alícuota de 2 o 10 µL de la solución stock de la muestra y se incubó por 10 

min con una alícuota de la solución de hPTP1B1-400, determinada previamente en un ensayo de 

actividad enzimática, ajustándose el volumen final del pozo a 90 µL con solución amortiguadora. En 

seguida, se agregaron 10 µL de la solución del sustrato para completar un volumen de 100 µL por 

pozo. Una primera lectura espectrofotométrica se realizó inmediatamente a 405 nm en el equipo 

Cytation CYT5MFV de la empresa BIOTEK controlado con el software Gen 5, entonces las muestras 

se incubaron a 37 ºC por 20 minutos para finalizar con una nueva lectura de absorción de luz UV. El 

porcentaje de inhibición se cuantificó con la ecuación descrita a continuación: 

% Inhibición=(1-
A405m

A405 b
)×100 

En la cual: %Inhibición corresponde al porcentaje de inhibición de la enzima, 𝐴405𝑚 a la absorbancia 

corregida de la muestra (𝐴405𝑚 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 -𝐴405𝑚 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 ), 𝐴405𝑏 a la absorbancia corregida del blanco 

(𝐴405𝑏 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 -𝐴405𝑏 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙). Los resultados se analizaron con el programa GraphPad Prism 6.0. 

Previo a la realización del ensayo de inhibición se determinó la actividad enzimática de la hPTP1B1-

400. En este experimento se evaluaron distintas alícuotas de la enzima a fin de seleccionar las más baja 

que conduzca en el periodo de incubación a una producción mínima de para-nitrofenol (p-NP) 27. Por 

triplicado alícuotas de la solución enzimática consistentes en 2, 4, 6, 8 y 10 µL, se mezclaron con 10 

µL de la solución del sustrato p-NPP y la cantidad de solución amortiguadora necesaria para completar 

un volumen de 100 μL por pozo. La mezcla se incubó por 20 minutos y se midió su absorbancia a 405 
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nm en el equipo previamente descrito. El volumen de enzima a emplear en el ensayo de inhibición 

correspondía con los valores de absorción 0.5 a 1 unidades de absorbancia. 

6.2 Determinación taxonómica de la especie del hongo IQ-064 

La identificación taxonómica del hongo se realizó previamente en el estudio de bioprospección en 

colaboración con el Dr. Jesús Morales Jiménez del Instituto Potosino de Investigación Científica y 

Tecnológica (IPICYT) en San Luis Potosí. Mediante la secuenciación molecular de la región 

espaciadora interna transcrita (ITS por sus siglas en inglés) del hongo y un análisis de tipo BLAST 

(megablast) con la base de datos del National Center Biotechnology Information (NCBI por sus siglas 

en inglés) se determinó que el aislamiento pertenece al género Nigrospora sp.53 Un reanálisis BLAST 

de la secuencia en agosto 2023 halló un porcentaje de similitud del 99.62 % y un 96.00 % de cobertura 

con Nigrospora sphaerica. 54 

6.3 Estudio químico de IQ-064  

6.3.1 Cultivo a mediana escala y obtención del extracto 

Inicialmente, el hongo IQ-064 se recuperó a partir del resguardo disponible en la colección del 

Laboratorio de Cultivo del Instituto de Química, confirmándose la similitud de su morfología 

macroscópica con lo previamente descrita. En concordancia con lo reportado, un trozo de micelio en 

agar papa dextrosa (APD) se transfirió a 15 mL de caldo papa dextrosa (CPD) y se incubó por siete 

días en agitación (100 rpm) y temperatura ambiente. Con los cultivos en caldo se inocularon siete 

matraces de 250 mL con 12 g de cereal estéril, y se mantuvieron a temperatura ambiente por 28 días 

con ciclos normales de luz-oscuridad. Transcurrido el periodo de incubación, cada cultivo se extrajo 

con 500 mL de una mezcla de DCM-metanol (MeOH) 1:1, dejándolo en agitación por 24 h a 100 rpm. 

La solución de extracción se filtró y posteriormente se le añadió una mezcla de agua y DCM hasta 

obtener un volumen final de 2 L, la mezcla resultante se agitó por 15 minutos y se sometió a un proceso 

de reparto, separándose la fase inferior y llevándola a sequedad. El extracto seco se solubilizó en 300 

mL de una mezcla de MeOH-MeCN 1:1, y se realizó un proceso adicional de reparto con 300 mL de 

hexano, la fase hexánica se descartó y se conservó la de MeOH-MeCN, del secado de esta última se 

obtuvo el extracto de trabajo. 

6.3.2 Fraccionamiento primario del extracto 

Con el fin de aislar los metabolitos presentes en IQ-064, se realizó el fraccionamiento primario de 

780.5 mg de extracto mediante cromatografía rápida (CR) en fase reversa en un equipo BUCHI® 

modelo Pure C-810, mediante un método basado en el perfilamiento por CLAR del extracto. Se 
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empleó una columna empacada con 12 g de gel de sílice modificada C18 como fase estacionaria y 

como fase móvil un gradiente compuesto por agua acidificada al 0.1% de ácido fórmico y MeCN 

grado CLAR a un flujo de 25 mL/min, el gradiente fue de 5% al 100% de MeCN en 25 minutos, 

seguido por 5 min de lavado. La recolección de eluatos se basó en la similitud de su espectro de 

absorción de luz UV adquirido por el equipo en un rango de 200 a 800 nm, resultando en un total de 

seis fracciones (Tabla 2). Todas las fracciones se evaluaron en el ensayo de inhibición frente a 

hPTP1B1-400 y se analizaron por CLAR. 

Tabla 2. Fracciones primarias obtenidas del extracto escalado de IQ-064. 

Fracción Código Rendimiento (mg) 

1 FP1 45.10 

2 FP2 9.50 

3 FP3 24.40 

4 FP4 19.50 

5 FP5 24.60 

6 FP6 18.30 

Total (mg) 140.20 

Recuperado (%) 17.96 

 

6.3.3 Aislamiento de compuestos nigrosporapirona B (1) y nigrosporapirona E (2) 

43.90 mg de la fracción FP1 se separaron por cromatografía semipreparativa en fase reversa en el 

equipo previamente indicado para CLAR en modo analítico más un módulo colector de fracciones 

(WFCIII). Se empleó la columna Phenomenex Gemini® 5 μm NX-C18 (250 × 10 mm) como fase 

estacionaria y como fase móvil un gradiente de MeCN y agua acidificada al 0.1 % con ácido fórmico 

a un flujo de 4.6 mL/min; el gradiente inició con 20 % de MeCN hasta alcanzar 40 % en 25 minutos 

y finalizó con 10 minutos de lavado con MeCN. Las fracciones se colectaron de forma manual con 

base en la absorción de UV registrada a una longitud de onda de 254 nm. La adquisición y procesado 

de los datos se realizó con el software empleado en los análisis por CLAR analítica. Las fracciones 

fueron sometidas al ensayo de inhibición de la hPTP1B1-400. 
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Tabla 3. Fracciones secundarias obtenidas de FP1. 

Fracción Código  Rendimiento 

1 FS1 8.70 

2 FS2 0.90 

3 FS3 1.30 

4 FS4 1.00 

5 FS5 1.60 

6 FS6 0.90 

7 FS7 7.80 

8 FS8 1.40 

9 FS9 9.30 

10 FS10 5.20 

Total (mg) 38.10 

Recuperado (%) 86.79 

Se obtuvieron un total de diez fracciones, de las cuales FS7 y FS9 consistieron en 7.8 mg del 

compuesto nigrosporapirona B (1) y 9.3 mg de nigrosporapirona E (2), respectivamente (Tabla 3). 

Los compuestos presentan el aspecto de una goma transparente y su estructura química fue 

determinada mediante técnicas espectroscópicas (RMN 1H y 13C) y espectrométricas (DART), 

hallándose que el compuesto 1 es nigrosporapirona B48, un compuesto previamente reportado en la 

literatura, mientras que el compuesto 2 se trata de un metabolito secundario novedoso denominado 

nigrosporapirona E. 

Nigrosporapirona B (1). Goma incolora, RMN- 1H (700MHz, DMSO-d6) δH (ppm): 0.92 (3H, d, J= 

6.7 Hz, H-16), 1.14 (1H, qd, J= 12.4, 4.9, H-7), 1.31 ( 2H, t, J= 4.1, H-9), 1.40 ( 2H, m, H-8), 1.81 

(1H, dd, J= 12.5, 3.8, H-7), 1.90 (1H, ddd, J= 10.0, 4.7, H-5), 2.14 (1H, m, H-10), 2.43 (2H, d, J= 7.8, 

H-1, H-2), 3.31 (1H, H-6), 3.49 (2H, q, J= 5.5, H-18), 3.57 (2H, q, J= 5.2, H-19), 4.61 (1H, d, J= 5.4, 

6-OH), 4.98 (1H, t, J= 5.1, 19-OH), 5.53 (1H, d, J= 10.1, H-3), 5.99 (1H, dd, J= 9.6, 3.9, H-4), 6.59 

(1H, s, H-12), 9.78 (1H, s, H-17), 10.54 (1H, t, J= 5.7, NH); RMN- 13C (700 MHz, DMSO-d6) δC 

(ppm): 19.4 (C-8), 19.8 (C-16), 27.7 (C-9), 34.1 (C-2), 35.8 (C-7), 36.1 (C-10), 44.0 (C-5), 45.0 (C-

18), 46.9 (C-1), 59.4 (C-19), 71.5 (C-6), 159.7 (C-13), 93.8 (C-14), 97.1 (C-12), 130.1 (C-4), 131.0 

(C-3), 170.0 (C-15), 163.3 (C-11), 189.4 (C-17). Espectrometría de masas de alta resolución DART 

m/z: 348.18154 [M+H]+, calculado para C19H26NO5 (error de 1.28 ppm). 
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Nigrosporapirona E (2). Goma incolora, RMN- 1H (700MHz, DMSO-d6) δH (ppm): 0.92 (3H, d, J= 

6.9 Hz, H-16), 1.13(1H, qd, J=12.5, 3.6, H-7), 1.32 ( 2H, m, H-8, H-9), 1.43 ( 1H, m, H-8), 1.80 (1H, 

m, H-7), 1.90 (1H, ddd, J= 10.0, 5.0, H-5), 2.11 (1H, dq, J=11.6, 4.8, H-10), 2.34 (1H, dd, J= 11.7, 

10.0, H-1), 2.39 (1H, m, H-2), 3.34 (1H, H-6), 4.58 (1H, d, J= 5.5, 6-OH), 5.52 (1H, dt, J= 10.1, 1.7, 

H-3), 5.98 (1H, ddd, J= 10.1, 5.0, 2.5, H-4), 6.06 (1H, s, H-12), 8.69 (1H, d, J= 3.0, NH2), 9.44 (1H, 

d, J= 2.8, NH2), 9.81 (1H, s, H-17); RMN- 13C (700 MHz, DMSO-d6) δC (ppm): 19.6 (C-8), 19.8 (C-

16), 27.6 (C-9), 34.0 (C-2), 35.7 (C-7), 36.0 (C-10), 43.9 (C-5), 46.5 (C-1), 71.3 (C-6), 94.0 (C-14), 

100.5 (C-12), 130.0 (C-4), 130.8 (C-3), 163.4 (C-11), 168.8 (C-15), 160.1 (C-13), 189.4 (C-17). 

Espectrometría de masas de alta resolución DART m/z: 304.15580 [M+H]+, calculado para 

C17H22NO4 (error de 3.02 ppm). 

6.4 Desreplicación de fracciones bioactivas 

Las fracciones secundarias bioactivas que no pudieron ser estudiadas, se analizaron por cromatografía 

líquidos de alta resolución acoplada a un espectrómetro de masas de alta resolución, con ionización 

por electronebulización y los analizadores cuádruplo simple y tiempo de vuelo en tándem, y un 

detector de absorción de luz ultravioleta y visible por arreglo de fotodiodos (CLAR-PDA-ESI-HRMS-

QTOF, por sus siglas en inglés); marca Agilent Technologies, modelo G6530BA®. Las muestras 

fueron disueltas en DMSO a una concentración de 1000 ppm, para su posterior separación 

cromatográfica en una columna Phenomenex Gemini® 3 μm NX-C18 (2 × 75 mm), con un gradiente 

de polaridad ascendente como fase móvil consistente en la mezcla de agua acidificada al 1% con ácido 

fórmico y MeCN, el gradiente comenzó en 20 % de MeCN hasta alcanzar a 40 % en 25 min, seguido 

de 10 min de lavado con MeCN. La fuente de ionización por electronebulización funcionó en modo 

positivo, empleando como gas auxiliar y envolvente nitrógeno a 275 °C y 300 °C, respectivamente. 

El voltaje del capilar fue 4.5 kV y el de la boquilla 1 kV. Los espectros se adquirieron con el analizador 

en modo de barrido completo empleando un intervalo m/z 100 a 2500, y para el análisis en tándem se 

seleccionaron los dos precursores más abundantes por ciclo y se fragmentaron mediante disociación 

activada por colisión a una energía normalizada de 30 eV. El detector PDA registró las absorbancias 

a 220, 254 y 320 nm. Las adquisiciones se hicieron en el Laboratorio Nacional de Ciencias para la 

Investigación y Conservación del Patrimonio Cultural en el Instituto de Química (LANCIC). Los 

espectros se procesaron con el programa MSConvert de ProteoWizard55 para anotar los picos 

mediante el algoritmo Vendor y transformar los archivos a extensión mzML, para las anotaciones se 

empleó DEREPLICATOR+56, una herramienta in silico y disponible en línea que forma parte del 

paquete de la Red Molecular Social Mundial de Productos Naturales (GNPS57 por sus siglas en inglés) 
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esta facilita la identificación presuntiva de productos naturales por el comparativo de la información 

espectrométrica con una variedad de librerías de espectros de masas de alta resolución, entre los que 

se incluyen metabolitos de origen fúngico. La anotación se basó en la coincidencia de la masa 

molecular exacta del ion molecular y al menos seis iones fragmento, con hasta una desviación de 0.02 

Da, tras el análisis en tándem, únicamente resultaron de interés las coincidencias con información de 

referencia denominada “oro” según el curado de los datos que mantiene GNPS. 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Este proyecto da continuación a un estudio de bioprospección sobre hongos asociados a manglares en 

México, capaces de inhibir a la proteína hPTP1B1-400 y a partir de cuyos resultados se seleccionó el 

hongo IQ-064, Nigrospora sp. El estudio químico de la especie usando métodos cromatográficos 

convencionales condujo al aislamiento de dos constituyentes mayoritarios: nigrosporapirona B (1) y 

nigrosporapirona E (2). Sin embargo, dado que estos compuestos no son los responsables de la 

actividad inhibitoria de la proteína hPTP1B1-400, se recomienda dar continuidad a su estudio.  

7.1 Estudio químico  

Del cultivo en mediana escala del hongo se obtuvieron 780.5 mg de extracto y a fin de realizar su 

fraccionamiento químico biodirigido se corroboró su actividad inhibitoria de la enzima hPTP1B1-400. 

El extracto inhibió la actividad de la enzima en un 84.6 ± 3.27 % a una concentración de 20 ppm.53 A 

continuación, basados en el perfilamiento del extracto por CLAR y la optimización del gradiente de 

elusión, a fin de mejorar la separación de las señales de absorción UV, se realizó su fraccionamiento 

por CR. Se obtuvieron seis fracciones primarias cuya actividad inhibitoria de la proteína se resumen 

en la Tabla 4, desafortunadamente, únicamente la fracción FP1 fue bioactiva y en menor medida 

respecto al extracto. 

Tabla 4. Actividad inhibitoria de las fracciones primarias. 

Fracción %Inhibición 

FP1 35.2±5.5 

FP2 NPa 

FP3 NPa 

FP4 NPa 

FP5 NPa 

FP6 NPa 

Duclauxinab 68.8±6.0 
a No presentó actividad inhibitoria contra la hPTP1B1-400. 
b Control positivo evaluado a 20 ppm. 

Fracciones evaluadas a 20 ppm. 

El perfilamiento de las fracciones primarias por CLAR se resumen en la Figura 9; por poseer el mayor 

conteo de unidades de absorción de luz UV a 254 nm destacan las señales a 9.6, 10.5, 11.8, min. de 

FP1. La fracción FP1 (45.10 mg) se seleccionó para llevar a cabo el aislamiento de sus componentes 

mayoritarios, la purificación se realizó por cromatografía de líquidos semipreparativa con un gradiente 

de elusión en fase reversa optimizado. 
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Figura 9. Cromatograma por CLAR de las fracciones primarias FP1 a 6, a una longitud de onda 

de 254 nm y un gradiente del 20 al 100 % de MeCN. 

 

7.1.1 Aislamiento de los compuestos 1 y 2 

De la fracción FP1 se obtuvieron un total de 10 fracciones secundarias; por la intensidad de sus señales 

de absorción de luz UV fueron importantes dos, con un tiempo de retención de 11.5-12.2 y 14.5-16.1 

min. (Figura 10), que corresponden a las fracciones FS7 y FS9. La determinación de la actividad 

biológica de las fracciones secundarias (Tabla 5) indica que esta se distribuye a lo largo de todas las 

subfracciones, excepto por FS7 y FS9. 
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Tabla 5. Fracciones secundarias obtenidas de la separación de FP1. 

Fracción %Inhibición 

FS1 68.47±2.88 

FS2 84.85±2.27 

FS3 75.16±0.77 

FS4 84.69±1.58 

FS5 86.20±0.57 

FS6 75.13±2.26 

FS7 NPa 

FS8 85.13±1.09 

FS9 NPa 

FS10 89.81±1.66 

Duclauxinab 90.21±0.63 
a No presentó actividad inhibitoria contra hPTP1B1-400. 
b Control positivo evaluado a 100 ppm. 

Fracciones evaluadas a 100 ppm. 

 

  

 
Figura 10. Cromatograma por CLAR de la fracción FP1 a una longitud de onda de 254 nm y un 

gradiente del 20 al 40 % de MeCN. 
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Es importante mencionar que a partir de las fracciones secundarias bioactivas no fue posible continuar 

con el estudio químico dada la pobre disponibilidad de estas, los compuestos potencialmente 

inhibidores de la proteína hPTP1B1-400 pueden corresponder a componentes minoritarios cuyo 

aislamiento se beneficiará de la información generada. Por lo cual, dichas fracciones se sometieron a 

un análisis de desreplicación. Este análisis consiste en la identificación presuntiva de compuestos 

conocidos, mediante el comparativo de la información espectrométrica de las fracciones con la 

contenida en bases de datos, en este caso la librería de espectros de masas de alta resolución de GNPS. 

La finalidad del análisis es determinar si las fracciones no estudiadas contienen metabolitos 

secundarios reportados en la literatura. Dicho análisis no condujo a la anotación de ningún metabolito 

secundario, en este sentido, se conserva el interés por describir a futuro los constituyentes de estas. La 

determinación estructural de los compuestos aislados mediante técnicas espectroscópicas y 

espectrométricas se describe en seguida. 

7.1.2 Elucidación estructural del compuesto 1  

Al compuesto 1, correspondiente a la fracción FS7, se le determinó la fórmula molecular C19H25NO5 

con base en la relación masa/carga (m/z) del ion molecular [M+H]+, visto en su análisis de 

espectrometría de masas de alta resolución DART en modo positivo, la cual tolera ocho grados de 

insaturación (Ω) (Tabla 6). 

Tabla 6. Datos espectrométricos obtenidos mediante EM-AR-DART para el compuesto 1. 

Compuesto m/z [M+H]+ exp. m/z [M+H]+ calc. Fórmula Δ Ω 

1 348.18154 348.18110 C19H26NO5 1.28 8 

El espectro de UV presentó máximos de absorción a 238, 282 y 314 nm, máximos observados en 

compuestos con α-pironas y aldehídos (Figura 11), mientras que el espectro de absorción de infrarrojo 

(IR; Figura A1) sugirió la presencia de grupos funcionales hidroxilo (3386 cm-1) y un carbonilo alfa-

beta insaturado (1653 cm-1), así como señales para aldehído (2925 y 2854 cm-1). Los espectros de 

RMN 1H y 13C adquiridos en DMSO-d6 (Tabla 7), mostraron las señales correspondientes a 19 

carbonos y 24 hidrógenos, además, este análisis permitió establecer la presencia de un grupo aldehído 

en la molécula (δH/δC 9.78/189.4), dos protones unidos a oxígeno (δH 4.61 y 4.98), un protón de 

enamina (δH 10.54) y un metilo (δH/δC 0.92/19.8). El análisis por RMN 1H en CDCl3 del compuesto 

reveló la presencia de una señal adicional en 3.48 ppm. En el espectro de hidrógeno adquirido en 

DMSO-d6 la señal correspondiente al hidrógeno H-6 se encuentra en un desplazamiento similar que 

la del disolvente residual. El comparativo de los grupos funcionales y las señales observadas en los 
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análisis espectroscópicos con la información reportada, incluyéndose bases de datos como el 

Diccionario de Productos Naturales, Reaxys y SciFinder58–60 permitió relacionar el compuesto 1 con 

la nigrosporapirona B, reportada en 2009 por Trisuwan y colaboradores48, la cual posee un sistema 

anular bicíclico de tipo decalina y un ciclo tipo α-pirona. Las correlaciones observadas en los espectros 

bidimensionales adquiridos en DMSO-d6 (COSY, HSQC y HMBC) ayudaron a determinar la posición 

de los sustituyentes en la decalina, la cual se encuentra sustituida en la posición C-2 y C-6 por un 

metilo y un hidroxilo (δH/δC 0.92/34.1 y 4.61/71.5), respectivamente; la presencia de un doble enlace 

cis (J=~10) entre los carbonos C-3 y C-4, así mismo, en la α-pirona la presencia de una cadena de 

hidroxietilo unida a una amina (δH/δH 3.49/10.54). Las correlaciones observadas en el espectro de 

HMBC permitieron la elucidación del motivo piránico, así como la posición de la cadena de 

aminohidroxietilo y del grupo funcional aldehído en los carbonos C-13 y C-14 (δH/δC 9.78/93.8 y 

10.54/93.8) respectivamente. 

 

Nigrosporapirona B (1) 
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Tabla 7. Datos espectroscópicos de la nigrosporapirona B (1) adquiridos en 

DMSO-d6 (1H y 13C 700 MHz). 

Posición δC δH, mult. (J en Hz) 

1 46.9 2.43, d (7.8) 

2 34.1 2.43, d (7.8) 

3 131.0 5.53, d (10.1) 

4 130.1 5.99, dd, (9.6, 3.9) 

5 44.0 1.90, ddd (10.0, 4.7) 

6 71.5 3.31 

6-OH  4.61, d, (5.4) 

7 35.8 
1.14, qd, (12.4, 4.9) 

1.81, dd, (12.5, 3.8) 

8 19.4 1.40, m 

9 27.7 1.31, t (4.1) 

10 36.1 2.14, m 

11 163.3  

12 97.1 6.59, s 

13 159.7  

14 93.8  

15 170.0  

16 19.8 0.92, d, (6.7) 

17 189.4 9.78, s 

18 45.0 3.49, q, (5.5) 

18-NHR  10.54, t, (5.7) 

19 59.4 3.57, q, (5.2) 

19-OH  4.98, t, (5.1) 

 

 
Figura 11. Espectro UV de nigrosporapirona B (1). 

De acuerdo con el análisis NOESY, así como los valores de las constantes de acoplamiento (J1,2 = 9.9 

Hz, J1,10 = 12.0 Hz y J5-10 = 3.8 Hz) obtenidas en el análisis de RMN-1H, de los experimentos 

adquiridos en CDCl3, se propone que el ciclohexano insaturado existe en una conformación de pseudo-

bote, con los hidrógenos de la unión anular del biciclo de tipo decalina (H-5 y H-10) en configuración 

cis (Figura 12).44,48 En cuanto a la disposición de los protones H-3 y H-4 de la insaturación en la 
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decalina (5.53 y 5.99 ppm, respectivamente), se aprecia su correlación con una contante de 

acoplamiento de ~10 Hz debido a la relación cis que guardan. Con base en esta información, y la 

correlación NOE observada entre los hidrógenos del metino base de oxígeno H-6 con H-1, la 

configuración relativa del producto se estableció como se ilustra en la Figura 12. 

 

Figura 12. Configuración relativa de 1. 

La comparación de los desplazamientos en RMN-1H de 1 en CDCl3 con el único reporte de la 

nigrosporapirona B (Tabla 8) corroboran su identidad. 

Tabla 8. Datos espectroscópicos de la nigrosporapirona B (1) adquiridos en CDCl3. 

 δC δH m, (J en Hz) 

Posición 
Referencia  

(300 MHz) 

Aislado  

(700 MHz) 

Referencia  

(300 MHz) 

Aislado 

(700 MHz) 

1 48.5 48.4  2.24, dd (12.0, 9.9) 2.24, dd (12.0, 9.9) 

2 34.6 34.5 2.63, m 2.63, m  

3 132.5 132.4 5.62, d (10.2) 5.62, dt (10.1, 1.7) 

4 128.3 128.2 6.04, ddd (10.2, 4.8, 2.4) 6.03, ddd (10.1, 5.1, 2.5) 

5 44.2 44.1 2.02, m 2.03, dddd (11.6, 5.0, 3.8, 1.6) 

6 73.8 73.7 3.46, m 3.48, td (10.3, 4.3)  

7 35.4 35.3 
1.30, m 

1.96, m  

1.28, dd (11.1, 2.8) 

1.97, m  

8 27.9 20.1 1.46, m 
1.32, m  

1.59, m  

9 20.1 27.8 
1.46, m 

1.32, m 
1.45, m  

10 36.3 36.2 2.41, m 2.40, dq (11.7, 4.1) 

11 175.0 163.9   

12 96.1 96.0 5.97, s 5.96, s 

13 171.5 160.4   

14 94.9 94.8   

15 160.5 171.3   

16 20.2 20.1 0.98, d (6.9) 0.98, d (7.1) 

17 191.3 191.2 9.98, s 9.98, s 

18 44.9 44.8 3.54, q (5.4) 3.53, qd (5.1, 1.3) 

18-NHR   10.85 10.84, brd 

19 61.1 61.0 3.89, t (5.4) 3.89, t (5.2) 

Datos de nigrosporapirona B de referencia adquiridos a 300 MHz en CDCl3 por Trisuwan y colaboradores en 200948. 
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7.1.3 Elucidación estructural del compuesto 2 

De la fracción FS9 se aisló el compuesto 2, al cual se le determinó la fórmula mínima C17H21NO4 con 

base en la relación m/z del ion molecular adquirido por espectrometría de masa de alta resolución 

DART en modo positivo, a partir de esta se calculó un grado de insaturación de ocho (Tabla 9). De 

acuerdo con el máximo de absorción UV a 274 (Figura 13) se observó la presencia de un carbonilo 

alfa-beta insaturado a 1661cm-1 y un aldehído, en concordancia con las señales a 2927 y 2857 cm-1 

vistas en el espectro de absorción IR, en este también se aprecia una señal ancha a 3349 cm-1 

característica del grupo funcional hidroxilo, así como una señal ligeramente menos intensa a 3210 cm-

1 que en complemento con la señal a 1607 cm-1 dilucidan la presencia de una amina dentro de la 

molécula. 

Tabla 9. Datos espectrométricos obtenidos mediante EM-AR-DART para el compuesto 2. 

Compuesto m/z [M+H]+ exp. m/z [M+H]+ calc. Fórmula Δ Ω 

2 304.15580 304.15488 C17H22NO4 3.02 8 

En general, con la información obtenida de los análisis de EM-AR-DART, espectros de UV, IR, así 

como los desplazamientos en los espectros de RMN 1H y 13C (Tabla 10), las correlaciones presentadas 

en los espectros bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) y un comparativo con las señales 

del compuesto 1, se determinó la estructura del compuesto 2, un nuevo producto natural, al cual se le 

asignó el nombre trivial de nigrosporapirona E. 

 

 Nigrosporapirona E (2) 
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Tabla 10. Datos espectroscópicos de la nigrosporapirona E (2) 

adquiridos en DMSO-d6 (1H y 13C 700 MHz). 

Posición δC δH, mult. (J en Hz) 

1 46.5 2.34, dd, (11.7,10.0) 

2 34.0 2.39, m 

3 130.8 5.52, dt, (10.1, 1.7) 

4 130.0 5.98, ddd, (10.1, 5.0, 2.5) 

5 43.9 1.90, ddd, (10.0, 5.0) 

6 71.3 3.34 

6-OH  4.58, d, (5.5) 

7 35.7 1.13, qd, (12.5, 3.6) 

1.80, m 

8 19.6 1.32, m 

1.43, m 

9 27.6 1.32, m 

10 36.0 2.11, dq (11.6, 4.8) 

11 163.4  

12 100.5 6.06, s 

13 160.1  

13-NH2  8.69, d, (3.0) 

9.44, d, (2.8) 

14 94.0  

15 168.8  

16 19.8 0.92, d, (6.9) 

17 189.4 9.81, s 

 

 

Figura 13. Espectro UV de nigrosporapirona E (2). 

 

El espectro de RMN-13C adquirido en DMSO-d6, muestra la presencia de 17 carbonos, de los cuales 

se pueden destacar el observado a 189.4 ppm, desplazamiento característico para carbonos 

pertenecientes a un grupo carbonilo, así como las señales observadas a 71.3 y 19.8 ppm para un 

carbono base oxígeno y un metilo respectivamente. Los desplazamientos observados en el espectro 

de RMN 1H indicaron la presencia de un grupo aldehído (δH 9.81), un grupo hidroxilo (δH 4.58) y un 
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metilo (δH 0.92) en la molécula; las señales con desplazamientos 8.69 y 9.44 ppm, se asignaron a los 

hidrógenos de la enamina, los cuales tienen distinto desplazamiento. 

Con base en las correlaciones observadas en los espectros bidimensionales (COSY y HMBC) 

adquiridos en DMSO-d6 y las constantes de acoplamiento, se determinó la presencia de un biciclo 

decalina, principalmente por la correlación COSY de las señales entre los protones a 1.90 (H-5) y 2.11 

(H-10) ppm, 5.98 (H-4) y 3.34 (H-6), 2.34 (H-1) y 2.11 (H-10), así como 2.11 (H-10) y 1.32 (H-9) 

ppm presentes en el núcleo. Este biciclo se encuentra sustituido por un metilo en C-2, ya que en el 

espectro bidimensional COSY se observó una correlación entre los protones a 2.39 (H-2) y 0.92 (H-

1) ppm. Por otro lado, se determinó que el C-6 está sustituido con un grupo hidroxilo, debido a la 

correlación observada entre las de los hidrógenos a 3.34 (H-6) y 4.58 (-OH) ppm, así como el 

desplazamiento 71.3 ppm en el espectro de RMN-13C perteneciente a un metino base oxígeno; de 

igual forma se estableció la existencia de una insaturación entre los carbonos C-3 y C-4 (δC/δH 

130.8/5.52 y 130.0/5.98 ppm). Siguiendo las correlaciones observadas en el espectro de HMBC se 

logró determinar la sustitución del núcleo de α-pirona la cual viene acompañada de un aldehído en C-

14 de la molécula y una amina primaria en C-13.  

Con ayuda del espectro de RMN bidimensional NOESY y las constantes de acoplamiento (J1,2= 10.0 

Hz, J1,10= 11.7 Hz y J5-10= 5.0 Hz) obtenidas en el análisis de RMN-1H, adquiridos en CDCl3 y DMSO-

d6, se propone que la configuración relativa para los protones H-5 y H-10 del biciclo de decalina se 

encuentra en configuración cis, así como la conformación del ciclohexano insaturado correspondiente 

de pseudo-bote.44,48 La disposición de los hidrógenos en 5.52 (H-3) y 5.98 (H-4) ppm de la 

insaturación se estableció como cis con base en el valor de la contante de acoplamiento de 10.1 Hz 

observada en el espectro de RMN-1H. Con base en el análisis de las correlaciones NOE y los valores 

de las constantes de acoplamiento, la configuración relativa del producto 2 se propone como se 

muestra en la Figura 14.  

 
Figura 14. Configuración relativa de 2. 
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7.1.4 Ruta biosintética de la nigrosporapirona B y E 

Con base en las investigaciones previas sobre los análogos estructurales de 1 y 2, se propone que su 

biosíntesis se lleva a cabo por la ruta de los policétidos (Figura 13).61 De acuerdo con la bibliografía, 

la biosíntesis se inicia con la condensación de ocho unidades de acetato y dos de metionina62, dando 

paso a la formación de un análogo de prosolanapirona II que está sustituido por un hidroxilo en el C-

11, la cual da lugar a la oxidación del motivo CH2OH y la decalina por una reacción intramolecular 

tipo Diels-Alder en posición exo,63,64 catalizada por una enzima Diels-Alderasa. El producto de la 

reacción endo da origen a un producto no enzimático en el que tanto el metilo de la posición C-2 como 

la pirona en C-1 tienen una orientación β, como en el caso de las solanapironas D y E.44,65 El 

compuesto 1 es producto de la reacción del 2-aminoetanol con la nigrosporapirona A, la cadena de 

aminohidroxietilo se adiciona en la posición C-13 a través de un ataque nucleofílico por parte del 

nitrógeno, de forma similar a como ocurre la biosíntesis de solanopirona C.44 El compuesto 2 es 

producto de la reacción de amoniaco con la nigrosporapirona A, el grupo amina se adiciona en 

posición C-13 a través de un ataque nucleofílico por parte del nitrógeno.66 

 

Figura 15. Ruta biosintética propuesta para los compuestos 1 y 2. 
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8 CONCLUSIONES 

Se destaca la importancia de dar continuidad a los estudios de bioprospección, como se dispuso en 

este trabajo al abordar el aislamiento de los metabolitos secundarios de un hongo, descrito con 

anterioridad como notable por la inhibición de un blanco molecular de interés reciente para el 

desarrollo de nuevos tratamientos contra la DMTII. Este trabajo es una contribución nueva al 

conocimiento químico de los hongos asociados a manglares hallados en la Laguna de Tamiahua, 

Veracruz, México. 

El estudio químico de Nigrospora sp. cepa IQ-064 permitió el aislamiento e identificación de dos 

compuestos mayoritarios de su extracto orgánico: la conocida nigrosporapirona B (1) y el producto 

nuevo nigrosporapirona E (2). Los compuestos aislados fueron caracterizados químicamente mediante 

técnicas espectroscópicas y espectrométricas, sin embargo, se determinó que no son los responsables 

de la actividad inhibitoria de la hPTP1B1-400 asociada al extracto, en consecuencia, la búsqueda de los 

metabolitos secundarios bioactivos debería mantenerse en consideración de los resultados reportados 

en este trabajo, al mismo tiempo que se abre la posibilidad de continuar con el aislamiento de 

nigrosporapironas novedosas. A partir del subfraccionamiento del extracto se presume que los 

compuestos bioactivos se hallan en mezclas de bajo rendimiento y un perfil cromatográfico complejo. 

9 PERSPECTIVAS 

•  Determinar la configuración absoluta de los compuestos 1 y 2 mediante análisis de dicroísmo 

circular electrónico.  

• Continuar con el estudio químico del hongo IQ-064, tomando en consideración las dificultades 

asociadas a la disponibilidad de sus metabolitos secundarios en el extracto. Al respecto, el 

aislamiento de sus constituyentes bioactivos continúa pendiente, así como la exploración de 

potenciales nigrosporapironas novedosas. 

• Basados en los reportes previos, estudiar la actividad antibiótica de las nigrosporapironas 

aisladas. 

• Por su similitud estructural con las estatinas, medicamentos administrados para reducir los 

niveles sanguíneos de colesterol en humanos, determinar su capacidad para inhibir in vitro o 

in silico a la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima (HMG-CoA) reductasa, implicada en 

la síntesis endógena de colesterol. 
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11 ANEXOS 

 

Figura A1. Espectro de IR de Nigrosporapirona B (1). 
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Figura A2. Espectro de masas DART+ de Nigrosporapirona B (1). 
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Figura A3. Espectro de RMN 1H de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A4. Espectro de RMN 1H de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A5. Espectro de RMN 13C de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A6. Espectro de RMN HSQC de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A7. Espectro de RMN COSY de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A8. Espectro de RMN HMBC de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A9. Espectro de RMN NOESY de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en DMSO-d6. 
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Figura A10. Espectro de RMN 1H de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en CDCl3. 
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Figura A11. Espectro de RMN NOESY de 700MHz de Nigrosporapirona B (1) en CDCl3. 
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Figura A12. Espectro de IR del Nigrosporapirona E (2). 
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Figura A13. Espectro de masas DART+ de Nigrosporapirona E (2). 
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Figura A14. Espectro de RMN 1H de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A15. Espectro de RMN 1H de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A16. Espectro de RMN 13C de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A17. Espectro de RMN HSQC de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A18. Espectro de RMN COSY de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A19. Espectro de RMN HMBC de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A20. Espectro de RMN NOESY de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en DMSO-d6. 
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Figura A21. Espectro de RMN 1H de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en CDCl3. 
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Figura A21. Espectro de RMN NOESY de 700MHz de Nigrosporapirona E (2) en CDCl3. 


