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Resumen

El presente trabajo describe la investigacion de los productos naturales derivados
de las especies fungicas Emericella 25379 (Trichocomaceae) y Malbranchea aurantiaca
Sigler & Carmich (Myxotrichaceae) como fuentes potenciales de agentes inhibidores de
la proteina calmodulina (CaM). Para el desarrollo de este proyecto se propuso una
estrategia metodoldgica que se iniciod con el cultivo de las especies fungicas y culminé
con la caracterizacion quimica de los metabolitos de interés y el estudio in vitro e in silico

de la interaccion de los productos activos con la proteina CaM.

El andlisis quimico del extracto organico preparado a partir del medio de cultivo y del
micelio de Emericella 25379, permitio el aislamiento y la caracterizacion de dos xantonas
novedosas denominadas con los nombres triviales de hidrato de 15(S)-cloro-tajixantona
(1) y 14-metoxi-tajixantona (2). De manera adicional, se aislaron y caracterizaron los
metabolitos conocidos shamixantona (3), hidrato de tajixantona (4) y emericelina (5). La
elucidacion estructural de los productos novedosos aislados se realizd por medio de
métodos espectroscopicos, espectrométricos y quirodpticos, asi como mediante calculos
de mecanica molecular. Estos ultimos permitieron corroborar las configuraciones
absolutas de los centros quirales del compuesto 2, asi como el arreglo conformacional de

la cadena isoprenilo en C-4.
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o OH
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Con el propodsito de obtener informacion acerca de la posible interaccion de los
metabolitos fingicos 1-5 aislados de la especie Emericella 25379 sobre el complejo Ca*-
CaM se realizaron cuatro experimentos que incluyeron: a) la valoracion en el cambio de
la movilidad electroforética de la proteina; b) la evaluacidon enzimatica sobre el complejo
Ca’"-CaM-PDEI; c) la medicion del apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la

proteina y; d) estudios de acoplamiento molecular.

La evaluacion del efecto de las xantonas 1-5 sobre la actividad de la enzima
fosfodiesterasa del AMPc dependiente de la calmodulina (PDEI) indic6 que los
compuestos 2 y 4 inhiben la activacion de la PDEl de manera dependiente de la
concentracion. Los valores de Clsy calculados fueron 5.62 + 1.25 y 5.54 + 1.28 uM,
respectivamente. Posteriormente, para determinar si el mecanismo de esta inhibicion es
de tipo competitivo o no competitivo se realizd un analisis cinético conducente a
determinar la constante de inhibicion (K;). El resultado de este experimento indicd que
ambos compuestos actlian como antagonistas competitivos de la CaM, con valores de Ki
de 13.92 +2.29 y 25.38 + 2.26 uM, respectivamente, compitiendo con ésta enzima por la
formacion del complejo activo Ca**-CaM-PDEI. Por otra parte, se evalu6 el efecto de los
productos 1-4 sobre la movilidad electroforética de la proteina en presencia de Ca’",

mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante (PAGE). Los

i



resultados obtenidos permiten concluir que los compuestos 2 y 4 retardan la movilidad
electroforética de la CaM y se encuentran en armonia con los obtenidos en el ensayo

enzimatico funcional.

Con la finalidad de explorar con detalle la interaccion proteina-ligando de los compuestos
1-5, se analizo su efecto sobre la fluorescencia intrinseca de la CaM y se realizaron
también estudios de acoplamiento molecular (AM). Estos resultados permitieron
proponer un modelo de unién de los ligandos 2 y 4 a la CaM, en donde se observa que
adoptaron una conformacién especifica dentro del mismo sitio de union de las

fenotiazinas clorpromazina (CPZ) y trifluoropiperazina (TFP) utilizadas como controles.

La reinvestigacion quimica de la especie M. aurantiaca permitié el aislamiento y la
caracterizacion de dos metabolitos secundarios novedosos. Estos compuestos son
analogos de la malbranqueamida y se designaron con los nombres triviales de
malbranqueamida B (6) y premalbranqueamida (7). De manera adicional, se aislaron los

compuestos conocidos malbranqueamida (8) e isomalbranqueamida B (9).

R, R;
6 Cl H
7 H H
8 cl cl
9 H cl

El analisis conformacional de los productos 6, 7 y 9, mediante modelado molecular,
permitié corroborar que el anillo E presenta una conformacion en forma de sobre idéntica
a la previamente descrita para el compuesto 8, con los atomos N4-Cl3a-C1-C2

localizados en el mismo plano mientras que el atomo C3 se localiza fuera de éste.

Los resultados obtenidos del ensayo con CaM-PDEl y de apagamiento de la
fluorescencia permitieron establecer que el compuesto 8 es el mas activo de la serie de las
malbranqueamidas. Este compuesto provoca la inactivacién del complejo Ca**-CaM-

PDE1 (Cls 19.33 £ 1.40 uM) y un apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la CaM

i1



(K; 0.4082 + 0.0592 uM) de manera dependiente de la concentracion. Con base en estos
resultados se decidid explorar la interaccion del compuesto 8 con la CaM mediante
experimentos de AM y RMN. Los resultados obtenidos permitieron proponer un modelo
de unién del producto natural a la proteina. Asi, la conformacion del sitio de unién es
diferente al de las fenotiazinas utilizadas como controles. Por otra parte, se determind que
en la union de 8 con la CaM, a 4 A de distancia del centro de la molécula y en el modo de
interaccidn mas favorable, estan involucrados los residuos Leu 18, 32, 39, 112; Glu 11,
14, 114; Phe 12, 16, 19, 68, 92, 141; Met 71, 72, 109, 124, 144, 145; Val 35; Ala 15, 88 y
Ile 27. Finalmente, con el proposito de establecer la estabilidad termodindmica del
complejo proteina-ligando en solucion se realizaron estudios de dindmica molecular
(DM). Los resultados mas relevantes de estos estudios son los siguientes: se propone que
el compuesto 8 interacciona con la CaM en un sitio de union de alta afinidad, con una
relacion estequiométrica de 1:1 y con una buena estabilidad termodinamica en solucion.
Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en los experimentos de RMN y

AM.
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Abstract

This dissertation describes the study of the fungi FEmericella 25379
(Trichocomaceae) and Malbranchea aurantiaca Sigler & Carmich (Myxotrichaceae) as
sources of new potential natural products with calmodulin (CaM) inhibitor properties. The
work comprises the fungi fermentation, secondary metabolite isolation and identification as

well as the assessment of their CaM inhibitor properties.

Fractionation of the organic extract of Emericella 25379 led to the isolation of two new
xanthones designated with the trivial names of 15(S)-chloro-tajixanthone hydrate (1) and
14-methoxy-tajixantone (2), along with the known compounds shamixanthone (3),
tajixanthone hydrate (4), and emericellin (5). Structure elucidation of the novel compounds
was established on the basis of spectroscopic and spectrometric methods. The absolute
configuration of 2 and the conformational behavior of its C-4 isoprenyl chain were

determinated using molecular mechanics calculations.




In an attempt to discover new CaM inhibitors, compounds 1-5 were evaluated for their
ability to bind human Ca**-CaM complex using four experiments: a) a functional enzymatic
assay using human CaM-sensitive cAMP phosphodiesterase (PDE1) as monitoring enzyme;
b) an electrophoretic mobility of CaM assay; c) a fluorescence intrinsic quenching of CaM

experiment, and; d) molecular docking analyses.

First, the evaluation of compounds on Ca*’-CaM-PDE! enzymatic assay showed that only
compounds 2 and 4 inhibited the activation of PDE1 in a concentration-dependent manner.
The ICsy values were 5.62 = 1.25 and 5.54 + 1.28 uM, respectively, and were comparable
to that of chlorpromazine (CPZ), a well characterized CaM antagonist. In order to obtain
further evidence of the involvement of CaM in the inhibition of CaM-PDE]1, a kinetic
analysis of the activity of PDE1 was assessed using different amounts of CaM in the
presence of different concentrations of compounds 2 or 4. The results of this experiments
(Ki 13.92 + 2.29 and 25.38 + 2.26 uM, respectively) indicated that both compounds acted
as competitive antagonist of CaM, thus competing with the formation of the CaM-PDEI
active complex. Then, the interaction of compounds 1-4 with Ca®"-CaM was determined
using a polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) experiment. The results showed that
compounds 2 and 4 (0.033 ug/ul) retarded the electrophoretic mobility of CaM. These
results are in agreements with those observed in the CaM-PDE]1 assay. Finally, the ligand-
CaM interactions observed by fluorescence quenching and molecular docking analyses
revealed that these compounds also interact with CaM in the same binding pocket than the

classical phenothiazines, CPZ and trifluoropiperazine (TFP), used as positive controls.

Chemical reinvestigation of M. aurantiaca led to the isolation of the minor alkaloids

presents in the organic extract. The compounds were designated with the trivial names of

Vi



malbrancheamide B (6) and premalbrancheamide (7), and are monochlorinated and
nonchlorinated analogs of malbrancheamide (8). In addition, compound 8 and

isomalbrancheamide B (9) were isolated.

R, R;
6 Cl H
7 H H
8 cl cl
9 H cl

In order to gain a better understanding about the conformational behavior of compounds 6,
7y 9, a high level density functional theory (DFT) investigation was performed. In the DFT
(B3LYP/DGDZVP) optimized minimum energy conformers of all compounds (£ = —9.51 x
10° (6), —6.62 x 10° (7), —1.24 x 10° (8), and —9.51 x 10’ (9) kcal/mol), ring E displays an
envelope conformation and the atoms N4-C13a-C1-C2 are located in the plane while C3 is
out-of the ring-plane. These results are in agreements with those previously reported for

compound 8.

The anti-CaM properties of compounds 6-8 was accomplished using functional (CaM-
PDE1) and fluorescence quenching experiments. The results revealed that compound 8 is
the most active alkaloid from the malbrancheamide series. This compound inhibits the
formation of the CaM-PDE1 complex (ICso 19.33 + 1.40 uM) and quenched the CaM
intrinsic fluorescence (K, 0.4082 £+ 0.0592 uM) in a concentration-dependent manner. Then,
a molecular docking analysis and a NMR titration of compound 8 into CaM were
performed. The results of these experiments allow us to propose a new binding mode of
compound 8 to CaM, with a different conformation as of the one as the phenothiazines and
other CaM inhibitors previously reported. The amino acid residues involved in the binding
site are Leu 18, 32, 39, 112; Glu 11, 14, 114; Phe 12, 16, 19, 68, 92, 141; Met 71, 72, 109,
124, 144, 145; Val 35; Ala 15, 88; and Ile 27. Finally, the thermodynamic stability of the
complex 8-CaM in solution was observed using molecular dynamics (MD) simulations.
These results showed a more detailed binding site for compound 8 into the CaM as well as a

good thermodynamic stability of the complex in the highly affinity binding site.
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1. Introduccion

1.1 Busqueda de principios biodinamicos a partir de fuentes naturales para el

desarrollo de nuevos farmacos: una reseiia historica

Por muchos siglos, los productos naturales y sus derivados han jugado un papel muy
importante en el tratamiento y prevencion de diversos padecimientos. Estos productos han
sido obtenidos de diversas fuentes biologicas, que incluyen plantas, animales y
microorganismos que habitan en distintos ecosistemas, tanto terrestres como marinos. La
importancia de estos recursos naturales en las practicas médicas a través del tiempo ha sido
objeto de numerosas revisiones bibliograficas, algunas muy recientes (Harvey, 2000;
Newman et al., 2003; Koehn y Carter, 2005; Blunt et al., 2006; Fiillbeck et al., 2006; Gullo
et al., 2006; Konig et al., 2006; Chin et al., 2006, Hoffmeister y Keller, 2007; Newman y
Cragg, 2007; Dixon et al., 2007; Butler, 2008). En algunos de estos reportes, se estima que
se conocen alrededor de 200,000 productos naturales, la mayoria de los cuales presenta
alguna propiedad biologica. Asi mismo, s6lo un 10% del total de las 250,000 especies
vegetales que existen alrededor del mundo han sido investigadas desde el punto de vista
quimico y/o farmacoldgico, con la finalidad de caracterizar a sus componentes
biodinamicos. Por tltimo, es importante destacar que no obstante la gran biodiversidad del
reino vegetal y fingico, los actinomicetos constituyen las fuentes naturales mas exploradas

para el descubrimiento de nuevos farmacos (Butler y Newman, 2008; Butler, 2008).

La importancia de los productos naturales radica en que constituyen una fuente valiosa para
la obtencion de nuevas entidades quimicas (NEQs), con una gran diversidad estructural y
que han servido como moléculas prototipo para el desarrollo, sintesis o semisintesis de
nuevos farmacos, mas eficaces, o bien, con menores efectos toxicos adversos. Por otro lado,
el uso de estos productos en la terapéutica moderna, para el tratamiento y prevencion de

multiples enfermedades, ha sido notable (Chin ef al., 2006).



Numerosas investigaciones realizadas durante las tltimas décadas acerca del origen de los
farmacos utilizados en la terapéutica convencional revelaron que, alrededor del 52% de las
NEQs presentes en el mercado, son productos naturales, derivados semisintéticos o
substancias sintéticas desarrolladas a partir de productos naturales (Newman et al., 2003;
Newman y Cragg, 2007; Fiillbeck et al., 2006; Gullo et al., 2006; Chin et al., 2006;
Harvey, 2000; Koehn y Carter, 2005; Blunt et al., 2006). Asi por ejemplo, los metabolitos
secundarios morfina, codeina, papaverina y noscapina, obtenidos a partir de la especie
Papaver somniferum han permitido el desarrollo de analogos sintéticos y semisintéticos que
actualmente se utilizan en la clinica. El hemisuccinato sédico de carbenoxolona, derivado
semisintético del acido glicerretinico presente en el regaliz, se prescribe para el tratamiento
de ulceras gastricas y duodenales en varios paises (Dewick, 2009; Chin et al., 2006).
Finalmente, la aplicacion de los métodos modernos de extraccidon, separacion y
fraccionamiento, evaluacion bioldgica e identificacion y caracterizacion quimica, para el
descubrimiento de NEQs, ha conllevado al descubrimiento de agentes anticancerigenos
novedosos de gran aplicacion en la terapéutica moderna, como el paclitaxel, obtenido a

partir de Taxus brevifolia, y la camptotecina de Camptotheca acuminata (Kinghorn, 1994).

La frecuencia de uso de los productos naturales para el tratamiento o prevencion de
enfermedades se estima con base en el numero y/o valor econémico de las prescripciones
médicas que se realizan en la terapéutica convencional. A partir de estos datos, también es
posible estimar la preferencia y efectividad de estos productos. Con base en los parametros
antes descritos, Grifo y colaboradores (1997) refieren que tan sélo en los Estados Unidos de
América, el 55% de los farmacos indicados para el tratamiento de diversas patologias como
agentes antialérgicos, analgésicos, antiinfecciosos, cardiovasculares y para el tratamiento de
algunos padecimientos pulmonares y respiratorios, pertenecen a la categoria de los
productos naturales o remedios herbolarios relacionados (Grifo et al., 1997). Otros estudios
relacionados indican que los productos naturales y algunos derivados sintéticos
contribuyeron con el 40, 24 y 26% de las ventas totales de los 35 fa&rmacos més utilizados
en el mundo durante los afios 2000, 2001 y 2002, respectivamente. Un ejemplo especifico
lo constituye el paclitaxel, cuyas ventas mundiales tan s6lo en el afo 2000 fueron

superiores a los 1.6 billones de dolares, y que conjuntamente con su derivado semisintético,



el docetaxel, asi como los derivados semisintéticos de la camptotecina, el irinotecan y el
topotecan, generaron ventas cercanas a los 3 billones de dolares (Thayer, 2003; Oberlies y

Kroll, 2004; Chin et al., 2006).

Algunos estudios realizados durante el periodo comprendido entre los afios 1981 y 2001
indicaron que los productos naturales y sus derivados, constituyen el 87% de los fAirmacos
utilizados en la terapéutica moderna como agentes antimicrobianos, anticancerigenos,
anticoagulantes, antiparasitarios e inmunosupresores (Newman et al., 2003; Lam, 2007).
Finalmente, entre los afios 2005 a 2007, 13 nuevos farmacos derivados de productos
naturales fueron introducidos exitosamente para el tratamiento de infecciones (bacterianas,
fingicas o parasitosis), cancer, diabetes, dolor, deficiencias cardiacas y desoérdenes

psiquiatricos (Butler, 2008) [Tabla 1].

Tabla 1. Farmacos incorporados en los sistemas de salud de numerosos paises a partir del afio 2005.

Nombre genérico/Marca

Afio . Compuesto prototipo  Clasificacion  Tratamiento
registrada

2005 dronabinol/canabinol (Sativex®) dronabinol/canabinol NP dolor

2005 fumagilina (Flisint®) fumagilina NP parasitosis

2005 doripenem (Finibax®/Doribax™) tienamicina NPS mfecqones
bacterianas

L . . NPD infecciones

2005 tigeciclina (Tygacil®) tetraciclina bacterianas

2005 ziconotide (Prialt®) ziconotide NP dolor

2005 zotarolimus (Endeavor™ stent) sirolimus NPD deficiencias
cardiovasculares

2006 anidulafungin (Eraxis™/Ecalta™) equinocandina B NPD micosis

2006 exenatide (Byetta™) exenatida-4 NP diabetes

2006 lisdexamfetamina (Vyvanse™) anfetamina NPS de.sorfiren.e ¥
psiquiatricos
infecciones

2007 retapamulin (Altabax™/Altagro™) pleuronutilina NPD bacterianas
topicas

2007 temsirolimus (Torisel™) sirolimus NPD cancer

2007 trabectedin (Yodndelis™) trabectedina NP cancer

2007 ixabepilone (Ixempra™) epotilona NPD cancer

NP, producto natural; NPD, derivado de producto natural con modificaciones semisintéticas; NPS, compuesto
sintético desarrollado con base en un producto natural.

A pesar del éxito economico de los productos naturales en las ultimas décadas, la mayoria
de las compafiias farmacéuticas han disminuido o, en algunos casos, concluido sus

programas de investigacion enfocados al descubrimiento de NEQs. Si bien no hay datos



concluyentes al respecto, es posible que esta circunstancia provoque una disminucion
significativa en el nimero de NEQs. Sin embargo, la constante competencia entre las
compaiiias farmacéuticas por la busqueda de nuevas moléculas prototipo ha permitido, en
los ultimos, un resurgimiento en el desarrollo e implementacion de técnicas novedosas,
sensibles y eficientes que permitan la obtencion de nuevas drogas. En este contexto, la
quimica combinatoria y las técnicas de busqueda de alto rendimiento (HTS por sus siglas
en inglés) han sido las herramientas mas utilizadas para el descubrimiento de nuevos

farmacos.

A pesar de la posicion de las industrias farmacéuticas en EE.UU., numerosos grupos de
investigacion multidisciplinaria han decidido continuar con la busqueda de NEQs a partir
de fuentes naturales y para ello, han desarrollado una serie de aplicaciones tecnoldgicas, de
impacto inmediato, para el descubrimiento de nuevos farmacos. Estos desarrollos
novedosos incluyen la mejora y optimizacion de los procesos de busqueda de productos
naturales, técnicas de aislamiento y fermentacion de microorganismos, avances importantes
en las metodologias de sintesis orgénica, biosintesis combinatorial y genémica microbiana

(Lam, 2007).

Las plantas terrestres poseen una larga historia y tradicion de su uso para el tratamiento de
diversas enfermedades humanas, por lo tanto, son numerosas las NEQs de origen vegetal.
Especies bien conocidas como el regaliz (Glycyrrhiza glabra), la mirra (Commiphora
abyssinica) y el latex de la amapola (P. somniferum) fueron descritas por primera vez desde
la época de la Mesopotamia, aproximadamente 2600 A.C. Hoy en dia, estas plantas siguen
empleandose para el control de algunas enfermedades bajo distintas formas, incluyendo los
principios activos puros y sus derivados o en preparados fitofarmacéuticos (Newman et al.,

2000).

Por razones historicas, los primeros productos naturales utilizados por el hombre fueron
obtenidos a partir de plantas y/o animales. Posteriormente, los compuestos de origen
microbiano fueron los que llamaron la atencion de la comunidad cientifica en general,

debido al desarrollo de la penicilina, antibidtico util para el tratamiento de diversas



infecciones. Este hallazgo favorecié de manera importante el descubrimiento de nuevos
farmacos a partir de microorganismos; entre estos destacan importantes agentes
antibacterianos  (penicilinas, cefalosporinas, aminoglucésidos y tetraciclinas),
inmunosupresores (ciclosporina y rapamicina), hipocolesterolemiantes (lovastatina y
mevastatina), antihelminticos (ivermectina), antidiabéticos (acarbosa) y anticancerigenos
(pentostatina, pelomicina y epirubicina) (Chin et al., 2006; Hoffmeister y Keller, 2007;
Butler y Newman, 2008).

Estimaciones recientes han demostrado que aproximadamente el 90% de las formas de vida
presentes en la tierra habitan en los océanos, siendo esta la principal razén por la que
numerosos grupos de investigacion alrededor del mundo han centrado gran parte de sus
esfuerzos en la busqueda de compuestos novedosos a partir de organismos marinos. La gran
diversidad biologica encontrada en la mayoria de los ecosistemas marinos (corales,
arrecifes, tierras de mar profundo, etc.) se considera mas numerosa, compleja e inexplorada
que la de los bosques tropicales. Asimismo, es importante sefialar que la mayoria de los
productos marinos al ser liberados al medio tienden a diluirse rapidamente, por lo que sus
efectos suelen presentarse a concentraciones muy pequefias, y debido a estas caracteristicas,
muchos compuestos de origen marino se encuentran en investigacion clinica para el
tratamiento de diversos padecimientos que incluyen el cancer, el dolor crénico, alergias y
enfermedades cognoscitivas, por mencionar algunos (Harvey, 2000; Blunt et al., 2006;
Chin et al., 2006; Konig et al., 2006; Fiillbeck et al., 2006). Un grupo destacado de
productos marinos lo constituyen los C-nucledsidos esponjouridina y esponjotimidina,
metabolitos de la esponja Cryptotheca crypta, recolectada en el mar del Caribe. Estos
compuestos fueron recientemente aprobados como agentes anticancerigenos (arabindsido
de citosina, Ara-C) y antivirales (arabindsido de adenina, Ara-A), afios después de su
descubrimiento en la década de los 50’s (Chin et al., 2006). Este hallazgo ha generado un
renovado y creciente interés por explorar el metabolismo secundario de los organismos

marinos con la finalidad de obtener NEQs en las tltimas décadas.



Algunos ejemplos de derivados de productos naturales desarrollados entre los afios 2005 y

2008 y que actualmente que se encuentran en la fase clinica III de su desarrollo

farmacéutico, se muestran en la Figura 1 (Butler, 2008).
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Figura 1. Productos naturales o sus derivados actualmente en fase clinica III de su desarrollo
farmacéutico (hasta Marzo de 2008). NP, producto natural; NPD, derivado de producto natural con
modificaciones semisintéticas; NPS, compuesto sintético desarrollado con base en un producto
natural.
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Figura 1 (continuacion). Productos naturales o sus derivados actualmente en fase clinica III de su
desarrollo farmacéutico (hasta Marzo de 2008). NP, producto natural; NPD, derivado de producto
natural con modificaciones semisintéticas; NPS, compuesto sintético desarrollado con base en un
producto natural.
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Figura 1 (continuacion). Productos naturales o sus derivados actualmente en fase clinica III de su
desarrollo farmacéutico (hasta Marzo de 2008). NP, producto natural; NPD, derivado de producto
natural con modificaciones semisintéticas; NPS, compuesto sintético desarrollado con base en un
producto natural.
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Figura 1 (continuacion). Productos naturales o sus derivados actualmente en fase clinica III de su
desarrollo farmacéutico (hasta Marzo de 2008). NP, producto natural; NPD, derivado de producto
natural con modificaciones semisintéticas; NPS, compuesto sintético desarrollado con base en un

producto natural.
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Figura 1 (continuacion). Productos naturales o sus derivados actualmente en fase clinica III de su
desarrollo farmacéutico (hasta Marzo de 2008). NP, producto natural; NPD, derivado de producto
natural con modificaciones semisintéticas; NPS, compuesto sintético desarrollado con base en un
producto natural.

Por todo ello, en la presente disertacion se consideré importante realizar el estudio de dos
organismos fungicos, uno marino y el otro coprofilo, con la finalidad de contribuir al
descubrimiento de NEQs. Este tipo de organismos han sido poco explorados en México a
pesar del gran potencial que ofrecen para el desarrollo de nuevos farmacos. Dado que la
especie de hongo marino que se analizd en este trabajo es novedosa, se partio de la premisa

que los resultados en cuanto al descubrimiento de NEQs podrian ser también inéditos.
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2. Antecedentes

2.1 Regulacion de la funcion celular mediada por calcio

El i6n calcio (Ca®") es el principal mensajero intracelular que participa de manera
importante en numerosos procesos bioquimicos, tanto en el interior como en el exterior de
las células. Asi, el incremento en la concentracion citosolica de este i6n es responsable de
la sefializacion de diversos procesos celulares como son la secrecion de sustancias al
exterior de las cé€lulas, contraccion del musculo liso, transcripcion génica, metabolismo y
proliferacion celular, por mencionar algunos. Sin embargo, aunque todas estas actividades
celulares requieren de Ca*, no son necesariamente activadas por las mismas cascadas de

senales (Hofer, 2005).

Los mecanismos responsables de la regulacién del incremento o disminucion del Ca*"
citosolico se ilustran en la Figura 2. De manera general, la entrada de este i6n a las células
estd mediada por el efecto de estimulos externos (estrés osmotico, mecanico u oxidativo,
hormonas, mensajeros primarios, temperatura, luz, humedad, ataque de patogenos,
farmacos, etc.). Estos estimulos activan a los canales de Ca*" regulados por voltaje (VOC),
los especificos (ROC), los de accion mecénica y, por ultimo los de almacenamiento
(SMOC) (Catterall et al., 2003; Maroto et al., 2005; Barritt, 1999; Parekh y Putney, 2005).
La liberacion del Ca’", almacenado principalmente en el reticulo endoplismico o
sarcoplasmico (ER/SR), se lleva a cabo también mediante la activacion de otros canales
i6nicos y receptores muy especificos, como son el receptor del 1,4,5-trifosfato de inositol
(InsP;R), altamente expresado en todas las células de mamiferos; el de rianodina (RyR),
expresado principalmente en neuronas y tejido muscular; y la proteina mediadora de la
liberaciéon de Ca*" a través de esfingolipidos (SCaMPER), expresada en algunos tejidos
como el musculo cardiaco, pancreas e higado y cuya funcion fisiolégica atin no es conocida
con claridad (Taylor et al., 1999; Fill y Copello, 2002). Por ultimo, existen una serie de

. . .7 O . L4 +
mensajeros intracelulares que promueven también la rdpida liberacion de Ca®" al
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citoplasma de las células, como son el 1,4,5-trifosfato de inositol (InsP3), el difosfato
ciclico de la ribosil-adenosina (ADPRc), el difosfato ciclico del acido nicotinico y la
adenosina (NAADPc¢) y algunos esfingolipidos como el SPC y el S-1-P. Se conocen
también una serie de mecanismos por los cuales las células eliminan el Ca®" del citoplasma,
estos mecanismos pueden ser mediados por enzimas como las Ca>’-ATPasas presentes en
la membrana plasmatica (PMCA) y del ER/SR (SERCA) vy, los intercambiadores idénicos de
Na'/Ca"; estos ultimos emplean la energia derivada de los gradientes electroquimicos
celulares para el transporte de Ca>" al exterior de las células y hacia algunos organelos,
como las mitocondrias, que participan en el proceso de homeostasis celular mediante la
rapida recaptura de este i6n y su subsecuente liberacion lenta hacia el citoplasma (Rizzuto
et al., 2004). Finalmente, la informacion contenida en las sefiales mediadas por Ca’" estan

moduladas por una serie de sensores o proteinas especificas de union al cation (CaBPs).

Metabolismo
Secrecién Excitabilidad neuronal

Contraccién Proliferacién celular

Sensores de Ca?* (CaM, anexinas, etc.)

voc \ / ;
ROC Organelos \ /Amortlguadores

de pH
SMOC
Estimulo
externo <
InsP, InsP_R
cADPR RyR
NAADP SCaMPER PCMA
SPCy S-1-P SERCA Intercambiadores

i6nicos de Na*/Ca?*
a2+<_/
Amortlguadores ER/SR
de pH

Figura 2. Esquema general de la regulacion celular de los niveles del ion Ca*"

Las CaBPs se clasifican, con base en la homologia de sus secuencias y estructura terciaria,
en cinco familias principales que incluyen a las anexinas, las de dominio C-2, las
pentraxinas, las dependientes de vitamina K y las de dominios EF (a-hélice-asa-a-hélice).

Esta Gltima familia de proteinas tiene un especial interés debido a que participa en la
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modulacién de la sefalizacion del i6n Ca” en diversos procesos de transcripcion, asi como
. ., . . . + , ,
en la activacion de varias enzimas dependientes de Ca*". La proteina mas relevante, y por
lo tanto la que ha sido objeto de numerosos estudios sobre su estructura, regulacion e

implicaciones farmacologicas es la calmodulina (CaM) (Schwaller, 2005).

2.2 Proteina calmodulina

La CaM es una proteina multifuncional ubicua de unién a Ca®" y el principal sensor
biologico de este i0n en las células eucariontes. Aunque carece de actividad enzimaética,
actia como mediadora en el proceso de sefializacion regulado por Ca®” hacia muchas otras
proteinas presentes en las células. Se estima que la CaM puede interaccionar con cerca de
100 diferentes enzimas, para asi regular numerosas funciones celulares como son la
secrecion o liberacion de sustancias, metabolismo, motilidad, transduccion de sefales,
crecimiento y division celular, entre otras (Chin y Means, 2000; Schwaller, 2005). Todo
ello convierte a la CaM en una proteina esencial para la sobrevivencia de las células; sus
niveles de expresion pueden variar considerablemente dependiendo del proceso en los que
se encuentre involucrada. En los vertebrados, la codificacion de esta proteina se realiza
mediante tres genes muy divergentes entre si, aunque la expresion de la proteina se
mantenga idéntica, razon por la cual se le considera también como la proteina presente en
organismos multicelulares mas conservada y sin mutaciones detectadas hasta el momento

(Chin y Means, 2000).

La CaM es una proteina pequefia (17 kDa), compuesta por 148 residuos de aminoacidos
(AA), estructuralmente organizados en dos dominios globulares C- y N-terminales que se
unen a través de una region relativamente flexible. Cuando la CaM interactia con el Ca*"
(dos atomos por globulo), generalmente, su estructura cuaternaria cambia a un estado
conformacional en donde expone sus sitios mas hidrofobicos, ricos en metioninas (Met), en
la superficie interior de cada uno de sus dominios globulares EF. Asi, en presencia de uno
de sus blancos moleculares, la CaM adopta una nueva conformacioén en donde la region
flexible entre los dos dominios globulares se encuentra parcialmente desenrollada,

completamente doblada y envolviendo al péptido (Kuboniwa et al., 1995; Chattopadhyaya
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et al., 1992; Gsponer et al., 2008) [Figura 3]. Cabe destacar que algunos grupos de
investigacion han reportado que en el proceso de activaciéon del canal de Ca®" por el
potasio, la CaM incorpora solo dos atomos de Ca*" en uno de los dominios EF (Schumacher

etal.,2001; Drum et al., 2002).

EF1 ,O i
Y & EF2
oISl
S ow»
1
[N
2 region flexible
Ca & entre los dommlos
222>

(a)
s /g

péptido blanco
(MLCK)

(c)

Figura 3. Estructura de la CaM: a) en su forma libre sin Ca*" (apo-CaM); b) unida a cuatro dtomos
de Ca*" (Ca*"-CaM); y acomplejada con el péptido MLCK (Ca*"-CaM-MLCK) (cédigos pdb 1cfd,
Icll y 2kOf, respectivamente).

Estudios recientes por RMN vy cristalografia por difraccion de rayos X han permitido
establecer que la interaccion CaM-péptido puede proceder de distintas formas. Asi, en la
interaccion con el péptido de unién al canal de Ca®" activado por K', la CaM adopta una
conformacién extendida solo por el 16bulo C-terminal (Elshorst ef al., 1999; Schumacher et
al., 2001; Drum et al., 2002). En el complejo resultante de la union de esta proteina con el
principal sustrato de la proteina cinasa C, un péptido rico en residuos de alanina acilada con

acido miristico (MARCKS), la CaM adopta una conformacion flexible en la que no
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participa el 16bulo N-terminal. Cabe mencionar que el MARCKS es un péptido membranal
de gran importancia para el desarrollo del SNC (Yamauchi et al., 2003). Al activar a la
oxido nitrico sintetasa (NOS) endotelial, la region flexible que une a los dominios
globulares adopta una conformacién de asa diferente a la convencional (Aoyagi et al.,
2003). Frecuentemente, el acoplamiento CaM-péptido se realiza mediante interacciones de
tipo hidrofobicas que involucran a los AA de ambas proteinas, sin embargo, en ocasiones la
interaccion implica a distintos grupos de AA del péptido blanco. Tal es el caso de un
sustrato de la proteina cinasa C (CAP-22/NAP-22) cuyos residuos miristoilos son
fundamentales para la union con la CaM (Matsubara et al., 2004). Otro evento poco comun
en la interaccion de la CaM con sus blancos moleculares es la participacion de dos
moléculas de CaM. Asi, durante la activacion de la calcineurina (CNA) en cerebro, ademas
del complejo Ca**-CaM-CNA clésico, se genera un complejo inusual constituido por la
CNA y dos moléculas de CaM con una conformacion extendida (Ca*’-2CaM-CNA); las
implicaciones fisiologicas de este dimero atin no se conocen (Schumacher ef al., 2001; Ye

et al., 2006) [Figura 4].

A la fecha se han identificado varias proteinas de union a CaM (CaMBPs) en el interior de
las diversas estructuras celulares y de acuerdo a la afinidad que presentan hacia el ion Ca*"
se clasifican en tres grupos generales: enzimas Ca’" dependientes, Ca>" independientes y las
inactivadas por este i6n que son las menos conocidas. Algunos ejemplos de las CaMBPs
dependientes de Ca>" incluyen a las enzimas CNA, NOS, adenilato ciclasa y la cinasa de la
miosina de cadena ligera del musculo esquelético (MLCK) localizadas principalmente en el
citosol y citoesqueleto. Las CaMBPs no dependientes de Ca’" comprenden un nimero
limitado de proteinas entre las que destacan las miosinas de cadena ligera de tipo II, que se

localizan en el citoesqueleto, las neuromodulinas y las neurograninas (O’Day, 2003).
Otra clasificacion de las CaMBPs establecida por Chin y colaboradores (2000) las agrupa

en seis categorias diferentes con base en su regulacion dependiente de la concentracion de

Ca”" intracelular [Figura 5].
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Figura 4. Diferentes conformaciones de unién a péptidos blanco de la CaM.

Estos grupos incluyen a las CaMBPs que participan en la regulacion de los receptores
acoplados a proteinas G [e.g. receptor metabotropico de la glutamina 7 (mGluR7);
receptores de angiotensina II], y cinasas de la tirosina [e.g. receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR)], presentes en la membrana celular; y los de rianodina e
InsP; presentes en el reticulo sarcoplasmico. El segundo conjunto de enzimas son

citosolicas y tienen un papel muy relevante en las vias de sefializacion celular; algunos
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ejemplos son la CNA, las cinasas dependientes de CaM (CaMKI-V), las sintetasas del
oxido nitrico [ 'y IIT (NOSI, III) y las fosfodiesterasas 1 y 2 (PDEI, 2), entre otros. El tercer
grupo incluye proteinas moduladoras de la motilidad y forma celular como la a-actinina,
caldesmona, calponina, la miosina y la MLCK. Los canales idnicos membranales
representan el cuarto grupo de proteinas reguladas por CaM e incluye los canales de Na',
K"y Ca®". El quinto conjunto incluye a las proteinas involucradas en el metabolismo (Ca”'-
ATPasas, fosfofructocinasas y NAD cinasas) transcripcion (SEF-1, CaMKII, etc.),
replicacion del ADN (p68) y otros eventos nucleares (p62). Finalmente, se encuentran
aquellas proteinas que se asocian a membranas y que participan en funciones como la
exocitosis (Rab3 y GTPasa monomérica) y el desarrollo de las células (IQGAP, espectrina

y MARCKS).
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Figura 5. Localizacion y funcion de las principales proteinas CaMBPs en la célula.

2.3 Técnicas experimentales utilizadas para la caracterizacion ligando-CaM

Algunos grupos de investigacion han logrado caracterizar la interaccion de una serie

de compuestos, naturales o sintéticos, con la CaM. Para realizar la evaluacion de esta
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interaccion se han utilizado diversos métodos in vitro que incluyen a la cromatografia de
afinidad (Molnar et al., 1995; Ovadi, 1989), la protedlisis limitada (Ovadi, 1989), la
espectroscopia en el UV y el dicroismo circular (DC) (Molnar et al., 1995; Harmat et al.,
2000; Vertessy et al., 1998), la electroforesis en gel (Leung et al., 1984), la fluorescencia
de energia de resonancia (Au et al., 2000; Molnar et al., 1995; Sharma et al., 2005), la
resonancia magnética nuclear (RMN) (Zhou et al., 1994; Craven et al., 1996), la difraccion
por rayos X (Vertessy et al., 1998; Harmat et al., 2000), la mutagénesis dirigida (Odom et
al., 1997), estudios tedricos computacionales de modelado molecular (Li et al., 2007) y los
ensayos enzimaticos funcionales utilizando diferentes enzimas sensibles a la CaM (Orosz et
al., 1988, 1990; Ovadi, 1989; Molnar et al., 1995; Sharma et al., 1997). La enzima
dependiente de CaM mas utilizada en los ensayos enzimaticos funcionales es la
fosfodiesterasa del AMPc (PDE1) aislada a partir de cerebro o de corazén de bovino. La
actividad de la enzima PDEl puede medirse mediante diversos procedimientos que
incluyen radioinmunoensayos y técnicas espectrofotocolorimétricas. En ambos ensayos la
actividad de la enzima se correlaciona con la cantidad de fosfato inorganico (Pi) generado
por la hidrolisis del AMPc en presencia de una nucleotidasa (Sharma y Wang, 1979)
[Figura 6].
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Figura 6. Secuencia de hidrolisis del AMPc por las enzimas PDE1 y 5'-nucleotidasa.

La técnica que involucra a la RMN proporciona informacion sobre el grado y el tipo de
interaccion entre un ligando y la proteina, asi como la conformacion bioactiva del ligando.
La utilidad de la técnica se basa en el hecho de que diversos parametros de la RMN se
modifican de manera importante cuando el ligando interacciona con la proteina. Y el

estudio comparativo de los espectros de resonancia de las proteinas libres, los ligandos
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libres y los complejos formados nos permite obtener la informacion deseada. Asi podemos
conocer la estructura molecular, la conformacion y la posicion dindmica de las proteinas,
ademas, de la estequiometria con la que cada ligando se une a la proteina de interés. El
primer paso para cualquier estudio de RMN es la asignacion de las sefales a cada dtomo y
este suele ser el paso limitante de toda la operacion. La sustitucion selectiva de protones,
carbonos y nitrogenos por “H, °C y "N, respectivamente, facilita este proceso. Es muy
importante también el estudio de las conectividades espaciales mediante los experimentos
NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy) y ROESY (Rotating-frame Overhauser
Spectroscopy), ya que la mayor parte de la informacién sobre la estructura en disolucion
viene del analisis de las distancias internucleares NOESY (Zhang et al., 1993; Reid et al.,

1990; Ikura et al., 1991; Turjanski et al., 2004; Chou et al., 2001; Osawa et al., 1998).

Los métodos de difraccion de rayos X, indudablemente los mejores, permiten determinar la
estructura tridimensional de macromoléculas bioldgicas con resolucion atdmica (Vertessy

et al., 1998; Harmat et al., 2000).

La aplicacion de los métodos tedricos al estudio de la interaccion de ligandos con proteinas
se conoce como modelado molecular, que ha alcanzado en la actualidad su maxima utilidad
debido en gran parte a los avances de los programas computacionales. Estos métodos
proporcionan energias de interaccion ligando-proteina, modo de interaccion, cambios
conformacionales evidenciados por el ligando o la proteina, asi como la formacion o
destruccion de enlaces de hidrégeno. Entre los métodos tedricos utilizados hoy en dia para
el estudio de interacciones ligando-proteina se incluyen las minimizaciones de energia, las
simulaciones de dinamica y acoplamiento molecular, y las simulaciones de Monte Carlo.
Todas estas técnicas ofrecen en ultima instancia la posibilidad de comprender la interaccion
entre las proteinas y moléculas organicas en términos de fuerzas moleculares (Li et al.,

2007).
Las técnicas basadas en la energia de resonancia de fluorescencia son otras de las

herramientas analiticas ampliamente utilizadas en la evaluacion de la interaccion proteina-

ligando en solucion mediante el uso de compuestos fluorescentes [Figura 7], que tienen la
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capacidad de unirse especificamente mediante interacciones de tipo no-covalente a la
proteina, produciendo una sefial de emision de energia en el espectro de fluorescencia
diagnostica para el complejo proteina-fluoroforos. Posteriormente, la interaccion de este
complejo con un compuesto antagonista produce una competencia por los mismos sitios de
union, ocasionando asi, un cambio en la seflal de emisidbn como consecuencia de la
alteracion de la energia de fluorescencia del complejo aceptor. Este tipo de experimentos
han permitido la caracterizacion de la imipramina, tioridazina, clozapina, haloperidol, CPZ
y TFP como antagonistas de la CaM (Au et al., 2000; Molnar et al., 1995; Sharma et al.,
2005).

Figura 7. Esquematizacion de la transferencia de la energia de resonancia de fluorescencia del 2,6-
ANS al fluor6foro MDCC ubicado en el C-dominio terminal al interaccionar con la CaM.

El dicroismo circular (DC) ha sido de utilidad en el andlisis de la interaccion ligando-
proteina. Los primeros estudios realizados con esta técnica con la fenotiazina TFP
permitieron establecer la estequiometria con la que el firmaco se une a la CaM en sus
dominios hidrofébicos. Estos resultados fueron muy similares a los encontrados para el
complejo W7-CaM. Otros estudios mediante DC han permitido establecer que la CaM tiene
la capacidad de interaccionar simultdneamente hasta con dos antagonistas que presenten
estructuras quimicas diferentes como en el caso de los compuestos TFP y KAR-2 (Molnar
et al., 1995; Harmat et al., 2000; Vertessy et al., 1998; Orosz et al., 1999; Horvath et al.,
2005; Osawa et al., 1998).
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Por ultimo, las técnicas de mutagénesis dirigida representan una herramienta adicional y de
particular interés en el conocimiento de los residuos de AA ubicados en los sitios de union
0 proximos a éste, y que son esenciales para la activacion o la inactivacion de la CaM. Asi,
algunos de los residuos ubicados en la formas helicoidales 2 y 6 han sido establecidos como
esenciales para la activacion de las enzimas dependientes de CaM. Otros estudios
realizados sobre algunos de los residuos de lisina en la proteina, han permitido establecer
que las posiciones 75, 77 y 148 de la CaM de cerebro de bovino son los sitios de
interaccion para antagonistas como la ofiobolina A y algunos de sus derivados (Au et al.,

2000; Auy Leung, 1998; Leung ef al., 1984 y 1985).

2.4 Inhibidores sintéticos de la CaM

Los productos inhibidores de la CaM de origen sintético pertenecen a las categorias
de las fenotiazinas, arilacrilamidas, naftalensulfonamidas y felodipinas, principalmente.
Con excepcion de los farmacos calmidazolium, 48/80 y la acrilamida AAA, todos los
antagonistas se unen a la CaM con una constante de afinidad menor (K, micromolar) que la
observada para la interaccion de la CaM con algunos de sus péptidos blanco a nivel
molecular (K, nanomolar). Mediante el empleo de las técnicas de RMN vy cristalografia de
rayos X se ha logrado la resolucién de una serie de complejos ligando-Ca®"-CaM. Algunos
inhibidores cocristalizados con la proteina son la CPZ, TFP, W7, J8, AAA y, mas
recientemente, un derivado semisintético de la vinblastina, designado con la clave KAR-2.
En todos los casos, se ha observado que la region mas hidrofobica de la proteina es el sitio
de union primario y preferido para estos compuestos. Ademas, se ha determinado que se
unen a la CaM con diferente estequiometria, asi por ejemplo, cuatro moléculas de TFP, dos
W7 y una de KAR-2 pueden cocristalizarse con la proteina. En el caso de los complejos
con TFP, la union de la segunda, tercera y cuarta molécula del inhibidor ocurre inicamente
cuando la proteina ha adoptado una conformacion especifica inducida por la interaccion de
la primera molécula en la region mas hidrofobica de la proteina en el dominio C-terminal.
Todos estos compuestos inhiben la activacion de las enzimas dependientes de CaM de
manera dependiente de la concentracion y son ampliamente utilizados como herramientas

de investigacion en los procesos en los que participa la CaM (Craven ef al., 1996; Molnar et
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al., 1995; Harmat et al., 2000; Vertessy et al., 1998; Orosz et al., 1999; Horvath et al.,
2005; Osawa et al., 1998).

S
S, o
COCL o
| s 0=§—N——(CH)s—np,
N a (CHy)y
| l o®
(CHy)
N
|

(o]

CHy

clorpromazina trifluoropiperazina W7

NH;H

J8 KAR-2

2.5 Productos naturales inhibidores de la CaM

En la literatura cientifica se describen numerosos compuestos inhibidores de la CaM
aislados a partir de diversas fuentes naturales que incluyen plantas, animales y
microorganismos (Martinez-Luis et al., 2007). Estos metabolitos presentan una gran
diversidad estructural y pertenecen a diferentes categorias de metabolitos secundarios. Los
mdas importantes son alcaloides, terpenoides, cumarinas, antraciclinas, antraquinonas,
lignanos, estilbenoides, asi como flavonoides y otros compuestos fenolicos. Algunos

ejemplos selectos de estos compuestos se describen a continuacion:

2.5.1 Alcaloides

Los alcaloides representan una clase de compuestos con propiedades inhibidoras de

la CaM bioldgicamente importante; estos metabolitos se han aislado a partir de algunos
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organismos flngicos terrestres, organismos marinos de la més diversa naturaleza,
actinomicetos y plantas. Los alcaloides antagonistas de la CaM pertenecen a distintas
categorias estructurales incluyendo los indol monoterpenoides, indol carbazoles, derivados
de B-carbolinas, péptidos, entre otros (Kase et al., 1986; Nakanishi et al., 1986; Matsuda et
al., 1988; Kobayashi et al., 1986, 1990a, 1990b y 1991; Abe et al., 1997; Yamada et al.,
2002; Pala et al., 1999; Ronca-Testoni et al., 1985; Molnar et al., 1995; Martinez-Luis et

al., 2006).
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De estos productos, merecen especial atencion por su relevancia en la terapéutica y su
potencia como inhibidores de la CaM, los alcaloides vincristina y vinblastina, importantes
agentes antitumorales de uso terapéutico aislados a partir de la especie Catharanthus roseus

y que antagonizan a la CaM de manera dependiente de la concentracién del ion Ca*". La K,
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calculada para el complejo CaM-vinblastina es del orden de 3 uM, valor que revela que la

afinidad del alcaloide por la CaM es similar a la que muestra por la tubulina (Molnar et al.,

1995).

vinblastina R =CHj;
vincristina R = CHO

Las P-carbolinas eudistomidinas A y C fueron los primeros antagonistas de la CaM
aislados de organismos marinos; presentan una actividad especifica sobre la proteina PDEI
aislada de cerebro de bovino y fueron mas potentes como inhibidores de la CaM que el
antagonista W7 (Clso 300 uM) (Kobayashi ef al., 1986 y 1990a). La leptosina M, producida
por la especie fungica Leptosphaeria sp., inhibe entre un 40 y un 70% la actividad de la
enzima cinasa III dependiente de CaM (CaMKIII) a una concentracion de 10 ug/mL

(Yamada et al., 2002).
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El verruculégeno altera la activacion de varias enzimas dependientes de CaM. La
interaccion directa del compuesto con la CaM se demostré mediante técnicas fluorimétricas
comprobandose que el producto provoca el apagamiento de la fluorescencia del complejo

N-fenil-1-naftilamina (NPN)-CaM (Pala et al., 1999).
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verruculégeno

2.5.2 Terpenoides

De algunas especies pertenecientes a los géneros fungicos Bipolaris y
Naematoloma, asi como del género de actinomicetos Streptomyces se han aislado varios
terpenoides que pertenecen a las categorias de los sesquiterpenoides, sesterterpenoides y
triterpenoides principalmente. La ofiobolina A, los &cidos fascictlicos A-C y el compuesto
KS505-A son los mas notables. El sesterterpenoide ofiobolina A, es sin duda alguna el
producto natural inhibidor de la CaM que mas ampliamente ha sido estudiado a la fecha
(Leung et al., 1984 y 1985; Au y Leung, 1998). Este metabolito inhibe la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos, la actividad de la enzima -1,3-D-glucano sintetasa y es un
antagonista de las calmodulinas de maiz y de cerebro de bovino. La interaccion de la
ofiobolina A con la CaM se demostré inicialmente a través de experimentos de
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y de inhibicion de la
actividad de la enzima PDE1l con un valor de Clsg de 9 uM (Leung et al., 1984).
Posteriormente se comprobd el efecto anti-CaM mediante el apagamiento de la
fluorescencia intrinseca a la tirosina, espectroscopia en el ultravioleta (UV) y experimentos
de mutagénesis dirigida sobre los residuos de lisina en las posiciones 75, 77 y 148 de la
CaM de cerebro de bovino. Estos experimentos permitieron también comprobar que la
interaccion proteina-ligando es de tipo covalente y que la estequiometria es 2:1, es decir,
dos moléculas de ofiobolina A se unen a cada molécula de CaM a través de los residuos de
lisina 75 y 148 (Au y Leung, 1998; Au et al., 2000). Finalmente, en experimentos in vivo
con plantas de maiz se establecid que el efecto fitotoxico de la ofobiolina A estd
relacionado, al menos parcialmente, con su actividad anti-CaM, y que ambos efectos son

dependientes del tiempo y de tipo irreversible (Evidente et al., 2006).
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ofiobolina A

Los acidos fasciculicos A-C (Clsy entre 6.0 y 100.0 uM) aislados a partir de la especie

Naematoloma fasciculare, fueron caracterizados como potentes inhibidores del complejo

CaM-PDE]1 (Kubo et al., 1985; Takahashi et al., 1989).

OH

acido fasciculico B Ry= COCH,CCH,CO0H
CH;

acido fasciculico A on

acido fasciciilico C Ry= COCH,CCH,CONHCH,COOCH,
El compuesto KS505-A aislado de la especie Streptomyces argenteolus A-2, es un
terpenoide con estructura inusual, ya que presenta una unidad del &cido 2-O-
metilglucurénido, un esqueleto isoprenoide decaciclico y una funcién hidroxi-y-lactona
fusionada a un anillo aromatico. Este compuesto es un potente inhibidor de los complejos
CaM (cerebro y corazén de bovino)-PDEI con valores de Clsy de 0.065 y 1.4 uM,
respectivamente. Esta actividad fue comparable a la del calmidozolio (Clsy 0.12 uM). De

manera adicional, un analisis cinético indicé que KS505-A es un antagonista competitivo

de la CaM (K; 0.089 uM) (Nakanishi et al., 1992; Ichimura et al., 1996).
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KS505-A

A partir del hongo coprofilo Malbranchea aurantiaca se aislé un derivado con nucleo
eremofilano que inhibe la activacion de la PDE1 con un valor de Clsy de 10.2 uM
(Martinez-Luis et al., 2005). Este compuesto también presentd una actividad inhibitoria
significativa sobre el crecimiento y la germinacion de la especie Amaranthus
hypochondriacus. Este efecto fue similar al del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
comparable con la de otros derivados de tipo eremofilano aislados a partir de la especie

vegetal Flourensia cernua.

OH

eremofilano

A partir de las plantas Flourensia cernua y Hofmeisteria schaffneri, fueron aislados los
metabolitos 4&cido dehidroflourénsico y flourensadiol y dos derivados del timol, la
hofmeisterina y el acetato de 2'-(2"-hidroxi-4"-metilfenil)-2'-oxoetilo, respectivamente, los
cuales fueron caracterizados como inhibidores de la activacion de la enzima PDEI, con
valores de Clsy de 23.2, 5.2, 4.4 y 4.2 uM, respectivamente. Estos metabolitos también
afectan de manera significativa la movilidad electroforética de la CaM en gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) (Mata et al., 2003a; Pérez-Vasquez et al., 2005).

COOH

acido dehidroflourénsico flourensadiol
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acetato de 2'-(2''-hidroxi-4''-metilfenil)-2'-oxoetilo hofmeisterina

Otros terpenoides de interés aislados a partir de plantas son el sesquiterpenoide gosipol, asi
como el 4cido quindvico y su correspondiente derivado glucosidico. Estos metabolitos
fueron aislados a partir de las especies Gossypium spp. y Mitragyna stipulosa,
respectivamente. El gosipol inhibe a las enzimas Ca’"-ATPasa de la membrana plasmatica
de espermatozoides humanos y Ser/Thr fosfatasa dependiente de Ca’’-CaM; esta Gltima
enzima es clave en la modulacion de varios efectos mediados por la ciclosporina A (CsA) y
el tacrolimus (FK506) (Roufogalis et al., 1999). El 4cido quinévico y su glucésido son
potentes inhibidores de la PDE1, con valores de Clsy de 0.166 y 0.374 uM, respectivamente
(Fatima et al., 2002).
SOWNoe

CH;  HyC

gosipol acido quindvico

2.5.3 Cumarinas y derivados de y-pironas

De los hongos Streptoverticillium album K251 y Guanomyces polythrix fueron
aislados los metabolitos reticulol y una serie de y-pironas (naftopironas y una xantona),
respectivamente. Todos estos metabolitos fueron caracterizados como potentes inhibidores
del complejo CaM-PDE1 mediante ensayos enzimaticos y experimentos de electroforesis.
Estudios por cromatografia de afinidad de los metabolitos aislados de G. polythrix
permitieron establecer la naturaleza irreversible de la interaccion con la CaM (Macias et al.,

2000 y 2001; Mata et al., 2003b).
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reticulol naftopironas xantona

El 4cido secaldnico, aislado de la especie Penicillium oxalicum, es otra xantona que inhibe
la activacion de la PDE1 de manera dependiente de la concentracion con un valor de Cls

de 45.0 uM (Pala et al., 1999).

OH GoocH, OH 0o OH

acido secalonico

Finalmente, de la especie Prionosciadium watsoni se aislaron una serie de piranocumarinas
y y-pironas que presentaron una actividad fitotoxica significativa contra las especies
arvenses Amaranthus hypochondriacus, Echinocloa crus-galli y Lemna pausicostata. Estos
productos también retardan la movilidad electroforética de las CaMs de espinaca y de

cerebro de bovino (Valencia et al., 2002).

piranocumarinas y-pironas

2.5.4 Antraciclinas y antraquinonas

A partir de un aislamiento de las especies Micromonospora olivasterospora y
Streptomyces californicus se obtuvieron las antraquinonas K259-2 y KS619-1,
respectivamente. Estos metabolitos son inhibidores inespecificos de la activacion de las
PDEls de cerebro y de corazén de bovino. Los valores de Cls para el compuesto K259-2

fueron de 6.6 y 2.9 uM, respectivamente. En el caso del compuesto KS619-1 estos valores
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fueron de 2.0 y 1.5 uM, respectivamente (Yasuzawa et al., 1987; Matsuda y Kase, 1987;
Matsuda et al., 1990).
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La adriamicina, una antraciclina utilizada en la terapéutica del cancer, obtenida de algunas
especies del género Streptomyces, es un inhibidor débil de la CaM; su glicdsido se une a la

region hidrofobica de la proteina (Matsuda y Kase, 1987).

adriamicina

2.5.5 Lignanos

Los lignanos del tipo furofurano de Leucophyllum ambiguum inhiben la activacion
de la enzima PDEI, con valores de Clsy entre 5.6 y 14.4 uM. De manera adicional, la
interaccion de estos compuestos con la CaM se determind mediante experimentos de
electroforesis. Los resultados obtenidos en estos experimentos permitieron establecer que
los lignanos estudiados retardan de manera significativa la movilidad electroforética de la

CaM (Rojas et al., 2003).
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lignanos del tipo furofurano

2.5.6 Estilbenoides y derivados

Los estilbenoides (bibencilos, fenantrenos y estilbenos) que inhiben a la CaM, se
han obtenido de la briofita Radula kojana (Azakawa et al., 1991) y de varias especies de
orquideas mexicanas que incluyen Epidendrum rigidum, Scaphyglottis livida y Nidema
boothii. Los productos de las orquideas son ademads relajantes de la musculatura lisa y
potentes agentes fitotoxicos. En un estudio realizado por Hernandez-Romero y
colaboradores (2004) se comprobd que el bibencilo gigantol potencia el efecto relajante de
la musculatura lisa provocado por la CPZ. Este efecto sinérgico permitid proponer que uno
de los blancos de acciéon del efecto espasmolitico ejercido por los bibencilos es la CaM,
debido a que esta proteina participa en distintas etapas del proceso de contraccion-

relajacion del musculo liso.

CH, CH, OH 0

CH, OH o 8 8
HyC H,C
H,CO' OH H,CO’ OH

estilbenoides de Radula kojana

Ry

O Ry

R

R;

bibencilos

Otros estilbenoides que inhiben a la CaM son la nidemona aislada de la orquidea N. boothii
y el piceatanol, ampliamente distribuido en el reino vegetal. Estos compuestos inhiben la

activacion de la PDE1 sin afectar la actividad basal de la enzima. Cabe mencionar que el
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piceatanol también es un importante inhibidor de las enzimas MLCK y CDPK (Herndndez-

Romero et al., 2005; Wang et al., 1998).

OH

OH

|O‘ 0

B \ O Q
O OH o

H,CO

oH

piceatanol nidemona

2.5.7 Flavonoides y otros compuestos aromaticos

Los flavonoides quercetina, genisteina, naringenina y un glucosido derivado de la
rutina son inhibidores de la actividad de la PDE1 de cerebro de bovino de una manera
dependiente de la concentracion. De manera adicional, se demostré que la quercetina
produce un apagamiento de casi el 100% de la fluorescencia intrinseca de la CaM inducida
por la NPN, a una concentraciéon de 50 uM. Por otra parte, experimentos realizados con la
quercetina marcada isotopicamente con "*C han podido confirmar el sitio de unién del

compuesto al complejo Ca**-CaM (Nishino e al., 1984).

OH OH
0. O ©/
OH e

quercetina genisteina naringenina

Los flavan-3-oles catequina y epi-catequina, las isoflavonas tectorigenina y daidzeina, las
chalconas 4-hidroxiderricina y el xantoangelol, asi como el acido caféico inhiben las
propiedades moduladoras de la CaM ya que el tratamiento del complejo CaM-PDEI1 con
diferentes concentraciones de los productos provoco la inhibicion de la hidrolisis del AMPc
(Paliyath y Poovaiah, 1985; Goto et al., 1987). De estos metabolitos, la 4-hidroxiderricina y
el xantoangelol de Angelica keiskei resultaron los mas potentes, con valores de Clsy de 1.0
y 0.5 uM, respectivamente. Posteriormente, la interaccion de estos compuestos con la CaM

se comprobd mediante el empleo de técnicas de fluorescencia (Okuyama et al., 1991). Cabe
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mencionar que los flavan-3-oles descritos son inhibidores inespecificos de la CaM ya que

afectan de manera significativa la actividad basal de la enzima PDE].
OH OH
HO. 0. \\\\\G[ HO, 0. N@[
m oH \@[}m‘ on
OH OH

catequina epi-catequina

Otro grupo de compuestos que inhiben la activacion de la PDE1 de manera dependiente de
la concentracion son los benzoatos de bencilo 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo, 2-hidroxi-
6-metoxibenzoato de 3'-metoxibencilo y 2-hidroxi-benzoato de 2'-metoxi-bencilo de
Brickellia veronicifolia. Estos metabolitos presentaron valores de Clsode 10.6, 12.3 y 14.6

uM, respectivamente (Rivero-Cruz et al., 2006 y 2007).

OMe [0} OH o OH o OMe
OMe
o/\© o /\@/ o
OMe OMe

. . . 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de 3'- 2-hidroxi-benzoato de 2'-
2,6-dimetoxibenzoato de bencilo

metoxibencilo metoxi-bencilo

Otros compuestos aromaticos simples como los acidos clorogénico, vainillico, ferulico,
gentisico, trans-cinamico, fenilacético y o-cumadrico, sin embargo, son inactivos; los
valores de sus Clsy son mayores a 500 uM en el ensayo de la PDE1 (Paliyath y Poovaiah,
1985).

2.5.8 Compuestos varios
Las herbaruminas I y II, nonendlidas fitotoxicas aisladas del hongo Phoma
herbarum interactuan con la CaM de cerebro de bovino alterando no solo la movilidad

electroforética de la proteina, sino también la actividad de la PDE1 con valores de Clsy de

14.2 y 6.6 uM, respectivamente (Rivero-Cruz ef al., 2003).
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2.6 Antecedentes de la especie flingica Malbranchea aurantiaca Sigler & Carmich

(Myxotrichaceae)

Malbranchea aurantiaca es un hongo coprofilo que pertenece a la familia
Myxotrichaceae. La especie estd ampliamente distribuida y se ha aislado a partir del suelo o
excremento de animales en la India, Centro América, Australia, Estados Unidos de
Norteamérica y Bélgica. Tres de las especies del género Malbranchea, han sido
investigadas desde el punto de vista quimico: M. cinnamomea, M. filamentosa y M.
pulchella. Estos estudios han permitido el aislamiento y la caracterizacion de varios
compuestos pertenecientes a las categorias de las benzoquinonas, hidroquinonas,
benzofuranos y otros compuestos aromaticos (Saito et al., 1979; Chiung et al., 1994;

Schlegel et al., 2003a y b; Hosoe et al., 2005).

La especie M. aurantiaca ha sido objeto de dos estudios previos realizados en nuestro
grupo de trabajo. Estos andlisis condujeron al aislamiento y purificacion de siete
metabolitos secundarios caracterizados como el ergosterol, los acidos penicilico, linoleico y
oleico, la 1-hidroxi-2-oxoeremofil-1(10),7(11),8(9)-trien-12(8)-6lida y los alcaloides indol-
monoterpenoides malbranqueamida e isomalbranqueamida B. Estos alcaloides presentan
una potente actividad inhibidora de la germinacion y el crecimiento radicular de semillas de
A. hypochondriacus. De manera adicional, estos compuestos inhiben la activacion de la
enzima PDEI de manera dependiente de la concentraciéon. Un andlisis cinético de la
inhibicién de la actividad de la PDE1 indic6 que la malbranqueamida es un antagonista
competitivo de la proteina, y que actia compitiendo con la formacion del complejo activo
Ca**-CaM-PDEl. Por dultimo, este compuesto también present6 un efecto

antibrasinoesteroide significativo al inhibir de manera competitiva el efecto de los
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brasinoesteroides en las hojas de trigo (Martinez-Luis et al., 2005 y 2006; Madariaga-
Mazoén, 2007).

malbranqueamida isomalbranqueamida B

2.7 Antecedentes de la especie fingica Emericella 25379 (Trichocomaceae)

El género Emericella representa el estado de reproduccion sexual del género
Aspergillus (Pitt et al., 2000). Los estudios quimicos realizados sobre varias especies del
género han permitido el aislamiento de una gran cantidad de metabolitos secundarios, con
una amplia variedad de estructuras quimicas y actividades bioldgicas que representan
cabezas de serie para la sintesis y el desarrollo de nuevos principios biodinamicos. La
especie E. variecolor es la que ha recibido una mayor atencion desde el punto de vista
quimico. Asi, los estudios de diferentes aislamientos de este hongo han permitido la
obtencion y la caracterizacion de una serie de compuestos citotoxicos derivados de la
variecolorquinona (Malmstrom et al., 2002). Otros compuestos aislados y caracterizados a
partir de esta especie son las variecolorinas A-L, alcaloides con nucleo isoequinulina, que
presentan una actividad antioxidante significativa como captadores de radicales libres
(Wang et al., 2007), sesterterpenos derivados de la ofiobolina, numerosas xantonas y

meroterpenoides con propiedades citotoxicas (Wei ef al., 2004; Pornpakakul et al., 2006).

OCH;  OH

varitriol varioxirano
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variecolorina F

HO  CH;

6-¢pi-ofiobolina C 6-¢pi-ofiobolina G

De E. nidulans, se aislaron una serie de compuestos citotoxicos, las arugosinas (A-H). De
manera adicional, algunos derivados de xantonas y alcaloides de tipo inddlicos han sido

caracterizados de esta especie (Kralj et al., 2006).

HyC 0.
0
o OH

HO

arugosina G emericelina

De la especie E. cuadrilineata se obtuvieron algunos derivados de xantonas y alcaloides
con propiedades inmunoestimulantes y tremorgénicas, respectivamente (Fujimoto et al.,

2006).

derivados de xantonas derivados de alcaloides
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De E. aurantiobrunnea se identificaron algunos derivados de la variecolina. Estos
metabolitos se unen a los receptores CCR5 que representan blancos de accion novedosos

para el tratamiento de pacientes con VIH (Yoganathan et al., 2004).

derivados de variecolina

De los aislamientos de E. falconensis y E. fruticulosa se obtuvieron los policétidos

falconensonas que son potentes agentes antioxidantes y citotoxicos (Takahashi et al., 2000).

Ao LA

policétidos falconensonas

E. unguis biosintetiza una serie de dépsidos y depsidonas incluyendo el guisinol y las
emeguisinas (A-C). Otro grupo de compuestos aislados y caracterizados de esta especie son

una serie de ftalidas con actividad antibacteriana significativa (Nielsen et al., 1999).

OH
/ H;C,
o
a
o
OH
HO'
CH;

guisinol

E. heterothallica y E. striata producen las epipolitiodioxopiperazinas emetalicinas (B-D).
Estos metabolitos son importantes agentes antihistaminicos que inhiben de manera

significativa la liberacion de histamina (Kawahara et al., 1990).

emetalicina B emetalicina D
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Los estudios quimicos de E. violacea y E. purpurea, condujeron al aislamiento de una serie
de bifenilos derivados del acido violacéico y los alcaloides emindoles (PA-PC) (Yamazaki

y Maebayashi, 1982; Hosoe et al., 2000).

OH

- i 0: : N,
OHC HyCO COOH

acido violacéico

emindol PA
=~ emindol PC
emindol PB R,=H R,= f

Otras especies estudiadas son E. rugulosa, E. astellata, E. nidulans y E. venezuelensis,

unicas del género que biosintetizan aflatoxinas (Frisvad y Samson, 2004).

La especie Emericella 25379, objeto de estudio del presente trabajo es una especie fingica
de origen marino novedosa cuya clasificaciéon taxondémica se encuentra en proceso. La
especie se considera novedosa porque la secuencia de nucledtidos de su region 16S
ribosomal es distinta a la de todas las otras especies del género descritas a la fecha.
Obviamente, desde el punto de vista quimico la especie no ha sido objeto de estudio

alguno.
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3. Justificacion y objetivos

Actualmente, la busqueda de productos naturales novedosos con actividad
inhibitoria sobre la CaM ha cobrado un renovado interés debido a las implicaciones
farmacologicas derivadas de los distintos procesos que regula la proteina como son la
secrecion de sustancias al exterior de las células, contraccion del musculo liso,
transcripcion génica, metabolismo y proliferacion celular, por mencionar algunos. De tal
forma que algunos inhibidores de la CaM son farmacos de uso terapéutico como es el
caso de las fenotiazinas o los alcaloides del cataranto. Otros, como la ofobiolina, son
inhibidores del crecimiento vegetal, y por lo tanto agentes herbicidas potenciales. Asi
mismo, los inhibidores de la CaM constituyen también importantes herramientas de
investigacion, como en el caso del W-7 y la ofobiolina, que permiten el estudio de las
funciones bioldgicas y fisiologicas reguladas por CaM y contribuyen al conocimiento de
las interacciones CaM-ligando desde el punto de vista funcional y conformacional.

La gran biodiversidad de hongos en México, practicamente inexplorada como fuentes de
agentes biodinamicos, constituye un punto de partida valioso para el descubrimiento de
nuevos inhibidores de la proteina reguladora CaM. Las investigaciones quimicas y
biologicas conducidas sobre varias especies fungicas en nuestro grupo de trabajo han
permitido evidenciar que los hongos microscopicos constituyen una fuente inestimable de
productos naturales con un efecto inhibitorio importante sobre la CaM. Los metabolitos
aislados incluyen un nimero considerable de compuestos con propiedades anti-CaM
entre los que destacan los policétidos de tipo nonenolida aislados de la especie Phoma
herbarum, las y-pironas de Guanomyces polythrix y el alcaloide malbranqueamida de
Malbranchea aurantiaca. Los compuestos antes mencionados son NEQs, lo cual podria
incidir de manera favorable en el hallazgo de nuevos fairmacos o pesticidas cuyo blanco

de accidn sea la proteina CaM.

Cabe destacar que durante el estudio de M. aurantiaca se detectaron otros alcaloides

minoritarios, posiblemente anilogos estructurales considerando el metabolismo tipo
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rejilla tan frecuente en los organismos fingicos, y que potencialmente son inhibidores de

la CaM.

Con base en las consideraciones anteriores el objetivo primordial del presente trabajo es
caracterizar nuevos inhibidores de la CaM a partir de las especies fungicas Malbranchea
aurantiaca 'y Emericella 25379 con la finalidad de contribuir al descubrimiento de

nuevos farmacos, pesticidas y/o herramientas de investigacion potenciales.

Para el cumplimiento del objetivo principal propuesto, se formularon los siguientes
objetivos especificos:

a) Establecer las mejores condiciones para la fermentacion de los organismos fungicos
que permitan la obtencion de los compuestos de interés.

b) Obtener los productos naturales bioactivos a partir de los medios de fermentacion
mediante la aplicacion de los procedimientos convencionales.

c) Evaluar el efecto de los productos naturales y, en lo posible, de analogos sintéticos
sobre las propiedades moduladoras de la CaM, utilizando un ensayo enzimatico funcional
que emplea como enzima monitora a la PDEI.

d) Determinar la estructura molecular de los compuestos activos mediante el uso de
técnicas espectroscopicas, espectrométricas, quirodpticas, y de modelado molecular.

e) Corroborar la interaccion de los metabolitos con la CaM mediante el empleo de las
técnicas de RMN y fluorescencia.

f) Establecer el sitio de union del ligando mediante la evaluacion de las interacciones
ligando-receptor utilizando técnicas in silico que incluyen métodos de acoplamiento

molecular y dindmica molecular.
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4. Parte experimental

4.1 Material fungico

El hongo Emericella 25379 (Trichocomaceae) se aislo a partir de la superficie de un
coral blando (Pacifigorgia rutilia) recolectado en las Islas Marietas, localizadas en Puerto
Vallarta, estado de Jalisco, México, en el afio 2006 [Figura 8]. La especie fungica
Malbranchea aurantiaca (Myxotrichaceae) se aislo a partir de guano de murciélago en las
Cuevas de Juxtlahuaca, localizadas en el Ramal del Infierno, estado de Guerrero, México,
en el afio 1998 [Figura 9]. La identidad y clasificacion de ambas especies fue establecida
por la Dra. Maria del Carmen Gonzalez (Instituto de Biologia, UNAM). Cultivos de
referencia de ambas especies se mantienen en la coleccion de Micopatologia, Instituto de

Biologia, UNAM (vouchers: 25379 y 24428, respectivamente).
4.2 Analisis cromatograficos

La cromatografia por adsorcién en columna abierta (CCA) se realizé utilizando
como soportes gel de silice (Kieselgel 60 Merck, tamafio de particula 0.063-0.200 um,
malla de 70-230 mm ASTM) o Sephadex® (LH20, Pharmacia). Los andlisis
cromatograficos cualitativos en capa fina (CCF) y de tipo preparativo (CCFP) se efectuaron
siguiendo las técnicas convencionales utilizando placas de aluminio y/o vidrio de 0.25 mm
de grosor recubiertas con gel de silice (60 Fys4 Merck, malla de 3.5-7.0 mm ASTM) de
diferentes dimensiones, empleando diversos sistemas de elucion (Ettre y Kalasz, 2001).
Como agentes cromdgenos se emplearon soluciones de sulfato cérico amoniacal, vainillina

sulftrica, Dragendorff'y Ehrlich.
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Emericella 25379

ascosporas estrelladas de Emericella 25379

Figura 8. Emericella 25379 (Trichocomaceae).

Figura 9. Malbranchea aurantiaca (Myxotrichaceae).
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La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizé en un cromatografo
Waters® (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA) equipado
con un detector UV Dual (2487). El control del equipo, la adquisicion de datos, el
procesamiento y manipulaciéon de la informacion se realizaron utilizando el programa
Empower® version 2.0 (Waters). Los analisis se realizaron en columnas empacadas con
dimetiloctadecilsilil (HCR-C;s) SymmetryPrep 7um (Waters®) [7.8 x 300 mm, 2.0
mL/min], Symmetry® 5 um (Waters®) [4.6 x 250 mm, 0.6 mL/min] o Nucleosil Sum
(Phenomenex®) [10 x 250 mm, 3.5 mL/min]. Todos los anélisis se realizaron a temperatura
ambiente. La longitud de onda (A) utilizada para la deteccion de los compuestos fue de 235

nm.

4.3 Caracterizacion de los productos naturales y sus derivados

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se reportan sin
corregir. Las rotaciones Opticas se midieron en un polarimetro digital JASCO DIP 360. Los
espectros en el IR se midieron en un espectrometro de rejilla Perkin-Elmer modelo 599B,
utilizando las técnicas de pelicula o pastilla en KBr. Los espectros de dicroismo circular
(DC) se registraron en un espectropolarimetro digital JASCO 720 a 25 °C en CHCls. Los
espectros en el UV se analizaron utilizando un espectrometro Shimadzu modelo 160 UV en
CHCl;. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 500 MHz ('H)/125 MHz
(°C) 6 400 MHz (‘"H)/100 MHz (**C) se registraron en los equipos Bruker DHX500, Varian
Unity Plus 500 o Varian Innova 500. Los desplazamientos quimicos (0) se expresan en ppm
con referencia al tetrametilsilano (TMS) utilizado como estandar interno. En todos los casos

se utilizé CD;OD o CDCl; como disolventes.

Los espectros de masas por la técnica de impacto electronico (EM-IE) se generaron
mediante la introduccion directa a 70 eV y un barrido de 33 a 700 unidades de masa-carga
(m/z) por segundo, en un espectrometro de masas JEOL JMSAX505HA. Los espectros de
masas modalidad FAB positiva (EM-FAB") se registraron en un espectrometro modelo

JEOL DX300 utilizando una matriz de alcohol nitrobencilico.
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El registro de los espectros de RMN, EM, DC, IR y UV se efectu6 en la Facultad de
Quimica y el Instituto de Quimica de la UNAM, asi como en la Unidad de Resonancia
Magnética Nuclear de la Universidad Auténoma Metropolitana campo Iztapalapa (UAM-

Iztapalapa).

4.4 Fermentacion de los microorganismos fungicos objeto de estudio

La fermentacion en pequeiia escala de la especie fungica Emericella 25379 se realizd
utilizando condiciones estaticas, diferentes medios de cultivo (caldo papa dextrosa [PDB]
natural, PDB comercial, V8 y Czapek) y periodos de fermentacion, a temperatura ambiente.
Para realizar las fermentaciones se utilizaron matraces Fernbach de 2.8 L conteniendo un
litro de medio de cultivo. El inéculo consistié en dos cuadros de agar de un cm” de un
cultivo de microorganismos en medio solido agar papa dextrosa comercial (PDA). Al
término del crecimiento se filtro el medio de cultivo para separar el micelio. A continuacidn
se prepararon los extractos del micelio y medio de fermentacion. El micelio obtenido se
sometio a un proceso de maceracidon durante tres dias con CH,Cl,. E proceso se repitio tres
veces. Al término de la maceracion, los extractos resultantes se filtraron y se secaron sobre
Na,SO4 anhidro y se concentraron al vacio. Los extractos del medio de cultivo se
obtuvieron mediante sucesivas particiones empleando CH,Cl, como disolvente de
extraccion. La fase orgénica se seco sobre Na,SO,4 anhidro y se concentrd a vacio. Cada uno
de los extractos obtenidos a partir del micelio y del medio de cultivo fue analizado por
cromatografia en capa delgada, con la finalidad de reunirlos de acuerdo a su similitud

cromatografica.

La fermentacion en mediana escala (20 L) de la especie Emericella 25379 se realizo bajo las
condiciones siguientes:

- Medio de cultivo: Czapek

- Condiciones de agitacion: cultivo estatico

- Tiempo de fermentacion: 30 dias

- Temperatura de cultivo: ambiente
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Al término de la fermentacion se prepararon los extractos tanto del micelio como del medio
de cultivo. El primero se elaboré mediante un proceso de maceracion y el segundo mediante
particiones sucesivas utilizando CH,Cl, como disolvente. Posteriormente, se realizd la
reunién de ambos extractos con base en su similitud cromatografica obteniéndose 5.0 g de

un residuo café obscuro.

El cultivo de M. aurantiaca se realizd en medio PDB comercial utilizando las mismas
condiciones experimentales previamente establecidas por Martinez-Luis (2007) y
Madariaga-Mazén (2008). El medio de cultivo se indculo con dos cuadros de agar de un
cm® de un cultivo de microorganismos en medio sélido de agar papa dextrosa comercial
(PDA). La incubacion se realizé a temperatura ambiente durante 30 dias y en condiciones
estaticas. Al término de la fermentacion (20 L), se prepararon los extractos tanto del micelio
como del medio de cultivo utilizando como disolvente CH,Cl, obteniéndose 6.0 g de

extracto seco combinado.

4.5 Estudio quimico de la especie Emericella 25379

4.5.1 Fraccionamiento del extracto organico

El extracto organico total (5.0 g) se sometid a un proceso de fraccionamiento
utilizando una CCA sobre gel de silice (300 g) y como fase mdvil mezclas en orden
creciente de polaridad entre hexano-CH,Cl,-AcOEt. Este proceso generd once fracciones

primarias (Fy-Fqy).

4.5.2 Aislamiento, purificacion e identificacion del hidrato de 15(S)-
clorotajixantona (1) y de la 14-metoxitajixantona (2) a partir de la fraccion primaria

| A
El fraccionamiento secundario de la fraccidon primaria F4 [370 mg; hexano-CH,Cl,-

AcOEt (7:2:1)], mediante una CCA de sephadex (25 g; MeOH) condujo a la obtencion de

siete fracciones secundarias, F4 - Fayp. El andlisis cromatografico por CLAE utilizando
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una columna Symmetry® Cis (0.6 mL/min, ACN) de la fraccion secundaria F4.yy permitio
el aislamiento y la purificacion de dos solidos cristalinos amarillos identificados como el
hidrato de 15-(S)-clorotajixantona (1; 8 mg; p. f. 180-181 °C; tz 7.70 min) y la 14-
metoxitajixantona (2; 5 mg; p. f. 200-201 °C; tz 6.81 min).

Hidrato de 15-(S)-clorotajixantona (1): [a]p —4° (¢ 0.1, CHCI;); IR (KBr) vy 3486, 3073, 2925,
2849, 1736, 1644, 1567, 1240, 1022 y 920 cm'; EMIE [M] m/z 458.1504 (calc. C,5sH,,04Cl
458.1496); DC (CHCI;) (0.057 mg/mL) Ae (nm) —2.27 x 104 (249), -2.08 x 104 (261), 1.48 x 104
(285), —1.30 x 104 (336); UV Apax (CHCI;) log € (nm) 3.60 (388), 3.25 (339), 3.76 (301), 3.72 (292),
4.07 (277), 3.96 (258), 3.92 (249), 3.94 (244).

14-Metoxitajixantona (2): [a]p —38° (¢ 0.1, CHCl); IR (KBr) vy 3450, 3078, 2592, 2887, 1795 y
920 cm™'; EM-FAB" [M+1] m/z 453.2074 (calc. Cy6H2907 453.2066); DC (CHCls) (0.069 mg/mL)
Ae (nm) —5.27 x 10" (247), —2.69 x 10* (260), —2.62 x 10* (295), —9.70 x 10° (301), 1.97 x 10*
(317), —1.16 x 10* (335); UV Amax (CHCL3) log & (nm) 3.23 (395), 2.59 (3.46), 2.48 (299), 3.42
(290), 3.85 (277), 3.74 (261), 3.78 (254), 3.77 (248.5), 3.77 (245).

4.5.3 Aislamiento de la shamixantona (3) a partir de la fraccion primaria F,

Con la finalidad de aislar los compuestos presentes en la fraccion primaria F, [2.0 g;
hexano-CH,Cl,-AcOEt (7:2:1)], se realizé un anélisis cromatografico por CCA sobre gel de
silice (45 g) utilizando como fase movil hexano y mezclas de hexano-AcOEt,
incrementando gradualmente la polaridad. Esta metodologia generd cuatro fracciones
secundarias, F,-F,1y. La resolucion de la fraccion secundaria Fp.q (70 mg) mediante
CCFP, utilizando como sistema de elucion CH,Cl,, permiti6 el aislamiento de 15 mg de un

solido amarillo con p. f. 141-143°C, identificado como la shamixantona (3).

Shamixantona (3): [a]p +34° (¢ 0.1, CHCl;) [lit. +16.0 (¢ 0.1, CHCl;)]; DC (CHCI;) (0.033
mg/mL) Ae (nm) —2.79 x 10* (263), 2.71 x 10* (295), —1.92 x 10 (336), 1.16 x 10* (446); UV Apax
(CHCls) log € (nm) 3.50 (395), 2.90 (346), 3.77 (299), 3.76 (293), 4.24 (276), 4.05 (250), 4.07 (244).

Datos espectroscopicos de 'H y *C-RMN idénticos a los reportados en la literatura (Pornpakakul et

al., 2006).
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4.5.4 Aislamiento e identificacion del hidrato de tajixantona (4) a partir de la

fraccion primaria Fy

De la fraccion primaria Fg [90 mg; hexano-CH,Cl,-AcOEt (4:3.5:2.5)], cristalizaron
de manera espontanea 18 mg de un sélido amarillo, con p. f. 182-184 °C, identificado como

el hidrato de tajixantona (4).

Hidrato de tajixantona (4): [a]p —74° (¢ 0.1,CHCL) [lit. =76.0 (¢ 0.23, CHCl3)]; DC (CHCls)
(0.025 mg/mL) Ae (nm) —1.24 x 10° (245), —-8.62 x 10* (260), 3.21 x 10* (292), —4.36 x 10* (336);
UV Amex (CHCL3) log & (nm) 3.72 (397), 3.14 (347), 3.92 (299), 3.91 (294), 4.42 (278), 4.25 (261),
425 (257), 421 (249), 4.24 (244). Datos espectroscopicos de 'H y “C-RMN idénticos a los

reportados en la literatura (Pornpakakul ez al., 2006).

4.5.5 Aislamiento y purificacion de la emericelina (5) a partir de la fraccion

primaria Fq

La separacion de los constituyentes presentes en la fraccion primaria F; [20 mg;
hexano-CH,Cl,-AcOEt (7:2:1)], se realizd mediante un andlisis cromatografico por CCFP
[hexano-AcOEt (7:3)]. Este procedimiento permitié el aislamiento y la purificacion de la

emericelina (5; 10 mg).

Emericelina (5): '"H-NMR (300 MHz, CDCls) 8 (ppm): 1.71 (3H, s, CH;-23), 1.74 (6H, s, CH;-17,
CH;-18), 1.81 (1H, s, CH3-22), 2.41 (3H, s, CH3-24), 3.39 (2H, d, /= 7.2 Hz, H-14), 4.45 (2H, dd, J
=".5 Hz, H-19), 4.50 (1H, d, J = 8.1 Hz, 25-OH), 5.09 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-25), 5.34 (1H, dd, J =
7.5, 1.5 Hz, H-15), 5.61 (1H, dd, J= 7.2, 1.5 Hz, H-20), 6.85 (1H, d, /= 8.4 Hz, H-2), 7.28 (1H, d, J
= 0.6 Hz, H-5), 7.48 (1H, dd, J = 8.4, 0.45 Hz, H-3), 12.92 (1H, d, J = 0.3 Hz, 1-OH); "C-NMR (75
MHz, CDCl;) 8¢ (ppm): 184.5 (C-13), 159.7 (C-1), 152.8 (C-10), 152.3 (C-11), 149.4 (C-7), 142.6
(C-21), 138.4 (C-6), 136.6 (C-3), 133.3 (C-16), 123.9 (C-8), 122.1 (C-15), 119.5 (C-20), 119.4 (C-
5), 118.8 (C-9), 118.7 (C-12), 109.8 (C-4), 106.2 (C-2), 71.6 (C-19), 56.2 (C-25), 27.1 (C-14), 25.8
(C-22), 25.3 (C-17), 18.4 (C-18), 18.2 (C-23), 17.9 (C-24). Datos espectroscdopicos idénticos a los
reportados en la literatura (Ishida et al., 1975; Kawahara et al., 1988).
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4.5.6 Obtencion de los ésteres de Mosher de la 14-metoxitajixantona (2)

A una solucién de 2.0 mg del compuesto 2 en 800 uL. de CDCl; se adicionaron 100
uL de piridina-ds y 25 mg del cloruro del acido (R)-(-)-o-metoxi-a-trifluorometil-
fenilacético. La mezcla resultante se dejo reposar a temperatura ambiente durante 24 horas
bajo una atmosfera de nitrogeno para obtener el éster de Mosher 2-S-MTPA. Asi, el
tratamiento del mismo compuesto 2 con el cloruro del acido (S)-(-)-a-metoxi-a-

trifluorometil-fenilacético, como se describid anteriormente, permitié la obtencion del éster

de Mosher 2-R-MTPA (Ohtani ef al., 1991; Oh et al., 2007).

4.6 Estudio quimico de la especie Malbranchea aurantiaca

4.6.1 Fraccionamiento del extracto organico

El extracto organico total (6.0 g) se sometid a un proceso de fraccionamiento
utilizando una CCA sobre gel de silice (600 g). El proceso de elucién se realizd con un
gradiente de polaridad entre hexano-CH,Cl,-MeOH. Este proceso generd un total de 19
fracciones primarias (F;-Fy9). La fraccion Fy4 contenia a la malbranqueamida (8) y otros

alcaloides.

4.6.2 Aislamiento e identificacion de la malbranqueamida B (6),
premalbranqueamida (7), malbranqueamida (8) e isomalbranqueamida B (9) a partir

de la fraccion primaria Fy4

La resolucion de la fraccion Fy4 [402 mg; CH,Cl,-MeOH (99:1)] mediante la
aplicacion de la CLAE utilizando una columna SymmetryPrep  Cis (2.0 mL/min, ACN),
permitio el aislamiento y la purificacion de los metabolitos secundarios 8 (93.4 mg; tz 6.1
min), 7 (8.0 mg; p. f. 296-299 °C; tz 5.0 min) y una mezcla (47.6 mg; tz 5.5 min) de los
compuestos 6 y 9. La purificacion de los constituyentes individuales presentes en la mezcla

., . . ., . .y T™™
se realizd mediante la reinyeccion de la misma en una columna Nucleosil Cg (3.5
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mL/min, MeOH). La purificacion de los residuos correspondientes a los picos mayoritarios
permitié el aislamiento y la purificacion de 6 (30.0 mg; tg 4.9 min) y 9 (5.0 mg; p. f. 319-
321 °C; tg 5.3 min;).

Malbranqueamida B (6): [o]p +50° (¢ 1, MeOH); IR (KBr) vinax 3300, 1740, 1670, 1461, 1315 y
1250 cm™; UV Apax (MeOH) log & (nm) 231 (3.95), 292 (4.80) nm; DC (MeOH) Ae (nm) 244 (2 x
10, 217 (1.3 x 10%), 226 (1.2 x 10%), 296 (1.5 x 10°) nm; EMIE m/z (rel. int.) 369 (7.5), 371 (2.00),
365 (6.5), 325 (100), 311 (27.1), 228 (39.1), 206 (17.3), 163 (31.8), 164 (97.3), 163 (25), 135(17.3),
120 (10), 96 (8.2); EMIE m/z 369.1589 (calc. C;H,,ON;Cl: 369.1608).

Premalbranqueamida (7): IR (KBr) vy 3296, 2954, 2920, 1737, 1657, 1460, 1313 y 1240 cm'l;
'H-NMR (400 MHz; CD;0D) &y (ppm): 7.35 (1H, ddd, J = 7.6, 1.8, 1.0 Hz, H-7), 7.26 (1H, ddd, J =
8.0, 1.6, 0.8 Hz, H-10), 7.04 (1H, dd, /= 8.4, 1.0 Hz, H-9), 6.97 (1H, dd, J= 7.5, 1.0 Hz, H-8), 3.36
(1H, d, J = 10.0 Hz, H-5g), 3.07 (1H, m, H-34), 2.96 (1H, m, H-6,), 2.80 (1H, m, H-6g), 2.43 (1H,
m, H-1,), 2.28 (1H, dd, J=10.0, 2.0 Hz, H-5,), 2.13 (1H, q, J = 5.0, 2.0 Hz, H-33), 2.09 (1H, m, H-
124), 1.99 (1H, m, H-13,4), 1.98 (1H, m, H-13p), 1.90 (2H, m, H-2), 1.49 (1H, m, H-1g), 1.46 (3H, s,
H-17), 1.32 (3H, s, H-16). "C-NMR (100 MHz; CD;0D) §¢ (ppm): 176.7 (C-14), 146.7 (C-11a),
138.4 (C-10a), 128.2 (C-9), 122.0 (C-8), 119.4 (C-6b), 118.3 (C-7), 119.4 (C-10), 104.5 (C-6a), 66.2
(C-13a), 59.5 (C-5), 57.7 (C-5a), 55.4 (C-3), 49.6 (C-12a), 35.4 (C-12), 32.5 (C-13), 30.9 (C-16),
30.4 (C-6), 282 (C-1), 24.4 (C-17), 23.5 (C-2). EM-FAB" m/z 335.2072 (calc. C,H,s0N;
335.1998).

Isomalbranqueamida B (9): IR (KBr) v.x 3296, 2954, 2920, 1737, 1657, 1460, 1313 y 1240 cm'l;
'H-NMR (400 MHz; CD;0D) &y (ppm): 7.32 (1H, d, J =2 Hz, H-7), 7.22 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-10),
7.00 (1H, dd, J = 8.6, 2.6 Hz, H-9), 3.42 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-5g), 3.05 (1H, m, H-34), 2.86 (1H,
m, H-6,), 2.85 (1H, m, H-6g), 2.51 (1H, m, H-14), 2.26 (1H, dd, J = 10.0, 2.0 Hz, H-5,), 2.15 (1H,
q,J=15.0,2.0 Hz, H-33), 2.14 (1H, m, H-12,), 1.99 (1H, m, H-134), 1.94 (1H, m, H-135), 1.86 (2H,
m, H-2), 1.46 (1H, m, H-1p), 1.42 (3H, s, H-17), 1.32 (3H, s, H-16). C-NMR (100 MHz; CD;0D)
Oc (ppm): 176.7 (C-14), 146.7 (C-11a), 135.6 (C-10a), 125.3 (C-9), 123.0 (C-8), 120.0 (C-6b), 117.9
(C-7), 111.6 (C-10), 104.9 (C-6a), 66.1 (C-13a), 59.5 (C-5), 55.3 (C-5a), 52.9 (C-3), 49.8 (C-12a),
32.6 (C-12), 30.8 (C-13), 30.3 (C-16), 28.2 (C-6), 27.8 (C-1), 24.2 (C-17), 23.6 (C-2). EM-FAB"
m/z 369.1589 (calc. CyH,4N30Cl1 369.1608).
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4.7 Ensayos biolégicos

4.7.1 Determinacion del efecto de los compuestos puros sobre la actividad de la

enzima fosfodiesterasa del AMPc dependiente de la CaM

4.7.1.1 Obtencion de la CaM humana recombinante

Los ensayos correspondientes se llevaron a cabo utilizando una CaM humana
recombinante (#CaM) expresada en la bacteria E. coli. Este proceso de expresion fue
realizado en colaboracion con el Dr. Alejandro Sosa Peinado (Facultad de Medicina,
UNAM) y se describe a continuacion: En primer lugar, la amplificacion del vector de
expresion se realizd utilizando el gen CALM]I (proteina cinasa humana delta) mediante la
técnica de PCR a partir de ADNc pCMV6-XL5 obtenido comercialmente (Origene
Technology, Inc, Rockville, MD). Posteriormente, el producto de la amplificacion se clond
como un fragmento Ndel/BamHI, dentro del sitio de clonacion multiple del vector pGEM-T
(System I, Promega Corporation). Para realizar la expresion de la proteina CaM
recombinante, el plasmido resultante pET12-CALM]I se transformo en la cepa de E. coli
BL21-Al (One shot®, Invitrogen Corp. Carlsbad, CA). La proteina recombinante se
purificd mediante una columna cromatografica de fenil-sefarosa CL4B™ a partir de un
cultivo de células con 12 horas de crecimiento en medio Luria (LB). Finalmente, la pureza
de la proteina se verifico mediante un proceso de electroforesis en gel de poliacrilamida de

acuerdo con los protocolos descritos en la literatura (Gonzélez-Andrade et al., 2009).

4.7.1.2 Bioensayo

La actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPc dependiente de la CaM (PDEI)
en presencia de CaM se realiz6 a través de la cuantificacion de la cantidad de fosfato
inorganico (Pi) producido como resultado de la reaccion de hidrdlisis del AMPc catalizada
por la enzima, de acuerdo con la metodologia descrita por Rivero y colaboradores (2007)

con algunas modificaciones (Ovadi, 1989; Mata et al., 2003b; Martinez-Luis et al., 2007).
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Preparacion de la mezcla de reaccion: una disolucion que contiene 0.015 unidades de
PDEI (Sigma), 0.08 ug de CaM, 0.063 unidades de 5’-nucleotidasa de veneno de Crotalus
atrox (Sigma) y 10 uM de la proteina albumina sérica bovina (ASB, Boehringer
Mannheim), en 1 mL de buffer TRIS-HCI constituido por TRIS-HCI 45 mM, acetato de
magnesio 5.6 mM, imidazol 45 mM y CaCl, 2.5 mM, a pH de 7.0, se incub¢d durante 30 min
a 30 °C.

Realizacion del ensayo: en una placa de ELISA con 96 pozos (con una capacidad de 250 uL
por pozo) se adicionaron 10 uL. del compuesto a evaluar [disuelto en una mezcla binaria de
ACN-H,O (1:1)] a las concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 3, 4, 7, 13, 20, 32, 50 y 65 uM.
Posteriormente se adicionaron 40 uL de la mezcla de reaccion y la placa se incubd durante
30 min a 30 °C. Al término de este periodo de incubacion, a cada pozo se adicionaron 10 uL
de AMPc 10.8 mM cada 10 segundos y la placa se incubo a temperatura ambiente durante
15 min. Transcurrido este tiempo, se adiciond a cada pozo 190 uL de una solucion de verde
de malaquita y molibdato de amonio, con la finalidad de estimar el contenido de Pi de
manera espectrocolorimétrica. Como control positivo se utilizé a la CPZ. Los valores de
absorbancia obtenidos fueron interpolados en una curva estandar de fosfato monobadsico de
potasio (Sigma), tomando las alicuotas necesarias para obtener once concentraciones
diferentes en un intervalo entre 0.1 y 3 nM. La absorbancia de las muestras se determind a

655 nm utilizando un lector de placas de ELISA, marca BIO-RAD modelo 680.

4.7.2 Determinacion de la interaccion de los compuestos puros con la CaM

mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida

La posible interaccion de los compuestos puros se determind también valorando el
cambio de la movilidad electroforética de la proteina en presencia de Ca®" y los compuestos
de prueba. Para ello, se utilizo una electroforesis vertical descendente PAGE (12%) (Leung
et al., 1984) como se describe a continuacion. En primer lugar, se prepararon mezclas que
contenian 0.033 ug del compuesto de prueba (10 uL de una disolucién de 3.3 ug/mL en
DMSO), 2 ug de CaM y 3 uL de una disolucién de CaCl, o EGTA 1 mM. La mezcla

anterior se llevd a un volumen final de 30 uL con agua desionizada. Posteriormente, las
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mezclas se incubaron durante 90 min a 30 °C. Al término del proceso de incubacidn, las
mezclas se enfriaron a temperatura ambiente y se les adicion6 10 uL del buffer de carga.
Finalmente, se llevo a cabo el experimento para determinar si la proteina tratada
experimentaba algin cambio en su movilidad electroforética. La CPZ se utilizé de nueva

cuenta como control positivo. Cada determinacion se realizé por triplicado.

4.7.3 Determinacion de la interaccion ligando-CaM mediante un método

espectrofluorimétrico

La fluorescencia intrinseca de la CaM en presencia de los ligandos se determin6 en
un espectrofluorémetro ISS-PC1 (ISS Inc., Champaign, IL), bajo las siguientes condiciones
experimentales: temperatura de analisis: 30 °C; concentracion de la proteina: 5 uM en
amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 7.5; longitud de onda de excitacion: 282 nm. Para la
realizacion de los ensayos de titulacion se prepararon diferentes disoluciones en MeOH que
contenian entre 1.2 y 60.0 uM del ligando a evaluar. Los espectros de fluorescencia de cada
uno de los experimentos de titulacion con los ligandos se registraron en el intervalo
comprendido entre 300 y 340 nm. Posteriormente, los datos obtenidos fueron ajustados
para calcular la K; del complejo proteina-ligando, utilizando la siguiente expresion

matematica de equilibrio generalizada (Miller ef al., 1983):

(I+k, /Py + Ly /P) =~[(1+ k, /P, + L,/ P,)* 4L, P,
Vo =
2

en donde Py y Ly es la concentracion de la proteina y el ligando, respectivamente, y K, es la

constante de disociacidn.
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4.8 Calculos de modelado molecular

4.8.1 Preparacion de las estructuras para los calculos

Las moléculas se construyeron con los programas Hyperchem 7.5 (HyperCube Inc.,
FL) o Spartan 04 (Wavefunction Inc. Irvine, CA). La visualizacién de las estructuras se
realiz6 mediante el uso de alguno o varios de los siguientes programas: Hyperchem 7.5,
Spartan 04, VMD 1.8 (www .ks.uiuc.edu/Research/vmd/), Pymol (DeLano Scientific LLC,
CA), GaussView 3.0 (Gaussian Inc., Pittsburg, PA) y AutoDock Tools (ADT;

www.autodock.scripps.edu).

4.8.2 Analisis conformacional, optimizacion geométrica y calculos de las

propiedades fisicoquimicas

Las estructuras de minima energia para cada uno de los compuestos analizados se
generaron utilizando un protocolo Monte Carlo (Chang ef al., 1989). Este procedimiento se
efectud utilizando el programa Spartan 04, con un campo de fuerza de mecanica molecular
MMFF94. Las estructuras de minima energia obtenidas se revisaron cuidadosamente para
eliminar los duplicados, ademas de que se establecio un corte energético de 3 kcal/mol. Para
cada uno de los estereoisdmeros del compuesto 2 (2a-2d), el analisis se realizd explorando
los grados de libertad de la torsion interna de los angulos dihedros del fragmento C14-C15-
C16 rotando el angulo de torsion 30°. Posteriormente, cada conférmero fue optimizado
geométricamente mediante funcionales de la densidad (DFT) al nivel de teoria
B3LYP/DGDZVP utilizando el programa Gaussian W03 (Gaussian Inc., Pittsburg, PA)
(Becke, 1988; Godbout et al., 1992; Stephens et al., 2008). Para cada una de éstas
estructuras, se realizo el calculo de los parametros fisicoquimicos, frecuencias en el IR y de
los valores de rotacion dptica y constantes de acoplamiento "H-"H (Ji.i) vecinales teéricos a
298 K y 1 atm. Estos dos ultimos conjuntos de parametros fueron analizados mediante una
distribucion de Boltzmann asignandoles su correspondiente valor poblacional. El efecto del

disolvente no fue incluido en los calculos.
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En el caso de los derivados de las malbranqueamidas (6-9), el analisis conformacional se
realizé explorando los grados de libertad de la torsidn interna de los angulos dihedros del
fragmento C12a-C13-C13a, C13a-C1-C2, C1-C2-C3, C2-C3-N4, N4-C5-C5a y rotando el
angulo de torsidon 30° (Chang ef al., 1989). Posteriormente, cada conférmero fue optimizado
geométricamente mediante DFT al nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d) utilizando el programa
Gaussian W03 (Gaussian Inc., Pittsburg, PA) (Becke, 1988; Godbout ef al., 1992; Martinez-
Luis et al., 2006; Stephens et al., 2008). También, para cada una de estas estructuras, se
realizd el calculo de los parametros fisicoquimicos y frecuencias en el IR a 298 K y 1 atm.

El efecto del disolvente no fue incluido en los calculos.

4.8.3 Acoplamiento molecular

Todos los calculos de acoplamiento molecular (AM) se realizaron utilizando el
programa AutoDock 4.0 (www.autodock.scripps.edu; Morris ef al., 1998). La estructura
cristalografica de la proteina se obtuvo del Protein Data Bank (RCSB; cédigo pdb: 1LIN).
Todas las moléculas de agua presentes en el archivo original de la proteina fueron
removidas con el programa VMD y posteriormente, la proteina se verifico, refind y
reempacé utilizando el programa Rosetta” (Kuhlman y Baker, 2000). La adicién de los
atomos de hidrégenos polares a la proteina, las cargas de Kollman y los pardmetros de
solvatacion y volumenes fraccionarios, se realizd utilizando ADT (AutoDock Tools). A
cada ligando se le asignaron las cargas parciales de Gasteiger-Marsili, se removieron los
hidrégenos no polares y se permitio la rotacidon de todos los angulos de torsién permisibles

(Morris et al., 1998).

Para la validacion del protocolo de AM, en primer lugar, se removieron los cuatro ligandos
de TFP cocristalizados dentro la proteina CaM. Posteriormente se realizd un estudio de
acoplamiento molecular con cada uno de estos ligandos y se analiz6 la variacion de los
valores de la desviacion estandar media cuadratica (RMSD) entre el estado inicial y el
obtenido del AM. El mismo protocolo de validacion se realizd para el analogo de la TFP, la

CPZ, empleada como control positivo en los ensayos bioldgicos.
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Los mapas de afinidad para cada tipo de atomo presente en el ligando y la proteina, asi
como los mapas de potencial electrostatico se calcularon usando la herramienta AutoGrid
(www.autodock.scripps.edu), incluida en el programa de simulacion empleado. En cada uno
de los andlisis de AM dentro del sitio de union rigido de la proteina, las dimensiones de las
rejillas fueron de 120 x 120 x 120 puntos con un espacio de 0.375 A. Estas dimensiones
fueron lo suficientemente grandes para cubrir la superficie completa de la proteina. La
busqueda de las posiciones de menor energia de la interaccion ligando-proteina se realizd
utilizando un algoritmo genético Lamarkiano (LGA) (Morris et al., 1998), con una
poblacion inicial de 150 individuos, 2,500,000 de evaluaciones de energia y 100
repeticiones independientes, para cada uno de los ligandos evaluados. En el caso de los
analisis de AM con residuos flexibles (Huey et al.,, 2007) se seleccionaron todas las
metioninas presentes en la proteina (Met 36, 52, 71, 72, 76, 109, 124, 144 y 145),
permitiéndose un total de 27 torsiones para éstos residuos. Las dimensiones de los mapas
para realizar estos ultimos estudios de AM fueron de 60 x 60 x 60 puntos, con un espacio de
0.375 A y corresponden al centro o nicleo hidrofébico de la proteina. Los pardmetros
restantes se seleccionaron de la misma forma que los andlisis de AM con la proteina rigida.
Posterior a la etapa de busqueda y evaluacion de la energia de las diferentes posiciones y
conformaciones de los ligandos, las 150 evaluaciones fueron organizadas en grupos con
RMSD inferiores a 2 A. En cada grupo, las diferentes soluciones se acomodaron por orden
creciente de energia y se compararon los valores de las constantes de inhibicion

experimentales con las obtenidas del AM.

4.8.4 Dinamica Molecular

Los estudios de dindmica molecular (DM) del complejo propuesto Ca’’-CaM-
malbranqueamida (8) se realizaron con el programa GROMACS (Brendsen et al.,, 1995;
Lindahl ef al., 2001). Para estos estudios se utilizd la misma estructura cristalografica de la
CaM analizada en los experimentos de AM. En primer lugar, la proteina se solvatd en una
caja periodica de agua con 0.1 mM de NaCl. Esta caja de agua tiene las dimensiones
siguientes: 3.6 x 4.2 X 4.5 nm y aproximadamente 9200 moléculas de agua; éstas

dimensiones son suficientes para separar a la proteina 1.2 nm de las paredes de la caja,
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aislando las interacciones de la proteina con sus imagenes periodicas. Posteriormente, se
generaron los archivos de topologia tanto de la proteina (GROMACS), como del compuesto
8 y del inhibidor KAR-2 (Dundee PRODRG?2, http://davapcl.bioch.dundee.ac.uk/prodrg/),
dichas topologias se editaron para hacer coincidir las cargas sobre los atomos con las
calculadas por métodos DFT [B3LYP/6-31+G(d)]. Una vez generados esta serie de
archivos, se estableci6 la caja de agua, se fijo la proteina y se realizé una minimizacion de
energia de la caja de agua con la proteina fija, utilizando el método de Steepest Decendent.
Los parametros de simulacion se resumen a continuacion:

- Algoritmo de restriccion: LINCS (expansién de orden: 4)

- Condiciones de periodicidad: xyz [entramado: reticular (rejilla)]

- Distancia para incluir vecinos: 1

- Interacciones coulombicas: cut-off (umbral de corte: 1.0 nm)

- Calculo de fuerzas Leanard-Jones (VDW): cut-off (umbral de corte: 1.0 nm)

- Termostato: Berendsen [tiempo de relajacion: 0.1 (uniforme) y referencia: 303° K]

- Barostato: Berendsen (tiempo de relajacién: 0.5; compresibilidad: 4.5 x 10~ y referencia:
1.0 bar)

- Integrador: LeapFrog (Intervalos: periodo de integracién: 0.002 ps; remocion de la deriva
del centro de masa: 0.002 ps; frecuencia de actualizacion de la lista de vecinos: 10 (0.02 ps);
simulacidn con posiciones restringidas: simulacion productiva)

- Eventos integrados: 7500000 (15 ns) [proteina-ligando]; 125000 (0.25 ns) [ligando-caja de
agua|

- Muestreo de cuadros: 5000 (10 ps) [proteina-ligando]; 2000 (4 ps) [ligando-caja de agua]

- Muestreo de energias: 250 (0.5 ps) [proteina-ligando]; 100 (0.2 ps) [ligando-caja de agua]

Adicionalmente, se realizaron simulaciones de DM (250 ps) de los ligandos aislados en
cajas de agua mdas pequefias. En estos casos, la separacion a los bordes de la réplica
periddica fue de 1.2 nm, por lo que, en ausencia de la proteina, la caja se reduce y también
el numero de moléculas de agua necesarias. Estas ultimas simulaciones son necesarias para
estimar la interaccion del ligando en la solucion de NaCl 0.1 mM, lo que permite
determinar, en las simulaciones con la proteina, el valor de la energia de interaccidon

proteina-ligando mediante el método de Interaccion Lineal de Energia (ILE) (Aquist et al.,
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1994). En este método, la energia de interaccion se calcula a partir de los valores de los
términos de energia de las interacciones Coulémbicas y del potencial de Lenand-Jones

(VDW), utilizando la siguiente ecuacion:
el el vwd vwd
AG = ﬁ(<‘/liganda—protefna> - <‘/1igand0—soluci0'n >) + a(<vligando—protel'na> - <Vligando—saluci6n >)

en donde V¥ y V™, representan los componentes de potencial eléctrico y de Van der
Waals, para las interacciones ligando-proteina y ligando-solucidn; las diferencias encerradas
entre paréntesis en angulo representan los promedios sobre ensambles de cuadros
capturados a lo largo de la dindmica. Los valores de a y B, calculados a partir de la teoria y

de los datos experimentales son 0.5 y 0.2, respectivamente.

Una consideracién importante durante las simulaciones de DM es que el complejo ligando-
CaM debe de permanecer relativamente estable por lo menos durante 250 ps durante la
simulacion. Este factor adicional nos asegura tener resultados confiables y que representen
con mayor precision los fendémenos naturales. Finalmente se determinan las constantes de

formacion al equilibrio (K, ), para cada complejo, a partir de la siguiente ecuacion:

AAG

K eRT

EQrel =
4.9 Evaluacién de la interaccién Ca**-CaM-malbranqueamida (8) por RMN

Preparacion de la muestra. La proteina CaM marcada isotopicamente con '"N-">C se
preparé en medio M9, constituido por “NH4Cl (0.5 g/L) y “Ce-glucosa (3 g/L). La
expresion y purificacion de la proteina uniformemente marcada se realizd siguiendo la
metodologia experimental previamente descrita en esta seccion experimental. La CaM
utilizada en el experimento se disolvid en una solucidon que contenia 95% de un buffer
constituido por TRIS-HCI 50 mM, KCI 0.1 mM y CaCl, 10.6 mM y 5% de ’H,0. El
compuesto evaluado se prepar6 en una mezcla binaria de MeOH-H,O (1:1) a una

concentracion de 7.5 mM.

57



Realizacion del experimento. Todos los experimentos fueron realizados a 35 °C y se
registraron a 500 MHz en un espectrometro Varian Innova 500. Para el ensayo se realizo la
adicion de diferentes equivalentes del ligando entre 0 y 1.44 a una solucidon que contenia
1.44 equivalentes del complejo Ca**-CaM en diferentes tiempos (7, 22, 52, 112, 202, 292,
382, 472, 592 y 712 minutos), posterior a cada adiciéon se realizd el registro de los
experimentos uni y bidimensionales (NOE, “N-'H HSQC y "“C-'H CT-HSQC). Las
asignaciones esteroespecificas de los grupos metilo de cada una de las metioninas (Met)
involucradas en el sitio de uniéon del compuesto 8 con la proteina, el procesamiento y
manipulacién de la informacién se realizaron utilizando el programa vNMR]j del equipo

(Varian).
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5. Resultados y discusion

5.1 Seleccion primaria y obtencion de los extractos organicos de las especies fungicas

La presente investigacion se desarrolld como parte de un proyecto multidisciplinario
enfocado al descubrimiento y aislamiento de nuevos inhibidores de la proteina CaM a partir

especies fungicas selectas de la biodiversidad de México.

La seleccion de la especie Emericella 25379 se realizd, por una parte, considerando la
importancia que tienen numerosas especies de este género en la produccidén de metabolitos
con aplicacion farmacéutica. Por otro lado, la notable complejidad metabdlica de los
extractos del medio de cultivo y micelio del hongo y, el hecho de que la especie Emericella
25379 es novedosa, garantizaban a priori obtener resultados inéditos, incluyendo la

posibilidad de descubrir nuevos inhibidores de la CaM.

En el caso de Malbranchea aurantiaca la seleccion se basé en el hecho de que la especie
contenia alcaloides minoritarios, no identificados en los estudios previos, y que

posiblemente eran analogos de la malbranqueamida y, por lo tanto inhibidores, de la CaM.

La estrategia metodologica general utilizada para la realizacion de este estudio se resume a
continuacion. Una vez que se efectud la seleccion primaria, se realizo la fermentacion de
los hongos en pequefia escala bajo diferentes condiciones de cultivo, esto con la finalidad
de establecer las condiciones de crecimiento de los microorganismos que mejor permitan la
biosintesis de metabolitos secundarios bioactivos. Una vez cultivados los microorganismos
se prepararon los extractos organicos tanto del micelio como del medio de cultivo. De
acuerdo a los resultados obtenidos en estos andlisis preliminares se establecid que las
mejores condiciones para el crecimiento de Emericella 25379 fueron las siguientes: medio
de cultivo Czapek, fermentacion por 30 dias, condiciones estaticas y temperatura ambiente.

Los extractos obtenidos en estas condiciones presentaron perfiles cromatograficos
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adecuados y sus rendimientos fueron los mejores. Por otra parte, las mejores condiciones de
crecimiento para la especie Malbranchea aurantiaca incluyeron el uso de medio PDB
comercial, reportado en los estudios previos realizados por Martinez-Luis y colaboradores
(2007) y una fermentacion de 30 dias a temperatura ambiente en condiciones estaticas. En
este caso las mejores condiciones se establecieron con base en el rendimiento de los
extractos y la produccion de alcaloides. Los cromatofolios de las fermentaciones con una
duracion de 30 dias presentaban un mayor nimero de productos que reaccionaban

positivamente frente a los reactivo de Dragendorff y Ehrlich.

A continuacién se realizd la fermentacion de las especies fungicas seleccionadas en
mediana escala. Para este proposito, se prepararon 20 L de medio de cultivo Czapek y 20 L
de medio PDB comercial, los cuales se inocularon con las especies fungicas Emericella
25379 y M. aurantiaca, respectivamente. Una vez transcurrido los tiempos adecuados de
fermentacidn, se separd el medio de cultivo del micelio y se prepararon los extractos
orgdnicos correspondientes. Los extractos de los medios de crecimiento de las
fermentaciones de los aislamientos fingicos se prepararon mediante sucesivas particiones
con CH,Cl,. El micelio de ambas fermentaciones se extrajo mediante maceracion utilizando
CH,CI, como disolvente de extraccién. Posteriormente, para verificar la similitud de los
extractos organicos derivados del medio de cultivo y del micelio en mediana escala de
ambos hongos se realizo el perfil cromatografico por CCF. Los resultados obtenidos de
estos analisis permitieron reunir los extractos obtenidos a partir de cada fermentacidon. Por
ultimo, cada extracto combinado se sometid a un estudio convencional, aplicando distintas
técnicas cromatograficas, que permitid la obtencion de los metabolitos secundarios
bioactivos. Estos productos se caracterizaron estructuralmente por métodos
espectroscopicos, quimicos y computacionales; y, como inhibidores de la CaM a través de
una serie de estudios enzimaticos y de interaccion ligando-CaM, tanto in silico como en

solucion (RMN y resonancia de la fluorescencia).

Durante la realizacion de este proyecto, el Dr. Williams y colaboradores (2008) de la
Universidad Estatal de Colorado, reportaron la sintesis biomimética de la

malbranqueamida, malbranqueamida B, isomalbranqueamida B y premalbranqueamida. En

60



los dos primeros casos se sintetizaron los enantiomeros naturales y la mezcla racémica. Los
otros dos se obtuvieron como racematos. Esta circunstancia nos permitid contar con una
serie de andlogos de la malbranqueamida para el analisis de su efecto sobre el complejo
CaM-PDE1 y asi iniciar los estudios preliminares de estructura quimica-actividad
biologica.

Los resultados obtenidos en esta investigacidn se encuentran integrados en dos partes. La
primera abarca todos los aspectos relacionados con la investigacion quimica de las dos
especies objeto de este estudio. En la segunda parte, se describe la evaluacion de la
interaccidon ligando-proteina de los compuestos aislados sobre la CaM, mismos que
permitieron la integracién de cuatro manuscritos que fueron publicados en las revistas
Natural Product Research, 22, 709-714 (2008), Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters,
18, 6479-6481 (2008), Bioorganic & Medicinal Chemistry, 17, 2167-2174 (2009) y
Analytical Biochemistry, 387, 64-70 (2009). De manera adicional, dos articulos mas se
encuentran en proceso escritura para su posible publicacidon en las revistas Bioorganic &

Biomolecular Chemistry y Natural Product Research.

5.2 Obtencion de los metabolitos bioactivos de Emericella 25379

El fraccionamiento preliminar del extracto orgéanico (5.0 g) del medio de cultivo y
micelio, utilizando las técnicas cromatograficas en CCA, CCD a nivel preparativo y CLAE,
condujo al aislamiento y la purificacion de dos metabolitos secundarios novedosos
caracterizados como el hidrato de 15(S)-cloro-tajixantona (1) y la 14-metoxi-tajixantona
(2). De manera adicional, se aislaron y caracterizaron la shamixantona (3), el hidrato de

tajixantona (4) y la emericelina (5) [Figura 10].

5.2.1 Caracterizacion de los metabolitos secundarios novedosos aislados de

Emericella 25379

La caracterizacion de los metabolitos aislados se realizd6 mediante la aplicacion de

los métodos modernos de espectroscopia (IR, UV, DC, 'H y “C RMN mono y
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bidimensional, etc.) y de espectrometria de masas (EM-IE y FAB"). Los datos
espectroscopicos (IR, RMN, EM) de los productos 3-5 se encuentran en perfecta armonia
con los descritos previamente en la literatura (Pornpakakul ez al., 2006). Como las xantonas
1 y 2 constituyen metabolitos secundarios novedosos en esta seccion se discutird en detalle

la caracterizacion de estos productos.
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Figura 10. Metabolitos fungicos aislados de Emericella 25379.

5.2.2 Elucidacion estructural del hidrato de 15(5)-cloro-tajixantona (1)

El compuesto 1 se aislo como un sélido cristalino amarillo (8 mg; p. f. 180-181 °C),
opticamente activo. El espectro de masas de alta resolucion permitié establecer su formula
molecular como C,;H,,O,Cl y un indice de deficiencia de hidrogenos de doce. La presencia
de un atomo de cloro en la molécula fue consistente con la abundancia relativa del pico
[M+2]" con respecto al ion molecular [M]" observado en el espectro de masas en una

relacion masa/carga (m/z) de 458 uma, la relacion [M]/[M+2]" es de aproximadamente
(100/35).

El anélisis detallado de los espectros de RMN unidimensionales y bidimensionales [Tabla
2] permitio establecer que 1 presentaba un nucleo similar al hidrato de taxijantona (4),
compuesto aislado por Pornpakakul y colaboradores (2006) a partir de la especie
relacionada Emericella variecolor. La principal diferencia observada en el espectro del
compuesto 1 respecto al de 4 radica en las absorciones de los hidrogenos H-14 y H-15
presentes en la cadena isoprenilo que se observan en 8y/d¢ 3.05, 3.13/28.6 y 3.03/63.4,
respectivamente. En el caso del compuesto 4 estds absorciones se observan en du/d¢ 2.63,
3.16/32.0 y 5.31/77.7. El desplazamiento quimico observado para la sefial de H-15 permite
proponer la ubicacion del &tomo de cloro sobre el carbono C-15 de la cadena isoprenilo. De

manera adicional, el andlisis detallado de los espectros bidimensionales HMBC y NOESY
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permiti6 corroborar de manera inequivoca la ubicacidn correcta de los sustituyentes en los

nucleos de tetrahidropirano y xantona.

El siguiente paso en la elucidacion estructural del compuesto 1, fue la determinacion de la
configuracién absoluta de los centros estereogénicos presentes en C-15, C-20 y C-25 con
base en el andlisis de los datos de dicroismo circular de 1 y 4. Al registrar los espectros de
dicroismo circular [DC, Figura 11] de los productos 1 y 4 éstos presentan cuatro efectos
Cotton entre 240 y 340 nm. De esta manera, el espectro de DC del compuesto 1 desplegd
un efecto Cotton (+) en 285 nm [1.48 x 10* (285)] y tres efectos Cotton (-) en 249, 261 y
336 nm [Ae (nm) —2.27 x 10* (249), —2.08 x 10" (261) y —1.30 x 10* (336)] efectos muy
similares a los observados para el producto 4 [(Ae (nm) —1.24 x 10° (245), -8.62 x 10*
(263), 321 x 10* (295), —4.36 x 10* (336)]. Este analisis permitid proponer una
configuracion absoluta S en C-15. Por otra parte, el andlisis de los espectros NOESY de
ambos productos permitid evidenciar las correlaciones que se resumen en la Figura 12.
Estas correlaciones aunadas a consideraciones de tipo biogenético permitieron establecer la
configuracién absoluta en los centros C-15, C-20 y C-25 como S, S'y R, respectivamente en
ambos productos. Con base en las evidencias antes descritas la estructura del compuesto

novedoso 1 se asigno con el nombre trivial de hidrato de 15(S)-cloro-tajixantona (1).

64



| 285 nm,

1.183519
2 4
1
ol
cD
2 336 nm,
y 1.62248
261 nm,
249nm, 5 5g913
-2.81873
"
-5 n - 4 1 :
240 300 400

Wavelength[nm]

b) | 292 nm,

1.82145
0| -
co -
336 nm,
-2.47561
5
|
245 nm,
-7.03586
g\1 A = e
240 300 400 500

‘Wavelength[nm]

Figura 11. Espectros de DC del a) hidrato de 15(S)-cloro-tajixantona (1) y del b) hidrato de
taxijantona (4).
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Tabla 2. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN del hidrato de 15(S)-cloro-tajixantona (1).

Compuesto 1

Posicion
dc 8y, mult. (J in Hz) HMBC NOESY
1 1605 H-2, H-3
2 137.1 7.53 d (8.0) H-14a, H-14b H-14a, H-14b
3 1193 6.80 d (8.0) H-2
4 1152 H-3, H-14a, H-14b, H-15
5 109.3 7.33d (1.0) H-24
6 138.6 H-24
7 149.6 H-5, H-19a, H-19b, H-24, H-25
8 1193 H-24
9 109.3 H-2
10 152.1 H-14a, H-14b, H-15
1 152.0 H-5
12 121.1 H-20, H-25
13 184.4
23.05d (16.6)
14 28.6 b3 13 dd (8.0, 103) H-2 H-2, H-17, H-18
15 63.4 3.03 dd (2.0, 10.5) H-14a, H-14b, H-17, H-18 H-2, H-18
16 1169 H-14a, H-14b, H-15
17 248 134 H-18 H-14
18 19.0 1.46 s H-17 H-14, H-15
a4.44ddd (1.0,3.5, 11.0) H-19b H-20
19 64.6 b 437 dd (3.0, 11.0) H-25 H-19a, H-20, H-23
H-19a, H-19b, H-22a, H-22b,
20 44.9 2.74 ddd (3.0, 3.0, 3.5) B 128, Onas H-23
21 142.6 H-19a, H-19b, H-25
a4.82ddd (0.5,1.5,2.5) H-22b, H-25
2 123 b 4.60 dd (1.5, 2.5) H-23 H-22a, H-23
23 25 1.871(0.5) H-22a, H-22b H-20
24 17.4 237d(1.0) H-5
25 63.2 5.43 ddd (1.0, 3.0, 3.5) H-19a, H-19b, OH-25 H-20, H-23, H-22b, OH-25
OH-1 12.66 d (0.5)
OH-16 247 s
OH-25 5.03 d (4.0)
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Figura 12. Espectro de 'H-RMN NOESY del hidrato de 15(S)-cloro-tajixantona (1) mostrando las
correlaciones sefialadas en la estructura.

5.2.3 Elucidacion estructural de la 14-metoxi-tajixantona (2)

El compuesto 2 se aislo como un sélido cristalino amarillo (5 mg; p. f. 200-201 °C)
opticamente activo, a partir de la fraccion secundaria F4yy. La formula molecular del compuesto
se establecid como C,sHps0; mediante EM modalidad FAB'. Este compuesto difiere del 25-

acetato de la 14-metoxi-tajixantona (10), compuesto aislado de la especie relacionada F.
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variecolor, por 42 uma (Pornpakakul et al., 2006). El andlisis detallado de los espectros de RMN
unidimensionales y bidimensionales [Tabla 3] del compuesto 2 mostrd las sefiales caracteristicas
de la tajixantona (11) y permitio evidenciar que 2 era el derivado desacetilado de 10. Por otra
parte, la acetilacion del producto 2 con (CH3CO),0/CsHsN permitié la obtencion de un derivado
acetilado idéntico en todas sus propiedades (IR, UV, RMN, [a]p) al producto natural 10,

corroborando asi, quimicamente, la presencia del grupo hidroxilo en C-25.

La diferencia mas obvia entre los espectros de "H-RMN de los dos compuestos fue la sefial del
grupo metino en C-25 desplazada diamagnéticamente en 2 [dy 5.43 (d, J= 2.1 Hz)] en lugar de la
sefial en &y 6.90 (s) observada en 10. La ubicacion de los sustituyentes en la molécula se realizéd
con base en las correlaciones observadas en los espectros NOESY y HMBC [Figuras 13 y 14].
El registro y analisis del espectro de DC de 2 [Ae (nm) —5.27 x 10* (247), —2.69 x 10* (260), —
2.62 x 10% (295), =9.70 x 10° (301), 1.97 x 10* (317), —1.16 x 10* (335)] permitié evidenciar
algunas diferencias importantes con respecto a los productos 1 y 4 debido a la presencia de un

nuevo centro quiral en C-14.

Con la finalidad de determinar la configuracion absoluta de los centros estereogénicos presentes
en el compuesto novedoso 2 se aplicaron técnicas avanzadas de modelado molecular y el método
de Mosher. Asi, la determinacién de la configuracion absoluta en C-20 y C-25 se realizo
mediante la reaccidon de esterificacion de Mosher siguiendo la metodologia descrita por Othani y
colaboradores (Ohtani et al., 1991; Fujimoto ef al., 2006; Oh et al., 2007). Para ello, se generaron
los ésteres de los 4acidos quirales (S)- y (R)-(-)-a-metoxi-o-trifluorometil-fenilacético.
Posteriormente, se analizaron las diferencias de los desplazamientos quimicos en los espectros de
'H-RMN de los estéres (S)- y (R)-MTPA con la finalidad de establecer el efecto protector

inducido por el anillo aromatico y el efecto desprotector inducido por el grupo metoxilo del
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MTPA sobre los hidrégenos cercanos al centro quiral. La comparacioén de los desplazamientos
quimicos en los espectros de 'H-RMN de los ésteres de Mosher (S)- y (R)-MTPA del compuesto
2 [Tabla 3], permitid realizar las siguientes observaciones y conclusiones: la diferencia positiva
Ady (S-R) observada para los protones H-19a [+0.0037], H-19b [+0.0025] y H-20 [+0.0040]
permitid establecer la configuracion absoluta de los centros estereogénicos C-20 y C-25 como S'y

R, respectivamente [Figura 15].
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Figura 13. Espectro 'H-RMN NOESY de la 14-metoxi-tajixantona (2) mostrando las correlaciones
sefialadas en la estructura.
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Figura 14. Espectro “C-RMN HMBC de la 14-metoxi-tajixantona (2) mostrando las correlaciones
sefialadas en la estructura.

Posteriormente, se procedid a determinar la estereoquimica del centro quiral C-14 mediante el
analisis conformacional de 2 aplicando como herramienta calculos de modelado molecular.
Debido al libre giro del enlace C14-C15, se decidio realizar una busqueda conformacional de los
cuatro estereoisomeros posibles de 2 (2a-2d) utilizando un protocolo Monte Carlo. Este
procedimiento se efectud en el programa Spartan 04, utilizando el campo de fuerza de mecénica

molecular MMFF94.
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Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN de la 14-metoxi-tajixantona (2), el éster (S)-MTPA de 2 (2s), el éster (R)-MTPA de 2 (2r) y los valores
de Ad (825-02,)en & (ppm).

Compuesto 2 2s 2r Ad
Posicion
Oc Oy, mult. (J in Hz) HMBC NOESY O du (825-01,)
1 162.2 H-2, H-3, OH-1,
2 135.6 7.72 d (8.5) H-14, H-15 H-14, H-15
3 119.0 6.88 d (8.5) H-2
4 109.0 H-3, H-14
5 110.9 7.23d (1.0) H-24
6 138.9 H-24
7 149.8 H-19a, H-19b, H-24
8 119.1
9 116.8 H-3
10 152.7 H-2
11 151.9 H-5
12 115.9
13 184.4
14 66.7 3.18d (8.0) H-15 H-2, H-17, H-18
15 76.1 4.67 d (8.0) H-2, CH;0-14, H-14, H-17, H-18 H-2, H-18, CH;0-14
16 56.9 H-15, H-17, H-18,
17 24.7 1.25s H-18 1.7952 1.7897 +0.0055
18 19.8 1.32s H-17 H-14, H-15 1.7523 1.7558 +0.0035
a4.43dd (3.6, 10.8) H-25 4.4275 4.4238 +0.0037
19 64.7 b 4.35dd (3.0, 10.8) H-20, H-25 H-23 4.3790 43765 +0.0025
20 45.0 2.74 ddd (2.1, 3.0, 3.6) H-19b, H-23, H-22a, H-22b H-25 2.7350 2.6950 +0.0040
21 142.5 H-19b, H-23
2 1123 a4.81d(2.5) H-23 H-22b, H-25 4.8060 4.8045 +0.0015
’ b 4.60 d (1.0) H-22a, H-23 4.6160 4.6145 +0.0015
23 22.7 1.85s H-22a, H-22b H-20 1.8391 1.9111 -0.0720
24 17.5 2.36s H-5 2.3490 2.2860 +0.0063
25 63.3 543d2.1) H-19a, H-19b H-20, H-22b, H-23 5.5025 5.4905 +0.012
OH-1 12.86 s
CH;0-14 57.8
OH-25 4.94 sa
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Figura 15. Modelo para determinar la estereoquimica absoluta en alcoholes secundarios (Ohtani et al.,
1991).

Para cada una de las estructuras analizadas 2a-2d se obtuvieron 30, 28, 25 y 22 conférmeros de
minima energia, respectivamente. El andlisis detallado de cada una de las estructuras de minima
energia obtenidas permitio descartar a todas aquellas que estuvieran duplicadas y a las que
presentaron un valor energético en el rango entre 0 y 3 kcal/mol. La Figura 16 ilustra la
superposicion de los 28 conférmeros seleccionados para el estereoisdémero 2b que presentan en
todos los casos, una relacion anti de los sustituyentes presentes en el anillo tetrahidropirano y la
misma orientacion para la cadena de isoprenilo en C-4. Posteriormente, cada conféormero fue
optimizado geométricamente mediante DFT al nivel de teoria B3ALYP/DGDZVP (Chang ef al.,
1989; Godbout et al., 1992) utilizando el programa Gaussian WO03; para cada una de las
estructuras analizadas se obtuvieron los valores tedricos de energia libre (AG), poblacionales (P),
frecuencias en el IR (v), rotacidén dptica especifica [a]p” y constantes de acoplamiento (J) entre
los protones vecinales 'H-"H (19220, J19b20, J2025 ¥ Jia15). Estos dos tultimos conjuntos de
parametros fueron analizados mediante una distribucién de Boltzmann asignédndoles su
correspondiente valor poblacional (fraccién mol) a 298 K y 1 atm. Los resultados obtenidos para

cada uno de los conférmeros minimizados se resumen en la Tabla 4. Estos resultados muestran
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una diferencia significativa entre los valores de rotacidon Optica experimentales y el valor
calculado de 2 ([a]p = —38) para los diastereoisomeros 2a, 2¢ y 2d, permitiendo establecer que el
estereisomero 2b es el que presenta la menor diferencia, casi cercana a cero. Por lo tanto, este
conférmero es el que representa la mejor estructura para 2, en consecuencia la configuracion en
C-14 se establecid como S y la de los otros centros quirales se corroboré como 155,205,25R

[Figura 17].

Al mismo tiempo, el andlisis comparativo de los valores de las constantes de acoplamiento
teoricas, calculadas como la sumatoria de los valores para cada conférmero en funciéon de la
fraccion molar, y los valores experimentales indicd que la mejor correlacidon existia con el
conformero 2b. Todo este analisis permitid confirmar la relacion frans entre los sustituyentes en
C-20 y C-25 y que las constantes de acoplamiento teoricas del producto con una configuracion S
en C-20 y R en C-25 mostraban la mejor correspondencia con aquellas encontradas
experimentalmente para el producto 2. Finalmente, el analisis conformacional del conférmero 2b
mediante calculos de mecéanica molecular reveld seis conformaciones de minima energia, las
cuales se ilustran en la Figura 18 ¢ incluyen su minimo global (2b-1). En los conférmeros de
mayor estabilidad 2b-1, 2b-2 y 2b-5 los sustituyentes presentes en el anillo tetrahidropirano
presentan un arreglo pseudo-axial, en tanto que en los conférmeros 2b-3, 2b-4 y 2b-6 estos
adoptan un arreglo pseudo-ecuatorial. En todos los casos el arreglo de la cadena isoprenilo en C-4
permanece idéntico, permitiendo sustentar la propuesta configuracional encontrada
experimentalmente para el producto natural 2. Con base en los andlisis detallados anteriormente
el compuesto novedoso 2 se caracterizd como la (1R,2S5)-8-[(5)-(S)-3,3-dimetiloxiran-2-il)-
(metoxi)-metil)]-1,11-dihidroxi-5-metil-2-(prop-1-en-2-il)-2,3-dihidropirano-[3,2-a]-xanten12

(1H)-ona y se designd con el nombre trivial de 14-metoxi-tajixantona (2).
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Figura 16. Superposicion de los 28 conféormeros de minima energia obtenidos del analisis Monte Carlo
para el estereoisomero 2b.

AI([“]D exp [a]D mlc)l

2
14R15R-2 145158-2 14R155-2 14S15R-2
(2a) (2b) (20) (2d)
Stereoisomer

Figura 17. Diferencia absoluta entre los valores de rotacion optica experimental y calculada (DFT
B3LYP/DGDZVP) para los estereoisomeros 2a-2b del compuesto 2.
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2b-1 2b-3
P=2325% P=2212% P=16.76%

AAN K(E%Y L L1
004 0084
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2b-4 2b-5 2b-6
P=1477% P=991% P=2.79%

Figura 18. Conformaciones mas relevantes del compuesto 2 que corresponden al 90% de la poblacion
conformacional.

En la Tabla 5 se incluyen los datos espectroscopicos del resto de las xantonas (3-5) aisladas de
Emericella 25379, de tal forma que los datos generados en esta investigacion puedan ser

utilizados para fines comparativos.

74



Tabla 4. Datos de energias libres (AG),” poblacion al equilibrio (P),” constantes de acoplamiento (J)° y
rotaciones 6pticas especificas [a]p’ de los conformeros 1-28 de [(145,15S5,205,25R)-] 2.

conféormero AG P J19a,20 J19b,20 J20,25 Jl4,15 [a]p
1 0.00 23.25 1.13 2.98 0.87 9.71 28.34
2 0.03 22.12 1.37 2.44 0.96 9.71 174.63
3 0.19 16.76 11.05 3.39 9.53 9.71 -179.00
4 0.27 14.77 11.05 3.40 9.53 9.71 -176.04
5 0.51 991 1.11 3.03 0.77 9.72 28.50
6 1.26 2.79 11.15 3.57 9.03 9.71 -220.72
7 1.47 1.95 1.36 2.46 0.95 9.60 21.38
8 1.71 1.30 1.13 2.98 0.89 9.60 -134.48
9 1.99 0.81 1.13 2.98 0.87 9.53 47.19
10 2.08 0.70 11.07 342 9.47 9.58 -307.80
11 2.08 0.70 11.07 342 9.46 9.58 -307.77
12 2.08 0.69 1.38 2.44 0.97 9.54 190.90
13 2.09 0.68 1.13 2.97 0.89 1.96 23491
14 2.28 0.49 1.10 3.05 0.77 9.61 -116.56
15 2.35 0.44 1.36 2.45 0.97 3.59 317.61
16 2.35 0.44 11.05 3.39 9.54 9.56 -165.28
17 2.38 0.42 11.05 3.40 9.54 9.56 -163.95
18 2.51 0.34 1.11 3.04 0.77 9.53 40.98
19 2.57 0.30 1.14 2.96 0.90 3.55 184.51
20 2.57 0.30 1.10 3.07 0.78 1.97 221.75
21 2.63 0.27 1.10 3.06 0.78 3.58 165.93
22 2.94 0.16 11.17 3.60 8.99 9.59 —343.44
23 3.11 0.12 11.15 3.57 9.05 9.55 -204.17
24 3.21 0.10 11.06 341 9.50 3.60 -57.10
25 3.55 0.06 1.35 248 0.94 9.56 -55.13
26 3.55 0.06 1.13 2.99 0.87 9.57 -212.54
27 3.66 0.05 11.04 3.39 9.49 9.59 —387.57
28 4.08 0.02 1.10 3.06 0.76 9.57 -189.25

Promedio conformacional® 4.86 3.01 4.06 9.54 -16.11
Valores experimentales 3.60 3.00 2.75 8.00 -38.00

“ B3LYP/DGDZVP en kcal/mol. ® en porcentaje a partir de los valores de AG a 298 K y 1 atm. © constantes de
acoplamiento en Hz calculadas a partir de los angulos dihedros B3LYP/DGDZVP utilizando la ecuacién de Altona. d
B3LYP/DGDZVP, rotacion especifica en grados x [dm X g/cm3]'1. ¢ Z,—[oc]Di, J-Jlga’z()i, J-J19b:20 ! J-J20.25 "o J-J1415 %
P', donde [G]Dia J'Jl9a,20i> J-J19b.20 ! J'Jzo,zsi 0 J-Ji415 "x P' son valores de [a]p, J-J19a20, J-T19b,200 J-J2025 0 J-J14,15Y la
poblacién en porcentaje para los i conformeros.
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Tabla 5. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN para la shamixantona (3), el hidrato
de tajixantona (4) y la emericelina (5) aisladas de Emericella 25379.

shamixantona (3)

hidrato de tajixantona (4)

emericelina (5)

Posicion
0¢/dy, mult. (J en Hz) 0¢/0y, mult. (J en Hz) d /8y, mult. (J en Hz)
1 159.7 1603 159.7
2 109.8/6.74 d (8.4) 109.9/6.72 d (8.4) 106.2/6.85 d (8.4)
3 136.6/7.44 d (8.4) 138.3/7.49 d (8.4) 136.6/7.48 dd (0.45, 8.4)
4 109.2 109.2 109.8
5 119.4/7.30 s 119.1/7.19 s 119.4/7.28 d (0.6)
6 138.4 138.5 138.4
7 149.4 149.5 149.4
8 120.9 120.8 123.9
9 118.9 1163 1188
10 152.8 153.1 152.8
1 152.3 151.9 152.3
12 116.7 116.8 118.7
13 184.5 1843 184.5
27.5/23.49 d (5.5); 32.0/23.16 dd (1.2, 14.0);
14 b3.50 d (6.0) b2.63 dd (10.8, 14.0) 27.1/339d(72)
15 121.7/5.31 dd (7.2, 7.6) 77.7/531 dd (1.2, 7.6) 122.1/5.34 dd (1.5, 7.5)
16 1333 72.9 1333
17 258/1.75 s 26.5/1.34 5 253/1.74
18 17.9/1.79 s 23.6/1.39 s 18.4/1.74 s
64.6/ 2443 dd (2.8, 11.2); 64.5/a 441 dd (2.0, 10.8);
19 b 4.34 dd (2.8, 10.8) b4.31dd (2.8, 10.8) 71.6/4.45dd (7.5)
20 44.9/2.73 s 44.8/2.69 s 119.5/5.61 dd (1.5,7.2)
21 142.6 142.5 142.6
2 112.3/a 480 s; b 4.58 s 1123/a4.77 5; b 4.53 s 25.8/1.81's
23 225/185 22.6/1.82 18.2/1.71 s
24 17.5/2.36 s 17.4/2.28 s 17.9/2.41 s
25 63.2/541 s 63.2/5.34 5 56.2/5.41 s
OHL1 12.60 s 1254 12.92.d (0.3)
OH-15 244
OH-16 2375
OH-25 509 4.98 d (4.0) 450 d (8.1)
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5.3 Aislamiento y caracterizacion de los analogos de la malbranqueamida (8) presentes en la

especie fungica Malbranchea aurantiaca

La reinvestigacion quimica de la especie M. aurantiaca, con la finalidad de obtener los
compuestos minoritarios analogos de la malbranqueamida, permitio el aislamiento y la
caracterizacion de dos metabolitos secundarios novedosos. Estos compuestos fueron designados
con los nombres triviales de malbranqueamida B (6) y premalbranqueamida (7). De manera
adicional, se aislaron los compuestos conocidos malbranqueamida (8) e isomalbranqueamida B

(9) [Figura 19].

R, R,
malbranqueamida B (6) Cl H
premalbranqueamida (7) H H
malbranqueamida (8) Cl Cl
isomalbranqueamida B (9) H Cl

Figura 19. Metabolitos secundarios fungicos obtenidos de M. aurantiaca.

5.3.1 Caracterizacion estructural de la malbranqueamida B (6) y la

premalbranqueamida (7)

Los productos 6 y 7 se obtuvieron como solidos blancos amorfos, 6pticamente activos y solubles
en MeOH [Figura 20]. Los productos reaccionaron positivamente frente a los reactivos de
Dragendorff y Ehrlich. Sus férmulas moleculares se establecieron mediante espectrometria de
masas modalidad FAB" como C,;H,sONj; y C,1H240ON;Cl, respectivamente. La presencia de un
atomo de cloro en 6 se determin6 mediante el analisis del conjunto isotopico observado en [M+2]
y [M+4] a partir del i6n molecular [M]" en m/z 369.1589. Los espectros en el UV contienen
bandas de absorcion maxima en 231 y 292 nm. Los espectros de RMN fueron muy similares a los
de la malbranqueamida (8), difiriendo exclusivamente en los desplazamientos quimicos y

apariencia de las sefiales en la region aromatica atribuibles al anillo carbociclico del grupo indol.
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Estas observaciones preliminares permitieron sugerir a priori que los compuestos 6 y 7 podian

ser los derivados monohalogenado y no halogenado, respectivamente de 8.

3041 a) 6y9 ! 8

Detector: UV, 235 nm
Columna: SymmetryPrep™
C¢ Tum (Waters®)
Sistema de elucion: ACN

el .
II' || | ‘ | Flujo: 2.0 mL/min
Il || | Concentracion: 4 mg/mL

2.0+ I
||

U.A.
|

1.0

0.0

I [ [ [ I
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

tiempo (min)

304 b) p

Detector: UV, 235 nm
Columna: Nucleosil™ C,
Sum (Phenomenex®)
Sistema de elucion: MeOH
9 Flujo: 3.5 mL/min.

/ Concentracion: 5 mg/mL
1.0+

2.0+

U.A.

0.0 - I T I | |
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5
tiempo (min)

Figura 20. a) Cromatograma por CLAE de la fraccion primaria Fyy: 7 (tg 5.0 min); 6 y 9 (5.5 min) y 8 (tr
6.1 min). b) Cromatograma por CLAE de la mezcla obtenida a partir de la fraccidon primaria Fy4: 6 (tg 4.9
min) y 9 (5.3 min).

En el espectro de 'H-RMN de 6 [Tabla 6 y Figura 21] se observo un sistema ABX [8y7.31 (d, J
= 8.7 Hz, H-7), 6.94 (dd, J = 1.8, 8.4 Hz, H-8) y 7.26 (d, J = 1.7 Hz, H-10)] en lugar de los
singuletes de los hidrégenos H-7 (0 7.47) y H-10 (8 7.39) presentes en el espectro de 8. En el
caso de 7, los hidrégenos H-7-H-10 se aprecian como un sistema ABCD [dy 7.35 (ddd, J= 1.0,
1.8, 7.6 Hz, H-7), 6.97 (dd, J= 1.0, 7.5 Hz, H-8), 6.97 (dd, J= 1.0, 7.5 Hz, H-9) y 7.26 (ddd, J=

0.8, 1.6, 8.0 Hz, H-10)] caracteristico de un indol no sustituido en la porcién carbociclica.
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Tabla 6. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN para las malbranqueamidas aisladas de M. aurantiaca.

isomalbranqueamida B (9)

premalbranqueamida (7)

malbranqueamida (8)

malbranqueamida B (6)

Posicion 0 ¢/0y mult. (J en Hz) d /8y mult. (J en Hz) 9 /8y mult. (J en Hz) 0 ¢/0y mult. (J en Hz)

1 28.2/a2.51 m;b1.46 m 28.2/a2.43m;b1.49m 28.1/a2.452 m; b 1.46 m 28.5/a2.42m;b1.34m

2 23.6/1.86 m 23.5/1.90 m 23.6/1.87m 22.4/1.72 m

3 52.9/a3.03 m; b 2.15 q (2.0, 55.4/a3.07 m; b 2.13 q (2.0, 55.3/a3.05m; b 2.15 q (2.0, 55.2/a2.93 ddd (2.1, 6.0, 9.6);

5.0) 5.0) 5.0) b2.41 ddd (2.1, 6.0, 9.6)
5 59.5/a2.26 dd (2.0, 10.0); 59.5/a2.28 dd (2.0, 10.0); 59.4/a2.25 dd (2.0, 10.0); 59.5/a2.13d(9.9);b3.25d
b 3.42d (10.0) b 3.36 d (10.0) b 3.42 d (10.0) (9.9)

S5a 553 57.7 57.5 58.5

6 30.3/22.86 m; b 2.85 m 30.4/22.96 m; b 2.80 m 3002286m:b285m 200 2'79(‘11213)'9); b2.72d
6a 104.9 104.5 104.8 103.7

6b 123.0 122.0 123.3 122.7

7 120.0/7.32 d (2.0) 122.0/7.35 ddd (1.0, 1.8, 7.6) 119.6/7.47 s 120.7/7.31 d (8.7)

8 123.3 119.4/6.97 dd (1.0, 7.5) 125.4 120.6/6.94 dd (1.8, 8.4)
9 125.3/7.00 dd (2.6, 8.6) 119.5/6.97 dd (1.0, 7.5) 128.2 126.6

10 111.6/7.22 d (8.6) 128.2/7.26 ddd (0.8, 1.6, 8.0) 113.1/7.39 s 112.1/7.26 d (1.7)
10a 135.6 138.4 137.3 1354

11 11.04 s
11a 146.7 146.7 145.2 144.4

12 32.6 354 35.5 34.1

12a 49.8/2.14 m 49.6/2.09 m 48.5/2.14 m 46.9/2.07 m

13 32.6/a1.99m;b1.94m 32.5/a1.99m; b 1.98 m 32.5/a1.99m; b 1.94m 33.9/a1.98m;b1.91m
13a 66.1 66.2 66.1 64.1

14 176.7 176.7 176.7 173.1

15 8.37s

16 30.8/1.32's 30.9/1.32s 30.6/1.32 s 31.1/1.26 s

17 24.2/1.42's 24.4/1.46 s 24.2/1.42's 26.6/1.31s
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Figura 21. Vista parcial de la region aromatica (8 6-8 ppm) de los espectros de 'H-RMN de los compuestos 6-9.



En los espectros de *C-RMN y HSQC de los compuestos 6 y 7, al igual que en el caso de 8, se
aprecian sefiales para 21 atomos de carbono y corroboran la presencia del grupo lactama, y de la

porcidn biciclo[2.2.2 ]diazaoctano.

La ubicacion del cloro en C-9 en el caso del alcaloide 6 se realizé con base en las correlaciones
observadas en el espectro HMBC entre C-10a/H-7, C-6b/H-10, C-6a/H-6, H-7, C-5a/H-12a,C-
12a/H-6, H-16, H-17 y C-11a/H-6, H-16, H-17. Asi mismo las correlaciones H-10/H-11 y H-7/H-
6, observadas en el espectro NOESY, aportaron una evidencia adicional para ubicar al a&tomo de

Clen C-9.

Las demas correlaciones observadas en los diferentes espectros de RMN bidimensionales
(COSY, HMBC, HSQC y NOESY) permitieron corroborar que el resto de la molécula en los dos
productos era igual a aquella de la malbranqueamida (8). La estereoquimica relativa de los
centros quirales presentes en 6 y 7 se realizo con base en el analisis comparativo de sus espectros
de DC [hmax (A€): ~244 (2 x 10°), ~217 (1.3 x 10°), ~226 (1.2 x 10%), ~296 (1.5 x 10”) nm] con el
de 8, los cuales resultaron practicamente superponibles. Con base en las evidencias presentadas,
los productos 6 y 7 se caracterizaron como la (5a$,12aS,13aS)-9-cloro-12,12-dimetil-
2,3,11,12,12a,13-hexahidro-1H,6 H-5a,13a-(epiminometano)indolizino[7,6b]carbazol-14-ona (6)
y la (5a$,12a8,13aS)-12,12-dimetil-2,3,11,12,12a,13-hexahidro-1H,6 H-5a,13a-(epiminometano)
indolizino[7,6b]carbazol-14-ona (7), respectivamente y se designaron con los nombres triviales

de premalbranqueamida y malbranqueamida B, respectivamente.

Los espectros (RMN, IR y EM) de los productos de sintesis de Williams y colaboradores (2008)
resultaron idénticos a los correspondientes de los productos naturales. Esto permitiéd la

caracterizacion inequivoca de los derivados naturales de la malbranqueamida (8).

Finalmente, como parte de la elucidacion estructural de los compuestos novedosos 6, 7y 9 y con
la proposito de entender el comportamiento en el espacio de los mismos, se realizd un analisis
conformacional mediante modelado molecular utilizando un protocolo Monte Carlo
implementado en el programa Spartan 04 con el campo de fuerza de mecdnica molecular

MMFF94. De manera adicional, se incluyo en todos estos nuevos célculos al compuesto 8 para
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poder realizar la comparacion energética y estructural adecuada. Este estudio conformacional
permitio6 la obtencion de 15, 13, 15 y 12 conférmeros para los metabolitos 6-9, respectivamente.
Posteriormente, se realizé la optimizacion mediante DFT utilizando el programa Gaussian W03
al nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d) de cada uno de los conféormeros; los resultados generados
mediante la minimizacidn energética de los de mayor estabilidad permiti6 establecer el minimo
energético para cada uno. Finalmente, estos estudios indicaron que, en las estructuras optimizadas
para los compuestos 6, 7 y 9 el anillo E despliega una conformacién de sobre idéntica a la
previamente descrita para el compuesto 8, con los atomos N4-C13a-C1-C2 localizados en el

mismo plano mientras que el atomo C3 se localiza fuera de éste [Figura 22].

5.4 Caracterizacion de la interaccion ligando-CaM de los metabolitos aislados de Emericella

25379

De acuerdo a la estrategia disefiada en la presente investigacion y con la finalidad de
evaluar la interaccion de los productos 1-5 aislados de Emericella 25379 con la CaM, se
realizaron los siguientes estudios: a) estimacidon del efecto del inhibidor potencial sobre la
actividad fosfodiesterasa del complejo Ca**-CaM-PDE1; b) medicion del apagamiento de la
fluorescencia intrinseca de la CaM; c) estudios de acoplamiento molecular y d) la valoracién en

el cambio de la movilidad electroforética de la proteina.

5.4.1 Evaluacion del efecto in vitro de los metabolitos 1-5 aislados de la especie

fingica Emericella 25379 sobre el complejo Ca**-CaM-PDE1

Con la finalidad de demostrar si la interaccién de los compuestos 1-5 con la CaM
modifica sus propiedades moduladoras de sus enzimas blanco se aplicé un método enzimatico in
vitro, como enzima monitora se utilizé a la PDE1 de cerebro de bovino. Esta enzima regula la
concentracion intracelular del AMPc segundo mensajero que participa en una amplia gama de

procesos celulares, degradandolo a través de una reaccion de hidrélisis en AMP.
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Figura 22. Analisis conformacional y optimizacion geométrica mediante DFT de los compuestos 6-9 aislados de M. aurantiaca.



La actividad de la PDE1 en presencia de CaM y los compuestos de prueba se establecié mediante
una reaccion enzimatica acoplada a una 5'-nucleotidasa que hidroliza al AMP a Pi y ADP. El Pi
se cuantifica espectrofotocolorimétricamente de acuerdo con la metodologia descrita por Sharma

y Wang (1979) y la cantidad de Pi generada se correlaciona con la actividad de la enzima.

Los resultados obtenidos de la evaluaciéon indicaron que los compuestos 2 y 4 inhiben la
activaciéon del complejo Ca**-CaM-PDE! de manera dependiente de la concentracién y con una
potencia relativa mayor al de la CPZ, un antagonista bien caracterizado de la CaM. Estos
resultados se indican en la Tabla 7. Posteriormente, con la finalidad de determinar si el
mecanismo de esta inhibicion de los compuestos es de tipo competitivo o no competitivo se
realizd un experimento cinético conducente a determinar la K; (Dixon, 2007). Para ello se
utilizaron diferentes concentraciones de CaM, en presencia de diferentes concentraciones de los
compuestos a evaluar. El resultado de este experimento indic6 que ambos compuestos actiian
como antagonistas competitivos de la CaM, compitiendo con ésta enzima por la formacién del
complejo activo Ca’*-CaM-PDE] [Figura 23]. Los valores de K; obtenidos para los compuestos

2 y 4 fueron de 13.92 £2.29 y 25.38 + 2.26 uM, respectivamente.

Tabla 7. Datos enzimaticos de los inhibidores de la CaM 1-5 aislados de la especie fungica Emericella
25379.

inhibicion del complejo Ca**-CaM-PDE1
compuesto

otencia
Clso pM I1)~elativa KiuM

1 9.59+2.65 0.76 ND

2 5.62 £1.25 1.30 13.92+£2.29

3 29.16 £6.39 0.25 ND

4 5.54+£1.28 1.31 2538 £2.26

5 68.17 £ 9.33 0.11 ND
CPZ 7.26 £ 1.60 1 19.28 +£2.54
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Figura 23. Grafica de Dixon del compuesto 4 en presencia de diferentes concentraciones de la CaM (---
25 nM; --- 50 nM; --- 100 nM; y --- 200 nM).

5.4.2 Evaluacion de los metabolitos 1-4 aislados sobre la movilidad electroforética de

la CaM

La interaccion de los compuestos aislados a partir del cultivo de Emericella 25379 con la
CaM se determind mediante la evaluacion del efecto de 1-4 sobre la movilidad electroforética de
la proteina en presencia de Ca®’, utilizando una electroforesis vertical descendente en gel de
poliacrilamida (PAGE). Bajo estas condiciones la interaccion de cualquier compuesto con esta
proteina ocasiona alteraciones en su conformacion estructural, mismas que se ven reflejadas en
cambios en su movilidad electroforética. En la Figura 24 se observan los resultados sobre el
retardo en la movilidad electroforética de la CaM tratada con CaCl, (1 mM) y las xantonas 1-4
(0.033 mg/mL). Los efectos observados en ésta evaluacién permiten concluir que los compuestos
2 y 4 interactiian con la CaM y posiblemente modifican sus propiedades reguladoras enzimaticas.
El retardo en la movilidad electroforética provocado por los compuestos 2 y 4 es similar al de la
CPZ utilizada como control positivo. Estos resultados se encuentran en armonia con los

obtenidos en el ensayo enzimatico y que fueron descritos en el inciso anterior.
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Figura 24. Electroforetograma PAGE de la CaM con diferentes tratamientos de los compuestos 1-4.
Electroforesis de 2 ug de CaM en presencia de 1 mM de CaCl,. Las muestras se incubaron durante 1.5 h a
30 °C. (A) CaM sin ligando; (B) CaM con DMSO; (C) control positivo (CaM con CPZ en DMSO); (D) 1;
(E) 2; (F) 3; y (G) 4. En todos los casos se adicionaron 0.033 mg/mL del compuesto de prueba.

5.4.3 Evaluacion de la interaccion ligando-CaM de los compuestos 1-4 mediante

experimentos de fluorescencia

Una vez establecida la interaccion de los compuestos 1-4 aislados de Emericella 25379
con la CaM, mediante el empleo de métodos electroforéticos y andlisis enzimaticos funcionales,
se decidio realizar una serie de estudios adicionales con la finalidad de explorar a detalle la
interaccidn proteina-ligando, mediante el empleo de métodos analiticos menos convencionales

que incluyen a la fluorescencia.

En general, los métodos que involucran a la energia de resonancia de fluorescencia consisten en
el monitoreo de los cambios en la fluorescencia intrinseca de la proteina en presencia de los
diferentes ligandos. En el presente trabajo, se determind el efecto de las fitotoxinas 1-4 mediante
experimentos de fluorescencia de acuerdo con la metodologia descrita por Gonzalez-Andrade y
colaboradores (2009). Los resultados obtenidos de esta evaluacion se ilustran en la Figura 25.
Como se desprende de esta informacion los compuestos 1-4 provocan un apagamiento de la
fluorescencia intrinseca de la CaM de diferente orden para cada compuesto y de manera
dependiente de la concentracion. Cabe destacar que los resultados de estas determinaciones
indican que los compuestos 2 y 4 son los que ocasionan el apagamiento mas significativo de la
fluorescencia intrinseca de la CaM. Los valores de K, para estos compuestos son: 0.6502 +
0.0116 y 0.0334 + 0.0065, respectivamente, mientras que para la CPZ de 0.3423 + 0.0324 uM.
Estos resultados también muestran una clara correlacion con aquellos derivados de los otros

experimentos utilizados para medir la interaccion de los metabolitos secundarios con la CaM.

86



intensidad fluorescente (u.a.)

intensidad fluorescente (u.a.)

CaM Ca2+
0.82 uM
80000 4 163 uM 50000 CaM Caz+
2.45uM - ;-2; "m
320uM w 4 ~ AT u
70000 4 4.07 uM 3 e N 3.71uM
4.89 uM g 20000 4.94uM
] §.70 uM & - "N 6.18 uM
6.52 uM § N B8.65 uM
7.33uM S 600004
50000 S— 8.96 uM § .
- — ™ ™
= X 10.59 uM g soom- \
40000 - SN = Y
\ £ 400004
30000 R‘
S 30000 4
20000 o - T r T T - T T T T T T T
300 05 210 318 120 325 130 300 308 310 318 320 326 330
nm nm
—— CaM Caz2+
3 1.13uM
4 2.26 uM
80000 ) CaM Ca2+ 80000 4 3.39 uM
— 120 uM 4.52 uM
70000 - o 2.40 uM ~ 800004 5 5,65 uM
/ 4.80 uM ] ) 6.78 uM
4 N 8.40 uM é 70000 - 7.91uM
60000 AN 14.40 uM ] 9.04 uM
Y § 60000 10.17 uM
L g ] 12.43 uM
50000 \ 2 50000 14.69 uM
§ 40000 ]
40000 4 ~ ] z
\\ é 30000
30000
20000 -
T T T T T T T
300 308 310 315 320 325 330 10000 . . . = ——.
nm 300 208 o s 320 28 330
nm
CPZ CaM Caz+
30000 - 0.5uM
1.0uM
1.5 uM
~ 25000 gg um
o .5 ul
El 3.0uM
o 35uM
£ 20000 40uM
& 45uM
% 5.0 uM
g 15000 6.0 um
= 7.0uM
2 8.0uM
h=l 10.0 uM
& 10000 4 12.0 uM
2 14.0 uM
= ~ 16.0 uM
5000 18.0 uM
20.0 uM
22.0 uM
24.0 uM
0 T T T T T 26.0 uM
300 310 320 330 340 28.0 uM
- 30.0 uM

Figura 25. Fluorescencia intrinseca de la CaM-WT [Aei = 282 nm, Aeym = 300-340 nm, en AcOK 5 mM,
pH 5.1] en presencia de las compuestos aislados a partir de Emericella 25379.
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5.4.4 Evaluacion de la interaccion ligando-CaM de los compuestos 1-5 mediante

estudios de acoplamiento molecular

En los ultimos afios, el creciente interés en la investigacion computacional que a su vez, se
ha desarrollado conjuntamente con la cristalografia de rayos X, es un hecho bien documentado y
que ha llevado a la posibilidad de utilizar un disefio racional basado en las interacciones ligando-
receptor para el desarrollo de nuevos principios biodindmicos con posible aplicacion tanto en la

terapéutica como en la industria agroquimica (Stephens et al., 2008).

Una aproximacion real a todo este desarrollo ha sido posible debido al descubrimiento de nuevos
productos naturales con estructuras quimicas novedosas, a la sintesis organica de moléculas
prototipo y a la subsecuente cocristalizacion de estds moléculas con una proteina de interés. De
tal forma que la informacidn estructural obtenida es invaluable en el descubrimiento de nuevas
moléculas, o bien, en la modificacién de moléculas conocidas con efectos adversos indeseables.
Sin embargo, cuando la cristalizacion de estds moléculas con su ligando es particularmente
dificil, una contribucion significativa para predecir y establecer la naturaleza de las interacciones
proteina-ligando es posible mediante métodos de acoplamiento molecular (AM). Esta técnica
involucra el uso de uno o mas algoritmos de busqueda especifica, basados en simulaciones
moleculares complejas para obtener la conformacién optimizada de la proteina con su ligando

que presente la menor energia libre total.

En este contexto, se realizd6 la evaluacion de los ligandos 1-5 mediante un estudio de
acoplamiento molecular con el programa AutoDock 4.0. Este experimento permite a su vez
confirmar si estos compuestos interaccionan en el mismo sitio de union que las fenotiazinas TFP
y CPZ y poder catalogarlos como nuevos prototipos estructurales para el desarrollo de novedosos

inhibidores de la CaM.

Los experimentos de AM se realizaron utilizando la estructura cristalografica de la CaM. Para
ello, en primer lugar se realizd la validacién del protocolo mediante la formacion de los
complejos con los inhibidores CPZ y TFP, a partir de la estructura de la CaM (c6digo pdb 1LIN),

para después realizar un andlisis detallado de la geometria de unidn de estas fenotiazinas con la
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estructura del receptor [Figura 26]. Posteriormente, se realizd el acoplamiento de los compuestos
de interés mediante la prediccion de la orientacion y conformacion de cada uno de los ligandos 1-
5 en la estructura cristalografica seleccionada. El anélisis de la diferencia encontrada entre los
valores de las desviaciones estandar cuadraticas medias (RSMD) de las coordenadas de los
atomos previstas por el programa AutoDock con respecto a las coordenadas calculadas a partir de
la estructura cristalografica, permitieron concluir que el programa de modelado molecular predijo
de manera satisfactoria los sitios de union de las xantonas 2 y 4 con la CaM, con valores de
RSMD inferiores o cercanos a 1.0 A. Por otra parte, los resultados obtenidos permitieron
evidenciar que los compuestos 2 y 4 se unen a la CaM en los mismos sitios de union de la CPZ y
TFP encontrandose una excelente correspondencia entre el caracter hidrofébico del sitio de unidon
y la actividad bioldgica evaluada [Tabla 8]. Finalmente, el modelo de union propuesto para los
ligandos 2 y 4 de Emericella 25379 con la CaM se ilustra en la Figura 27 en donde se puede
observar que todos los andlogos evaluados adoptan la misma conformacién y pueden

superponerse con las fenotiazinas utilizadas como controles.

Glu 11

Figura 26. Validacion de modelo de AM. Estructura cristalina de la CaM formando el complejo con la
TFP (barras rojas; codigo pdb 1LIN). La TFP cocristalizada muestra el sitio de union del inhibidor,
mientras que en barras y esferas se observa el AM de la TFP (amarillo; RMSD 1.837 A) y la CPZ (gris;
RMSD 1.931 A).
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Tabla 8. Comparacion de los resultados experimentales y de AM de los inhibidores de la CaM 1-5
aislados de la especie fungica Emericella 25379.

inhibicién del complejo Ca**-CaM-PDE1 acoplamiento molecular
compuesto . Energia de
B YE R < O o
(kcal/mol)
1 9.59 £2.65 0.76 ND 10.80 -4.81 -5.14
2 5.62 +1.25 1.30 13.92 £2.29 14.36 -5.08 -4.54
3 29.16 +6.39 0.25 ND 5.77 -5.11 -5.63
4 5.54 +£1.28 1.31 2538 £2.26 20.34 -8.15 -8.38
5 68.17+9.33 0.11 ND 17.65 -3.46 -3.01
CPZ 7.26 £1.60 1 19.28 +£2.54 8.76 -6.85 -6.90
TFP ND ND ND 8.36 -10.06 -10.49

ND, no determinado

X~ =
._,_.4’ |v:]l11

m‘%;/gz \

)

Figura 27. Modelo propuesto por la técnica de AM mediante el programa AutoDock para la interaccion
de los compuestos 2 y 4 con la CaM. TFP cocristalizada: barras rojas; 2: barras verdes; 4: barras
amarillas.
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5.5 Caracterizacion de la interaccion ligando-CaM de los metabolitos aislados de M.

aurantiaca

Con la finalidad de evaluar la interaccion de las fitotoxinas 6-9 aisladas a partir de la
especie fungica M. aurantiaca con la CaM, se realizaron los mismos experimentos que en el caso
de los metabolitos de Emericella. De manera adicional se realizaron estudios de RMN utilizando
a la CaM marcada isotopicamente con °C y N, y simulaciones de dindmica molecular. Los

resultados derivados de estas evaluaciones se detallan a continuacion:

5.5.1 Evaluacion del efecto in vitro de los productos 6-9 aislados de la especie fungica

M. aurantiaca sobre el complejo Ca**-CaM-PDE1

La evaluacion de los compuestos 6-9 y los de una serie de analogos sintéticos [12-24] del
compuesto 8 proporcionados por el Dr. Robert Williams se realizd6 de acuerdo al mismo
procedimiento descrito para los productos 1-5 aislados de Emericella 25379. Los resultados del
efecto de los productos sobre la actividad enziméatica de la PDE1 activada por CaM de la
malbranqueamida (8) y sus andlogos [Tabla 9] proporcionaron informacion valiosa acerca de la
influencia de la presencia de los atomos de cloro en el anillo carbociclico del indol, la
configuracién relativa en C-12a y el grado de oxidacion del nucleo biciclo[2.2.2]diazaoctano.
Asi, la mejor actividad inhibitoria del complejo Ca>"-CaM-PDEI se observo en los compuestos
con dos atomos de cloro en el anillo carbociclico del indol como en el caso de la
malbranqueamida (8) y la mezcla racémica del producto obtenido por sintesis (8a). El efecto
inhibidor sobre la activacion del complejo evaluado de los productos que no presentan atomos de
cloro, como en el caso del derivado natural 7 y los anédlogos sintéticos 12, 13 y 22-24, es mucho
menor, siendo el producto 24 el derivado mas activo de la serie de estos analogos con un valor de
potencia relativa de 0.7. En el caso de los isomeros estructurales 6, 6a, 9 y 9a que presentan un
solo 4tomo de cloro en su estructura la actividad inhibitoria sobre el complejo CaM-PDE1
también disminuye de manera significativa, obteniéndose valores de potencias relativas menores
a 0.5. Por otro lado, es importante destacar que en todos los casos la potencia relativa de los
racematos 8a y 6a, obtenidos, por sintesis fue mayor a la presentada por el correspondiente

enantidomero natural. Estos resultados parecen indicar que los enantidémeros levorotatorios son
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mas activos que los dextrégiros naturales. Los derivados del andlogo epi-malbranqueamida (14)
fueron esencialmente inactivos, indicando la importancia de la configuracion el centro quiral 12a,
siendo la tinica excepcion el compuesto 15 que presenta un grupo carbonilo en la posicion C-5.
Por ultimo, la falta de actividad de los compuestos 14 y 16 indica que ademés de la
estereoquimica en 12a, la presencia de los residuos amida en C-5 y C-14 son importantes para

una mejor actividad.

Tabla 9. Inhibicion de la activacion del complejo Ca**-CaM-PDE1 mostrada por la malbranqueamida (8)
y una serie de analogos sintéticos.

compuesto Clso pM CPZ Potencia relativa
12 33.92 + 4.64 16.78 £ 3.99 0.5
13 45.41 £2.39 10.76 £ 0.41 0.2
14 134.47 +12.63 10.76 £ 0.41 0.1
15 11.95+1.05 10.76 £ 0.41 09
16 81.24+4.46 10.76 £ 0.41 0.1
17 27.51+3.13 10.76 £ 0.41 0.4
18 18.57+2.87 16.78 +£3.99 0.9
19 31.49+2.52 14.11 £1.75 0.4
20 61.79 +£5.48 14.11 £1.75 0.2
21 150.66 +26.79 16.78 £3.99 0.1
22 62.34 +4.58 14.11 £ 1.75 0.2
23 42.77 £ 1.66 14.11 £1.75 0.3
24 23.61 £4.21 16.78 +£3.99 0.7
8a 15.99+0.87 16.78 £ 3.99 1.0
8 19.33+1.40 16.78 £ 3.99 09
9a 60.33 + 6.84 14.11 £1.75 0.2
9 41.56 £ 4.64 14.11 £1.75 0.3
6 183.28 +£37.58 14.11 £1.75 0.1
6a 42.85+4.22 14.11 £1.75 0.3
7a 35.73 £3.01 16.78 +£3.99 0.5
7 19.36 £ 3.80 16.78 +£3.99 0.8

La potencia relativa fue obtenida mediante la formula: Cls, (clorpromazina)/Cls, (compuesto evaluado)
tomando el valor de 1.00 para la clorpromazina. a) derivado sintético.

N/l-l

a

C1 a

N/H




5.5.2 Evaluacion de la interaccion ligando-CaM de los compuestos 6-9 mediante

experimentos de fluorescencia

La evaluacién de la interaccion de 6-9 con la CaM se determind mediante experimentos
de fluorescencia utilizando el método descrito por Gonzalez-Andrade y colaboradores (2009).
Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 28 y, como se puede observar, sélo
el compuesto 8 (K, 0.4082 + 0.0592 uM) provoca un apagamiento de la fluorescencia intrinseca
de la CaM de manera dependiente de la concentracion y es comparable a la obtenida para el
control positivo CPZ (K, 0.3423 £+ 0.0324 uM). Los compuestos 6, 7 y 9 no afectaron de manera
significativa la fluorescencia de la proteina. En todos los casos el efecto inhibitorio fue
dependiente de la concentracidon. Estos resultados son congruentes con los derivados del

experimento enzimatico funcional.

5.5.3 Evaluacion de la interaccion CaM-ligando de los compuestos 6-9 mediante

acoplamiento molecular

Los productos 6-9 fueron analizados con el programa AutoDock 4.0 con el objetivo de
establecer su sitio de unién a la CaM, siguiendo la misma estrategia metodoldgica descrita
previamente para las xantonas 1-5. Los resultados preliminares indicaron que el compuesto 8
interactiia con la CaM con una energia de union menor que la de los compuestos 6, 7y 9, y en un
sitio diferente al observado para los controles positivos CPZ y TFP. Por lo tanto, con el propdsito
de refinar éste analisis de AM se realizo, en primer lugar, la correccion y reempacamiento de la
estructura cristalografica de la CaM (cddigo pdb 1LIN) con el programa Rosetta++, siguiendo la
metodologia descrita por Kuhlman y Baker (2000). Esta nueva estructura posee las cadenas
laterales de los residuos de aminoéacidos 75 al 81 en la posicion y orientacién mas favorecida, y
no determinadas en la estructura original. Posteriormente, se realizo un nuevo estudio de AM con
residuos flexibles del compuesto 8 con la CaM, observandose cambios importantes en la posicion
de numerosos residuos cercanos al sitio de unién. Los residuos Met 36, 51, 71, 72, 76, 109, 124,
144 y 145 presentaron una variacion de su estado original y éste cambio fue medido con base en
el valor de sus RMSD utilizando el programa VMD 1.8.6 [Tabla 10]. Los resultados globales

permitieron proponer que los residuos de AA involucrados en el sitio de unién de 8 con la CaM,
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a 4 A de distancia del centro de la molécula son: Leu 18, 32, 39, 112; Glu 11, 14, 114; Phe 12,
16, 19, 68, 92, 141; Met 71, 72, 109, 124, 144, 145; Val 35; Ala 15, 88 y Ile 27 [Figura 29], en

donde se observa que la conformacidon que adopta el ligando en el sitio de unién es diferente a la

de las fenotiazinas utilizadas como controles.
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Figura 28. Fluorescencia intrinseca de la CaM-WT [Ay; = 282 nm, Ay = 300-340 nm, en AcOK 5 mM,
pH 5.1] en presencia de los compuestos aislados a partir de M. aurantiaca.
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Tabla 10. Aminoacidos involucrados en el sitio de union de la malbranqueamida (8) con la CaM
identificados por AM con residuos flexibles.

residuo RMSD Autodock
A)
Met 36 2.058
Met 51 1.514
Met 71 3211
Met 72 1.327
Met 76 1.461
Met 109 1.593
Met 124 1.529
Met 144 3.277
Met 145 L.725

Figura 29. Modelo propuesto por AM con residuos flexibles para la interaccion del compuesto 8 con la
CaM, mostrando a las Met de la proteina y los cambios conformacionales observados en éstos residuos en
presencia del inhibidor.
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Figura 29 (continuaciéon). Modelo propuesto por AM con residuos flexibles para la interaccion del
compuesto 8 con la CaM, mostrando a las Met de la proteina y los cambios conformacionales observados
en éstos residuos en presencia del inhibidor.
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5.5.4 Evaluacion de la interaccion CaM-ligando del compuesto 8 mediante

experimentos de RMN

Con base en los resultados obtenidos previamente en los estudios enzimaticos y de
fluorescencia se decidid explorar la interaccion del compuesto 8 con la CaM mediante
experimentos de RMN. La RMN ('H, °C y ""N) es un método analitico utilizado con bastante
éxito en los ultimos afios, para caracterizar la interaccion proteina-ligando. Estos estudios han
permitido establecer por una parte, los cambios conformacionales inducidos por el ligando en la
estructura secundaria de las proteinas (sin ligando), y por la otra, proporcionar informacion
valiosa acerca de los sitios de unidn del ligando. Con estos antecedentes, se elabord un protocolo
de experimentacion para confirmar los sitios de union entre la malbranqueamida (8) y la CaM.
Para los experimentos se utilizé a la CaM enriquecida isotopicamente con °C y "°’N. En todos los
casos, el analisis de los espectros de RMN modalidad COSY, TOCSY y HSQC, en el intervalo
comprendido entre 8y/d¢ 0.6-2.4/15.6-18.4 [Figura 30 y Tabla 11], para la proteina enriquecida
y titulada con diferentes concentraciones del ligando 8, permitié evidenciar cambios importantes
en los desplazamientos quimicos de los protones y carbonos de los metilos de algunas de las Met
que se encuentran en una de las regiones mas hidrofobicas de la CaM y cercanas al sitio de unién
de los antidepresivos CPZ y TFP. Los cambios en éstos desplazamientos se compararon con los
valores de RMSD obtenidos a partir del andlisis detallado del complejo proteina-ligando
realizado por AM (ver inciso anterior). Las variaciones en los desplazamientos quimicos de los
metilos de los nueve residuos de Met son consistentes con las conclusiones obtenidas en los
estudios de AM y permiten proponer con mayor confiabilidad el sitio de unién de la
malbranqueamida (8). Por lo tanto, una vez establecida la estequiometria 1:1 de la interaccion 8-
CaM, se puede concluir que el sitio de union del alcaloide a la proteina involucra los residuos de
Met 36, 51, 71, 72, 76, 109, 124, 144 y 145. Todos estos residuos participan también en la
interaccién CPZ-, TFP- y KAR-2-CaM, sin embargo, la estequiometria 1:4 proteina-ligando en el
caso de las fenotiazinas hace que la conformacion del complejo sea distinta en comparacién con
la del alcaloide KAR-2, el cual presenta la misma estequiometria y una conformacion de similar

que la observada para el complejo 8-CaM.
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Tabla 11. Residuos de aminoacidos involucrados en el sitio de unidén de la malbranqueamida (8) con la
CaM identificados por RMN y AM.

residuo RMN 'HAS /PC AS (ppm)  RMSD Autodock (A)
Met 36 0.294/0.547 2.058
Met 51 0.215/0.070 1.514
Met 71 0.625/0.599 3.211
Met 72 0.068/0.598 1.327
Met 76 0.065/0.117 1.461
Met 109 0.222/0.249 1.593
Met 124 0.195/0.192 1.529
Met 144 0.868/0.565 3.277
Met 145 0.653/0.718 1.725

5.5.5 Evaluacion de la interaccion CaM-ligando del compuesto 8 mediante estudios

de dinamica molecular

Con la finalidad de establecer la estabilidad termodindmica del complejo proteina-ligando
en solucion se realizaron estudios de DM utilizando el programa GROMACS. Esta técnica
involucra la simulacion en el tiempo y el andlisis conformacional de un complejo proteina-
ligando. Con base en lo antes descrito, se realizo la simulacion durante 15 ns del complejo CaM-
malbranqueamida (8). Para estos estudios, se utilizd la misma estructura de la CaM obtenida a
partir de los analisis de AM y RMN. Los resultados obtenidos revelaron que la CaM mantiene
una conformacioén relativamente estable en solucion, por tiempos de simulacion superiores a los 5
ns iniciales, lo que sugiere a priori, que el complejo 8-CaM, en el sitio de unién propuesto con
base en los estudios de AM y RMN, es estable termodindmicamente [Figura 31]. Durante los
primeros 500 ps de simulacidén el complejo inicial sufre cambios conformacionales minimos.
Posteriormente, se genera un nuevo conférmero estable, mismo que se mantiene por unos
nanosegundos mas hasta la aparicion de otros conformeros al término de la simulacién. En

cualquier caso, el ligando permaneci6 unido a la proteina a lo largo de toda la simulacion.
Una caracteristica importante de esta simulacion es la gran variabilidad en las energias de

contacto instantaneas calculadas mediante la técnica LIE. Esto posiblemente debido a que la CaM

es una proteina con gran movilidad y que por lo tanto puede adoptar numerosas conformaciones
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de union; esta versatilidad conformacional no se ha observado con otros complejos enzima-
ligando o receptor-ligando estudiados mediante esta técnica (Wassenaar et al., 2008; Marrink et
al., 2008). La comparacion del comportamiento de la CaM con un segundo ligando se obtuvo a
partir de otra simulacion de DM del complejo KAR-2-CaM. Esta simulacién presentd
caracteristicas muy similares a la de 8-CaM, mostrando ademas variaciones mas significativas de
la energia de interaccion. En este caso, hacia el final de la simulacidn, el cambio de la
conformacién del complejo KAR-2-CaM fue evidente, ya que el ligando cambid su orientacion
en el sitio activo de la proteina en un rotacion de casi 180°, no obstante, la energia de interaccion

entre la CaM y el KAR-2 fue mayor (mds negativa) que en el caso del complejo 8-CaM.

Figura 31. Dinamica molecular de la interaccion malbranqueamida 8-CaM.
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6. Conclusiones

a) La especie novedosa Emericella 25379, biosintetiza y—pironas del tipo xantona. El
estudio quimico de un aislamiento de esta especie permitio la obtencion de dos derivados
novedosos de la tajixantona, caracterizados como el hidrato de 15-(S)cloro-tajixantona
(1) y la 14-metoxi-tajixantona (2). También se aislaron y caracterizaron los productos
shamixantona (3), hidrato de tajixantona (4) y emericelina (5). Estos resultados permiten
corroborar que el metabolismo de las especies terrestres de Emericella es similar al de las
especies marinas ya que ambos tipos biosintetizan policétidos del tipo xantona. Cabe
destacar que Emericella 25379, a diferencia de las otras especies marinas E. nidulans y E.

venezuelensis, no biosintetiza aflatoxinas.

b) La reinvestigacion quimica de la especie M. aurantiaca permitié el aislamiento y la
caracterizacion de dos metabolitos secundarios novedosos designados con los nombres
triviales de malbranqueamida B (6) y premalbranqueamida (7). De manera adicional, se
aislaron los compuestos conocidos malbranqueamida (8) e isomalbranqueamida B (9). La
coexistencia de los metabolitos 6-9 permite proponer que la malbranqueamida (8) se
genera a partir del producto 7 via la malbranquamida B (6) o isomalbranqueamida B (9),
o via las dos. En cualquier caso, el producto 8 debe halogenarse de manera consecutiva

por accion de una o dos haloperoxidasas.

c) La presente investigacion permitid la estandarizacion de un procedimeinto para
cuantificar la interaccion de los metabolitos aislados con la CaM, utilizando un ensayo
enzimatico funcional con la enzima PDE1. Los compuestos 2, 4 y 8 inhiben la activacion
del complejo Ca*-CaM-PDE! de manera dependiente de la concentracién. Este efecto se
comprobé mediante el analisis cinético conducente a determinar la constante de
inhibicion (K;). Los valores de K; obtenidos fueron 13.92 + 2.29, 25.38 £ 2.26 y 47.40 +
5.63 puM, respectivamente. Estos resultados permitieron comprobar también que los

compuestos son antagonistas competitivos de la CaM, que actian compitiendo con ésta
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enzima por la formacion del complejo activo Ca*’-CaM-PDEI. Los compuestos 2 y 4

modifican la movilidad electroforética PAGE de la proteina en presencia de calcio.

d) La evaluacion enzimatica de los analogos de la malbranqueamida (8) aislados, asi
como la de una serie de derivados sintéticos permitié también establecer la influencia de
la presencia de los atomos de cloro en el anillo carbociclico del indol, la configuracion
relativa en C-12a y el grado de oxidacion del nucleo biciclo[2.2.2]diazaoctano sobre la
inhibicion de la actividad enzimatica de la PDE1 activada por CaM. El efecto inhibidor
sobre la activacion del complejo evaluado de los productos que no presentan atomos de
cloro, como en el caso del derivado natural 7 y los analogos sintéticos 12, 13 y 22-24, es
mucho menor, siendo el producto 24 el derivado mas activo de la serie de estos andlogos
con un valor de potencia relativa de 0.7. En el caso de los isdmeros estructurales 6, 6a, 9
y 9a que presentan un solo atomo de cloro en su estructura la actividad inhibitoria sobre
el complejo CaM-PDE1 también disminuye de manera significativa, obteniéndose
valores de potencias relativas menores a 0.5. Por otro lado, es importante destacar que en
todos los casos la potencia relativa de los racematos 8a y 6a, obtenidos, por sintesis fue
mayor a la presentada por el correspondiente enantiomero natural. Estos resultados
parecen indicar que los enantiomeros levorotatorios son mas activos que los dextrogiros
naturales. Los derivados del analogo epi-malbranqueamida (14) fueron esencialmente
inactivos, indicando la importancia de la configuracion el centro quiral 12a, siendo la
unica excepcion el compuesto 15 que presenta un grupo carbonilo en la posicion C-5. Por
ultimo, la falta de actividad de los compuestos 14 y 16 indica que ademas de la
estereoquimica en 12a, la presencia de los residuos amida en C-5 y C-14 es importante

para una mejor actividad.

e) La interaccion de los productos 2, 4 y 8 con la CaM se confirm6, en primer lugar,
mediante experimentos de energia de resonancia de fluorescencia. Los productos 2, 4 y 8
provocan un apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la CaM de diferente orden
para cada compuesto y de manera dependiente de la concentracion. En este sentido cabe
mencionar que la actividad presentada por estos productos naturales es similar a la

reportada para los antidepresivos y antagonistas de la CaM, CPZ y TFP.
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f) Los estudios in silico mediante métodos de AM realizados para predecir la naturaleza
de la interaccion proteina-ligando, permitieron establecer que los compuestos 2 y 4
interactian con la proteina CaM en el mismo sitio que las fenotiazinas clasicas CPZ y
TFP. Por otra parte, el analisis de acoplamiento molecular del compuesto 8 reveld que
este metabolito se une a la CaM en un sitio de union diferente al de las fenotiazinas
evaluadas, observandose variaciones importantes en la posicion de numerosos residuos
de metioninas (Met) proximos al sitio de unién. Estos residuos fueron 36, 51, 71, 72, 76,

109, 124, 144 y 145.

g) Los resultados derivados de los experimentos de RMN de la CaM en presencia del
producto 8, permitieron proponer un modelo de unidén para la interaccion proteina-
ligando que involucra a los residuos de aminoacidos Leu 18, 32, 39, 112; Glu 11, 14,
114; Phe 12, 16, 19, 68, 92, 141; Met 71, 72, 109, 124, 144, 145; Val 35; Ala 15, 88 y Ile
27.

h) El descubrimiento y andlisis de la interaccion CaM-ligando de los compuestos 2, 4y 8
utilizando diferentes procedimientos permitid el descubrimiento de tres antagonistas
novedosos de la CaM, cumpliendo asi con el objetivo primordial del presente proyecto de

tesis.
1) Finalmente, el presente trabajo doctoral constituye una aportacion original al

conocimiento quimico de las especies de hongos de los géneros Emericella y

Malbranchea organismos fingicos de México, escasamente estudiados a la fecha.
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A new indole alkaloid, namely malbrancheamide B (2), was isolated from the culture medium
and mycelia of the ascomycete Malbranchea aurantiaca along with malbrancheamide (1).
Structural elucidation of 2 was carried out by a combination of mass spectrometry (MS) and 'H
and "*C NMR spectroscopy analyses, as well as by comparison of the NMR data with those of
1. According to the conformational studies using molecular mechanics analyses, compound 2
exists in one preferred conformation, which was optimised by density functional theory (DFT)
calculations. Compound 2 is the second chlorinated indole alkaloid possessing a bicyclo [2.2.2]
ring with an unusual relative configuration at Cl2a in the bicyclo [2.2.2] diazaoctane ring
system. So far, these structural features seem to be unique for the alkaloids biosynthesised by
the fungus M. aurantiaca.

Keywords: Malbranchea aurantiaca; Malbrancheamide; Malbrancheamide B

1. Introduction

Recently we reported the isolation and structural elucidation of malbrancheamide (1)
(figure 1), an indole alkaloid possessing an unusual bicyclo [2.2.2] diazaoctane ring
system [1]. This compound is related to the brevianamides, aspergamides, macfortines,
paraherquamides, sclerotamides, and stephacidins [2,3,4]. These natural products have
been isolated periodically from different strains of fungi of the genera Aspergillus and
Penicillium since their discovery in 1969 [3-7]. However, compound 1 was isolated from
the culture of the ascomycete Malbranchea aurantiaca Singler and Carmich
(Myxotrichaceae) [1]. Compound 1 is the first chlorinated indole alkaloid possessing
the bicyclo [2.2.2] diazaoctane ring system. On the other hand, the relative
configuration at Cl2a in the bicyclo [2.2.2] diazaoctane ring system is different to
that of previous reported analogs. Altogether, these features make malbrancheamide (1)
unique among these of complex indole alkaloid derivatives. Compound 1 caused
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'Taken in part from the PhD thesis of M. Figueroa.
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Figure 1. Structures of alkaloids 1 and 2.

moderate inhibition of radicle growth of seedlings of Amaranthus hypochondriacus and
inhibited the activation of the calmodulin (CaM)-dependent enzyme PDEI [1]. The
latter effect was comparable to that of chlorpromazine, a well-characterised CaM
antagonist. The inhibition mechanism of 1 was competitive with respect to CaM
according to a kinetic analysis. 1-Hydroxy-2-oxoeremophil-1(10), 7(11), 8(9)-trien-
12(18)-olide and penicillic acid were also isolated from this species [8]. The present work
was undertaken to isolate additional phytotoxic agents from M. aurantiaca resulting
in the isolation of malbrancheamide B (2) (figure 1), a new chlorinated compound
related to 1.

2. Results and discussion

Compound 2 (figure 1) gave a positive colour with Dragendorff’s and Ehrlich’s reagents
and exhibited UV absorptions at 231 and 292 nm. Structure elucidation of 2 was carried
out by a combination of mass spectrometry (MS) and 'H and '*C NMR spectroscopy
analyses, as well as by comparison of the NMR data with those of 1. Thus, HREIMS
gave a molecular ion [M]*" at m/z 369.1589 (Calcd for C»;H,4,ON;Cl 369.1608), 35 uma
less than compound 1. The '"HNMR spectrum of 2 (table 1) was almost identical to that
of 1 except that the aromatic signals were observed as an ABX system [8y47.31 (d,
J=8.7Hz), 6.94 (dd, J=1.8, 8.4Hz) and 7.26 (d, J=1.7Hz)] rather than the two
singlets at 8 7.47 and 7.39 observed in the spectrum of 1 [1]. The *C NMR spectrum
(table 1) combined with the HSQC experiment revealed 21 carbon resonances and
supported the presence of a lactam functionality and a mono-halogenated indole
moiety. Altogether, this information suggested that 2 was a mono-chlorinated indole
alkaloid similar to malbrancheamide (1). Detailed 2D-NMR spectral analyses (COSY,
HETCOR, HMBC, and NOESY) led to the establishment of the connectivity of
functional groups and, in turn, of the molecular structure. The position of the
functional groups along the hexacyclic core was corroborated by an HMBC experiment
(table 1). Thus, the correlations C-10a/H-7, C-6b/H-10, C-6a/H-6, H-7, C-5a/H-12a,
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Table 1. '3C and "H NMR data of malbrancheamide B (2).

No. shc §'H (J Hz) HMBC
1 28.5 A 242 m H,, Hs, Hys
B 1.34m
2 2.4 172 m H, H,
3 55.2 A 2.93 ddd (9.6; 6.0, 2.1) H,, H,, Hs
B 2.41 ddd (9.6; 6.0, 2.1)
5 59.5 A 2.13d (9.9) Hs, He, Hoa
B3.25d (9.9)
Sa 58.5 - H5, Hﬁ, H|2a, H13, HIG
6 29.9 A 279 d (15.9) H., Hy,
B 2.72 d (15.9)
6a 103.7 - He, H;
6b 122.7 - H.,. Hg, Hyo
7 120.7 731d (8.7) Hg, Hyo
8 125.6 6.94 dd (1.8, 8.4) H., Hy,
9 126.6 - H7, Hg, Hyo
10 112.1 7.26 d (1.7) H;, Hg
10a 1354 - H-, Hyg
11 - 11.04 s
11a 144.4 - H67 H](), H17
12 34.1 - Hi2, Hiz, Hie, Hiz
12a 46.9 2.07 m H5, H(,, H|3, H]ﬁ, H17
13 33.9 A 1.98 m H, H»
B 19l m
13a 64.1 - H], H}, H5, H|21d, H13
14 173.1 - Hy, Hs
15 - 8.37s
16 31.1 1.26 s H]zu, H|7
17 26.6 1.31s HlZaa Hl()

C-12a/H-6, H-16, H-17, and C-11a/H-6, H-16, H-17 supported the position of the
chlorine atom and the fusion of the indole nucleus to the dimethyl cyclohexane ring
throughout C-6a and C-11a. On the other hand, the cross peaks C-5a/H-6, H-12a, H-
13, H-5; C-12a/H-5 and C-13a/H-13, H-1, H-3, H-5 indicated that the bicyclo [2.2.2]
diazaoctane ring system has the same arrangement that of 1. The location of the chorine
atom at C-9 was corroborated by a NOESY experiment which showed the correlations
H-10/H-11 and H-7/H-6A, H-6B. The relative stereochemistry at the chiral centers was
elucidated as depicted on the basis of some key correlations observed in the NOESY
spectrum which are summarised in figure 2. Biogenetic considerations as well as the
Cotton effects observed in the CD spectrum of 2, almost indistinguishable to that of 1,
tend to support that both compounds possess the same absolute configuration at the
stereogenic centers.

As part of the structural characterisation, a conformational analysis of the new
compound 2 using molecular modelling techniques was carried out. The initial structure
was built from standard fragments and minimised using molecular mechanics analysis
as implemented in the HyperChem® 7 program. A preliminary searching protocol using
the Monte Carlo method [9] was performed revealing a minimum energy conformer
(E=51.86kcal mol™"); this conformer was fully optimized by density functional theory
(DFT) at the B3LYP/G31G* level theory [10]. In the DFT optimised structure
(E=—5200.84 kcalmol ") ring F displays the same envelope conformation previously
described for 1 with the atoms N4-C13a-C1-C2 located in the plane while C3 is out of
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Figure 2. Optimized structure of compound 2 obtained by DFT analysis showing key NOESY correlations.

the ring plane (figure 2). Due to the scarcity of the sample, the phytotoxic potential of 2
could not be established in the present investigation.

In conclusion, malbrancheamide B (2) is the second chlorinated indole alkaloid
possessing a bicyclo [2.2.2] ring with an unusual relative configuration at C12a in the
bicyclo [2.2.2] diazaoctane ring system. So far, these structural features seem to be
unique for the alkaloids biosynthesised by the fungus M. aurantiaca.

3. Experimental section

3.1. General experimental procedures

The UV spectrum was recorded on a Shimadzu 160 UV spectrometer in MeOH
solution. The CD spectrum was registered on a JASCO 720 spectropolarimeter at 25°C
in MeOH solution. NMR spectra including COSY, NOESY, HMBC, and HSQC
experiments were recorded in DMSO-dg on a Varian spectrometer at 300 MHz ('H) or
75 MHz (*C) NMR, using tetramethylsilane (TMS) as internal standard. HREIMS
was obtained on a JEOL JMS-AX505HA mass spectrometer. Column chromatogra-
phy: silica gel 60 (70-230 mesh, Merck). TLC was performed on precoated silica gel 60
F254 plates (Merck).

3.2. Fungal material

The isolate of M. aurantiaca was obtained from bat guano collected at the Juxtlahuaca
cave located in Ramal del Infierno, State of Guerrero, Mexico, in 1998. A voucher
specimen (24428) is deposited in the National Herbarium (MEXU), Instituto de
Biologia, Universidad Nacional Autéonoma de México, Mexico City. Three 2-L
Erlenmeyer flasks, each containing 2 L of PDB (Difco), were individually inoculated
with one 1-cm? agar plug taken from a stock culture of M. aurantiaca maintained at 4°C
on potato dextrose agar (PDA). Flask cultures were incubated at environmental
temperature and aerated by agitation on an orbital shaker at 200 rpm for 15 days.
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3.3. Extraction and isolation

After incubation, all flask contents were combined and filtered. The combined culture
filtrate (6 L) was extracted exhaustively with EtOAc (3 x 6 L). The combined organic
phase was filtered over anhydrous Na,SO,4 and concentrated in vacuo to give a dark
brown solid (1.5g). The mycelium was macerated with EtOAc (3 x2L). After
evaporating the solvent in vacuo, the combined mycelial and culture extract (2.0g)
was subjected to silica gel (200 g) open column chromatography eluting with a gradient
of CH,CL,-EtOAc (10:0/0:10) and EtOAc: MeOH (10:0/0:10) to yield nine major
primary fractions (FI-FIX). Bioactivity in the bioautographic bioassay showed one
active pool: FIV (100 mg), eluted with EtOAc-MeOH (9:1). Fraction IV (100 mg) was
submitted to prepare TLC on Silica gel eluted with EtOAc-MeOH (9:1); after usual
work up 1 (15mg) and 2 (3 mg) were obtained.

3.4. Molecular modeling calculations

Minimum energy structures were generated using the MMF94 (Monte Carlo Protocol)
as implemented in the HyperChem 7 Program (Hypercube Inc., Gainesville, Florida).
The conformational search was carried out by exploring torsional internal degrees of
freedom of dihedral angles selected by the automatic set up procedure. The torsional
angles considered were: C12a-C13-C13a, C13a-C1-C2, C1-C2-C-3, C2-C3-N4, N4-C5-
C5a. The rotation angle was 30°. The minimum energy conformer was fully optimised
by DFT at the B3LYP/G31G* level.

Malbrancheamide B (2). Glassy solid. [a¢]p + 50° (c1, MeOH). IR (KBr) vyax: 3300,
1740, 1670, 1461, 1315, 1250cm ™. UV Amax (MeOH) (loge): 231 (3.95), 292 (4.80) nm:
CD (MeOH) Apmax (Ag): 244 (2 x 10°), 217 (1.3 x 10%), 226 (1.2 x 10%), 296 (1.5 x 10°)
nm; 'H and '3C NMR data, see table 1. EIMS m/z (rel. int.) 369 (7.5), 371 (2.00), 365
(6.5), 325 (100), 311 (27.1), 228 (39.1), 206 (17.3), 163 (31.8), 164 (97.3), 163 (25), 135
(17.3), 120 (10), 96 (8.2); HREIMS: m/z 369.1589, calculated for C,;H,4sON;Cl:
369.1608.
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Two new xanthones identified as 15-chlorotajixanthone hydrate (1) and 14-methoxytajixanthone
(2) were isolated from an Emericella sp. strain 25379 along with shamixanthone (3) and tajixanth-
one hydrate (4). The stereostructures of 1 and 2 were elucidated by spectroscopic and molecular
modeling methods. The absolute configuration at the stereogenic centers of 1 was established
according to CD measurements. In the case of 2, however, the absolute configuration at C-20
and C-25 was designated as S and R, respectively, by Mosher ester methodology. Thereafter, the
configuration at C-14 and C-15 of 2 was established as S and S, respectively by comparing the
optical rotation and 'H-'H coupling constant experimental values with those obtained through
molecular modeling calculations at DFT B3LYP/DGDZVP level of theory for diasteroisomers 2a-2d.
The activation of the calmodulin-sensitive cAMP phosphodiesterase (PDE1) was inhibited in the
presence of 1-4 in a concentration-dependent manner. The effect of compounds 2 (ICso = 5.54 M)
and 4 (ICso=5.62 uM) was comparable with that of chlorpromazine (CPZ; ICso=7.26 uM), a well
known CaM inhibitor used as a positive control. The inhibition mechanism of both compounds
was competitive with respect to CaM according to a Kkinetic study. A docking analysis with 2
and 4 using the AutoDock 4.0 program revealed that they interacted with CaM in the same pocket
as trifluoropiperazine (TFP).

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The genus Emericella, one of the anamorphus of Aspergillus,? bio-
synthesizes a remarkable diversity of secondary metabolites with
interesting biological properties thus representing potential leads
for the developing of new pharmaceutical agents. For example, E.
nidulans produces antitumor indole alkaloids, prenylated polyke-
tides, benzophenones and xanthones.? E. variecolor makes simple
cytotoxic quinones,? indole alkaloids with radical scavenging activ-
ity,> neuritogenic and antimicrobial polyketides,® sesterterpenes,’
as well as cytotoxic and antimicrobial xanthones.®® E. quadrilineata
has yielded some immunostimulant xanthones'® and tremorgenic
alkaloids, while E. aurantiobrunnea some variecolin analogues
which compete with macrophage inflammatory protein (MIP)-1a
for binding to human CCR5 in a scintillation proximity assay.!! E.
falconensis and E. fruticulosa produce polyketides that inhibit
growth of HL60 human leukemia cells and possess antioxidant
properties.'?>~!> E. ungis generates depsides, depsidones and phtha-

* see Ref. 1.
* Corresponding author. Tel.: +52 5 55 622 5289; fax: +52 5 55 622 5329.
E-mail address: rachel@servidor.unam.mx (R. Mata).

0968-0896/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmc.2008.10.079

lides.'® E. heterothallica'”'® and E. striata'® produce pitetrathiodi-
oxopiperazines which inhibit histamine release and consequently
show a remarkable potential as antiallergic agents. E. violacea pro-
duces biphenyl ether type metabolites?® and E. purpurea indole
alkaloids,?! with E. rugulosa, E. nidulans, E. astellata and E. venezuel-
ensis the only species that biosynthetize aflatoxins.??

Within the scope of a program aiming at the discovery of
novel calmodulin (CaM)-inhibitors useful as pesticide or drug
leads,?>=2° herein we report the structure elucidation and CaM-
inhibitor properties of two new tajixanthones analogs from a
Emericella strain isolated from a coral species collected on the
Mexican Pacific coast. In addition, to assess their putative bind-
ing mode with CaM, a docking analysis was performed. Calmod-
ulin was selected as a molecular target considering its
involvement in a variety of cell functions through the regulation
of several CaM-dependent enzymes. Modulation of physiological
targets of CaM by natural or synthetic compounds offers great
possibilities for the discovery of new leads for the development
of herbicide or therapeutically useful agents. Indeed certain anti-
psychotic, smooth muscle relaxants, o-adrenergic blocking,
inmunostimulant and cytoprotective drugs, among others, inhibit
CaM.?®
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2. Results and discussion

Two new xanthones, namely, 15-chlorotajixanthone hydrate (1)
and 14-methoxytajixanthone (2) were isolated from an Emericella
sp. strain 25379 along with the known compounds shamixanthone
(3) and tajixanthone hydrate (4).° The four natural products were
obtained as yellow powders and exhibited UV absorptions at
317, 292, 261 and 249 nm suggesting a hydroxyxanthone
chromophore.®

Compound 1 had the molecular formula C;5H,7,06Cl which was
deduced from the molecular ion in the HREIMS (458.1504, calcd
458.1496). The isotopic pattern in the mass spectrum, with a typ-
ical M/M + 2 ratio of approximately 100:35, revealed the presence
of one chlorine atom in the molecule. The 'H and '3C NMR (Table 1)
confirmed the tajixanthone type skeleton® and were almost identi-
cal to those of compound 4, differing only in the chemical shifts of
the signals of the isoprenyl side chain at C-4. Thus, the spectra of 1
exhibited signals for H-14a, H-14b/C-14 and H-15/C-15 at dy/dc
3.05, 3.13/28.6 and 3.03/63.4, respectively, rather than éy/dc 2.63,
3.02/32.0 and 3.70/77.7 suggesting that the hydroxyl group at C-
15 in 4 was replaced by a chlorine atom in 1. The substitution pat-
tern along the xanthone and dihydropyran residues was corrobo-
rated by detailed analysis of the HMBC and NOESY spectra (Table
1). Biogenetic considerations, consistent NOESY correlations, and
the close correspondence between the Cotton effects of 1 [A¢ (nm)
—2.27 x 10* (249), —2.08 x 10* (261), 1.48 x 10* (285), —1.30 x
10* (336)] and those of 4 [(Ae (nm) —1.24 x 10° (245), —8.62 x
10* (260), 3.21 x 10* (292), —4.36 x 10* (336 nm)] strongly sup-
ported that the absolute configuration at the stereogenic centers
at C-15, C-20 and C-25 was identical in both compounds.

The HRFABMS analysis of 2 gave the molecular formula
Cy6H507. The NMR data of 2 (Table 2) indicated that it differed
from 14-methoxytajixanthone-25-acetate (5) in the presence of a
hydroxyl group at C-25 instead of an acetoxy group.® Thus com-
pared to 5, the methine signal for H-25 (5y 6.90, s) was diamagnet-
ically shifted to 6y 5.43 (d, ] = 2.1 Hz) in the 'H NMR spectrum of 2.

The position of the substituents in the molecule was also substan-
tiated by careful examination of the HMBC and NOESY spectra (Ta-
ble 2). The CD spectrum of 2, however, revealed some significant
differences with respect to those of 1 and 4, which were attributed
to the presence of the new chiral center at C-14. In order to estab-
lish the absolute configuration at the stereogenic centers in 2, a
combination of molecular modeling calculations and advanced
Mosher’s methodology was employed.?® Thus, analysis of the 'H
NMR data (Table 2) of the (S)- and (R)-MTPA esters derivatives 2s

a
§ 17
1 Ri= > Me
14
R2= H OH
18
VANV Me
15 17
Me
3 Ri= 14 \
R=H NV Me
18
OH
B 17
4 Ri= X Me
15
14
R,=H OH
VaVaAVa Vol Me

and 2r prepared from 2, showed that Ady (S-R) for H-19a, H-19b
and H-20 were +0.0037, +0.0025, and +0.0040, respectively. There-
fore, the absolute configuration at C-20 and C-25 were established
as S and R, respectively; this finding was in agreement with the ste-
reochemistry at these centers for compounds 1, 3, 4 and other re-
lated xanthones.® The configuration at C-14 and C-15 of 2 was next
established by comparing the optical rotation and 'H-'H coupling
constant experimental values with those obtained through molec-
ular modeling calculations?’~2° at DFT B3LYP/DGDZVP level of the-
ory for diasteroisomers 2a-2d. Figure 1 displays the remarkable
differences between the experimental optical rotation of 2
([o]p = -38) and the calculated?® values for 2a, 2¢ and 2d, revealing
that the (14S,15S,20S,25R)-stereoisomer (2b) represents the cor-
rect stereochemistry for 14-methoxytajixanthone (2). The six more
relevant conformers of this substance, including the global mini-
mum 2b-1, are depicted in Figure 2. The free energies, equilibrium
populations, coupling constants and [o]p values for the 28 more
populated conformations of 2b are indicated in Table 3. Moreover,
the agreement between the calculated and observed coupling con-
stants J19a20, J19p20 and Jo025 confirmed the trans-relationship be-
tween the substituents at C-20 and C-25 in the dihydropyran ring.

The effect of 1-4 on CaM was initially assessed with the
CaM-sensitive cAMP phosphodiesterase (PDE1) assay which is
commonly employed to detect CaM antagonists;>>2?>3° a human
recombinant-CaM was employed as the activator. The results
showed that the activation of PDE1 was inhibited in the presence
of 2 and 4 in a concentration-dependent manner. The effect of
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Table 1
NMR data of 15-chlorotajixanthone hydrate (1)
Position Compound 1
Sc op, mult (J in Hz) HMBC NOESY
1 160.5 H-2, H-3
2 137.1 7.53 d (8.0) H-14a, H-14b H-14a, H-14b
3 1193 6.80 d (8.0) H-2
4 115.23 H-3, H-14a, H-14b, H-15
5 109.3 7.33d (1.0) H-24
6 138.6 H-24
7 149.6 H-5, H-19a, H-19b, H-25, H-24
8 1193 H-24
9 109.3 H-2
10 152.1 H-15, H-14a, H-14b
11 152.0 H-5
12 121.1 H-25, H-20
13 184.4
14 28.6 a3.05 brd (16.6) H-2 H-2, H-17, H-18
b 3.13 dd (8.0, 16.3)
15 63.4 3.03 dd (2.0, 10.5) H-14a, H-14b, H-18, H-17 H-2, H-18
16 116.9 H-14a, H-14b, H-15
17 24.8 134 s H-18 H-14
18 19.0 146 s H-17 H-15, H-14
19 64.6 a4.44 ddd (1.0, 3.5, 11.0) H-25 H-19b, H-20
b 4.37 dd (3.0, 11.0) H-19a, H-20, H-23
20 449 2.74 ddd (3.0, 3.0, 3.5) H-23, H-25, OH-25, H-19a, H-19b, H-22a, H-22b H-2
21 142.6 H-19a, H-19b, H-25
22 1123 a4.82 ddd (0.5, 1.5, 2.5) H-23 H-22b, H-25
b 4.60 dd (1.5, 2.5) H-22a, H-23
23 225 1.87 t (0.5) H-22a, H-22b H-20
24 17.4 237 d (1.0) H-5
25 63.2 5.43 ddd (1.0, 3.0, 3.5) OH-25, H-19a, H-19b H-20, H-23, OH-25, H-22b
OH-1 12.66 d (0.5)
OH-16 247 s
OH-25 5.03 d (4.0)
Table 2
NMR data of 14-methoxy-tajixanthone (2), (S)-MTPA ester of 2 (2s), (R)-MTPA ester of 2 (2r), and AJ value (s-02¢) in 6 (ppm)
Position Compound 2 2s 2r AJ value
S¢ Sy, mult (J in Hz) HMBC NOESY Sy Su (925 — Jar)
1 162.2 H-2, H-3, OH-1,
2 135.6 7.72 d (8.5) H-14a, H-14b, H-15 H-14a, H-14b, H-15
3 119.0 6.88 d (8.5) H-2
4 109.0 H-3, H-14
5 1109 7.23d (1.0) H-24
6 138.9 H-24
7 149.8 H-19a, H-19b, H-24
8 119.1
9 116.8 H-3
10 152.7 H-2
11 151.9 H-5
12 115.9
13 184.4
14 66.7 3.18 d (8.0) H-15 H-2, H-17, H-18
15 76.1 4.67 d (8.0) H-2, H-14a, H-14b, H-17, H-18, CH50-14 H-2, H-18, CH50-14
16 56.9 H-15, H-17, H-18,
17 24.7 1.25s H-18 1.7952 1.7897 +0.0055
18 19.8 132s H-17 H-15, H-14 1.7523 1.7558 +0.0035
19 64.7 a4.43 dd (3.6, 10.8) H-25, H-23 4.4275 44238 +0.0037
b 4.35 dd (3.0, 10.8) 4.3790 4.3765 +0.0025
20 45.0 2.74 ddd (2.1, 3.0, 3.6) H-19b, H-23, H-22a, H-22b H-25 2.7350 2.6950 +0.004
21 142.5 H-19b, H-23
22 1123 a4.81d(2.5) H-23 H-22b, H-25 4.8060 4.8045 +0.0015
b 4.60 d (1.0) H-22a, H-23 4.6160 4.6145 +0.0015
23 22.7 1.85s H-22a, H-22b H-20 1.8391 1.9111 0.072
24 17.5 236s H-5 2.3490 2.2860 +0.0063
25 63.3 5.43d(2.1) H-19a, H-19b H-20, H-23, H-22b 5.5025 5.4905 +0.012
OH-1 12.86 s
CH30-14 57.8
OH-25 4.94 brs




2170 M. Figueroa et al./Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 2167-2174

250
\\\\\\2 17
MeO L T _Me
15 z
w
e Me
200 - 18

150 4

100 4

AI([(I]D exp —[OL]D calc)l

50 -

0+
14R15R-2 14515S8-2 14R15S8-2
(2a) (2b) (2¢)
Stereoisomer

14S15R-2
(2d)

Figure 1. Absolute differences between the experimental optical rotation of 14-methoxytajixanthone (2) and the DFT B3LYP/DGDZVP calculated values for stereoisomers 2a-

2d. The small difference for (14S,155)-2b allows the stereochemical assignment of 2.

compounds 2 (ICso=5.54 £ 1.28 uM) and 4 (ICso = 5.62 £ 1.25 pM)
was comparable to that of chlorpromazine (CPZ; 1Cs50=7.26%
1.60 uM), a well known CaM inhibitor used as a positive control.
A kinetic analysis®! using different amounts of CaM in the presence
of different concentrations of 2 and 4 indicated that both xanthon-
es acted as competitive antagonists of CaM, thus interfering with
the formation of the CaM-PDE1 active complex. The estimated K;
(inhibition constant) values were 25.38+2.26 and 13.92 %
2.29 uM, respectively.

The change of the electrophoretic behavior of CaM treated with
the xanthones 1-4, as detected in a PAGE electrophoresis,? pro-
vided an additional evidence of its interaction with the natural
products. According to Figure 3, CaM treated with xanthones 1-4
has a lower electrophoretic mobility than the untreated protein.
The best effect was observed with compounds 2 and 4. Upon con-
ducting the same assay in the presence of EGTA, a calcium chelat-
ing agent, the mobility of CaM is not retarded indicating that the
binding is Ca%*-dependent.

To assess the putative binding mode of compounds 1-4 with
CaM, a docking analysis into the preferred CaM-binding pocket of
trifluoropiperazine (TFP) was performed using the advanced dock-
ing program AutoDock 4.0.3® The docking protocol was validated
for the CaM crystal structure (pdb code: 1a29) predicting the bind-
ing mode of TFP which was removed from the active site and
docked back into pocket in the conformation found in its crystal
structure.>* AutoDock successfully predicted the binding mode of
TFP with a RMSD (root mean square deviation) of 1.837 A
(Fig. 4). Since CPZ was used as positive control in the assays, the
procedure was also validated for this compound (RMSD = 1.931 A;
Fig. 4). The results of molecular docking study revealed that 1-4
interacted to the same pocket of TFP and CPZ (Table 4 and
Fig. 4). Furthermore, the overall correlation between the K; and
binding affinities predicted by AutoDock was good, in particular
for compounds 2 and 4. The correlation coefficient (R?=0.971)

between the K; values of 2, 4 and CPZ and their AutoDock binding
free energy values were excellent.

In conclusion, the results of the present investigation indi-
cated that Emericella sp. contains novel type of competitive
CaM-inhibitors. According to AutoDock predictions these com-
pounds interact with the protein at the same binding site of
TFP, a well known CaM inhibitor. The CaM antagonist effect of
4 might be related with its mild cytotoxic® action and other
pharmacological properties yet to be discovered. As with E. var-
iecolor and E. nidulans, the Emericella sp. strain 25379 biosynthe-
sizes tajixhantones type of compounds.

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

Optical rotations were obtained on a JASCO DIP 360 digital
polarimeter. IR spectra were obtained using KBr disks on a Per-
kin-Elmer 599B spectrophotometer. The CD spectra of 1-4 were
obtained on a JASCO 720 spectropolarimeter at 25 °C in CHCl; solu-
tion. UV spectra were recorded on a Shimadzu 160 UV spectrome-
ter in CHCl; solution. 'H, '3C and DEPT spectra including 2D NMR
were recorded on a Varian Unity Plus 500 or on a Bruker
DHX500 in CDCl; spectrometers at 500 MHz ('H) or 125 MHz
(13C) using tetramethylsilane (TMS) as an internal standard; chem-
ical shifts were recorded as ¢ values. HREIMS was measured on a
JEOL JMS-AX505HA mass spectrometer. Melting point determina-
tions were determined using a Fisher-Johns apparatus and are
uncorrected. Preparative HPLC was performed using a Symmetry®
C;yg column [silica gel, 4.6 x 250 mm, 5 pm, 0.6 mL/min]. Control of
the equipment, data acquisition, processing, and management of
chromatographic were performed by the Empoware® 2 software
program (Waters). Open column chromatography: silica gel 60
(0.063-0.200 mm), 70-230 Mesh (Merck).
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Figure 2. The six more relevant conformations of 14-methoxytajixanthone (2)
accounting for ca. 90% of the conformational population. Substituents at the
dihydropyran ring are pseudo-axial in structures 2b-1, 2b-2 and 2b-5 and pseudo-
equatorial in 2b-3, 2b-4 and 2b-6. The conformational arrangement of the isoprene-
derived chain remains essentially identical in these structures.

3.2. Fungal material

Emericella sp. strain 25379 was isolated from the surface of a
Coral collected at Marietas Islands in Puerto Vallarta, Jalisco, Méx-
ico, in 2006. Cultures of the fungus are maintained in the mycolog-
ical collection of the Laboratorio de Micopatologia, Instituto de
Biologia, UNAM. Stock cultures of the fungus were stored at 4 °C
on agar plates of potato dextrose agar (PDA). In addition, subcul-
tures were obtained in several culture media, such as PDA, PDA
commercial, Czapek Yeast, among others.

3.3. Fermentation and extraction

Ten Fernbach flasks, each containing the liquid medium (2 L/
flask) composed of Czapek concentrate (10 mL/L), K;HPO4 (1 g/L),
powdered yeast extract (5 g/L) and sucrose (30 g/L) were individu-
ally inoculated with 1 cm? agar plug taken from a stock culture.
Flasks were cultures under static conditions at environmental tem-
perature for 30 days. After incubation, the fermented whole broth
(20 L) was filtered through cheese cloth to separate into superna-
tant and mycelia. The former was extracted exhaustively with
CH,Cl,, and the CH,Cl, solution was concentrated under reduced
pressure to give a crude extract (1.5 g). The mycelium was macer-
ated with CH,Cl, (3 x 2 L). The combined organic phase was fil-
tered over anhydrous Na,SO4 and concentrated in vacuo to give a
dark brown solid (4.0 g).

3.4. Isolation

After evaporating the solvent in vacuo, the combined mycelia
and culture (5.0 g) was fractionated by Si gel open CC with a hex-
ane-CH,Cl,-EtOAc gradient, to yield 11 primary fractions (Fi—Fx).
From fraction Fix (90 mg), eluted with hexane-CH,Cl,-EtOAc
(4:3.5:2.5), crystallized 18 mg of 4 as a yellow solid. Fraction Fy
(2 g), eluted with hexane-CH,Cl,-EtOAc (7:2:1), was subjected to
Si gel CC (45g) and eluted with a hexane-EtOAc gradient
(1:0 - 0:1) to afford four fractions (Fj.q-Fy.4). Fraction Fj_,
(70 mg) was further purified by TLC (CH,Cl,) to give 3 (15 mg).
Fraction Fy (370 mg) was further fractionated on a Sephadex LH-
20 (Pharmacia) CC (MeOH) to yield seven secondary fractions
(Fiv-1-Fiv-7). Shephadex fraction Fjy.; was resolved on a reverse
phase HPLC column, eluting with ACN to yield compounds 1
(8 mg) and 2 (5 mg).

3.4.1. 15-Chlorotajixanthone hydrate (1)

Yellow needles, mp 180-181 °C; [«]p —4.0 (c 0.1, CHCl3); IR
(KBr) vinax 3486, 3073, 2925, 2849, 1736, 1644, 1567, 1240, 1022,
and 920 cm~'; 'H, '3C, and 2D NMR data, see Table 1; HREIMS
[M]" m/z 458.1504 (calcd for Cy5H,706Cl 458.1496); CD (CHCl3)
(0.057 mg/mL) Ae (nm) —2.27 x 10* (249), —2.08 x 10* (261),
1.48 x 10* (285), —1.30 x 10* (336); UV Jmax (CHCl3) loge (nm)
3.60 (388), 3.25 (339), 3.76 (301), 3.72 (292), 4.07 (277), 3.96
(258), 3.92 (249), 3.94 (244).

3.4.2. 14-Methoxytajixanthone (2)

Yellow needles, mp 200-201 °C; [a]p —38.0 (¢ 0.1, CHCl3); IR
(KBr) vmax 3450, 3078, 2592, 2887, 1795, and 920 cm™'; 'H, 13C,
and 2D NMR data, see Table 2; HRFABMS [M+1]* m/z 453.2074
(caled for CysHog07 453.2066); CD (CHCl3) (0.069 mg/mL) Ag
(nm) —5.27 x 10* (247), —2.69 x 10* (260), —2.62 x 10*> (295),
—9.70 x 10° (301), 1.97 x 10 (317), —1.16 x 10* (335); UV imax
(CHCl5) loge (nm) 3.23 (395), 2.59 (3.46), 2.48 (299), 3.42 (290),
3.85 (277), 3.74 (261), 3.78 (254), 3.77 (248.5), 3.77 (245).

3.4.3. Shamixanthone (3)

Yellow needles, mp 141-143 °C; [a]p +34.1 (c 0.1, CHCl3) [lit.
+16.0 (¢ 0.1, CHCl3)]; NMR spectral data were in agreement with
those previously described in the literature;® CD (CHCl5)
(0.033mg/mL) Ae (nm) —2.79 x 10* (263), 2.71 x 10* (295),
—1.92 x 10* (336), 1.16 x 10* (446); UV Jmax (CHCl3) loge (nm)
3.50 (395), 2.90 (346), 3.77 (299), 3.76 (293), 4.24 (276), 4.05
(250), 4.07 (244).

3.4.4. Tajixanthone hydrate (4)

Yellow needles, mp 182-184 °C; [a]p —74.0 (c 0.1, CHCls) [lit.
—76.0 (¢ 0.23, CHCI3)]; NMR spectral data were in agreement with
those previously described in the literature;° CD (CHCls)
(0.025 mg/mL) Ae (nm) —1.24 x 10° (245), —8.62 x 10* (260),
3.21 x 10* (292), —4.36 x 10* (336); UV Amax (CHCl3) loge (nm)
3.72 (397), 3.14 (347), 3.92 (299), 3.91 (294), 4.42 (278), 4.25
(261), 4.25 (257), 4.21 (249), 4.24 (244).

3.5. Phosphodiesterase activity

The CaM used in this test was recombinant protein over-
expressed following E. coli BL21-A1™ One shot® vendor procedure
(Invitrogen Corp. Carlsbad, CA). Cells BL21-Al were transformed
with plasmids pET12-CALM1. Vector construction details will
be published elsewhere. Briefly, the expression vector was con-
structed by amplifying CALM1 (human phosphorylase kinase,
delta) gene by PCR from a c¢DNA clone pCMV6-XL5, obtained
from OriGene (Origene Technology, Inc, Rockville, MD), and
subcloned into vector pET12b Novagen (EMD Chemicals Inc.,
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Table 3
Free energies,® equilibrium populations,” coupling constants,® and specific rotation
values? for conformers 1-28 of (14S,155,20S,25R)-2

Conformer 4G P J19a20 Jiob20 J2025 J1aas [o]p

1 0.00 23.25 1.13 2.98 0.87 9.71 28.34
2 0.03 22.12 137 2.44 0.96 9.71 174.63
3 0.19 16.76 11.05 3.39 9.53 9.71 —179.00
4 0.27 14.77 11.05 3.40 9.53 9.71 -176.04
5 0.51 9.91 1.11 3.03 0.77 9.72 28.50
6 1.26 2.79 11.15 3.57 9.03 9.71 —220.72
7 1.47 1.95 1.36 2.46 0.95 9.60 21.38
8 1.71 1.30 1.13 2.98 0.89 9.60 —134.48
9 1.99 0.81 1.13 2.98 0.87 9.53 47.19
10 2.08 0.70 11.07 3.42 9.47 9.58 —307.80
11 2.08 0.70 11.07 3.42 9.46 9.58 -307.77
12 2.08 0.69 1.38 244 0.97 9.54 190.90
13 2.09 0.68 1.13 2.97 0.89 1.96 234.91
14 2.28 0.49 1.10 3.05 0.77 9.61 -116.56
15 2.35 0.44 1.36 245 0.97 3.59 317.61
16 2.35 0.44 11.05 3.39 9.54 9.56 —165.28
17 2.38 0.42 11.05 3.40 9.54 9.56 -163.95
18 2.51 0.34 1.11 3.04 0.77 9.53 40.98
19 2.57 0.30 1.14 2.96 0.90 3.55 184.51
20 2.57 0.30 1.10 3.07 0.78 1.97 221.75
21 2.63 0.27 1.10 3.06 0.78 3.58 165.93
22 2.94 0.16 11.17 3.60 8.99 9.59 —343.44
23 3.11 0.12 11.15 3.57 9.05 9.55 —204.17
24 3.21 0.10 11.06 3.41 9.50 3.60 -57.10
25 3.55 0.06 135 2.48 0.94 9.56 -55.13
26 3.55 0.06 1.13 2.99 0.87 9.57 —212.54
27 3.66 0.05 11.04 3.39 9.49 9.59 —387.57
28 4.08 0.02 1.10 3.06 0.76 9.57 —189.25
Conformational average® 4.86 3.01 4.06 9.54 -16.11
Experimental 3.60 3.00 2.75 8.00 —38.00

¢ B3LYP/DGDZVP, in kcal/mol.

b population percentages based on AG, assuming Boltzman statistics at
T=298.15 K and 1 atm.

¢ Coupling constants in Hz calculated from B3LYP/DGDZVP dihedral angles using
the Altona equation.

4 B3LYP/DGZVZP, specific rotation in degrees x [dm x g/cm’] .

€3 [O(]Dlv.]_.llga,zoxn]‘leb,ZOXv]_]ZO,ZSI or J-J1a15' x P', where [at]p', J-J192.20', J=J19b.20's
J=J2025', J=J1a15' and P are values of [o]p, J-J19a,20, J=J19b20, J=J2025, J=J1a15 and
population in percent for the ith conformation.

Darmstadt, Germany). After growth for 12 h, cells were har-
vested by centrifugation and subjected to CaM purification using
phenyl-Sepharose CL4B as previously reported.>>=3” Phosphodies-
terase activity was measured according to the method described
by Rivero et al.>* with some modifications. CaM (0.08 pg) was
incubated with 0.015 units of PDE1 from bovine brain during
30min in 40 pL of assay solution containing 0.063 units of
5'-nucleotidase (Crotalus atrox venom from Sigma), 45 mM
Tris-HCl, 5.6 mM magnesium acetate, 45 mM imidazole,
2.5mM calcium chloride and 10 uM BSA, pH 7.0. Test com-
pounds were then added to the assay medium at 0.5, 1, 2, 3,
4,7, 13, 20, 32, 50, and 65 uM in ACN-water (1:1), and the sam-
ples incubated during 30 min; thereafter 10 puL of 10.8 mM cAMP
was added to start the assay. After 15 min, the assay was
stopped by the addition of 190 uL of malachite green solution.
The amount of inorganic phosphate released, measured spectro-
photometrically at 700 nm, correlated with the activity of the
PDE1. The experiments to determine K; values were performed
as described above but in the presence of four different concen-
trations of CaM (25, 50, 100 and 200 ng/mL) and 10 uM BSA. All
the results are expressed as the mean of at least six experi-
ments + SEM. The ICso (concentration inhibiting by 50% the activ-
ity of the enzyme) values were determined by non-linear
regression analysis by fitting to hyperbolic inhibition (Dixon
plot®"). The K; was calculated from a global fit of data against
inhibitor and CaM concentration using the simple competitive
inhibition equation:

——
A B ¢ D E F G

Figure 3. PAGE CaM after treatment with compounds 1-4. Electrophoresis of 2 pug
samples of CaM in the presence of 1 mM CaCl,. Pretreatment of the CaM samples,
for 1.5 h at 30 °C: (A) no additions; (B) DMSO; (C) 0.033 pg/mL of CPZ; (D) 1; (E) 2;
(F) 3; and (G) 4 isolates. In all cases 0.033 pg/mL of 1-4 in DMSO were applied.

2+ BSA

V=Vy—m
"1+ 0+ £ +BSA

where V,, - activity at saturating CaM concentration; Ky, = dissocia-
tion constant of CaM-PDE1 complex; I = concentration of the inhib-
itor and S = concentration of CaM; BSA = Bovine serum albumine.
Non-linear regression was performed with the program Origin 7.0
(OriginLab Corporation, Northampton, MA).

3.6. PAGE of compounds 1-4 with CaM

The interaction of the isolated compounds with CaM was
performed using nondenaturing homogeneous electrophoresis
(PAGE). PAGE was performed according to previously described
procedures using 12% polyacrylamide gels.>? Interaction of 1-4
with CaM was determined by observing the difference in electro-
phoretic mobility in two different conditions, in the presence of
Ca®* and in the presence of EGTA. The experimental conditions
are described briefly in the legend of Figure 3. In each case the
electrophoresis run was done in triplicate. CPZ was used as the
positive control.

3.7. Molecular modeling calculations

A Monte Carlo conformational search?’ for the structures 2a-
2d was achieved by molecular mechanics using the MMFF94
force-field as implemented in the Spartan 04 program (Wave-
function Inc. Irvine, CA). In each case, the minimum energy
structures were filtered, checked for duplicity and selected with-
in an energy range between 0 and 3 kcal/mol to yield 30, 28, 25,
and 22 conformers for 2a-2d, respectively. Each conformer was
optimized by DFT at the B3LYP/DGDZVP level of theory?® using
Gaussian W03 (Gaussian Inc., Pittsburg, PA). The fully optimized
structures were used to calculate the thermochemical parame-
ters and the frequencies at 298 K and 1 atm. Calculations of
the optical rotations?® were achieved at the same level of theory
as well as the 'H-'H vicinal coupling constants. Both properties
were Boltzmann-weighted taking into account the DFT confor-
mational population. No solvent effects were included in the
calculations.

3.8. Preparation of inhibitor structures

The 3D structures of the studied compounds were con-
structed using Hyperchem 7.5 (HyperCube Inc., FL). Hydrogen
atoms were added to the inhibitor structures. A geometry opti-
mization was performed by applying the PM3 force field in
Hyperchem 7.5. For all ligands, random starting positions, ran-
dom orientations and torsions were used. This allowed searching
for flexible conformations of the compounds during the docking
process.
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Glu 127,

Figure 4. Docking results obtained using AutoDock 4.0 inside the active site of CaM (blue, cartoons). (A) The docked TFP (yellow, ball and stick) and (B) CPZ ligands (grey, ball
and stick) into CaM appear superimposed on the cocrystallized TPF (red, sticks). (C) Top ranked binding mode of the most populated cluster of 2 (green, sticks) and 4 (yellow,

sticks) into the binding site. Compounds 2 and 4 attach to CaM at the same position than TFP (red, sticks). The metal atoms (Ca®") are shown as pale-yellow color balls.
Hydrogens are omitted for clarity.

Table 4
AutoDock estimated docked energies, binding free energies (AGs), calculated and experimental inhibition constants (K;), and experimental inhibitory concentrations (ICsq) of
compounds 1-4, CPZ and TFP

Compound Docked energy (kcal/mol) AGs (kcal/mol) K; (UM) (calculated) K; (LM) (experimental) 1Cs0 (UM)

1 -4.81 -5.14 10.80 ND? 9.59 +2.65
2 -8.15 —-8.38 20.34 25.38 £2.26 5.54+1.28
3 —5.11 —5.63 5.77 ND? 29.16 £ 6.39
4 —5.08 —4.54 14.36 13.92 £2.29 5.62+1.25
CPZ —6.85 -6.90 8.76 19.28 £2.54 7.26 £ 1.60
TFP —10.06 -10.49 8.36 ND? ND?*

¢ Not calculated.

3.9. Molecular docking (LGA) was applied to deal with the inhibitor-enzyme interactions.
The grid map with 60 x 60 x 60 points spaced equally at 0.375 A

The docking program AutoDock 4.0 was used to perform the was generated using the AutoGrid program to evaluate the binding
automated molecular docking.?® The Lamarckian genetic algorithm energies between the compounds and the protein. Docking param-
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eters were set to default values except for the number of GA runs
(100), the energy evaluations (25,000,000), the maximum number
of top individuals that automatically survive (0.1) and the step size
for translation (0.2 A). The docked inhibitor-enzyme complexes
were ranked according to the predicted binding energies and to
the conformity to ideal geometry of the docked structures.
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The preparation and biological activity of various structural analogs of the malbrancheamides are dis-
closed. The impact of indole chlorination, C-12a relative stereochemistry, and bicyclo[2.2.2]diazaoctane
core oxidation state on the ability of these analogs to inhibit calmodulin dependent phosphodiesterase
(PDE1) was studied, and a number of potent compounds were identified.
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The synthesis, biosynthetic investigations, and biological activ-
ities of a number of unique prenylated indole alkaloids containing
a characteristic bicyclo[2.2.2]diazaoctane core has been the focus
of vigorous research in our laboratory' and that of other research
groups? for a number of years. This class of highly biologically ac-
tive fungal metabolites includes the paraherquamides,® breviana-
mides,* notamides,” stephacidins, and malbrancheamides’
(Fig. 1) among others, and the range of biological activities exhib-
ited by a number of representative members of this class is quite
striking. We have previously disclosed that malbrancheamide is a
calmodulin (CaM) antagonist that inhibits the activity of CaM-
dependent phosphodiesterase (PDE1) in a concentration-depen-
dent manner.”

Calmodulin is an important drug target for the development of
naturally and synthetic therapeutically useful agents due to its
involvement in a variety of cell functions throughout the regula-
tion of more than 50 enzymes and ion channels. Such proteins in-
clude several kinases, PDE1, calcineurin, the nitric oxide synthases,
adenylate cyclases 1 and 8, several ion channels, caldesmon, spec-
trin, and adducin, among others. Indeed, certain anti-psychotic,
anti-tumoral, smooth muscle relaxants, o-adrenergic blocking,

* Corresponding author. Tel.: +1 970 491 6747; fax: +1 970 491 3948.
E-mail address: rmw@lamar.colostate.edu (R.M. Williams).

0960-894X/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bmcl.2008.10.057

malbrancheamide malbrancheamide "B"

Figure 1. Structures of malbrancheamide and malbrancheamide B.

immunostimulant and cytoprotective drugs exert their therapeutic
action by inhibiting CaM.®

The bicyclo[2.2.2]diazaoctane core common to these natural
products is proposed to arise biosynthetically by an intramolecular
hetero-Diels-Alder reaction of a 5-hydroxypyrazin-2(1H)-one,? and
work from this laboratory has provided a provocative body of
experimental evidence to support such a hypothesis.! Indeed, we
have applied biomimetic hetero-Diels-Alder cycloaddition strate-
gies to prepare several prenylated indole alkaloids, including step-
hacidin A,° brevianamide B,'° marcfortine C,'' notoamide B,°"
VM55599,'? and most recently, malbrancheamide and malbran-
cheamide B.'® Due to the significant biological activity of both mal-
brancheamide and malbrancheamide B, a program aimed at
determining the effect of various structural features of the
malbrancheamides on their biological activities was initiated.



6480 K. A. Miller et al./Bioorg. Med. Chem. Lett. 18 (2008) 6479-6481

HoNHN \C[Cl
cl

1. MeOH, mol. sieves
2. ZnCly, diglyme

DIBAL-H
—_—
toluene
78%
4:5=1:1

DIBAL-H
Ccl —  »
toluene
90%

6:7=1:1

Scheme 1. Fischer indole synthesis.

Specifically, we endeavored to explore how indole chlorination,
relative stereochemistry, and bicyclo[2.2.2]diazaoctane core oxida-
tion state altered the ability of these analogs to inhibit CaM
throughout the analysis of their effect on PDE1 activity. We chose
these structural parameters since the malbrancheamides were the
first members of this family of alkaloids to be identified with a hal-
ogenated indole ring. The brevity and high overall yield of our syn-
thetic approach to these substances has allowed us to readily
access a number of malbrancheamide analogs with the desired
structural and stereochemical variability.

A Fischer indole strategy was first devised to prepare a number
of malbrancheamide analogs containing the unnatural relative ste-
reochemistry at C-12a.'* Ketone 1 was condensed with 3,4-dichlo-
rophenylhydrazine followed by Fischer indole synthesis to give a
mixture of regioisomers 2 and 3 in modest yield (Scheme 1). Treat-

(@) 0.
N
X N 20% aq. KOH
N T X OH
N N MeOH
Y N
H Me Me Y HMe Me
g‘a,;((Yan/ " 9: X,Y=Clor H
8c: X=H, Y=Cl - -
8d: X,Y=H
H
Me N Y

2: X,Y=Cl;, 29%

11a: X=Cl, Y=H; 27%
11b: X=H, Y=CI; 31%
11c: X,Y=H,; 29%

(¢}
10a: X,Y=Cl; 60%
10b: X=CI, Y=H; 43%
10c: X=H, Y=CI; 55%
10d: X,Y=H; 62%

Scheme 2. Hetero-IMDA reactions.

ment of 2 or 3 with DIBAL-H led to a 1:1 mixture of the reduced
tertiary lactam, 4 or 5, respectively, and the reduced secondary lac-
tam, 6 or 7, respectively, in good yield. While this route proved
useful in generating an array of structural diversity, the low yield
of the Fischer indole sequence prompted investigation of other
synthetic strategies.

A more efficient synthetic strategy involved a biomimetic het-
ero-Diels-Alder reaction as the key step (Scheme 2)."> Enamides
8a-8d could be easily prepared,’® and treatment with basic meth-
anol resulted in tautomerization followed by cycloaddition to give
a mixture of diastereomeric cycloadducts 10a-d as well as 2 and
11a-c with the syn-products 10a-d predominating. The ready
availability of the Diels-Alder precursors 8a-d allowed the prepa-
ration of analogs 10a-c, 2, and 11a-d with a variety of chlorination
substitution patterns.

Next, the effect of the bicyclo[2.2.2]diazaoctane core oxidation
state was interrogated. Thus, treatment of and 10a-d with DI-
BAL-H led to selective reduction of the tertiary amide functionality
to provide the tertiary amines 12-15 in good yields (Scheme 3).

Anti-CaM activity was measured as previously described by an
enzymatic functional assay using PDE1 as monitoring enzyme,'”
and the data are summarized in Table 1. Upon examination, some
surprising results are apparent. Indole chlorine substitution does
have a distinct effect on PDE1 activity, however an overall struc-
ture-activity relationship with regard to chlorine substitution is
mostly absent. For example, the syn-dioxopiperazines 10a-d exhi-
bit potencies from 0.9 to 0.1, with the dichloro substituted species
10a displaying the highest potency (0.9) and the monochloro
substituted analogs 10b and 10c displaying roughly equivalent
potencies (0.4 and 0.2, respectively). Compound 10d, which lacks
chlorine substitution, was virtually inactive. Comparison of these
results with the potencies of the anti-dioxopiperazines 2, 3, and
11a-c revealed that compound 11c¢, which completely lacks chlo-
rine substitution, was the most active substance of this group stud-
ied, with a potency 0.7 times that of the positive control. The
analogs 11a, 11b, 2, and 3 exhibited moderate potencies. Among
the monooxopiperazines 4-7 and 12-15, synthetic p,.-malbran-
cheamide (12) and 5 were the most potent whereas C-12a-epi-mal-
brancheamides (4 and 6) were the least potent. It is particularly
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12: X, Y=CI; 80% (p,L -malbrancheamide)

13: X=Cl, Y=H; 68%

14 X=H, Y=CI; 74% ( b,.-malbrancheamide B)
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Scheme 3. Amide reductions.
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Table 1
Inhibition of CaM-PDE1 by compounds 2-7 and 10-15.
Compound 1Cs50 (LM) Chlorpromazine Potency
33.92 +4.64 16.78 +3.99 0.5
3 45.41+239 10.76 £ 0.41 0.2
4 134.47 +12.63 10.76 + 0.41 0.1
5 11.95+1.05 10.76 + 0.41 0.9
6 81.24 +4.46 10.76 + 0.41 0.1
7 27.51+£3.13 10.76 + 0.41 0.4
10a 18.57 +£2.87 16.78 +£3.99 0.9
10b 31.49 £2.52 14.11+1.75 0.4
10c 61.79 +5.48 1411 +£1.75 0.2
10d 150.66 + 26.79 16.78 +£3.99 0.1
11a 62.34 £4.58 14.11+1.75 0.2
11b 42.77 + 1.66 1411 £1.75 0.3
11c 23.61+4.21 16.78 +3.99 0.7
12 15.99 + 0.87 16.78 +3.99 1.1
nat. 12 19.33+£1.40 16.78 £ 3.99 0.9
13 60.33 + 6.84 14.11+1.75 0.2
14 42.85+4.22 1411 £1.75 0.3
nat. 14 183.28 +37.58 1411+ 1.75 0.1
15 35.73 £3.01 16.78 +3.99 0.5

Potency was obtained by the formula: ICsy (chlorpromazine)/ICsy (compound),
assuming a value of 1.00 for chlorpromazine.

striking that the monooxopiperazine compound 4 (C12a-epi-mal-
brancheamide) was essentially inactive (potency of 0.1) whereas
the corresponding C5-oxo-isomer 5 was very potent (0.9). The rel-
ative lack of activity of compounds 4 and 6 reveals that the relative
stereochemistry at C-12a is quite important and also reveals the
significance of the C5 and C14 amide carbonyl residues. Varying in-
dole chlorine substitution on the 7-, 8-, and 9-positions led to
potencies ranging from 0.1 to 0.9. The relative potencies of syn-
thetic, racemic malbrancheamide (12) and malbrancheamide B
(14) are particularly notable, as it appears to be slightly more ac-
tive than naturals, optically pure (+)-malbrancheamide and mal-
brancheamide B relative to chlorpromazine, the control inhibitor.

In conclusion, a number of malbrancheamide analogs have been
prepared with differing indole chlorine substitution, C-12a relative
stereochemistry, and bicyclo[2.2.2]diazaoctane core oxidation le-
vel. Phosphodiesterase activity for each analog was measured
alongside chlorpromazine, and a number of active compounds
were identified (5, 10a, 11c, and 12). The overall results revealed
that natural malbrancheamide, either the natural (+)-enantiomer
or as a racemate, are the most active CaM-PDE1 complex inhibi-
tors. The unnatural enantiomers of malbrancheamide (12) and
malbrancheamide B (14) must be more active than the naturally
occurring enantiomers. Considering the increased relative potency
of racemic malbrancheamides compared to that of the natural
enantiomerically pure substances, efforts are underway to prepare
their enantiomerically pure versions to interrogate the absolute
stereochemical issue in more detail. The broad synthetic technol-
ogy platform our laboratory has developed to synthesize both race-
mic as well as optically pure versions of this family of prenylated
indole alkaloids is being exploited to prepare a number of addi-
tional analogs of the malbrancheamides for biological evaluation.

GM49631 at Colorado State University.
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This article describes the development of a new fluorescent-engineered human calmodulin, hCaM
M124C-mBBr, useful in the identification of potential calmodulin (CaM) inhibitors. An hCaM mutant con-
taining a unique cysteine residue at position 124 on the protein was expressed, purified, and chemically
modified with the fluorophore monobromobimane (mBBr). The fluorophore-labeled protein exhibited
stability and functionality to the activation of calmodulin-sensitive cAMP phosphodiesterase (PDE1) sim-
ilar to wild-type hCaM. The hCaM M124C-mBBr is highly sensitive to detecting inhibitor interaction
given that it showed a quantum efficiency of 0.494, approximately 20 times more than the value for
wild-type hCaM, and a large spectral change (~80% quenching) when the protein is in the presence of
saturating inhibitor concentrations. Two natural products previously shown to act as CaM inhibitors,
malbrancheamide (1) and tajixanthone hydrate (2), and the well-known CaM inhibitor chlorpromazine
(CPZ) were found to quench the hCaM M124C-mBBr fluorescence, and the ICsq values were comparable
to those obtained for the wild-type protein. These results support the use of hCaM M124C-mBBr as a
fluorescence biosensor and a powerful analytical tool in the high-throughput screening demanded by
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the pharmaceutical and biotechnology industries.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Calmodulin (CaM)' is a small Ca?*-modulated protein of 148
amino acids (16,706 Da) considered as the primary transducer of
Ca?*-mediated signals in eukaryotes. It has four motifs called EF
hands (each bind a single Ca?* ion) that are composed of two o-heli-
ces linked by a 12-residue loop. CaM amino acid sequence is highly
conserved in animal and plants, although the latter organisms ex-
press several CaM isoforms.

CaM acts on many cellular targets, including soluble enzymes,
ion channels, and primary pumps, resulting in a variety of essential
downstream cellular effects [1-6]. Accordingly, this protein influ-
ences a number of important physiological processes representing

* Corresponding author. Fax: +52 5 55 623 2419.
E-mail address: asosa@bq.unam.mx (A. Sosa-Peinado).

1 Abbreviations used: CaM, calmodulin; TFP, trifluoroperazine; UV, ultraviolet; CD,
circular dichroism; NMR, nuclear magnetic resonance; hCaM, human CaM; mBBr,
monobromobimane; hCaM M124C-mBBr, hCaM labeled with mBBr at position 124;
PDE1, calmodulin-sensitive cCAMP phosphodiesterase; 1, malbrancheamide; 2, tajix-
anthone hydrate; CPZ, chlorpromazine; PCR, polymerase chain reaction; cDNA,
complementary DNA; LB, Luria-Bertani; OD, optical density; EDTA, ethylenediamine-
tetraacetic acid; DTT, dithiothreitol; DMSO, dimethyl sulfoxide; DTNB, 5-5'-dithiobis-
(2-nitrobenzoic) acid; TNB, 2-nitrobenzoate; BSA, bovine serum albumin; ACN,
acetonitrile; SEM, standard error of the mean.

0003-2697/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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an important drug target [7]. Indeed, many CaM inhibitors are
well-known antipsychotic smooth muscle relaxants, antitumoral
and o-adrenergic blocking agents, among others. The interaction
of CaM with its physiological targets depends on the exposure of
two hydrophobic pockets (Fig. 1) following the conformational
change elicited by Ca?* binding to the protein.

Many compounds, including drugs, pesticides, and research
tools, interact with CaM at the same hydrophobic sites also pro-
voking conformational changes in the protein. Many of these sub-
stances behave as CaM antagonists, the best-known structural
examples of these interactions are the antipsychotic analogs of tri-
fluoroperazine (TFP) (Fig. 1) [8]. Such interactions can be detected
using several analytical methods, including affinity chromatogra-
phy, ultraviolet (UV), circular dichroism (CD) spectroscopy [9],
gel electrophoresis [10,11], nuclear magnetic resonance (NMR)
[12,13], X-ray diffraction [8,14-16], functional enzymatic assays
[17-19], and fluorescence-based technologies such as fluorescence
resonance energy [20-23]. The fluorescence-based methods are
highly specific, low cost, selective, and they have rapid reaction
time, although sometimes the preparation of the sensing element
can be laborious. Among the fluorescence-based methods, the
use of site-selective fluorescently labeled CaM has become popular
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A B

Fig. 1. Three-dimensional structures of CaM in its different conformations: (A) calcium free (Protein Data Bank [PDB] code: 1CFD); (B) with calcium (PDB code: 1CLL); (C)

with TFP (PDB code: 1LIN). The structures were drawn using the PyMOL program [38].

recently. In addition, these methods have been demonstrated to be
a powerful biosensing system for screening certain classes of drugs
such as tricyclic antidepressants [24]. One of the most widely used
procedures involves the covalent attachment to CaM of a thiol-
reactive fluorophore strategically located using site-directed cys-
teine mutagenesis. With such a molecular probe, it is possible to
correlate the conformational changes with ligand binding by the
changes in the emission properties of the labeled proteins.

In previous investigations, it has been determined that the
attachment of different fluorophores at the cysteine residue lo-
cated at position 109 produced better extrinsic fluoresce enhance-
ment on ligand binding [25]. Here we describe the development of
a fluorescence-based assay useful for detecting potential CaM
inhibitors using a fluorescent human CaM (hCaM). The protein
was engineered by rational design, replacing Met124 by cysteine
using site-directed mutagenesis; the resulting protein, hCaM
M124C, was purified by hydrophobic exchange chromatography
and monobromobimane (mBBr) was attached covalently to
Cys124 as fluorescent probe. The fluorophore mBBr was selected
because of its high sensitivity. Such sensitivity has been success-
fully exploited in the elucidation of the secondary structure of T4
lysozyme [26]. The stability and functionality of hCaM M124C-
mBBr (hCaM labeled with mBBr at position 124) were determined
by CD measurement and functional enzymatic assay using calmod-
ulin-sensitive cAMP phosphodiesterase (PDE1) as a monitor en-
zyme. Furthermore, the usefulness of hCaM M124C-mBBr was
demonstrated by testing the ability of the known CaM inhibitors
malbrancheamide (1), tajixanthone hydrate (2) [27,28], and chlor-
promazine (CPZ) (Fig. 2) to quench the fluorescence of the engi-
neered protein and to inhibit CaM-PDE1 complex.

Materials and methods
Reagents

CALM1 (human phosphorylase kinase, delta) gene was pur-
chased from Origene Technology (Rockville, MD, USA). pGEM-T
Easy Vector System I was purchased from Promega (Madison, WI,
USA). pET12b vector was obtained from Novagen (Darmstadt, Ger-
many). Pfu DNA polymerase was purchased from Stratagene (La
Jolla, CA, USA). Ndel and BamHI were obtained from New England
Biolabs (Ipswich, MA, USA). Primers for polymerase chain reaction
(PCR) mutagenesis and Escherichia coli BL21-Al One Shot were pur-
chased from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). mBBr was purchased

from Toronto Chemical Research (Toronto, Canada). All other re-
agents were of analytical reagent grade and were purchased from
Sigma (St. Louis, MO, USA).

Subclonig of gene encoding for hCaM and site-directed mutagenesis

CALM1 gene encoding hCaM was amplified using PCR from the
complementary DNA (cDNA) clone pCMV6-XL5 (Origene Technol-
ogy) along with the primers (5’'-CATATGGCTGATCAGCTGACCG-3’
and 5-CCTAGGAGTAAAACGTCAGTAGT AGAC-3') to insert restric-
tion sites Ndel and BamHI at the start and end of the gene. Ampli-
fied products were cloned into a vector (pGEM-T Easy Vector
System I) and further subcloned into the protein expression vector
pET12b Novagen (EMD Chemicals, Darmstadt, Germany). Single
amino acid substitutions were generated by overlapping PCR
mutagenesis using the Quick Change Kit (Stratagene). All clones
and mutations were confirmed by nucleotide sequencing with an
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). In all cases, the single methionine at position 124 in
the wild-type sequences was replaced by cysteine to facilitate con-
jugation of the reporter group to this thiol. Plasmids were trans-
formed into E. coli BL21-Al One Shot following the specifications
of the kit's manufacturer.

Protein purification of hCaM and the mutant hCaM M124C

A single colony of E. coli strain BL21-AI/pET12b was grown in
Luria-Bertani (LB) medium containing 100 mg/ml of ampicillin
overnight with shaking at 37 °C and was inoculated into 500 ml
of LB medium containing 100 mg/ml of ampicillin until the optical
density (OD) of the culture at 550 nm reached between 0.8 and 1.0.
Expression was induced by the addition of L-(+)-arabinose (0.2%,
w/v) overnight with shaking at 37 °C. The cells were harvested
by centrifugation (10 min, 4000g), resuspended in 50 mM Tris—
HCI, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 mM dithio-
threitol (DTT), and 200 mg/ml of egg white lysozyme at pH 7.5
and were chilled on ice for 30 min. Resuspended cells were lysed
by sonication, and cellular debris was removed by centrifugation
for 15 min at 15,000g. The supernatant was collected, and CaCl,
and NaCl were added to final concentrations of 5 and 500 mM,
respectively. The protein was purified using a Phenyl Sepharose
CL-4B chromatographic column. Briefly, the supernatant was ap-
plied to the column preequilibrated with 50 mM Tris-HCI,
0.5 mM DTT, 0.1 mM CaCl,, and 500 mM NaCl at pH 7.5. The col-



66 Assay to discover potential calmodulin inhibitors /M. Gonzdlez-Andrade et al./Anal. Biochem. 387 (2009) 64-70

N Cl

CPZ

Fig. 2. Structures of compounds 1, 2, and CPZ. The structures were drawn with ChemBioDraw software (version 11.0, CambridgeSoft, http://www.cambridgesoft.com).

umn was washed with loading buffer, followed by the same with Chemical modification of unique reactive cysteine of hCaM M124C
1 mM EDTA and 150 mM NacCl. Finally, the protein was loaded on protein with mBBr
a cationic exchange column (Source Q, Amersham Biosciences, Pis-

cataway, NJ, USA) at pH 8.8 and was eluted by a linear gradient of All fluorophore conjugations steps were typically carried out at
40 min (0-100%) with 500 mM NaCl. Protein was collected in frac- room temperature. To a protein at a concentration of 5 to 10 mg/
tions and assessed for purity by gel electrophoresis. All prepara- ml, 5 mM was added and incubated for 3 h to reduce intramolecu-
tions were at least 98% pure by this criterion (Fig. 3). lar disulfide bonds, and then it was washed on a gel filtration HR-
2N = e = Line 1
100
75
50 Line 2
37
Line 3
25 W T
20
Line 4
15
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Fig. 3. Purification of hCaM M124C by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and line profiles. Line 1: molecular weight standard proteins;
line 2: supernatant of lysate; line 3: fraction nonbound at Phenyl Sepharose CL-4B column; line 4: fraction bound at Phenyl Sepharose CL-4B column; line 5: hCaM after
cationic exchange column. The densitometric profiles were obtained using Image] software (http://rsb.info.nih.gov/ij).
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100 column (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). A thiol-reac-
tive fluorophore (20% in dimethyl sulfoxide [DMSO]) was added in
small aliquots to reach a final concentration of 10 molar excess and
DMSO of approximately 5%. Conjugation proceeded in the dark
overnight at 4 °C. Separation of protein from unreacted fluorophore
was achieved by size exclusion chromatography (Superdex 75).
The efficiency of report group attachment was assessed by reactiv-
ity of the protein against 5-5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid
(DTNB), measuring the release of 2-nitrobenzoate (TNB). Next, pro-
tein concentrations of both wild-type and labeled hCaM were
determined with the bicinchoninic acid method [29].

Circular dichroism

CD wavelength scans and thermal melting data were recorded
on a JASCO J-715 spectropolarimeter under an N, atmosphere with
an attached thermal Peltier temperature control module. Thermal
denaturation of hCaM wild-type and hCaM M124C-mBBr was
monitored at 222 nm with a resolution step of 0.5 °C, a bandwidth
of 1.0 nm, and a response time of 16 s. The concentration of protein
used was 5 uM in 100 mM sodium phosphate buffer (pH 5.1). The
sample was heated at a rate of 60 °C/h from 20 to 90 °C. Data were
analyzed using the spectra manager software (version 1.50.00)
supplied with the instrument and using a nonlinear regression
analysis to a two-state model with the Origin 7.0 program (Origin-
Lab, Northampton, MA, USA):

(B + My [T]) + (B + my[T])e~ SHm/RT+Atin T

0= 1 + e~ (Hum/RT+AHm /RTm) ) (1)

where 0y and 0y represent the molar ellipticity in the native and un-
folded states, respectively; my and my represent the temperature
dependence of the molar ellipticity in the native and unfolded
states, respectively; T represents temperature (K); R represents
ideal gas constant (kcal mol~' K™'); AH represents change in enthal-
py (kcal mol~! K™1); and Ty, represents melting temperature (K).

Steady-state fluorescence

All measurements were conducted with an ISS-PC1 spectroflu-
orometer (ISS, Champaign, IL, USA) with sample stirring at 37 °C.
The protein hCaM M124C-mBBr (5 pM) was incubated in buffer
(100 mM phosphate [pH 5.1] and 10 mM CaCl,). Fluorescence
emission spectra were acquired with excitation and emission slit
widths of 4 and 8 nm, respectively. The excitation wavelength
was 381 nm, and emission wavelengths of 420 to 640 nm were
measured. The fractional degree of saturated hCaM M124C-mBBr
with ligand (y) was calculated by changes in fluorescence on ligand
binding according to y = (F — Fo) | (F.. — Fo), where F,, represents
the fluorescence intensity at saturation of the ligand, y is plotted
as a function of the inhibitor concentration, and the apparent dis-
sociation constants (Ky) were obtained by fitting to Eq. (2):

(1+Ka/Po +Lo/Po) = /(1 + Ka/Po + Lo/Po)* — 4Lo/Po
2 9,

where y represents the fractional degree of fluorescence intensity at
470 nm, Ky is the apparent dissociation constant for the ligands, and
Py and Ly are the total concentrations of the protein and ligand,
respectively. The data were analyzed using the Origin 7.0 program.

hCaM-PDET1 bioassay

hCaM-PDE1 assay was performed in a 96-well plate as de-
scribed previously [30] with some modifications. Briefly, wild-type
hCaM or hCaM M124C-mBBr (0.08 ng) was incubated with 0.015
units of CaM-deficient/CaM-dependent cAMP phosphodiesterase

from bovine brain for 30 min in 40 pl of assay solution containing
0.063 units of 5'-nucleotidase, 45 mM Tris-HCI, 5.6 mM magne-
sium acetate, 45 mM imidazole, 2.5 mM calcium chloride, and
10 uM bovine serum albumin (BSA) at pH 7.0. Test compounds
were then added to the assay medium at 0.5, 1, 2, 3, 4, 7, 13, 20,
32, 50, and 65 puM in acetonitrile (ACN)/water (1:1), and the sam-
ples were incubated for 30 min. After that, 10 pl of 10.8 mM cAMP
was added to start the assay. After 15 min, the assay was stopped
by the addition of 190 pl of Malachite green solution. The phospho-
diesterase reaction was coupled to the 5-nucleotidase (Crotalus
atrox venom from Sigma) reaction; the amount of inorganic phos-
phate released, measured spectrophotometrically at 700 nm, was
correlated with the activity of the PDE1. All of the results are ex-
pressed as the mean of at least six experiments + standard error
of the mean (SEM). The ICso values were determined by nonlinear
regression analysis performed with the Origin 7.0 program as re-
ported previously [28].

Results and discussion
Design of a suitable site for hCaM mutagenesis

The specificity of the interaction of CaM with its molecular tar-
gets and its role in the regulation of several biochemical processes
make this protein a powerful research tool to explore its physiolog-
ical role and a target for drug discovery. Therefore, we have specif-
ically labeled a cysteine residue at 124 with mBBr, a sensitive
fluorescent probe, to yield a new hCaM variant (Fig. 4) following
a rational approach with the goal of preserving the structural and
functional properties of the native protein. The cysteine residue
was introduced exchanging Met124 by site-directed mutagenesis.
This position was selected for the following reasons. First, X-ray
analyses of cocrystallized CaM-Ca?*-TFP complex indicated the
participation of 14 side chains in the binding site [25], including
Met124; specifically, this position interacts with two molecules
of TFP (Fig. 4). Furthermore, when TFP binds to CaM-Ca?*, residue
Met124 moves from being totally exposed to a buried position near
the hydrophobic pocket (Fig. 4). Second, Met124 is located in a rel-
ative rigid o-helical region; therefore, disruption in the native fold

Glul123

Fig. 4. In silico model of the mutation of cysteine residue and bimane attachment
(hCaM M124C-mBBr) created using HyperChem software (version 7.5, HyperCube,
http://www.hyper.com), by a geometric optimization using the AMBER force field,
reaching a minimum gradient of 0.01 kcal A~' mol™". Red lines show amino acid of
the site binding in the CaM-TFP complex, green sticks show mBBr, orange sticks
show TFP, and pale yellow balls show Ca?*. Hydrogens are omitted for clarity. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred
to the Web version of this article.)



68 Assay to discover potential calmodulin inhibitors /M. Gonzdlez-Andrade et al./Anal. Biochem. 387 (2009) 64-70

of the protein for the formation of disulfide-linked aggregates is
unlikely. This position also shows a large chemical shift change
in the 'H and 3C NMR spectra when the protein is titrated with
the inhibitor W-7 [31]. Therefore, the microenvironment sur-
rounding position 124 is very susceptible to CaM inhibitors.
Accordingly, attachment of a fluorophore at this position should re-
port any conformational change on the inhibitor binding. Third, we
carried out in silico studies of the modified protein using the
HyperChem 7.5 program. When the structure was minimized to
a 0.09 kcal/mol gradient with the AMBER94 force field, the linear
distances from the thiol group of Cys124 (Cys124 SG) to N1 of each
TFP molecule present in the Ca?*-CaM-TFP complex were 3.75 and
4.96 A, respectively. These distances were small enough to allow
fluorescent quenching by the inhibitors but large enough to pose
no severe steric hindrance on binding of a medium-sized ligand.
Fourth, the solvent accessibility of hCaM M124C calculated by
the Lee—Richards algorithm implemented in NACCESS 2.1.1 soft-
ware [32] was 60.5 A%; thus, the inclusion of a small fluorophore
such as mBBr should not affect its stability [26]. In summary, mod-
ification at position 124 was in agreement with previous work de-
scribed in the literature [26,33].

The hCaM M124C was generated as described in Materials and
methods and was chemically modified to give the corresponding
hCaM M124C-mBBr.

Stability and functionality of hCaM M124C-mBBr

The folding, stability, and functionality of both the wild-type
and mutant hCaM M124C-mBBr were studied by monitoring
structural changes in the overall conformation using physical
methods [34,35] (far-UV CD) and an enzymatic assay. The percent-
ages of secondary structure elements calculated from the far-Uv
CD spectra of both wild-type and hCaM M124C-mBBr do not show
significant variations (84.27% o-helix and 1.24% B-structure)
(Fig. 5A). The Ty, values of wild-type hCaM and hCaM M124C-mBBr
were 61 and 57 °C, respectively, suggesting thermal stability in
both cases (Fig. 5B). The modified protein also displayed a signifi-
cant activation of the PDE1. The ICsq values obtained for CPZ by
PDE1 assays are consistent with those reported previously in the
literature [9,36,37] (Table 1).

Titration of hCaM M124C-mBBr with compounds 1, 2, and CPZ

The modified protein showed a quantum efficiency of 0.494,
approximately 20 times more than the value for wild-type hCaM
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Table 1
Experimental ICso values and apparent Kyq values of compounds 1, 2, and CPZ
determined by PDE1 and fluorescent assays.

Compound hCaM WT hCaM M124C-mBBr

ICso (UM)* ICso (uM)* Kq (HM)D
1 3.65 £ 0.74 3.04+0.11 0.261 +0.023
2 5.62+1.25 5.58+0.20 0.033 +0.006
CPZ 21.98 £1.94 19.20+0.36 1.714£0.184

2 Determined by PDE1 assay.
b Determined by fluorescent assay.

(¢ =0.025). hCaM M124C-mBBr displayed the largest fluorescence
response at 470 nm (e, = 381 nm), thereby avoiding any interfer-
ence due to UV absorption of most common ligands.

Fig. 6 and Table 1 summarize the concentration-dependent ef-
fect of compounds 1, 2, and CPZ on the fluorescence response of
hCaM M124C-mBBr. The addition of compound 2 and CPZ
quenched the fluorescence of the engineered protein in approxi-
mately 84%, whereas compound 1 showed a slightly smaller re-
sponse (78%). In all cases, the effect correlated with the
structural changes of the protein on binding of the inhibitor (Figs.
4 and 6).

The signal changes maximal in fluorescence (470 nm) was plot-
ted versus the inhibitor/protein total ratio, and the fitting curves
provided an apparent K4 (see Materials and methods). The Ky of
CPZ was similar to that reported previously for antagonists of the
CaM [40]. The ICsq values calculated for CPZ, 1, and 2 were consis-
tent with those previously reported [9,27,36] and those found in
the current study with native hCaM (Table 1), providing an impor-
tant evidence of the specificity of hCaM M124C-mBBr.

Conclusions

A new fluorescent-engineered hCaM, hCaM M124C-mBBr, has
been designed by a combination of site-directed mutagenesis and
covalent attachment of a fluorophore probe. The protein is stable
and functional for activation of PDE1 and shows promise for
detecting new CaM inhibitors in a reliable, quick, and sensitive
manner. The fluorophore-labeled protein detects classic CaM
inhibitors such as CPZ and was used strategically for reevaluating
two natural products. Its efficacy was demonstrated by means of a
functional enzymatic assay and by fluorescence spectroscopy. Fi-
nally, hCaM M124C-mBBr can be used as an important tool for
identifying new CaM inhibitors that will be useful as potential
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Fig. 5. Far-UV CD spectra (A) and molar ellipticity at 222 nm (B) for Apo-hCaM WT (O) and hCaM M124C-mBBr (A). The secondary structures in the presence of Ca* were
determined from CD spectra using K2D2 program [39]. Thermal denaturation for both proteins were monitored by the changes in molar ellipticity as a function of the
temperature, from 20 to 90 °C. The buffer was 100 mM sodium phosphate (pH 5.1). The solid lines are the best fits using Eq. (1) (see Materials and methods).
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Fig. 6. Titration by fluorescence of engineered hCaM with compounds 1 (A), 2 (B),
and CPZ (C) (left panels). Buffer was 5 mM KAc (pH 5.1) at 37 °C and 1 mM CacCl,,
and excitation was at 381 nm. The absolute changes of fluorescence emission at
470 nm (AAIF) were plotted against the ratio inhibitor/protein and fitted to the
binding equation model to obtain the fractional degree of saturated hCaM M124C-
mBBr (right panels).

drugs or pesticides. Another possibility not tested in this work is to
use hCaM M124C-mBBr to detect new potential protein-protein
interactions given that this protein conserved functionality to
interact with PDE1.
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