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RESUMEN

1. RESUMEN

El presente trabajo forma parte de un proyecto enfocado al descubrimiento
de inhibidores de la enzima a-glucosidasa a partir de especies fungicas,
potencialmente utiles para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la
diabetes. La especie Sporormiella minimoides objeto de estudio fue aislada a partir
de las hojas de Hintonia latiflora (Rubiaceae), planta medicinal empleada

ampliamente para el tratamiento de la diabetes en México.

El fraccionamiento biodirigido del extracto organico del medio de cultivo de
S. minimoides derivd en el aislamiento del compuesto novedoso 5,7’-dihidroxi-
2,4’ 7,9'-tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona  (51), el
cual fue caracterizado por métodos espectroscopicos y espectrométricos, obtenido
como una mezcla racémica. De manera adicional, se aislaron la
preusocromona C (52), la corimbiferona (44) y la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-

metilnaftoquinona (50), siendo el primer reporte del metabolito 52 en la especie.

La evaluacion del efecto del extracto, fracciones y productos aislados sobre la
enzima a-glucosidasa tipo | de Saccharomyces cerevisiae, se realizé mediante un
ensayo espectrocolorimétrico, empleando como sustrato para la reaccion
enzimatica el a-D-glucopirandsido 4-nitrofenilo. Los compuestos 51, 52 y 44
presentaron una actividad inhibitoria significativa frente a la enzima, reflejado en
los valores calculados de concentracion inhibitoria media (Clso) de 2.9, 66.5 y
155.5 uM, respectivamente; en los tres casos, la actividad fue mejor que la del
farmaco control, la acarbosa (Clsp= 876.9 yM). De acuerdo a los estudios de
cinética enzimatica, los productos aislados muestran un comportamiento de
inhibicién de tipo mixto, con constantes de inhibicion (k;) de 2.78 uM y a de 0.36
para el compuesto 51, k=52.15 pM, 0=1.746 para la preusocromona C vy

k=163.8 uM y 0=1.624 para la corimbiferona.



RESUMEN

Para determinar el probable sitio de interaccion de los compuestos con la enzima
a-glucosidasa se realizaron estudios tedricos de acoplamiento molecular, los
cuales permitieron proponer que el isomero 51-S se une en el sitio catalitico de la
enzima formando enlaces de hidrégeno con Ser-240, His-280 y GIn-353, mientras
que el 51-R se une en un sitio alostérico formando enlaces de hidrogeno con los
aminoacido Lys-373 y Lys-568. Por otra parte, la corimbiferona (44) y la
preusocromona C (52) se podrian unir de manera alostérica, cerca del sitio

catalitico.

En sintesis, los compuestos obtenidos de la especie endodfita S. minimoides
representan nuevos prototipos de inhibidores de a-glucosidasas y, por ende,
nuevos agentes para el desarrollo de farmacos enfocados al tratamiento de la

diabetes tipo 2.
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ABSTRACT

This work is part of a project focused on the discovery of new inhibitors of
a-glycosidases from fungal species obtained useful for the development of new
antidiabetic drugs. The species Sporormiella minimoides was isolated from
Hintonia latiflora leaves, a medicinal plant widely used for the treatment of diabetes

in Mexico.

Bioassay-guided fractionation of an organic extract from the culture medium of the
fungi resulted in the isolation of the novel compound 5,7’-dihydroxy-2,4’,7,9'-
tetramethoxy-1'H,4H,6’H-spiro[naphthalene-1,2’-phenalene]-4,6’-dione (51), which
was characterized by spectroscopic and spectrometric techniques. In addition,
preussochromone C (52), corymbferone (44) and 5-hydroxy-2,7-dimethoxy-8-

methylnaphtoquinone (50) were isolated, being the first report of 52 in the species.

The effect of the isolated products on a-glycosidase from Saccharomyces
cerevisiae was performed using a spectrocolorimetric assay using as substrate
a-D-glucopyranoside 4-nitrophenyl. Compounds 51, 52 and 44 showed significant
inhibitory activity against the enzyme according to the calculated values of half
maximal inhibitory concentration (ICsp), which were 2.9, 66.5 and 155.5 uM,
respectively. The products were more active than acarbose (ICsp = 876.9 uM).
According to kinetics studies the products behaved as mixed type inhibitors, with
inhibition constant values (k;) of 2.78 uM, 52.15 and 163.8 uM, repectively.

In order to determine the interaction of the isolated metabolites with yeast
a-glycosidase, molecular docking studies were performed; the results suggested
that the 51-S isomer bind to the catalytic site of the enzyme forming hydrogen
bonds with Ser-240, His-280 and GIn-353, while 51-R bind in a different location
forming hydrogen bonds with Lys-373 and Lys-568. On the other hand,
corymbiferone (44) and preussochromone C (52) could bind in a place close to the

catalytic center.
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The metabolites from S. minimoides represent new leads for the development of

novel antidiabetic drugs with a-glucosidase inhibitor properties.



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1.Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que provoca una serie de
trastornos cronico-degenerativos, asociados a un estado de hiperglucemia cronico.
Este desorden metabdlico es de caracter heterogéneo, con grados variables de
predisposicion hereditaria, poligénico y con participacion de diversos factores
ambientales. La hiperglucemia cronica resulta de un déficit en la produccién o
accion de la insulina, lo cual afecta directamente el metabolismo de los
carbohidratos, proteinas y lipidos (NOM-015-SSA2-2010).

Se conocen varios tipos de diabetes, pero los mas comunes son la tipo 1 (DM1) y
la tipo 2 (DM2). De estas dos, la de menor prevalencia es la DM1, que
anteriormente se conocia como diabetes juvenil o insulinodependiente. La DM1 es
un desorden autoinmune que se caracteriza por la destruccion de las células beta
del pancreas, y en consecuencia la produccion de insulina es muy baja o nula;
entonces su tratamiento consiste de la administracion diaria de esta hormona. Los
sintomas caracteristicos de la DM1 son poliuria, polifagia, polidipsia y una
disminucién importante de peso (OMS-2012, NOM-015-SSA2-2010).

La DM2 es la forma mas comun y se estima que cerca del 90% de los individuos
con diabetes mellitus padecen esta variedad. Los pacientes que padecen DMZ2 son
resistentes a la accion de la insulina y, ademas en muchos casos producen poca
cantidad de la hormona. La falta de sensibilidad a la accién de la insulina
principalmente por el tejido adiposo, musculo e higado origina altos niveles de

glucosa en sangre.
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La DM2 ha sido considerada como uno de los problemas de salud publica mas
importantes del Siglo XXI, ya que provoca complicaciones graves como
enfermedades cardiovasculares y vasculares periféricas, neuropatia diabética,
falla renal y amputaciones, entre otras, lo que resulta en aumento de la
discapacidad y la reduccion de la esperanza de vida de los pacientes (Scully et al.,
2012). Tan solo en México se estima que el numero de personas con DM2 es
cercano a los 8.2 millones de personas y se espera que para el afio 2035 la
prevalencia de la enfermedad sea de 15.7 millones de personas. De acuerdo con
la International Diabetes Federation (IDF) hasta el afio 2014 cerca de 387 millones
de personas padecen diabetes a nivel mundial y se estima que esta cifra llegue a
superar los 592 millones de personas en menos de 25 anos (Guariguata et al.,
2014).

n
% I PACIFICO OCCIDENTAL twe|
v

e personzs con Maberes.
PREVALENCIA
8,6%

incremento previsto

2014 2035

de personas con diabetes

PREVALENCIA
8,3%

Figura 1. Numero de personas con DM2 por region (IDF Atlas, 6 ed. 2014).
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2.2. Tratamiento de la diabetes mellitus

Los tratamientos empleados para controlar este desorden estan
encaminados a disminuir los niveles de glucosa en sangre y mantenerlos dentro
de los parametros normales, asi como también mantener el control metabdlico,
aliviar los sintomas, prevenir complicaciones agudas o cronicas (desordenes
microvasculares y/o neuropaticos), mejorar la calidad de vida y disminuir la tasa de
mortalidad a causa de este padecimiento (lsraili et al., 2011; NOM-015-SSA2-
2010).

Retinopatia

Enfermedad coronaria
cardiaca

Nefropatia

periférica
(Extremidades inferiores)

eracion y Amputacion)

) | & . Pie diabético
Figura 2. Principales complicaciones de la diabetes.

Existen diversas terapias farmacoldgicas que combinadas con el control del peso
corporal y actividad fisica regular, aportan resultados eficaces en el control de de
la DM2. Las terapias utilizadas actualmente para el control de la hiperglucemia se
pueden clasificar en tres grandes grupos principales segun la accién fisiolégica

que ejercen para controlar la hiperglucemia (Israili et al., 2011):
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1. Farmacos que aumentan los niveles de insulina en sangre. Son
agentes orales que promuevan la secrecion de insulina; se llaman
comunmente secretagogos (Ej. Las sulfonilureas). Alternativamente se

puede administrar insulina.

2. Farmacos sensibilizadores de la insulina. Estos aumentan la sensibilidad
a la insulina en sus érganos blanco (Ej. biguanidas y tiazolidinedionas), es

decir favorecen la accién de la insulina en musculo, tejido adiposo e higado.

3. Farmacos inhibidores de a-glucosidasas. Estos disminuyen la absorcion
intestinal de carbohidratos mediante la inhibicion de las enzimas
a-glucosidasas (Ej. acarbosa). Este tipo de farmacos son de particular
interés para el presente trabajo y posteriormente se discutira con mayor

detalle.

Los mecanismos y sitios de accion de los principales agentes terapéuticos usados
actualmente para el tratamiento clinico de la diabetes se resumen en el Cuadro 1.
Frecuentemente, estos farmacos son empleados en combinacién con la finalidad
de mejorar la eficacia de los tratamientos debido a la sinergia entre ellos; la
metformina es el farmaco de administracién oral de mayor importancia para el

tratamiento inicial de la diabetes mellitus de tipo 2 (Nathan et al., 2007).

A pesar de la gran variedad de terapias existentes, la comunidad farmacéutica
continua buscando nuevos agentes que permitan tener un mejor control de la
hiperglucemia y sus complicaciones crénicas, con la finalidad de mejorar la calidad

de vida y disminuir las tasas de mortalidad a razén de este padecimiento.



ANTECEDENTES

Cuadro 1. Principales agentes utilizados en la terapia de la diabetes (Jara et al., 2011).

. . Sitio Mecanismo
Tipo de Agente Ejemplo de accién de accion
glibenclamida (1)
Aumentan la

Sulfonilureas

Meglitinidas

Biguanidas

Tiazolidinedionas

\
o
H

HsC

pioglitazona (4

%ﬂ

rosiglitazona (5)

i A
o’
/ S
© O_/_N\CH3

secrecion de
insulina endégena
por el pancreas

Pancreas

Aumentan la
secrecion de
insulina y aportan
un mejor control de
la glucemia

Pancreas

Aumentan la
sensibilidad a la
insulina e inhiben

la gluconéogenesis

Higado

Aumentan la
sensibilidad a la
insulina y mejoran el
aprovechamiento
de glucosa en
sangre

Musculo
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Cuadro 1. Principales agentes utilizados en la terapia de la diabetes (Jara et al., 2011)
(continuacion).

. . Sitio Mecanismo
Tipo de Agente Ejemplo de accién de accién
acarbosa (6)
oH Evitan o
Inhibidores de HOL,, Intestino disminuye
a-glucosidasas O o la absorcion de

HO” Y7 N
FA oH glucosa en el

o1 o intestino delgado

Ho OH
oHl o
Ho
OH

OH

exenatida (agonista

del receptor GLP-1) (7) IiCl))(;rr];rgI:: (;2
Analogos de las H-His—Gly-Glu-Gly—Thr-Phe-Thr- Intestino y insulina y
incretinas Ser—Asp-Leu-Ser—Lys—Gln-Met- pancreas glucagén
Glu—Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu— por el péncreas
Phe-Ile-Glu-Trp—Leu-Lys—Asn— en respuesta
Gly—Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala— a los alimentos

Pro—Pro-Pro-Ser-NH ,

2.3.Inhibidores de la enzima a-glucosidasa utilizados en el tratamiento de

la diabetes

Las glucosidasas son un grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis de los
enlaces (glicosidicos de carbohidratos complejos como oligosacaridos vy
polisacaridos a glucosa y sus respectivos carbohidratos (Chiba, 1997). Este tipo
de enzimas también puede romper enlaces O-, N- y S-glicosidicos. En esta familia
hay enzimas que pueden hidrolizar enlaces a y 3 y son del tipo glucotransferasas,

manosidasas, y galactosidasas, entre otras (Borges de Melo et al., 2006).

Las a-glucosidasas se encuentran en la luz del intestino delgado sobre la
membrana de los enterocitos (Figura 3), lugar donde se realiza el ultimo paso de
la digestidon de los carbohidratos. Estas enzimas hidrolizan oligosacaridos que
poseen a-D-glucosa terminal no reductora con enlaces (1—4)-glicosidicos y liberan
a-D-glucosa, y con menor afinidad también hidrolizan polisacaridos con enlaces

(1—6)-glicosidicos (Borges de Melo et al., 2006).
10
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Py v ‘ \ 3 I oligosacarido
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Enterocitos

Figura 3. Ubicacion de las enzimas a-glucosidasas.

Las enzimas a-glucosidasas manifiestan diferencias significativas en el
reconocimiento de su sustrato, caracteristica que permite dividirlas en cuatro
grupos: tipo I-IV. Las enzimas de tipo | se encuentran en bacterias, levaduras
(Saccharomyces cerevisiae) o insectos y se caracterizan por mostrar una mayor
actividad hacia sustratos heterogéneos como la sacarosa y el p-nitrofenol-a-D-
glucopiranésido (p-NPG) y muy poca actividad hacia los oligosacaridos de maltosa
y almidon, lo que implica que estas enzimas reconocen a la estructura de la
glucosa presente en sus sustratos. Las de tipo Il se encuentran en organismos
fungicos e hidrolizan con mayor facilidad sustratos homogéneos y poliméricos que
sustratos heterogéneos. Las de tipo Il se encuentran con mayor frecuencia en
plantas y animales, estas muestran una elevada actividad contra sustratos
homogéneos y poliméricos como la maltosa o los a-glucanos, incluyendo al
almidén soluble y glucégeno, y casi no muestran actividad frente a sustratos
heterogéneos (Nakai, 2005). Finalmente, las enzimas de tipo IV se aislan a partir
de bacterias y muestran mayor especificidad por sustratos homogéneos tales
como maltosa. La liberacion de a-D-glucosa en el intestino delgado es de vital
importancia para continuar con el metabolismo de los carbohidratos. La actividad
de estas enzimas intestinales es muy importante para diversos procesos
bioquimicos, tales como el metabolismo lisosomal de glicoconjugados, el
procesamiento de glicoproteinas, asi como también la biosintesis de glicolipidos y

glicoproteinas (Moorthy et. al., 2012).

11
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Los inhibidores de las enzimas a-glucosidasas son ampliamente utilizados como
tratamiento inicial de pacientes con DM2, o con una condicién prediabética, debido
a que inhiben de forma competitiva y reversible a una serie de enzimas
a-glucosidasas intestinales retrasando y, en parte, impidiendo la absorcion de los
hidratos de carbono en el intestino. En consecuencia, su accion principal consiste

en disminuir la hiperglucemia posprandial (Campbell et al., 1996).

Los inhibidores de las enzimas a-glucosidasa mejor conocidos son la acarbosa (6),
el miglitol (7) y la voglibosa (10). La acarbosa (6) se obtuvo inicialmente de
Actinoplanes cepa SE 50. La administracién de este farmaco reduce la glucemia
posprandial e incrementa la secrecion de insulina, fue introducido comercialmente

con el nombre de Precose® (Asano et al., 2003).

OH

. H3C,
HO™ ™ "N 0

H

6H HO oH

OH
5 o}
HO OH

OH
fe) Q
HO

OH “oH

acarbosa (6)

El miglitol (7) es el analogo N-hidroxietilado de la 1-desoxinojirimicina (8), la cual
es un analogo de la nojirimicina (9) un compuesto producido por Streptomyces
roseochromogenes cepa R-468, S. lavendulae cepa SF-425 y algunas especies
vegetales. El miglitol entré al mercado con el nombre de Glycet® y a diferencia de
la acarbosa se absorbe en mayor cantidad, lo que ofrece efectos a nivel sistémico
ademas de los efectos a nivel del intestino delgado. El farmaco puede utilizarse
solo o en combinacién con sulfonilureas, biguanidas o insulina (Asano et al., 2003;
Israili et al., 2011).
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H
nojirimicina (9)

La voglibosa (10) también es un derivado de un compuesto de origen natural

conocido como valiolamina (11). Después de demostrar su eficacia como agente

oral antidiabético fue incorporado al mercado con el nombre de Basen® (Asano
et al., 2003).

HO

voglibosa (10) valiolamina (11)

Los productos descritos en el parrafo anterior presentan efectos adversos tales
como: flatulencias, meteorismo y distencién abdominal, lo que ha propiciado una

busqueda continua de nuevos inhibidores de a-glucosidasas.

De acuerdo a estudios de relacion estructura actividad los inhibidores de estas
enzimas tienen caracteristicas comunes como son: presentar estructuras similares
a la de los azucares y la capacidad de formar enlaces iénicos con catalizadores de
caracter nucleofilico y/o enlaces de hidrogeno con catalizadores acidos, y/o

interacciones iénicas e hidrofébicas, y/o enlaces covalentes (Moorty et al., 2012).

13
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2.4.Inhibidores selectos de la enzima a-glucosidasa obtenidos a partir de

fuentes naturales

Los estudios farmacologicos de diversas plantas medicinales con
propiedades antidiabéticas y otras fuentes naturales alternativas, han conducido al
descubrimiento de una gran variedad de moléculas activas como inhibidores de
a-glucosidasas. El descubrimiento de estos compuestos ha sido de vital
importancia, ya que algunos de ellos han servido como precursores para la
obtencién de farmacos muy efectivos usados en la terapéutica actual, por lo que
la investigacion farmacolégica de compuestos naturales es muy importante porque
puede conducir al descubrimiento de farmacos mas efectivos. Los compuestos
activos encontrados son de naturaleza quimica muy variada, entre ellos destacan
flavonoides, alcaloides, triterpenoides, antocianidinas, compuestos glicosidicos y

compuestos fendlicos, entre otros (Benalla et al., 2010).

En el Cuadro 2, se muestran los ejemplos mas importantes (Borges de Melo
et al., 2006; Kang et al., 2012; Kumar et al., 2011; Mohamed et al., 2009 y
Mata et al., 2013).

Cuadro 2. Productos naturales selectos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas.

R HO. o W
\g\ N
uy,
P e o
N -

H

ow

vacisina (12): R=H; Clsp= 125 yM L
vacisicinol (13): R=0OH; Clso= 250 uM (-)-3-O-galoilepicatequina (14);
Adhatoda vasica (Acanthaceae) Clso= 560 M

Bergenia ciliate (Saxifragaceae)
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Cuadro 2. Productos naturales selectos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas

(continuacioén) .

kiranjina (15); Clso= 26.3 uM pongamol (16); Clso= 58.2 pM
Derris indica (Fabaceae) Derris indica (Fabaceae)

3',4’,5-trihidroxi-7-metoxi-4-fenilcumarina aloesina A (18); Clso= 11.9 UM
Chinese aloe (Asphodelaceae)

(17); Clsp= 62 uM
Hintonia latiflora (Rubiaceae)

% O
iy
"”"w@
o]
g
I
p g
(3]
o]

",
7y
0

meliacinolina (19); Clsp= 2.35 yM caleina C (20); Cls,= 0.28 M
Brickellia cavanillesii (Asteraceae)

Azadirachta indica (Meliaceae)
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Cuadro 2. Productos naturales selectos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas

(continuacioén) .

OH

HO
0\
acido vainillinico (21); Clsp= 69.4 uM

Fagara tessmenii (Rutaceae)

O

PN

H O\\\\\\

iile]

S
N
o]

meliacinolina (23); Clso= 2.35 uM

Azadirachta indica (Meliceae)

o

2,4-dimetoxi-1,4-benzoquinona (22)
CI150=900 uM
Fagara tessmenii (Rutaceae)

pinnatina (24) C150=56.5 uM
Derris indica (Fabaceae)

acido ursodlico (25); Clso= 12.5 uyM

Luculia pinceana (Rutaceae)
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2.5.Hongos endoéfitos como fuente potencial de metabolitos secundarios

bioactivos

Debido a los avances en las técnicas para el aislamiento y caracterizacion
de nuevos metabolitos secundarios, el numero de compuestos descubiertos se ha
incrementado de manera exponencial durante el siglo XXI cifra que se aproxima al
millén. De éstos, se estima que el 16% son de origen animal, alrededor del 29%
son de origen vegetal, y un 55% se obtienen a partir de microorganismos. Cabe
destacar que del total de productos naturales reportados en la literatura, alrededor
del 25% muestran alguna actividad bioldgica, de los cuales el 17% se han aislado
de bacterias (Bacillus y Pseudomonas las mas frecuentes), 45% de actinomicetos
y 38% de hongos (Bérdy et al., 2005). Entonces, desde el descubrimiento de la
penicilina a mediados del siglo XX, los microorganismos siguen representando una
fuente invaluable de metabolitos biodinamicos, estructuralmente diversos y han
contribuido al descubrimiento de una gran variedad de agentes antibibticos,
inmunosupresores  (ciclosporina y  rapamicina),  hipocolesterolemiantes
(lovastatina, mevastatina), antiparasitarios (ivermectina), antidiabéticos (acarbosa)
y anticancerigenos (pentostatina y epirubicina) entre otros (Newman et al., 2003;
Butler et al., 2005; Sneader et al., 2005).

Recientemente, los hongos enddfitos han cobrado un gran interés como fuente de
principios biodinamicos con potencial en las industrias agricola, farmacéutica y
alimenticia. Estos microorganismos, estrechamente relacionados con la planta
hospedera de manera simbidtica, crecen entre los espacios intercelulares de los
tejidos de una planta cuyas infecciones son discretas y asintomaticas (Stone et al.,
2000). Asi, la planta suministra nutrientes y espacio fisico necesarios para la
supervivencia de los endofitos, en tanto que algunos de éstos producen una serie
de metabolitos secundarios bioactivos, distintos o similares a los de las plantas
hospederas para ayudar a éstas a resistir las tensiones bidticas y abidticas (Tan y
Zou et al., 2001; Strobel y Daisy, 2003).
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Existen alrededor de 300 000 especies de plantas terrestres en el planeta, lo cual
nos da la posibilidad de encontrar un numero significativo de microorganismos

enddfitos en las mismas (Petrini et al., 1991).

Los metabolitos activos aislados a la fecha de los hongos enddfitos son
farmacolégicamente y estructuralmente diversos. De tal forma que se han
encontrado compuestos con propiedades antimicrobiana, citotoxica, e inhibitoria
de enzimas implicadas en procesos patolégicos asociados a la enfermedad de
Alzheimer, algunos tipos de cancer y Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), entre otros (Strobel et al., 2003; Strobel et al., 2004; Selim et al., 2012).
Asimismo muchos otros productos biosintetizados por estos hongos presentan
actividades insecticidas y herbicidas notables (Wang et al., 2002; Hensens et al.,
1999). En el Cuadro 3 se muestran ejemplos selectos de metabolitos

biodinamicos producidos por hongos enddfitos.
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos enddfitos.

Compuesto

Actividad
Biolégica

Endéfito
(cepa)

Planta Hospedera Referencia

“OH
pirrocidina A

H
H S
= = O _,CH,
= .2 “H
H

brefeldina A
OH O

3
MeO O OH
OMe

grafislactona A
OH O : H

0/'\/'<1,H
HO T NG
Cl

radicicol

H OMe OH O

Mwb&iooo

rubrofusarina B

N
o O
aspernigrina A

HO OH
ﬁ:&zi/x
0™ >0

citosporona E

Antibacteriano
Antifungico

Antifangico
Antiviral
Citotoxico
Herbicida

Antioxidante

Citotoxico
Inhibidor de
Hsp90

Citotoxico
Inhibidor de
xantina oxidasa

Antibacteriano

Acremonium zeae
(NRRL 13540)

Aspergillus clavatus
(H-037)

Cephalosporium sp.
(IFB-E001)

Chaetomium chiversii

Cladosporium herbarum
(IFB-E002)

Cytospora sp. (CR 200)

Zea mays Wicklow et al.,
(Poaceae) 2002
Taxus mairei
Torreya grandis Wang et al., 2002
(Taxaceae)
Trachelospermum
Jasminoides Song et al., 2005
(Apocynaceae)

Ephedra fasciculata Turbyville et al.,
A. Nels (Ephedraceae) 2006

Ye et al., 2005
Hiort et al., 2004

Cynodon dactylon
(L.) Pers. (Poaceae)

Conocarpus erecta L.

(Combretaceae) Brady et al., 2000
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endofitos (continuacion).

Compuesto APt'Y'd.ad Endofito Planta Hospedera Referencia
Biolégica (cepa)

|
N o o Murraya paniculata Barros y
\( Citotéxico Eupenicillium sp. (L.) Jack (Rutaceae) Rodriguez-
H Y ' Filho, 2005
(o}

alantripinona

OH
O OH Ir.1h|b.|dor de Microsphaeropsis P/Igergdendron Hormazahal et
oo acetilcolinesterasa olivacea uviferum al. 2005
0 (AChE) (Cupressaceae) N
enalin ulocladol
He,
HO (o)
0;%:° ° Antibacteriano . . Atropa beliadonna Krohn et al.,
/Yo Antifingico Mycelia sterilia L. 2001
o 9 (Solanaceae)
preussomerina L
Insecticida Nodulisporium sp Bontia dip hnoides Hensens et al.,
MF 5954 " 1999
(Scrophulariaceae)
acido nodulisporico A
OMe
~. O Nematicida
0H©OH 2 N Acelerador del . Prumnopitys andina _Schmeda-
x 2 oMe o Penicillium Hirschmann et
N__J=—o0H crecimiento ; " (Endl.) Laubenf.
- ‘s . janczewskii al., 2005
N So [ radicular (Podocarpaceae)
H o o He et al., 2005
peniprequinolona gliovictina Citotoxico
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios biosintetizados por hongos endofitos (continuacion).

Actividad

Endéfito

Compuesto N Planta Hospedera Referencia
Bioldgica (cepa)
o
Z N S Fragraea bodenii .
m\)\ :n’glfu.ngllco Pestalotiopsis jesteri Thunb. Li'y Strobel,
. ntimicético . 2001
HO > (Gentianaceae)
jesterona
HO O OH . .
OH Antimicotico Pestalotiopsis rrtﬁigzgig?s Harper et al.,
O o Antioxidante microspora L. (Combretaceae) 2003
pestacina
OM H ¢
OH Antibacteriano :
HO X o Antifingico . E.rythrma. Weber et al.,
Antii . Phomopsis sp. crista-galli
HO o ntiinflamatorio L. (Fabaceae) 2004
Citotoxico ’

demetilasterriquinona B1

OH

guanacastepeno B

Activador de
receptores de
insulina

Antibacteriano

Pseudomassaria sp.

No identificado
(CR115)

No identificada

Daphnopsis

americana (Miller) J.

S. Johnson
(Thymelaeaceae)

Salituro et al.,
2001

Brady et al.,
2000
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ANTECEDENTES

Compuesto A?t“f'd.ad Endofito Planta Hospedera Referencia
Biolégica (cepa)
0
)
W\ O
0\© Inhibidor de CrvotoSDOriopSis & Zanthoxylum Saleem et al.,
MeO “1OH lipooxigenasas ryptosporiop P- leprieurii 2013
o oH ol
criptosporioptido
o]
MeO
:@:(/N“ Antiviral Emericella sp. Aegiceras Zhang et al.,
MeO I (H1N1) (HK-ZJ) corniculatum 2011
emerimidina A
O OH
MeO ..OH
"’OH Angiogénico Alternaria sp. Erythrina variegata Po;;p;gﬁjg et
OH O OH "
altersolanol
o]
HO o
Inhibidor de la ., Lindenbergia
\(;[o actividad Corynes;zﬁgaG;:assucola Philippensis Chz;nczhoe;; et
OH aromatasa (Scrophulariaceae) v
corinesidona A
o e Chaetomium globosum  Curcuma wenyujin Wang et al.,
3 Citotoxico (L18) Y.H. Chen & C. Ling 2012
"o “on

chaetoglobosina X
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Como se indic6 anteriormente, algunos endofitos biosintetizan los mismos
metabolitos que la planta hospedera. Entre los metabolitos producidos por el
enddfito y la planta destacan por su importancia en la terapéutica, el taxol (26), la

podofilotoxina (27), la camptotecina (28), la vinblastina (29) y la vincristina (30).

El taxol (26) es un diterpenoide que fue aislado por primera vez de la especie
Taxus brevifolia (Taxaceae) en 1971. Este compuesto antimitético muestra accion
eficaz contra varios tipos de cancer, incluyendo de prostata, ovario, mama y
pulmoén. Este compuesto es biosintetizado por varias especies Taxus que
contienen enddfitos que también sintetizan este importante diterpenoide (Tabla 1).
Cabe destacar que enddfitos asociados a otras plantas también producen taxol.

(Tabla 1).

taxol (26)

Tabla 1. Plantas hospederas de hongos enddfitos que producen taxol (26).
Endéfito

Planta Hospedera Referencia

Alternaria sp. Ginkgo biloba Kim et al., 1999
Strobel et al.,1996

Li et al., 2008

Aspergillus niger var. Taxi Taxus cuspidata

Fusarium arthrosporioides Taxus cuspidata

Alternaria alternata

Ectostroma sp.
Botrytis sp.
Fusarium mairei
Ozonium sp.

Aspergillus fumigatus

Botryodiplodia theobromae
Fusarium lateritium
Monochaetia sp.
Pestalotia bicilia

Taxus chinensis var.
mairei

Podocarpus sp.

Taxus baccata

Tian et al.,2006

Hu et al., 2006

Guo et al., 2006
Cheng et al., 2007

Sun et al., 2008

Strobel et al.,1996

Venkatachalam et al.,
2008
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Tabla 1. Plantas hospederas de hongos enddfitos que producen taxol (26)

(continuacion).

Endéfito

Planta Hospedera

Referencia

Cladosporium
cladosporioides

Fusarium solani

Metarhizium anisopliae
Mucor rouxianus

Periconia sp.
Pestalotiopsis guepinii

Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis pauciseta

Pestalotiopsis terminaliae
Phyillosticta dioscoreae
Phyllosticta spinarum
Pithomyces sp.

Taxomyces andreanae

Taxus media

Taxus celebica
Taxus chinensis

Torreya grandifolia
Wollemia nobilis
Taxus wallachiana

Cardiospermum
helicacabum

Terminalia arjuna
Hibiscus rosa-sinensis
Cupressus sp.
Taxus sumatrana

Taxus brevifolia

Zhang et al., 2009

Chakravarthi et al., 2008

Liu et al., 2009
Miao et al., 2009

Li et al., 1998
Strobel et al., 1997
Strobel et al., 1996

Gangadevi et al., 2008

Gangadevi et al., 2009
Kumaran et al., 2009
Kumaran et al., 2008

Strobel et al., 1996
Stierle et al., 1993

podofilotoxina (27)

La podofilotoxina (27) es un lignano del tipo ariltetralina aislado de vegetales de

los géneros Diphylleia (Berberidaceae), Sabina

(Juniperus) [Cupressaceae] y Sinopodophyllum (Podophyllum) [Berberidaceae].

Este lignano tiene propiedades antivirales, anticancerigenas, antioxidantes,

Dysosma (Berberidaceae),

antibacterianas, inmunoestimulantes y antirreumaticas.
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De manera adicional, la podofilotoxina es un precursor para la sintesis de
farmacos anticancerigenos de suma importancia como el etopdsido y el
teniposido. Recientemente, varios investigadores reportaron el aislamiento del
lignano a partir de varios hongos enddfitos, todos obtenidos de los vegetales
productores del lignano (Tabla 2).

Tabla 2. Plantas hospederas de hongos endofitos que producen podofilotoxina (27)

Hongo Endéfito (Cepa) Planta Hospedera Referencia
Sinopodophyllum
Alternaria sp. (-/SC13) hexandrum Yang et al,, 2003
. . Lu et al., 2006
Sabina vulgaris
Alternaria neesex (Ty) Sinopodophyllum Puri et al., 2006
Trametes hirsuta hexandrum Cao et al., 2007
Fusarium oxysporum (JRE1) Sabina recurva Kour et al., 2008
Monilia sp. Dysosma veitchii Yang et al., 2003
Penicillium sp. Diphyilleia sinensis Yang et al., 2003
Penicillium implicatum (-2BNO1) Dysosma veitchii Zeng of al,, 2904
p Y Guo et al., 2004
Phialocephala fortinii (PPES5/ . Eyberger et al.,
PPE7) Sinopodophyllum peltatum 2006

La camptotecina (28) es un alcaloide indol-monoterpenoide aislado por primera
vez de la corteza de Camptotheca acuminata (Cornaceae) en 1966. La
camptotecina y su analogo 10-hidroxicamptotecina son agentes antineoplasicos
inhibidores de la topoisomerasa |, enzima necesaria para la replicacion y
transcripcion del DNA. Estos productos ademas son los precursores del irinotecan,

topotecan y productos similares de amplio uso en la quimioterapia del cancer.

campotecina (28)
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En 2005, Puri y colaboradores reportaron un hongo endoéfito aislado de
Nothapodytes foetida (Icacinaceae), identificado como Entrophospora infrequens,
el cual tiene la habilidad de producir a la camptotecina. Posteriormente, se

describieron varias especies endofitas que biosintetizan este metabolito (Tabla 3).

Tabla 3. Plantas hospederas de hongos endofitos que producen camptotecina (28)

Hongo endéfito Planta Hospedera Referencia
E’Z.Z;Z ZSZﬁ Zra Nothapodytes foetida Puri et al., 2005
Fusarium solani Camptotheca acuminata Kusari et al., 2009
Fusarium solani Apodytes dimidiata Shweta et al., 2010
Neurospora sp. Nothapodytes foetida Rehman et al., 2008
No identificado Camptotheca acuminata Min y Wang, 2009

La vincristina (29) y la vinblastina (30) son alcaloides inddlicos empleados como
anticancerigenos y fueron aislados de la especie Catharanthus roseus
(Apocynaceae). El mecanismo de accion primario de estos alcaloides es a través
de la interferencia con la formacion de los microtubulos y la dinamica del huso
mitético. También interrumpen el transporte intracelular y disminuyen el flujo

sanguineo hacia el tumor, posiblemente debido a un efecto antiangiogénesis.

vinblastina (30)

vincristina (29)
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En 1998 Guo y colaboradores reportaron el aislamiento de una especie enddfita
del genero Alternaria sp. a partir de una especie de apocinacea con la maquinaria
biosintética para producir vinblastina. Por otro lado, Zhang y colaboradores en
2004 aislaron una cepa de Fusarium oxysporum a partir del polen de C. roseaus

también con la capacidad de biosintetizar vincristina.

2.6. Antecedentes del genero Sporormiella

Sporormiella es un género con aproximadamente 80 especies distribuidas
en diferentes regiones del mundo. Algunas especies de este género son
saprdfitas, mientras otras son enddfitas de hongos o plantas (Mudur et al., 2006;
Liang-Dong et al., 2008). Los estudios quimicos realizados de algunas especies
han permitido el aislamiento de varios metabolitos secundarios, con una amplia

variedad de estructuras quimicas y actividades bioldgicas.

Figura 4. Sporormiella minimoides.

De Sporormiella sp. M5032 (FERM P-9506), un hongo aislado del excremento de
oveja, se obtuvo el inhibidor de la fosfodiesterasa del AMPc, esporostatina (31)
(Kinoshita et al., 1997).

esporostatina (31)
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De S. australis (Spegazzini) Ahmed & Cain, una especie aislada del excremento
de alce recolectado en el Condado de Cook, Estado de Minnesota, EUA, se
aislaron los policétidos australifungina (32) y el australifunginol (33). La
australifungina mostré una actividad antifungica de amplio espectro contra
patdgenos en humanos. Este compuesto inhibe también la ceramida sintasa,
enzima involucrada en la sintesis de esfingolipidos en plantas (Mandala et al.,
1994; Abbas et al., 1997).

australifungina (32) australifunginol (33)

S. intermedia (Auersw.) S. |. Ahmed & Cain ex Kobayasi, especie coprdfila aislada
del excremento de conejo en Tucson, Arizona, EUA, biosintetiza acido zaragocico
B (34) y el citrato de alquilo L-731,128 (35). Ambos compuestos inhiben la
escualeno sintasa, enzima involucrada en la sintesis de colesterol, y poseen

propiedades antifungicas (Bergstrom et al., 1993; Harris et al., 1995).

COOH

acido zaragocico B (34)
HO COOCH
COOH

COOH

citrato de alquilo L-731,128 (35)
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S. vexans (Auerswald) Ahmed & Cain (JS 306), otra especie coprofila aislada del
excremento del puercoespin en New Brunswick, Canada, contiene esporovexinas
A-C (36-38), derivadas del acido 4-hidroxibenzoico, y 3’-O-desmetil-1-
epipreusomerina C (39) (Soman et al., 1999). Tanto la esporovexina A como la
3’-O-desmetil-1-epipreusomerina  C demostraron actividades antifungica vy

antibacteriana.

COOH COOH
OH
O\/\l/COOH O\)YCOOH
esporovexina A (36) esporovexina B (37)
OH OH
COOH
HNT N "

o O o

O\/\(COOH

o)

esporovexina C (38) 3’-O-desmetil-1-epipreusomerina C (39)

2.7.Antecedentes de las especie endoéfita Sporormiella minimoides

(Pleosporales)

S. minimoides S. |. Ahmed & Cain, es un hongo sapréfito ampliamente
distribuido; se ha aislado del excremento de jirafa en la region de Namutoni,
Namibia; de los tejidos de Pinus tabuliformis, un pino nativo del Norte de China; y
de los basidiomas de Trametes hirsutum, recolectado de una rama de madera en
un bosque subalpino seco en Hawaii (Clapp-Shapiro et al., 1998; Bugni et al.,
2002; Yu y Liang-Dong, 2004).
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La especie S. minimoides ha sido objeto de estudios quimicos previos, estos
analisis condujeron a la caracterizacion de varios policétidos incluyendo el
brocaenol A (40) (Bugni et al., 2002), la esporminarina A (41), esporminarina B
(42) (Mudur et al., 2006) y el depsipéptido 43 (Clapp-Shapiro et al., 1998). Estos
tres ultimos productos son antifungicos, mientras que el brocaenol A es un agente
citotoxico (Mudur et al., 2006). Mas recientemente, se reportd la obtenciéon de la
corimbiferona (44), la corimbiferona C (45), la corimbiferan lactona E (46), la
corimbiferan lactona D (47), el brocaenol B (48), la ziganeina (49) vy
la 5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (50) de un aislamiento de las hojas
de la planta medicinal Hintonia latiflora (Leyte-Lugo et al., 2013). Las estructuras

de los metabolitos obtenidos de la especie se indican en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Metabolitos reportados para la especie S. minimoides.

@] OMe
OH
: CHs
NN
R0
OH O OH

brocaenol A (40)

OH
. ’ OH
\)\\\\ q’/ / / /
OH OH OH oH O

esporminarina A (41)

OH
LT A S L o
OH OH OH OH O

esporminarina B (42)
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Cuadro 4. Metabolitos reportados para la especie S. minimoides

(continuacion).

o)

Z

depsipéptido (43)

(@] (@]
| | MeO . *I il _.OMe
(@] CHj

o corimbiferona C (45)
corimbiferona (44)

O @)
\“/ MeOQ. ‘ i .OMe
OH CHj

OMe CH3

corimbiferan lactona E (46) corimbiferan lactona D (47)
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Cuadro 4. Metabolitos reportados para la especie S. minimoides

(continuacion).

OH O OMe 0 OH
brocaenol B (48) ziganeina (49)
OH O
MeO OMe
CH; O

5-hidroxi-2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (50)
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3. JUSTIFICACION

La busqueda de compuestos de origen natural que sirvan como prototipo
estructural para el desarrollo de nuevos farmacos que puedan inhibir la actividad de
las a-glucosidasas ha cobrado un gran interés ante los incrementos desmedidos de
la prevalencia de la diabetes a nivel mundial. Estas enzimas constituyen un blanco
molecular atractivo para el desarrollo de nuevos agentes para el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2.

Los microorganismos fungicos endofitos aislados a partir de las plantas medicinales
biosintetizan metabolitos secundarios que pueden ser estructuralmente vy
farmacolégicamente similares a los que presenta la planta hospedera. También
pueden biosintetizar otros productos bioactivos de interés para el desarrollo de
nuevos farmacos. De tal forma, que el estudio de diversas especies de hongos
enddfitos ha conducido al descubrimiento de entidades quimicas novedosas desde el
punto de vista estructural. Estos hallazgos, en conjunto con la gran biodiversidad en
México, muy poco explorada aun, constituyen un punto de partida valioso para el

descubrimiento de nuevos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas.

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo se generé como parte de un
proyecto enfocado a la busqueda de inhibidores de las a-glucosidasas de origen
fungico con potencial para el desarrollo de nuevos farmacos antidiabéticos a partir
de Hintonia latiflora y otras especies vegetales usadas popularmente para el

tratamiento de la diabetes.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1.Hipétesis

Considerando que la especie Hintonia latiflora biosintetiza metabolitos
secundarios con propiedades antihiperglucemicas que inhiben a las enzimas
a-glucosidasas, es factible que alguno de sus hongos endofitos produzca

compuestos similares desde el punto de vista estructural y/o farmacoldgico.

La evaluacién mediante ensayos in vitro de inhibicién de la enzima a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae permitira la deteccidn de principios activos con actividad

antihiperglucémica.

4.2.Objetivo

Descubrir nuevos inhibidores de la enzima a-glucosidasa de utilidad para el
desarrollo de farmacos innovadores y/o herramientas de investigacién a partir de la

especie fungica enddfita Sporormiella minimoides aislada de Hintonia latiflora.

4.3.Objetivos Particulares

Para el cumplimiento del objetivo general propuesto, se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

e Cultivar en mediana escala la especie fungica y preparar su extractos
organicos con el fin de realizar una evaluacion preliminar de su efecto sobre

las enzimas a-glucosidasas.

e Obtener el extracto crudo y proceder al aislamiento y purificaciéon de los
metabolitos activos en forma pura, para la determinacion de sus estructuras

quimicas y realizacion de ensayos biologicos.
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Determinar la estructura molecular de los compuestos activos mediante la
aplicacion de técnicas espectroscopicas y espectrométricas. ElI cumplimiento
de este objetivo conducira a la caracterizacion de sustancias que representen
prototipos estructurales innovadores para el desarrollo de agentes inhibidores

de las enzimas a-glucosidasas.

Evaluar la interaccion de los principios activos puros con la enzima
a-glucosidasa mediante un ensayo espectrofotocolorimétrico in vitro, y
determinar los parametros cinéticos de la inhibicion. Este ensayo permitira la
deteccién de principios activos que inhiban la actividad de la enzima

a-glucosidasa.

Realizar estudios de acoplamiento molecular para establecer el sitio probable

de union de los ligantes evaluados en la enzima.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Material fingico

El hongo Sporormiella minimoides Ahmed & Cain (Sporormiaceae) fue
aislado a partir de las hojas de la especie medicinal Hintonia latiflora, recolectada
en el municipio de Huetamo (18° 31.709’ N, 101° 4.692’ O; 221 msnm), estado de

Michoacan, México, en el afo 2010.

La identidad y la clasificacion de la especie fungica fue establecida por la
Dra. Maria del Carmen Gonzalez (Instituto de Biologia, UNAM) y el Dr. Anthony E.
Glenn (Toxicology & Mycotoxin Research Unit, USDA-ARS, Georgia, EUA). Un
cultivo de referencia (voucher: 26355) se mantiene en la coleccion fungica del
Herbario Nacional MEXU, Instituto de Biologia, UNAM.

5.2.Procedimientos generales

5.2.1. Determinacién de las constantes fisicas, espectroscépicas y

espectrométricas

De manera general, la determinacion de la estructura molecular de los
productos aislados se realizd mediante la aplicacion de los métodos de

espectroscopia (IR, RO, DC, RMN) y de espectrometria de masas (EMIE).

Los espectros en el infrarrojo (IR) se obtuvieron por la técnica de reflectancia
(FTIR-ATR) en un espectrémetro Perkin-Elmer modelo 400. Los analisis de
rotacién éptica se realizaron en un polarimetro digital Perkin Elmer modelo 343 a
25°C con soluciones preparadas con CHCI3 y/o MeOH en la longitud de onda de la
linea D-sodio (A 589 nm). Los espectros de dicroismo circular (DC) de los
compuestos 51 y 52 fueron registrados en un polarimetro JASCO® modelo J720
en CHxCly.
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Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron en los
equipos Varian Inova-500 a 500 MHz ('H)/125 MHz ('*C) y Varian Unity Inova a
400 MHz ("H)/100 MHz (**C). Los desplazamientos quimicos (0) se expresan en

ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS) utilizando CDCI3; como disolvente.

Los analisis por espectrometria de masas de baja resolucion se realizaron en un
cromatdgrafo de liquidos de ultra alta eficiencia Waters Acquity UPLC H-Class®
acoplado a un detector de masas SQD2 mediante la técnica ionizacién por

electrospray (UHPLC-EM-ESI) en los modos positivo (ESI*) y negativo (ESI").

Las condiciones de analisis y de separacion fueron en una columna fase reversa
Acquity® BEH Cis (2.1 x 100 mm i.d.; 1.7 pm), utilizando como fase mévil un
gradiente de MeCN (A) y agua (B; 0.1% acido férmico): 0 min 15% A; 8 min 100%
A; 10 min 100% A; 10.5 min 15% A; Flujo: 0.3 mL/min, volumen de inyeccion:
3 uL. Detector de masas: Waters SQD2; Condiciones de andlisis: ESI; Voltaje
capilar: 2.0 kV; Voltaje cono: 30 V; Temperatura de solvatacion: 400°C; Gas de

solvatacién: nitrogeno (N2) 650 L/hr; Gas cono: 10 L/hr.

5.2.2. Analisis cromatograficos

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se efectuaron siguiendo las
técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio de distintas dimensiones
recubiertas de gel de silice de 0.25 mm de grosor (gel de silice 60 Fys4 10-12 pm,
Merck®) y empleando diferentes sistemas de elucion. La CCF tipo preparativo se
realizé en placas de vidrio de 20 x 20 cm de 1 mm de espesor recubiertas con gel
de silice y empleando diversos sistemas de elucion. La visualizacion de las placas
se realizd con una lampara de luz UV (A 254 y 356 nm), y como agente cromdgeno
se empled una solucion de sulfato cérico amoniacal en H,SO4 (12 g de sulfato
cérico en 22.5 mL de H,SO,4 y 350 g de hielo).
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Los analisis cromatograficos en columna abierta (CCA) se realizaron empleando

gel de silice como fase estacionaria (silica gel 60 Fass, 10-12 um, Merck®).

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE), se realizd en un
cromatografo marca Waters®, equipado con un detector de arreglo de fotodiodos
(PDA), un detector de dispersion de luz evaporativo (ELSD), un inyector
automatico y un moédulo colector de fracciones. Los analisis se realizaron en una
columna Phenomenex® Gemini C1g (5 pm, 250 x 4.6 mm); utilizando como sistema
de elucion: MeCN (A) y agua (B; 0.1% acido férmico); gradiente de elucion:
30% (A) > 100% (A); tiempo de corrida: 30 min; Flujo: 1 mL/min; longitud de
onda de deteccion: 200-400 nm. Las condiciones de analisis del detector ELSD
fueron las siguientes: Ganancia: 100; Presién de gas: 40 psi; Temperatura: 50°C.
El control del equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento y manipulacién de

la informacion se realizé utilizando el programa Empower® versién 3.0 (Waters®).

La separacion y purificacion de los compuestos mayoritarios presentes en las
fracciones analizadas, se realizO mediante el escalamiento de las condiciones de
analisis utilizadas a nivel analitico en una columna preparativa Phenomenex
Gemini Cqg (5 um, 250 x 21.2 mm); fase mévil: MeCN (A) y agua (B; 0.1% acido
férmico); gradiente de elucién: 30% (A) - 100% (A); tiempo de corrida: 30 min;

flujo: 19 mL/min; longitud de onda de deteccién: 200-400 nm.

5.3.Fermentacion de la especie fungica objeto de estudio.

En primer lugar se realizo la preparacion del inéculo de la especie fungica
objeto de estudio, a partir de un cultivo puro en medio agar papa dextrosa (PDA;
Difco®). Para ello, el microorganismo fue cultivado en 15 mL de medio caldo papa
dextrosa (PDB; Difco®), durante 8 dias a temperatura ambiente y con ciclos de luz-

oscuridad 12/12 horas, con la finalidad de incrementar la biomasa.
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La fermentacion en mediana escala de la especie fungica S. minimoides se realizé
vertiendo el indculo sobre un sustrato sélido de arroz [200 g de arroz en 400 mL
de agua y/o 500 g de arroz en 850 mL de agua] en condiciones estaticas, a

temperatura ambiente y con ciclos de luz-oscuridad 12/12 horas, durante 45 dias.

5.4.Estudio quimico de las especies fungicas

5.4.1. Preparacion del extracto organico

La preparacion del extracto organico de la especie fungica cultivada, se
realizd mediante un proceso de maceracion exhaustiva de los cultivos sélidos a
temperatura ambiente, utilizando CH,Cl, como disolvente. Al cabo del proceso de
extraccion, el extracto organico se filtr6 y concentré al vacio, obteniéndose 7.3 g

de extracto seco.

5.4.2. Fraccionamiento de extracto organico.

El extracto obtenido (7.3 g) se resuspendié en 60 mL de CHCI; y se le
adicionaron 90 mL de H,O. La mezcla anterior se mantuvo en agitacion constante
durante 20 minutos. Enseguida, se separé la fase organica de la fase acuosa, y
esta ultima se sometido a un proceso de extraccion con CHCI3 (3 x 100 mL). La
fase organica obtenida de esta ultima extraccion se llevé a sequedad a presion
reducida. Posteriormente, el extracto de cloroformo se resuspendié en una mezcla
de MeCN-MeOH 1:1 (120 mL) y se sometié a un segundo proceso de reparto con
hexano (3 x 120 mL). La fase de hexano (Fy) se deseché y la fraccion organica

(Fam) resultante se evaporé a sequedad a presion reducida.

Enseguida la fraccion organica Fam (5.4 g) se someti6 a un fraccionamiento
secundario mediante una CCA, empleando una columna empacada con gel de
silice utilizando un gradiente de elucion entre Hex-CH,Cl,-MeOH con incrementos
graduales de polaridad. Este proceso generdé un conjunto de 12 fracciones

(F1- F12; Esquema 1).
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Esquema 1. Preparacion y fraccionamiento del extracto organico de S. minimoides.
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5.4.3. Aislamiento, purificacion e identificacion de los metabolitos

secundarios presentes en S. minimoides

5.4.3.1. Aislamiento de Ila 5,7-dihidroxi-2,4’,7,9 -tetrametoxi-
1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51)

De la fraccidon primaria F4 (184.7 mg) precipitaron de manera espontanea
18.5 mg de un sdlido naranja con punto de fusion mayor a 280 °C identificado
como la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-
4.,6’-diona (51).

5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-
4,6’-diona (51): 'H-RMN (500 MHz, CDCls) 8y (ppm): 13.30 (1H, s, OH-5), 13.14
(1H, s, OH-7’), 6.67 (1H, s, H-2’), 6.45 (1H, s, H-8’), 6.35 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-6),
6.24 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-8), 5.75 (1H, s, H-5’), 5.70 (1H, s, H-3), 3.87 (3H, s,
OCHs3-4’), 3.81 (3H, s, OCH3-2), 3.80 (3H, s, OCH3-9’), 3.66 (3H, s, OCH3-7), 3.39
(1H, d, J = 18 Hz, CHx-1’a), 3.19 (1H, d, J = 18 Hz, CH2-1'8); "*C-RMN (175 MHz,
CDCl3) 6¢ (ppm): 190.1 (C-6°), 189.7 (C-4), 177.8 (C-2), 164.8 (C-4’), 164.7 (C-7),
164.6 (C-5), 162.4 (C-7°), 161.6 (C-9’), 147.0 (C-3a), 135.0 (C-2’), 129.2 (C-8a),
126.5 (C-3’), 109.8 (C-10’), 106.7 (C-4a), 106.7 (C-6a’), 106.4 (C-8), 102.1 (C-5),
100.6 (C-3), 99.9 (C-6), 99.3 (C-8’), 56.7 (OCH3-9), 56.0 (OCH3-11’), 55.7 (OCH3-
12'), 55.4 (OCH3-10), 45.6 (C-1), 33.1 (C-1'); EM-ESI*" m/z 463 [M+1]" (calc. para
CasH220s, 462.44808).

5.4.3.2. Aislamiento de la corimbiferona (44)

De la fraccién primaria Fg (130.8 mg) precipitaron de manera espontanea
10.3 mg de un solido amarillo con un p.f. de 255-256°C, el cual se identificé como
la corimbiferona (44) mediante la comparacion de sus constantes fisicas y
espectroscopicas con aquellas de una muestra auténtica aislada previamente en

nuestro grupo de trabajo (Leyte-Lugo et al., 2013).

41



PARTE EXPERIMENTAL

Corimbiferona (44): UV (MeOH) Amax: 212, 245, 276, 364 nm; IR (FTIR-ATR) Vimax:
3474, 3074, 2949, 1741, 1647, 1588, 1561, 1381 cm™"; "H-RMN (700 MHz, CDCl5)
81 (ppm): 14.56 (1H, s, OH-8), 8.25 (1H, s, H-10), .57 (1H, s, H-7), 5.92 (1H, s, H-
2), 4.06 (3H, s, OCH3-6), 3.96 (3H, s, OCHs-3); *C-RMN (175 MHz, CDCl3) 8¢
(ppm): 188.5 (C-1), 170.4 (C-8), 167.5 (C-6), 165.0 (C-3), 156.0 (C-9), 152.1 (C-
10), 136.9 (C-4a), 107.9 (C-4), 105.0 (C-8a), 101.3 (C-2), 99.9 (C-7), 99.6 (C-5),
56.9 (OCHs-6), 56.3 (OCHgz-3); EM-FAB mi/z 275.0530 [M+1]* (calcd. para
C14H100s, 275.0550).

5.4.3.3. Aislamiento de la preusocromona C (52)

La separacion de los constituyentes presentes en la fraccion primaria Fq4
(425.9 mg), se realizd6 mediante un analisis cromatografico por CCA utilizando gel
de silice como fase estacionaria y como fase moévil mezclas de Hex-AcOEt y
AcOEt-MeOH en orden creciente de polaridad. Este proceso permitio la obtencion

de un conjunto de 7 fracciones secundarias (F11.-F11-vi1)-

La resolucion de la fraccion secundaria Fq1qv por CLAE, utilizando una columna
fase reversa Phenomenex Gemini C4g (5 pm, 250 x 21.2 mm) y como sistema de
elucion un sistema binario entre MeCN y H;O (0.1% FA), permitié el aislamiento
de 13 mg de un sdélido amarillo con p.f. 244 — 245 °C identificado como la
preusocromona C mediante la comparacion de sus constantes fisicas vy

espectroscopicas con las reportadas en la literatura (Zhang et al., 2012).

Preusocromona C (52): [a]*°p +151 (1 mg/mL, MeOH); DC (c 0.01 mg/mL, CHCls)
max (Ae) 336 (+2.12), 296  (-0.14), 255 (+6.92); 'H-RMN
(500 MHz, CDCl3) 8n (ppm): 13.15 (1H, s, OH-1), 6.53 (1H, s, H-2), 5.63 (1H, s,
H-7), 4.81 (1H, d, J = 12 Hz, CH»-10a), 4.21 (1H, d, J = 12 Hz, CHy-10b), 3.97 (3H,
s, OCH3-12), 3.88 (3H, s, OCH3-11); *C-RMN (175 MHz, CDCls) 8¢ (ppm): 189.1
(C-8), 173.1 (C-6), 166.4 (C-1), 165.4 (C-3), 159.5 (C-9), 145.4 (C-4a), 105.2
(C-8a), 104.7 (C-4), 100.5 (C-7), 100.1 (C-2), 69.5 (C-10), 63.5 (C-5), 56.6 (OCH-
12), 56.3 (OCHs-11); EM-ESI* miz 293 [M+1]" (calc. para CisH1,07, 292.2408).
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5.5.Ensayos biolégicos.

5.5.1. Evaluacion del efecto inhibitorio sobre la enzima

a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae

La evaluacion de la actividad de las fracciones y los productos puros
aislados sobre las enzimas a-glucosidasas de tipo | de Saccharomyces cerevisiae
(Sigma-Aldrich®), se realizé utilizando la metodologia descrita por Oki et al. (1999)
con algunas modificaciones (Brindis et al., 2011; Rivera-Chavez et al., 2012). A

continuacion se describe con detalle el procedimiento:

Preparacion de la mezcla de reaccion: 1 U/mL de la enzima a-glucosidasa de
levadura se incub6é durante 30 min a 30°C en una solucion amortiguadora de
fosfatos (NaH,PO4/Na;HPOg4, 100 mM, pH 7).

Procedimiento: el ensayo se realizd en placas de Elisa de 96 pozos (250 uL de
capacidad). Para cada muestra de prueba se prepararon diluciones seriadas,
hasta obtener concentraciones finales en un intervalo entre 50-400 pg/mL. A
continuacion, se transfirieron a los pozos de la placa 10 uL de las diluciones de
prueba conteniendo las concentraciones indicadas, 20 uL de la solucién de la
enzima y 60 pyL de amortiguador de fosfatos (100 mM, pH 7). Posteriormente, la
placa se incub6 durante 10 min a 37°C. Al término de este periodo de incubacion,
se adicionaron a cada pozo, 10 pL del sustrato p-nitrofenol-a-D-glucopiranésido
(p-NPG; 5 mM); enseguida se determind la absorbancia de las muestras, a tiempo
cero, utilizando un lector de placas de ELISA, marca BIO-RAD® modelo iMark® a
405 nm. Posteriormente, se incubd por segunda vez la placa a 37°C durante 20
min. Transcurrido este tiempo, se determind la absorbancia con la finalidad de
cuantificar el contenido de p-nitrofenol. Como control positivo se utilizd acarbosa.
Los resultados representan el promedio de tres réplicas + EMM. El porcentaje de
inhibicion de las muestras se determind utilizando la siguiente expresion

matematica:
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A —A
1— (M) 100 = % de inhibicion
ACTZO - ACTO

Donde: Ao es la absorbancia de la muestra registrada a los 20 minutos de
reaccion; Ao es la absorbancia de la muestra registrada al tiempo cero de
reaccion; Actzo €s la absorbancia del blanco registrada a los 20 minutos de

reaccion y Acto es la absorbancia del blanco registrada al tiempo cero de reaccion.

Los valores de Clsg (concentracion requerida para inhibir en un 50% la actividad de
la enzima) se calcularon a partir del ajuste de las curvas obtenidas al graficar el
porcentaje de inhibicidn vs concentracién, utilizando un analisis de regresion no

lineal con la ecuacion de Hill-1 en el programa Origin 8.0.

Por otra parte, para determinar los parametros cinéticos del tipo de inhibicion de
los compuestos activos se realizé el método grafico de Dixon y Lineweaver-Burk
utilizando diferentes concentraciones tanto de sustratos como de inhibidor. Los
resultados se expresan como la media de al menos seis réplicas + EMM. Los
parametros cinéticos Vpax (velocidad maxima), k, (constante de Michaelis-
Menten), k; (constante de inhibicion competitiva) y k;” (constante de inhibicion no
competitiva) se evaluaron de acuerdo al modelo de regresion no lineal basado en

la siguiente expresion matematica:

Vmax S

km(1+%)+5(1+c%]i>

v =

donde V representa la velocidad inicial en ausencia o presencia de inhibidor; S e |,
son la concentraciéon de sustrato e inhibidor, respectivamente; V..« €s la velocidad
maxima, k, es la constante de Michaelis-Menten, k; es la constante de inhibicién
competitiva y ak; es la constante de inhibicion no competitiva (en una inhibiciéon no
competitiva un valor de a es igual a 1; en una inhibicion mixta este valor es

diferente de 1).
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5.6.Estudio de acoplamiento molecular

Los estudios de acoplamiento molecular de los productos activos en el
ensayo in vifro con su blanco molecular, la enzima a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae, se realizaron en primer lugar, mediante la busqueda
conformacional de los diferentes isbmeros estructurales utilizando un protocolo
Monte Carlo (Morris et al., 2009). Este procedimiento se realizé utilizando el
programa Spartan’02, con un campo de fuerza de mecanica molecular MMFF94
(Merck Molecular Force Field 94). Las estructuras de minima energia obtenidas se
revisaron cuidadosamente para eliminar a los duplicados; esta busqueda se repitid
por duplicado con el fin de obtener las estructuras que presentaran las
conformaciones mas estables (Wavefunction Inc. Irvine, CA, USA). La
visualizacion de todas las estructuras se realizé utilizando los programas:
Hyperchem 8.0, PyMol (DeLano Scientific LLC, CA), AutoDock Vina y AutoDock

Tools (ADT; www.autodock.scripps.edu).

5.6.1. Acoplamiento molecular

Los calculos de acoplamiento molecular (AM) se realizaron utilizando el
programa AutoDock 4.2 (www.autodock.scripps.edu). La estructura cristalina de la
enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae se obtuvo a partir del Protein
Data Bank (RCSB: codigo PDB: 3A4A). La adiciéon de los atomos de hidrégeno a
la proteina, las cargas de Kollman, los parametros de solvatacion y volumenes
fraccionarios, se realizaron utilizando el programa ADT AutoDockTools 1.5.4
(http://mgltools.scripps.edu). Cada ligando se prepard utilizando el mismo
programa adicionando las cargas parciales de Gasteiger-Maesili, y se permitio la
rotacion de todos los angulos de torsion permisibles (Morris et al., 1998; Huey et
al., 2007).
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Para la prediccion de los sitios y conformaciones de unién de menor energia,
inicialmente se realizé un estudio de acoplamiento molecular ciego, colocando el
ligando en una posicidn al azar, y construyendo una rejilla de reconocimiento para
la proteina con las siguientes dimensiones 126 A x 126 A x 126 A en los ejes

x, vY z, con la proteina colocada en el centro.

Posteriormente, se realiz6 un refinamiento utilizando un tamafo de rejilla menor
(60 A x 60 A x 60 A), colocando al ligando en la posicién de menor energia

obtenida a partir de los analisis del acoplamiento ciego inicial.

El estudio de acoplamiento molecular se llevéd a cabo usando los parametros
establecidos en el programa, seleccionando el numero de corridas y de
evaluaciones energéticas por corrida, asi como, la busqueda local por medio del
algoritmo genético Lamarckiano (LGA) (Morris et al., 1998). Todos los resultados
de este procedimiento se analizaron mediante el programa ADT con un analisis
por cluster, y la representacion esquematica en dos y tres dimensiones de las
interacciones se llevd a cabo utilizando el programa  PyMol
(http://www.pymol.org/educational) y LigPlot+ (EMLB-EBI; www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/LigPlus/).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarrolld6 como parte de un proyecto
enfocado al descubrimiento de nuevos inhibidores de la enzima a-glucosidasa a
partir de especies fungicas enddfitas selectas obtenidas de plantas medicinales
mexicanas. En este caso, el aislamiento de la especie fungica Sporormiella
minimoides, se realizd a partir de la especie Hintonia latiflora (Rubiaceae),

ampliamente utilizada en la medicina popular de México para tratar la diabetes.

La presentacion de los resultados, asi como el analisis de los mismos se realizara
en tres partes. En la primera se abordara lo concerniente al estudio quimico de la
especie fungica Sporormiella minimoides; en la segunda parte se discutiran los
resultados obtenidos de la evaluacion de los metabolitos aislados sobre la
actividad de la enzima a-glucosidasa. Finalmente, en la tercera seccion, se
analizaran los resultados de los estudios de acoplamiento molecular realizados
con el fin de determinar el probable sitio de unién a la enzima a-glucosidasa de los

compuestos analizados.

6.1. Estudio quimico de la especie Sporormiella minimoides

El extracto organico (7.3459 g) obtenido a partir de la maceracion del medio
de cultivo, se sometidé a un proceso de reparto con hexano y una mezcla de
acetonitrilo-metanol (1:1). La fraccidén primaria recuperada de la fase MeCN-MeOH
se estudio aplicando diversas técnicas cromatograficas. Al cabo del analisis fue
posible caracterizar a la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1'H,4H,6’H-espiro
[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6'-diona  (51), metabolito novedoso, y a la
preusocromona C (52), no descrita con anterioridad en S. minimoides. De manera
adicional, se aislaron y purificaron los compuestos corimbiferona (44) y 5-hidroxi-
2,7-dimetoxi-8-metilnaftoquinona (50). Las estructuras de los compuestos
caracterizados se indican en la Figura 5.
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(51). (52).

Figura 5. Estructuras de los compuestos aislados.

La caracterizacion de los metabolitos aislados se realizé mediante la aplicacién de
métodos espectroscopicos (IR, 'H y "*C-RMN, HSQC, HMBC, NOESY, COSY) y

espectrometria de masas (EM-ESI).

6.1.1. 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1'H,4H,6’H-espiro[naftalen-
1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51)

El metabolito 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1’H,4H,6’ H-espiro[naftalen-
1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51) se obtuvo como un sdélido naranja, 6pticamente
inactivo. Su férmula molecular se determiné como CysH220g a partir del analisis de
los espectros de RMN ('H y "*C) y masas generado por la técnica electrospray
(ES), modalidades positivo y negativo; los iones cuasimoleculares [M+H]" y [M-H]

se observaron en una relacién m/z de 463 y 461, respectivamente.
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Las sefales correspondientes a los desplazamientos quimicos registrados en los
espectros de RMN-"H y de RMN-"3C se muestran en la Tabla 4. En el espectro de
RMN-"3C (Figura 9) se observaron sefiales para 26 carbonos, de las cuales, dos
corresponden a grupos carbonilos tipo cetona conjugada en &¢ 190.1 y 189.7.
Mediante la ayuda del experimento HSQC y DEPT-135 se determiné la presencia
de once carbonos protonados, entre ellos seis metinos (6c/60y 135.0/6.67,
106.4/6.24, 102.1/5.75, 100.6/5.70, 99.9/6.35, 99.3/6.45), cuatro grupos metoxilo
(0c/0y 56.7/3.81, 56.0/3.87, 55.7/3.80 y 55.4/3.66), asi como una sefal
correspondiente a un metileno en d¢ 33.1. También se encontrd la presencia de
trece carbonos cuaternarios, de los cuales 12 corresponden a carbonos
aromaticos, seis de ellos unidos a grupos oxigenados (6¢ 177.8, 164.8, 164.7,
164.6, 162.4 y 161.6, 147.0, 129.2, 126.5, 109.8, 106.7 y 106.7) y el otro a un

carbono alifatico en 6:45.6.

En el espectro de RMN-'H (Figura 10) se observa en la regién aromatica un
sistema AB en &4 6.35 y 6.24 correspondiente a dos protones meta relacionados,
a juzgar por la constante de acoplamiento de 2.5 Hz. Otro sistema AB se aprecia
en 6y 3.39 y 3.19 (d, J= 18 Hz); éste ultimo es caracteristico de los protones
diasterotopicos de un metileno presente en un arreglo ciclico. En 64 13.30 y 13.14
aparecen dos sefales de protones de hidroxilo que se encuentran quelatados.
Finalmente se distinguen las sefales de cuatro grupos metoxilos y cuatro

hidrégenos aromaticos adicionales.

Las correlaciones observadas en los experimentos HMBC y NOESY se indican en
la Tabla 4, y permitieron detectar las estructuras parciales A-F que se indican a

continuacion:
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0
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— > HMBC

<«—>» NOESY

Figura 6. Elucidacion estructural del compuesto 51, fragmentos identificados (A-F)

mediante los experimentos HMBC y NOESY.
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La integracion de los fragmentos estructurales A-F antes sefialados (Figura 6)
permitié proponer la estructura del producto natural como la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-

tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (Figura 7 y 8).

OH O

Figura 7. Estructura de la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1'H,4H,6’ H-
espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51).

3 HMBC ~«—>» NOESY (b)

Figura 8. Correlaciones HMBC selectas para 51 (a); Correlaciones NOESY para
51 (b).
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Tabla 4. Datos espectroscépicos de RMN-'H y de RMN-"3C para la 5,7’-dihidroxi-
2,4’7,9'-tetrametoxi-1’'H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2'-fenalen]-4,6’-diona (51) en
CDCl3 ("H a 500 MHZ y *C a 125 MHz).

dc Su (mult, J en [Hz]) HMBC (‘H>"C) NOESY

1 44.6

2 177.8

3 100.6 5.70 (s) 1,2, 4, 4a 3.80
4 189.7

4a 106.7

164.6

6 99.9 6.35 (d, 2.5) 4a,5,7,8 3.67
7 164.7

8 106.4 6.24 (d, 2.5) 1,4a,6,7 3.19, 3.67
8a 129.2

9 56.7 3.80 (s) 2 5.70
10 55.4 3.67 (s) 7 6.24, 6.35
1a 1 3.39 (d, 18) 1,2,2,3a,8a, 9, 10’

1B > 3.19 (d, 18) 1,2,2,3a,8a, 9, 10° 6.24
2 135.0 6.67 (s) 1,2,3,4, 3.84
3 126.5
3a’ 147.0

4 164.8

5’ 102.1 5.75 (s) 3,46, 62, 3.84
6’ 190.1
6a’ 106.7

7 162.4

8’ 99.3 6.45 (s) 7', 6a’, 10’ 3.79
o 161.6

10° 109.8

11 56.0 3.84 (s) 4 5.75
12 55.7 3.79 (s) o 6.45

OH-5 13.30 (s) 5,6
OH-7’ 13.14 (s)
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Figura 9. Espectro de RMN-"3C (125 MHz, CDCl3) del compuesto 51.
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Figura 10. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) del compuesto 51.
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Figura 11. Espectro NOESY del compuesto 51 mostrando las principales
interacciones.
La falta de rotacion optica y la naturaleza del espectro de dicroismo circular

sugieren que el producto se obtuvo como una mezcla racémica.

6.1.2. Preusocromona C (52)

La preusocromona C (52) se obtuvo como un solido amarillo, 6pticamente
activo ([0]®p +151 (1 mg/mL, MeOH); DC (c 0.01 mg/mL, CHCl3) Amax (A€) 336
(+2.12), 296 (-0.14) nm, 255 (+6.92) nm). Su formula molecular se determindé como
C14H1207 a partir del andlisis de los espectros de  RMN-'H y RMN-"°C y de
espectrometria de masas. El espectro de masas obtenido por ESI" muestra el ion
cuasimolecular [M+H]" en una relacién m/z de 293, mientras que el ion

cuasimolecular [M-H] en el espectro ESI" se aprecié en una relacion m/z de 291.
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Las sefales correspondientes a los desplazamientos quimicos registrados en los
espectros de RMN-"H y de RMN-">C se muestran en la Tabla 5 y resultaron muy
similares a los de la corimbiferona (44). Asi, en el espectro de RMN-'°C
(Figura 12) se observaron sefiales para 14 carbonos, de las cuales, una
corresponde a un grupo carbonilo tipo cetona conjugada en &¢ 189.0 y otra en
O0c¢ 159.5 al carbonilo de una lactona. Al analizar los espectros HSQC y DEPT-135
se determind la presencia de cinco carbonos protonados, de los cuales dos son
metinos (6c/0n 100.0/6.53 100.5/5.63), dos pertenecen a grupos metoxilos
(6c/01 56.6/3.88, 56.3/3.97), y el quinto corresponde a un metileno unido a oxigeno
en O¢ 69.5; éste ultimo correlaciona con los protones en 6y 4.81 y 4.21. También
se encontré la presencia de siete carbonos cuaternarios, de los cuales seis
corresponden a carbonos aromaticos (6¢ 173.1, 166.4, 165.4 145.4, 105.2 y 104.7)

y por ultimo un carbono cuaternario alifatico unido a oxigeno en 6¢63.5.

c-4 C-7
C-8a c-2 c-10 C-12 C-11
\N'\.vz/ £ xco/
8388 a Qo
— o o O
Ny N
s c-1 C-3 Cis
(i C-6 \1 /
o v ST co C-4a p
a TR0 ‘ ©
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i ‘ | A <+
| — —
P 1 |
| |
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195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 12f5 ( 120) 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50
1 (ppm

Figura 12. Espectro de RMN-"3C (125 MHz, CDCls) de la preusocromona C (52).
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Entonces, en contraste con la corimbiferona (Overy et al., 2005) el espectro la
preusocromona C (52) mostroé dos carbonos insaturados menos y en su lugar se
detectaron las sefiales para un oximetileno y un carbinol cuaternario como se
evidencio también en el espectro de RMN-"H (Figura 13); éste espectro presento
similitud con el de la corimbiferona. Las principales diferencias consistieron en la
presencia de dos sefales (d, J=12 Hz) de un sistema AB en &y 4.81 y 4.22
asignables a un metileno unido a oxigeno, en lugar de la senal del proton vinilico
en C-10 de la corimbiferona (44); este sistema se encuentra presente también en
el anillo lactonico de otros derivados de la corimbiferona (Leyte-Lugo et al., 2013).
El espectro presento igualmente una sefal intercambiable por D,O en &y 5.81
asignable al hidroxilo unido al carbono cuaternario en &¢ 69.5; y otras sefales

presentes en la corimbiferona.

28
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Figura 13. Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCI;) de la preusocromona C (52).
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Figura 14. Correlaciones HMBC selectas (a) y correlaciones NOESY (b) para la

preusocromona C (52).
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Figura 15. Espectro NOESY de la preusocromona C mostrando las principales
interacciones.
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La integracibn de los elementos estructurales detectados mediante Ila
interpretacion de los diferentes espectros de RMN uni- y bidimensionales ('H, °C,
HSQC, HMBC y NOESY, Tabla 5) permitié determinar la estructura del compuesto
52 como la de la preusocromona C, previamente obtenida de Preussia africana. La
configuracion del centro estereogénico se confirmé mediante el registro del
espectro de dicroismo circular (DC) que presento un efecto Cotton en (¢ 0.01
mg/mL, CHCI3) Amax (Ag) 336 (+2.12) y 255 (+6.92) nm, correspondiente a la

transicion n—1* (Zhang et al., 2012).

OH O

Tabla 5. Datos espectroscépicos de la preusocromona C (52) en CDCI;
(*H a 500 MHZ y *C a 125 MHz).

Sc Su (mult, Jen[Hz])  HMBC (‘H>™C) NOESY
1 166.4
2 100.0 6.53 (s) 1,3,4,8,9 3.97
3 165.4
4 104.7
4a 145.4
5 63.5
6 173.1
7 100.5 5.63 (s) 5,6, 8, 8a 3.88
8 189.0
8a 105.2
9 159.5
10a 505 4.81 (d, 12) 4a, 5, 6,8a,9 4.21
108 4.21(d, 12) 4a, 5 4.81
11 56.3 3.97 (s) 2,3 6.53
12 56.6 3.88 (s) 6,7 5.63
OH-1 13.15 (s) 1,2, 8a
OH-5 5.81 (s) 5,6
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6.2. Evaluacion del efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima

a-glucosidasa de levadura

6.2.1. Evaluacion del efecto de la fraccién primaria (MeCN/MeOH)

sobre la inhibicidon de la enzima a-glucosidasa de levadura

Se determiné el efecto del extracto y de los compuestos aislados sobre la
actividad de la enzima a-glucosidasa utilizando un ensayo
espectrofotocolorimétrico. Este método se basa en la cuantificacién del p-nitrofenol
generado por la hidrdlisis enzimatica del a-D-glucésido del p-nitrofenol
(p-NPG). La actividad de la enzima a-glucosidasa es directamente proporcional a
la cantidad del fenol libre generado durante la reaccion del sustrato con la enzima

y los compuestos de prueba (OKi, et. al., 1999).

La curva de inhibicién de la fracciéon primaria MeCN/MeOH (Figura 16) mostré una
inhibicion significativa de la enzima a-glucosidasa con una concentracion
inhibitoria media (Clsp) de 38.0 £ 10.34 ppm alcanzando un porcentaje de

inhibicion del 100%.

100 -

80
Fracciéon MeCN/MeOH

= Ajuste de Hill
© 60
Qo
2
2
£ 401
S

20 1 Cls, = 38.0 + 10.34 ppm

R2=0.9961
0 -
0 66 132 198 264 330

Concentracion (ppm)

Figura 16. Curva de inhibicién enzimatica de la fraccion MeCN/MeOH.
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Este resultado sugiere la presencia de metabolitos inhibidores de la enzima
a-glucosidasa en la fraccion estudiada, por lo que se procedié a evaluar los

metabolitos aislados a partir de ella.

6.2.2. Evaluacion del efecto de los compuestos aislados sobre la

inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa

Los compuestos aislados 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1'H,4H,6’H-
espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51), la preusocromona C (52) y la
corimbiferona (44) fueron ensayados mediante la misma prueba y los resultados
se compararon contra la acarbosa. En la Tabla 6 se muestran los valores de Clsg

calculados.

Tabla 6. Resultados obtenidos de la evaluacion del potencial inhibitorio
sobre la enzima a-glucosidasa.

Muestra Clso (M) R?

5,7’ -dihidroxi-2,4’,7,9-tetrametoxi-1'H,4H,6’H-espiro

[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51) 292047 10.9874

Preusocromona C (52) 66.5+0.97  0.9989
Corimbiferona (44) 155.5+4.25 0.9946
Acarbosa (6)* 876.9 £ 38.8 0.9963

*Inhibidor modelo de la enzima a-glucosidasa.

El compuesto 51 mostrd la mayor actividad; la Clsg calculada fue de 2.9 £ 0.47 uM
(Figura 17), en comparacién con la acarbosa (6) que mostr6 una
Clspde 876.9 £ 38.8 uM.
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Figura 17. Curva de inhibicion enzimatica de la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-
1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51).

En cuanto a la preusocromona C (52), ésta presentd una Clspde 66.5 + 0.97 yM

(Figura 18) y la corimbiferona (44), que fue el metabolito menos activo de los tres

aislados, presentd una Clspde 155.5 + 4.25 uyM (Figura 19).
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Clgy = 66.5 + 0.97 pM
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Figura 18. Curva de inhibicion enzimatica de la Preusocromona C (52).
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Figura 19. Curva de inhibicidn enzimatica de la Corimbiferona (44).

El efecto inhibitorio de los compuestos sobre la enzima a-glucosidasa es novedoso

y sugiere el potencial efecto antihiperglucémico de estos productos.

6.2.3. Ensayos de cinética enzimatica

Considerando que la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro
[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51) presentd una buena actividad, se realizé un
estudio de cinética enzimatica para determinar su tipo de inhibicion. Los datos
generados se graficaron como el reciproco de la respuesta obtenida contra el
reciproco de la concentracién del sustrato utilizado. Como resultado, se obtuvieron
una serie de rectas que pueden intersectarse 0 no en un mismo punto; ya sea el
punto en el eje de las abscisas, en el eje de las ordenadas, o entre éstas. Para
calcular las constantes inhibitorias (k;) de cada compuesto se utilizé la ecuacion de
Dixon. Con la grafica de los dobles reciprocos se puede determinar entonces de
manera sencilla si la inhibicidon de un producto es competitiva, no competitiva o
mixta (Kim et al., 1999).
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De acuerdo a la grafica de Lineweaver-Burk (Figura 20) el producto 51 se
comporta como un inhibidor de tipo mixto, ya que al aumentar su concentracion se
obtienen una serie de rectas que se intersectan por debajo del eje de las abscisas.
Esto indica que puede haber una union entre el producto 51 y la enzima, tanto en
el sitio activo o cerca del mismo, asi como entre el producto 51 y el complejo
enzima-sustrato (enzima-pNPG), (Copeland et al., 2000). En este ultimo caso la
unién del inhibidor no afecta la unién con el sustrato. El ajuste (R?=0.8525)
permitié calcular los valores de la constante de inhibicién (k;) de 2.78 uM y a de
0.36, en comparaciéon con la k; de la acarbosa, que es de 260 uM y se comporta
como inhibidor de tipo competitivo (Escandén-Rivera et al., 2012).

29 4

(=0 24 |
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u [1]= 2uM de 51
_ < 19 1
o[=3uMde 51 %
£
= 14
= .
2

w

(3]
o -

4 =4 4 - 1 2 3 4
1/[p-NPG] (mM)-"
6

Figura 20. Grafica de Lineweaver-Burk del compuesto 51.

La cinética enzimatica de la corimbiferona (44) (k=163.8 uM; a=1.624) y la
preusocromona C (52) (k=52.15 uM; a=1.746), indic6 que se comportan como
inhibidores mixtos con un ajuste R®> de 0.9168 y 0.8649 respectivamente

(Figura 21 y 22).
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Figura 21. Gréfica de Lineweaver-Burk del compuesto 44.
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Figura 22. Gréfica de Lineweaver-Burk de la preusocromona C (52).
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6.3.Estudios de Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular es un método computacional que permite el
analisis tedrico de la unién entre ligandos potenciales (generalmente moléculas
pequefias) y blancos macromoleculares (proteinas o enzimas) de estructura
conocida. Asi, es factible estimar tedricamente la asociacion ligando-proteina
utilizando una parametrizacion energética con la cual se obtienen constantes de
union o afinidad (k;). La técnica permite también predecir el sitio idoneo de union
molecular entre el ligando y la macromolécula. También permite pronosticar la
orientacion y la afinidad de unién de farmacos potenciales a blancos moleculares,
generalmente receptores, de interés terapéutico. Esta técnica involucra el uso de
uno o mas algoritmos de busqueda especifica, basados en simulaciones
moleculares complejas para obtener la conformacion optimizada de la proteina

con su ligando que presente la menor energia libre total.

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron empleando la estructura
cristalizada de la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, obtenida
del Potein Data Bank (cédigo 3A4A). Para ello, se optimizaron geométricamente
las estructuras de los diferentes ligandos a estudiar por medio del programa
HyperChem 8.0; posteriormente, se encontraron los sitios de interaccion mas
favorables con la enzima de acuerdo a diferentes factores energéticos empleando
el programa AutoDock Vina y AutoDock 4.2. Para cada ligando analizado fue
posible obtener los sitios de interaccidon principales (grupos totales), la energia
libre de unién estimada (EFEB, kcal/mol), la constante de inhibicion estimada (k;),
asi como los residuos con los que interactua y tipo de enlaces (ej. enlaces de

hidrégeno o uniones de tipo electrostaticas).

El analisis de la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-
fenalen]-4,6’-diona (51) se realiz6 evaluando los dos posibles enantiomeros, el Sy
el R. El analisis predijo que el compuesto 51-S se une al sitio catalitico de la

enzima formando enlaces de hidrogeno con Ser-240, His-280 y GIn-353, este
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compuesto fue el que presentd la menor energia y k; tedrica. El compuesto 51-R se
une en un sitio alostérico de la enzima formando enlaces de hidrogeno con los
aminoacidos Lys-373 y Lys-568. Los resultados concuerdan con los de la cinética
enzimatica, ya que el producto se comportdé como un inhibidor mixto. Por otro lado,
el estudio de acoplamiento molecular para la preusocromona C revelé que este
compuesto se puede unir en un sitio alostérico (Anaya-Eugenio et al., 2014)
formando enlaces de hidrégeno con la lle-272 y la Thr-274, este sitio es diferente al
sitio de unién del conformero 51-R. Finalmente, el esquema resultante de la
interaccién del producto 44 con la enzima, indicé que el compuesto forma enlaces
de hidrogeno con la Thr-274 y la Ser-298, y que se puede unir en el mismo sitio de
la preusocromona C (52), en concordancia con su gran similitud estructural. Cabe
mencionar, que la preusocromona C (52) presentd una menor energia de enlace
que la corimbiferona (44) lo cual podria atribuirse al mayor numero de interacciones

hidrofébicas y enlaces de hidrogeno entre la primera y la enzima.

Tabla 7. Resultados del ensayo de acoplamiento molecular.

Energia Docking (kcal/mol) Ki Ki

Compuesto - Refinado Tedrico Experimental
99 (Vina/AutoDock) | (MM) (HM)
Isomero 51-R -7.3 -7.7/-6.5 16.69 2.78
Isdbmero 51-S -10.3 -10.4/-7.7 2.53 2.78
Preusocromona C (52) -7.9 -8.0/-6.89 8.97 52.15
Corimbiferona (44) -7.6 -7.6/-6.61 14.16 163.8
Acarbosa (6) 9.2 -9.9/-8.9 0.322 876.9

66



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 23. Resultados del analisis por Docking, en azul el sitio catalitico donde se une la acarbosa (6) y el isomero 51-S, en rojo el
sitio alostérico de unidn de la corimbiferona (44) y la preusocromona C (52) y en amarillo el sitio alostérico del isomero 51-R.
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Tabla 8. Principales interacciones entre los metabolitos aislados y la enzima

a-glucosidasa.

Compuesto Interacciones Enlace de Distancia de
P hidrofébicas hidrégeno enlace (A)
Pro488, Asn493, Phe494, Glu497, Lys373 2.95 (N-H'"":O=C)
Isomero 51-R
Phe563, Gly564, Tyr566, Lys569 Lys568 3.12 (N-H"OCH3)
Tyr158, Phe159, Phe178, Asp242, Ser240 3.14 (HO'"H-0O)
Isémero 51-S GIn279, Phe303, Asp307, Phe314, His280 3.27 (N-H"OCHjs)
Arg315, Tyr316, Asp352, Asn415 GIn353 2.76 (C=0"lH-0)
Trp15, Asn259, 1le262, Arg263, lle272 2.95 (C=0""HO)
Preusocromona C (52) Glu271, Ala292, Glu296, lle272 3.30 (N-H"OH)
Leu297, Ser298 Thr274 2.76 (N-H"OH)
o Asn259, 11e262, Arg263, lle272, Thr274 2.70 (O-H"m:0=C)
Corimbiferona (44) i _
His295, Glu296, Leu297 Ser298 2.81 (O-H":0=C)
Tyr158, Asp242, GIn279, Phe303, His280 3.28 (N-H'"OH)
Acarbosa (6) Asp307, Val308, Ser311, Pro312, Ser304 3.04 (HO'""'H-0)
Arg315, Asp325, Ala329 Thr310 2.69 (O-H"OH)

SER-304
ALA-329

ARG-315

$ SER-311

ASP-325
¢

< Residuo involucrado en
Q|l12’—:§ interacciones hidrofébicas

._ Atomos involucrados en
interacciones hidrofébicas

Enlace de hidrégeno

y su longitud (A)

Figura 24. Analisis de las interacciones enzima-ligando en 2D y 3D de la
acarbosa (6, A), isomero 51-S (B), isomero 51-R (C), preusocromona C (52, D) y

corimbiferona (44, E).
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Figura 24. Analisis de las interacciones enzima-ligando en 2D y 3D de la acarbosa (6, A),
isomero 51-S (B), isomero 51-R (C), preusocromona C (52, D) y corimbiferona (44, E)
(continuacion).
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Figura 24. Analisis de las interacciones enzima-ligando en 2D y 3D de la
acarbosa (6, A), isomero 51-S (B), isomero 51-R (C), preusocromona C (52, D) y
corimbiferona (44, E) (continuacién).
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7. CONCLUSIONES

Durante el estudio para obtener nuevos inhibidores de las a-glucosidasas del extracto
organico de Sporormiella minimoides se aisl6 un producto con un esqueleto
carbonado novedoso; el producto se identific6 como (RS)-5,7-dihidroxi-2,4’,7,9’-
tetrametoxi-1’H,4H,6’'H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51). De manera
adicional se identificaron la preusocromona C (52), no reportado en esta especie, y la

corimbiferona (44).

Los compuestos aislados (51, 52 y 44) son inhibidores de la enzima a-glucosidasa de
levadura. Las Clsp calculadas fueron de 2.9 yM, 66.5 uM y 155 uM, respectivamente.
Los tres productos fueron mas activos que la acarbosa (876.9 uM). Los estudios de
cinética enzimatica permitieron caracterizar a los productos fungicos como inhibidores
de tipo mixto, con valores de k; de 2.78 yM y a de 0.36 para la 5,7’-dihidroxi-2,4’,7,9’-
tetrametoxi-1’H,4H,6’H-espiro[naftalen-1,2’-fenalen]-4,6’-diona (51), k; de 52.15 yM y
a de 1.746 para la preusocromona C (52) y ki de 163.8 uM y a de 1.624 para la
corimbiferona (44). Entonces, la corimbiferona y sus analogos representan nuevos
prototipos de inhibidores de a-glucosidasas y por ende, nuevos agentes

antihiperglucémicos potenciales.

De acuerdo a los estudios tedricos de acoplamiento molecular, el isdmero 51-S se
podria unir al sitio catalitico de la enzima, mientras que el isémero 51-R lo haria en un
sitio alternativo. La preusocromona C y la corimbiferona se unen a un sitio cercano al
sitio catalitico. El isobmero 51-S presentd la mejor afinidad y por lo tanto la menor

constante de inhibicion (k;) de los productos analizados.
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Espectro 12. Espectro HMBC de la preusocromona C (52) en CDClI3 (500 MHz).
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