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Antecedentes

1. ANTECEDENTES
1.1. DIABETES
1.1.1. La diabetes: tipos y caracteristicas

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico complejo, el cual se caracteriza
por la presencia de concentraciones elevadas de glucosa en sangre, que son el resultado
de la incapacidad del cuerpo para producir cantidades adecuadas de insulina; la
incapacidad del organismo para utilizar adecuadamente la insulina que se produce; o una
combinacion de estos factores (Organizacion Mundial de la Salud, OMS). La produccion y

accion de la insulina se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Produccion y accién de la insulina (Atlas de la diabetes, IDF, 2013).

La diabetes se diagnostica con base en la medicion de los niveles séricos de glucosa
en sangre o la hemoglobina A1C, que representa los niveles promedio de glucosa durante
un periodo de tres meses. La diabetes se clasifica en dos tipos principales la de tipo 1 (DM1)
también denominada dependiente de la insulina; y la de tipo 2 (DM2) o no insulino-
dependiente. La DM1 es generalmente el resultado de un proceso autoinmune mediante el
cual las células B pancreaticas, productoras de insulina, estan dafiadas y ya no pueden
producir cantidades adecuadas de esta hormona. La DM2 es resultado de la disminucion

de la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos (Everett et al., 2011).
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Una persona se considera diabética cuando tiene una glucemia plasmatica en ayuno
mayor a 126 mg/dL; una glucemia casual mayor a 200 mg/dL; o bien una glucemia mayor
a 200 mg/dL a las dos horas después de haber recibido una carga oral de 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua. Ademas, existe el caso de prediabetes, donde la persona cuenta
con antecedentes genéticos con un estado metabolico intermedio entre el estado normal y
la diabetes. Este término se aplica a los casos tanto de Glucosa Anormal en Ayunas (GAA),
como a los de Intolerancia a la Glucosa (ITG) (NOM-015-SSA2-2010).

A diferencia de la DM1, el tratamiento de la DM2 no requiere de la administracion
de insulina, ya que actualmente se cuenta con medicamentos orales. Aunado al tratamiento
alopatico, es necesario que el paciente lleve una dieta saludable, asi como realizar actividad
fisica y mantener su peso ideal, esto con la finalidad de que el paciente tenga una mejor

calidad de vida.

Ademas de los dos tipos de diabetes antes mencionados existe otro tipo que se
conoce como diabetes mellitus gestacional (DMG). Este tipo de diabetes generalmente se
diagnostica por primera vez durante el embarazo. Esto se debe a que, durante este periodo,
la placenta produce varias hormonas que se oponen al efecto de la insulina y producen el
incremento en los niveles de glucosa. El efecto hormonal, aunado al incremento normal de
peso durante el embarazo predispone a la diabetes (NOM-015-SSA2-2010; IDF, 2016).

Entre las complicaciones que un paciente con DM2 puede desarrollar, se encuentran
las enfermedades cerebrovasculares, retinopatias, enfermedad coronaria cardiaca,

neuropatias, enfermedades vasculares periféricas y el pie diabético (Figura 2).



Antecedentes

La diabetes puede afectar varias partes

del cuerpo
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Figura 2. Organos mas afectados en la DM2.
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1.1.2. Panorama actual de la diabetes en México y el mundo

Actualmente, la diabetes es un padecimiento de emergencias de salud publica, dado
que cada vez mas personas padecen de esta enfermedad, ya sea por una reaccién inmune,
por predisposicién genética o bien por llevar una mala alimentacién y una vida sedentaria.
Ademas de ser un problema de salud serio, también tiene un impacto econémico debido a
la incapacidad laboral de los pacientes, asi como los elevados costos de los tratamientos y
sus complicaciones. Se estima que a nivel mundial el 12% del presupuesto de salud total

se ocupa para tratar esta enfermedad (IDF, 2015).

De acuerdo con un estudio realizado por la Federacién Internacional de Diabetes en el
2015 (IDF por sus siglas en inglés), en el mundo hay 415 millones de personas con este
padecimiento, es decir, uno de cada once personas sufre esta enfermedad; y se estiman
que para el 2040 la prevalencia aumente a 642 millones (Figura 3). La situacion en México
no es para nada alentadora, dado que ocupa el sexto lugar de los paises con mayor

prevalencia de diabetes con 11.5 millones de enfermos (IDF, 2015).
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La diabetes y sus complicaciones son unas de las principales causas de muerte a
nivel mundial. La IDF reporté que alrededor de 5 millones de personas murieron a
consecuencia de este padecimiento en el 2015. En México, de acuerdo a los datos
estadisticos mas recientes, la DM representa la segunda causa de muerte, después de las

enfermedades del corazon, con 94 mil fallecimientos (INEGI, 2014).

North America and
Caribbean

01544.3 million . E "W *
20:060.5 million - - L # g » » -

Western Pacific
» Y iorY
'J 2040 214.8 million

South East ﬂ 2
sia \ w
Africa

. A
. },’ 140.2 million ~
20:034.2 million

115 14.2 mllhon
¥ 4

7

South and
Central America
015 29.6 million
204048.8 million

Figura 3. Panorama de la prevalencia de la diabetes en el mundo (IDF, 2015).

1.1.3. Tratamiento de la diabetes

Existen diversas estrategias enfocadas a mantener los niveles de glucosa en sangre
sanguinea normales en pacientes con DM, las cuales incluyen el cambio del estilo de vida,
alimentacion sana, pérdida de peso y actividad fisica. No obstante, debido a la naturaleza
progresiva de la DM y de la dificultad en mantener los cambios de vida a largo plazo, la
mayoria de los pacientes requieren de terapias orales y, eventualmente, tratamientos
inyectables (Gowtham et al., 2016).

El tratamiento de la diabetes tiene como propdsito aliviar los sintomas, mantener el
control metabdlico, prevenir las complicaciones agudas y cronicas, mejorar la calidad de
vida y reducir la mortalidad (NOM-015-SSA2-2010).

En individuos normoglucémicos, la homeostasis de glucosa se mantiene dentro de

un estrecho rango gracias a la accion de las hormonas pancreaticas, insulina y glucagon;
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por hormonas reguladoras, como la amilina y las denominadas incretinas (secrecion
intestinal de insulina); el péptido 1 analogo de glucagén (GLP-1) y el polipéptido
insulinotropico dependiente de glucosa (GIP). Los farmacos actuales para el tratamiento de
la DM y en especifico la de tipo 2, se han enfocado en favorecer el aumento de los niveles
de insulina ya sea por la administracién constante de la hormona, por medio de agentes
orales que promuevan la secrecion de insulina, o que aumenten su sensibilidad en los
tejidos (musculo esquelético, tejido adiposo) reduciendo la tasa de absorcion de
carbohidratos desde el tracto gastrointestinal (Tabla 1). Entre los diferentes grupos de
farmacos orales que reducen la absorcion intestinal, se encuentran los inhibidores de las

enzimas a-glucosidasas.



Tabla 1. Farmacos usados en el tratamiento de la DM2

Tipo de Medicamento

Mecanismo de Accion

Efectos secundarios

Antecedentes

Referencias

(Ejemplo)

Sulfonilurea

\/

S. N

Xy
H H

Tolazamida (1)

Meglitinidas

Repaglinida (2)

Biguanidas
NH NH

N~ N7 NH,

Metformina (3)

Estimula la secrecion de insulina por células 3 del
pancreas. Reduce la produccién hepatica de
glucosa y aumenta la capacidad de unién y de
respuesta de la insulina en tejidos periféricos.

Como las sulfonilureas, actian estimulando la
secrecion de insulina, por inhibicién de los
canales de potasio dependientes de ATP de las
células B-pancreaticas, aunque parece que
difieren en las zonas de union a estas.

Reduce la produccién hepatica de glucosa por
inhibicién de gluconeogénesis y glucogendlisis.
En el musculo incrementa la sensibilidad a
insulina y mejora de captacion de glucosa
periférica y su utilizacion. Retrasa la absorcion
intestinal de glucosa.

(No estimula la secrecién de insulina, por lo que
no provoca hipoglucemia).

conocidos

Alergia, riesgo de
hipoglucemia y aumento de
peso

Riesgo de hipoglucemia

Efectos secundarios
gastrointestinales, acidosis
lactica (en disputa),
deficiencia de vitamina B12

(Skliros et al., 2016).

(Skliros et al., 2016).

(Skliros et al., 2016).
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Tabla 1 (continuacién). Farmacos usados en el tratamiento de la DM2

Tiazolidinedionas (TZD)
7\

—N
O O_/_N\
HN
o=/\s

Rosiglitazona (4)

Inhibidores de las a-
glucosidasas

(o) Q
HO Op™OH

Acarbosa (5)

Inhibidores de la DDP-4

Alogliptina (6)
Agonista de GLP-1

Exenatida (7)

Aumenta la sensibilidad a la insulina de las
células del cuerpo y disminuye la produccién de
glucosa por el higado.

Inhibidor oral de aglucosidasa que inactiva la
glucoamilasa humana, sucrasa y maltasa; asi
retarda la absorcion de sacarosas, almidones,
maltosas y otros polisacaridos; disminuye la
secrecion de polipéptidos gastrointestinales que
aumentan durante la ingesta.

Intensifican el efecto de las hormonas
intestinales (incretinas) que participan en el
control de azucar en la sangre.

Mimetiza el efecto de ciertas hormonas
intestinales (incretinas) que participan en el
control de azucar en la sangre.

Insuficiencia cardiaca,
edema, fracturas, cancer de
vejiga urinaria (en disputa)

Efectos secundarios
gastrointestinales

Dosificacién frecuente

Pancreatitis

Efectos secundarios
gastrointestinales
Pancreatitis

(Skliros et al., 2016).

(Skliros et al., 2016).

(Skliros et al., 2016).

(Skliros et al., 2016)



Tabla 1 (continuacién). Farmacos usados en el tratamiento de la DM2

Tipo de Medicamento

Inhibidores de SGLT2

Agonista de dopamina-2

OH
(NI
e 0
NS \7/
H

Br
Bromocriptina de rapida
liberacién (9)

HN:

Atrapador de acido biliar
|-

N BC?
Br/\/\/\/®\

Colesevelam (10)

Analogo de Amilina

Pramlintida (11)

Mecanismo de Accién

Ayuda a eliminar la glucosa en la orina.

Activa receptores de dopamina en el hipotalamo

Incrementa la produccién de sales biliares
hepaticas
Incrementa la secrecion de GLP-1
Activa los receptores farnesoides del higado

Anélogo de la amilina humana

Efectos secundarios
conocidos

Infecciones en el tracto
urinario.

Mareos, nauseas, fatiga

Constipacion, incremento de
triglicéridos, podria afectar
absorcién de algunos
farmacos

Incrementa el riesgo de
hipoglucemia

Antecedentes

Referencias

(Skliros et al., 2016)

(Tahrani et al., 2016)

(Tahrani et al., 2016)

(Tahrani et al., 2016)
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1.2. Generalidades de las enzimas a-glucosidasas

Los carbohidratos tales como oligosacaridos y polisacaridos desempefian un papel
importante en la mayoria de los procesos biologicos incluyendo la estructura, el
almacenamiento de alimentos y su utilizacion, la invasion viral y los eventos de sefializacion
celular. Las glucdésido-hidrolasas (enzimas que hidrolizan a los carbohidratos), tales como
las a-glucosidasas se encuentran implicadas en varias enfermedades. La inhibicién de esta
enzima es uno de los mecanismos de la clase de farmacos antidiabéticos orales (Giacco et
al., 2015).

1.2.1. Definicién de las a-glucosidasas

Las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.x) son las enzimas clave en la hidrolisis de los
carbohidratos en seres vivos, encontrandose en los tres reinos principales: archaebacteria,
eubacterias y eucariotas. Las a-glucosidasas son un grupo de enzimas que pertenecen al
grupo de las glicosil hidrolasas, las cuales juegan un papel crucial en la liberacién de a-
glucosa a partir de los sustratos no reductores terminales (oligo y polisacéaridos). Estas
enzimas se clasifican, en funcién de su estructura y la especificidad de su sustrato primario,
en dos familias (I y 1) y en tres tipos (I, Il, Ill). La familia | (tipo I) hidroliza sustratos
heterogéneos como sacarosa y a-glucdsidos sintéticos mas rapidamente que los sustratos
homogéneos como malto-oligosacaridos y la familia Il (tipos Il y Ill) tienen una mayor
actividad hacia sustratos homogéneos que los sustratos heterogéneos, y solo las de tipo lli

son capaces de hidrolizar a-glucanos (almidon soluble y glicogeno) (Abid et al., 2016).

Debido que la DM2 representa aproximadamente el 90-95% de todos los casos de este
padecimiento, una de las formas para mantener los niveles de azucar bajos y estables es
mediante la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas y a-amilasas que se encuentran en el
sistema digestivo, las cuales se secretan a partir de la saliva y el pancreas. Las a-amilasas
catalizan la escision 1,4 de polisacaridos para convertirlos en oligosacaridos mas pequefios,
tales como la maltosa, maltotriosa, etc. Estos fragmentos son degradados nuevamente por
las a-glucosidasas localizadas en el intestino delgado. Por lo tanto, la inhibicion de estas
enzimas puede retrasar la digestion de los carbohidratos que causa una reduccién en la
tasa de absorcién de glucosa y en consecuencia una supresion de la hiperglucemia
posprandial (Trinh et al., 2016).
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1.2.2. Inhibidores de las enzimas a-glucosidasas

Los inhibidores de las a-glucosidasas (i-aG) se encuentran ampliamente distribuidos en
la naturaleza, incluidos en las plantas, algas y microorganismos. Estos inhibidores se unen
con gran afinidad al sitio activo de la enzima y se piensa que pueden mimetizar de manera
eficiente el estado de transicién de la reaccion catalizada por la enzima y, por lo tanto, inhibir
su actividad. Existe una extensa clasificacion de i-aG, pero de manera general se pueden

clasificar en azucares, derivados de azucares y no sacaridos.

D-Azucares. Los disacaridos como kojibiosa (24) (aislada de Aspergillus oryzae) son
capaces de inhibir a la a-glucosidasa porque presentan en un extremo a-(1—2) glicosidicos

que asumen conformaciones similares a sustratos de a-glucosidasa.

Derivados de aztcares. Los iminoazucares, como la nojirimicina (25), son compuestos
de tipo alcaloide polihidroxilados, en donde el atomo de oxigeno pirandsido se sustituye por
un atomo de nitrégeno endociclico. La actividad inhibidora tan alta se debe a su capacidad
para imitar el estado de transicion de unidades pirandsido o furandsido de los sustratos de
la a-glucosidasa. Carbazulcares y pseudoaminoazucares también son potentes inhibidores
de la a-glucosidasa en el que el atomo de oxigeno del anillo de piranosa se sustituye por el
carbono y el oxigeno del enlace glicosidico se sustituye por nitrdgeno, de manera que la
configuracién general es similar a la de la D-glucosa. El enlace de nitrégeno glicosidico de
estos inhibidores interactua fuertemente, mediante la formacion de un puente de hidrégeno
con un residuo de acido aspartico de la a-glucosidasa bloqueando el sitio activo de la
enzima. El ejemplo mas conocido de este tipo de compuestos es la acarbosa (5). Otros
productos, los tioazucares tienen azufre en lugar del atomo de oxigeno del anillo de hidrato

de carbono, como el salacinol (26) aislado de Salacia sparagine.

No azucares. Los derivados de tetracloroftalamida son compuestos que contienen
grupos hidréfobos (haldgenos o cadenas laterales de N-alquilo). La actividad inhibidora de
estos i-aG se debe a los N-sustituyentes hidréfobos y a la influencia positiva de electrones
unidos al anillo aromatico. Por ejemplo, el ftalato de dibutilo (27) aislado de Streptomyces
melanosporofaciens presenta una inhibicion no competitiva de la a-glucosidasa; o las
bisamidas, y compuestos representados por la N-p-cumaroil-N-feruloilputrescina (28). Otros
compuestos son activos frente a la a-glucosidasa son la Schulzeina A (29) (alcaloide

tetrahidroisoquinolinico) aislado de Penares schulzie.
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Una revision general en la literatura sobre i-aG obtenidas de fuentes naturales,
revelé que la mayoria presentan nucleos estructurales del tipo de los terpenos, alcaloides,
quininas, flavonoides y fenilpropanoides. En la Figura 4 se enlistan algunos ejemplos de

inhibidores selectos.
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Neosalacinol (16)
Salacia oblonga
(Abid et al., 2016)
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(Wang et al., 2014).
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Swertia bimaculata
Clso = 136 uM
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Figura 4. Inhibidores selectos de las enzimas a-glucosidasas obtenidos de fuentes naturales.

Baicaleina (14)
Scutellaria baicalensis
Clso = 38.19 £ 1.82 uM

(Yang et al., 2015).

Aloeresin A (18)
Aloe ferox
Clso = 11.94 yM
(Jong-Anurakkun et al., 2008)
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Vasicina (15)
Adhatoda vasica Nees
(Abid et al., 2016)

OH OH

HO/‘/\)\)\/\‘HOH

1,7-bis(4-hidroxifenil)heptano-3,5-diol
(19)
Dioscorea opposita
Clso = 0.38 mM
(Zhang et al., 2011)
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Figura 4 (Continuacién). Inhibidores selectos de las enzimas a-glucosidasas obtenidos de fuentes naturales.

Isoacteosida (20)
Clerodendrum bungei
Clso = 0.1 mM
(Liu et al., 2014)

HO o) o—
....O_Q_OH

HO OH HO OH

Kojibiosa (24)
Aspergillus oryzae
(Abid et al., 2016)
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(Naveed et al., 2014)
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Nojirimicina (25)

Streptomyces sp.
(Abid et al., 2016)

OH

N-p-coumaroil-N-feruloilputrescina (28)

salvado de maiz
(Abid et al., 2016)

(25S)-5a-Furastan-33,22,26-triol (21)
Tribulus longipetalus
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Triricum aestivum L.
Clso = 1.4 mM
(Jeong et al., 2012)

Salacinol (26)
Salacia sparagine Wight
(Abid et al., 2016)
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Actualmente los inhibidores de las enzimas a-glucosidasas disponibles en el mercado
incluyen a la acarbosa, la voglibosa y el miglitol. La acarbosa (5), uno de los compuestos
con mayor relevancia clinica, es un pseudotetrasacarido, aislado del microorganismo
Actinoplanes sp. SE-50. La voglibosa (30) es un derivado de la valiolamina, un aminociclitol
aislado de Streptomyces hygroscopicus; y el miglitol (31), un derivado de la
desoxingjirimicina. La acarbosa y la voglibosa son de origen microbiano, mientras que el
miglitol es un derivado sintético. La acarbosa y voglibosa actuan principalmente en el
intestino debido a que no se absorben significativamente (acarbosa <2%; voglibosa,
aproximadamente 3% a 5%), mientras que el miglitol se absorbe rapidamente a través de
un mecanismo de transporte en el yeyuno, que es muy similar al de la glucosa (Lebovitz,
1997).

OH
N o
N ‘\\\\l
HOL:J\OH
OH
(30) (31)

No obstante, y a pesar de la basta cantidad de farmacos disponibles en el mercado, la
nueva tendencia en los pacientes con DM ha sido el acercamiento y uso de alimentos
funcionales, asi como medicinas alternativas y complementarias. Algunos pacientes
practican el uso de plantas medicinales, hongos y otro tipo de preparaciones para
complementar su tratamiento alopatico. En este sentido, estudios etnofarmacolégicos han
llevado a diversos grupos de investigacion en todo el mundo a encontrar una gran variedad
de moléculas activas a partir de las fuentes naturales empleadas en el tratamiento
tradicional de la DM. Ejemplos exitosos del uso de productos naturales en la terapia de la
DM son la metformina, desarrollada a partir del estudio quimico de la planta medicinal
Galega officinalis; la exenatida obtenida por semisintesis a partir de un metabolito
encontrado en la saliva del monstruo de Gila (Heloderma suspectum); o bien los inhibidores
de las enzimas alfa-glucosidasas anteriormente descritos aislados a partir de diversos

microorganismos.
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1.3. Productos naturales: Importancia en el descubrimiento y desarrollo de

nuevos farmacos.

Por muchos afios, los productos naturales y sus derivados han sido de gran importancia

para el tratamiento y/o prevencion de padecimientos que afectan al ser humano.

La naturaleza ha sido una fuente valiosa de farmacos desde el inicio de la historia y en
muchas culturas lo sigue siendo hoy en dia, como en la medicina tradicional china o
ayurveda. Tal es asi, que cerca de un 50% de los farmacos actualmente usados en la
medicina del mundo occidental derivan directa o indirectamente de la naturaleza, como la
Aspirina® o el Taxol®. ElI camino que una sustancia recorre desde la naturaleza hasta
convertirse en un nuevo farmaco es largo, laborioso y, en general, muy costoso. Los pasos
mas importantes a lo largo de este camino son el aislamiento a partir de la fuente natural,
su elucidacion estructural de los metabolitos aislados, sus ensayos en diferentes sistemas
biolégicos, su evaluacion en fases clinicas y, finalmente - si todo va bien - la aprobacion por
la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés).

Por otra parte, la aparicion de nuevas enfermedades infecciosas, la persistencia de
enfermedades que aun no tienen tratamiento o la aparicion de resistencia, amenazan la
eficacia de los medicamentos actualmente en uso. En este contexto, la busqueda de nuevas
sustancias mas eficaces y con menos efectos adversos se ha enfocado principalmente en

productos de origen natural.

Entre las principales fuentes de investigacion de productos naturales, los hongos
constituyen un grupo muy diverso y ampliamente distribuido en la naturaleza, el cual incluye
mohos, setas y levaduras. A la fecha se han descrito mas de 100,000 especies y se estima
que podrian existir hasta 5.1 millones de especies a nivel mundial (Blackwell, 2011). La
actividad biolégica descrita para los metabolitos de origen fungico es muy diversa, ya que
cerca del 80% de estos compuestos presentan importantes actividades biolégicas como
agentes  antimicrobianos, fitotdxicos, antitumorales, antivirales, antifungicos,
inmunosupresores; para el tratamiento de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson,

diabetes, hipercolesterolemia, entre otras (Newman and Cragg, 2016).
Durante los ultimos 50 anos, los metabolitos secundarios de los hongos han

revolucionado la medicina produciendo medicamentos de mayor éxito. Desde el

descubrimiento de la penicilina, el primer antibidtico B-lactamico, los hongos han
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proporcionado a la medicina moderna con antibiéticos importantes para curar
enfermedades infecciosas mortales. Una nueva era en la inmunofarmacologia y el
trasplante de o&rganos comenz6é con el descubrimiento de la ciclosporina. Otros
medicamentos o productos para la agricultura derivados o inspirados por los productos
naturales de origen fungico incluyen a las estatinas, equinocandinas y estrobilurinas (Aly et
al., 2011).

La investigacion de especies fungicas nuevas o sin antecedentes de estudios quimicos
precede al descubrimiento de moléculas con estructuras inéditas y, muy probablemente,
con actividad biolégica y/o mecanismos de accion novedosas. Es por ello que en el presente
trabajo se decidié estudiar una especie del género Malbranchea, la cual no tiene reportes

previos sobre estudios quimicos y actividad biologica.

1.4. Género Malbranchea
1.4.1. Antecedentes

El género Malbranchea fue descrito por primera vez por Saccardo en 1899, donde sdlo
se incluia una especie, Malbranchea pulchella Saccardo & Penig, la cual se caracteriza por
la produccion de artroconidias en ramas curvadas. No obstante, en 1976 Sigler y
Carmichael propusieron la adicion de especies que producian artroconidias en ramas rectas
al género, de tal forma que el numero de especies en el género se amplié a 15 (Okada et
al., 1995). El género Malbranchea se ha convertido en objeto de diversos estudios quimicos,
que han permitido el aislamiento de metabolitos secundarios con actividad bioldgica
importante. Entre los tipos estructurales a los que pertenecen estos metabolitos destacan
los alcaloides, hidroquinonas, sesquiterpenos, benzofuranos y benzoquinonas; con
actividades biolégicas como: antibidticos, antioxidantes, vasorrelajantes, inhibidores de la
proteina calmodulina (CaM) y como agentes citotdxicos. En la Tabla 2 se ilustran algunos
de los metabolitos biodinamicos aislados de las especies del género y que presentan una
relevante actividad biolégica. Dentro de los metabolitos aislados de este género, aquellos
pertenecientes a la familia de las malbranqueamidas han despertado un gran intéres tanto
por su caracteristico nucleo biciclo[2.2.2] diazaoctano, asi como por su notable actividad
biolégica. Para fines del presente trabajo de investigacién, se profundizara sobre

compuestos que contienen este nucleo.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios aislados de especies del género Malbranchea.

Malbranchea aurantiaca

Ry R,
Malbranqueamida 32) cCI cl
MalbranqueamidaB  (33) CI H
Isomalbranqueamida B (34) H Cl
Premalbranqueamida (35) H H

HO

HCO
Acido penicilico (36)

OH

1-Hidroxi-2-oxoeremofil-1(10),7(11),8(9)-trien- 12(8)-olido (37)

Vasorelajante
(Madariaga-Mazén et al., 2015).
Inhibidores de CaM
(Miller et al. 2008).
Fitotoxico
(Martinez-Luis et al., 2006).

Fitotoxico
(Martinez-Luis et al., 2005)

Fitotoxico
(Martinez-Luis et al., 2005)

Malbranchea filamentosa

J
9

[¢]
4-Bencil-3-fenil-5H-furan-2-ona (38)

Malfilanol A (39)

Malfilanol B (40)

Vasorelajante y antifungico
(Hosoe et al., 2005)

Citotoxico y antifungico
(Wakana et al., 2009)

Citotoxico y antifungico
(Wakana et al., 2009)
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Tabla 2. (Continuacién) Metabolitos secundarios aliados de especies del genero Malbranchea.

Malbranchea cinnamomea

HO.

@)

_©

7-Metoxi-2,3-dimetilbenzofuran-5-ol (41)

0]

o

(0]
Malbranicina A (42)

OH

/O o)

o

OH
7-metoximalbranicina (43)

Antioxidante
(Schlegel et al., 2003a)

Antibidtico y citotdxico
(Chiung et al., 1993)

Inhibidor del gen de transcripcién viral HTLV-
(Schlegel et al., 2003b)

Malbranchea sulfurea

TF-26Vx (44)

Malbranpirrol C (45)

Malbranpirrol D (46)

Antibiético
(Saito et al., 1979)

Citotoxico
(Yang et al., 2009)

Citotdxico
(Yang et al., 2009)
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1.5 Metabolitos fungicos con el nucleo biciclo[2.2.2] diazaoctano

La Brevianamida A (49), fue aislada por primera vez a partir de Penicillium
brevicompactum por Birch y Wright en el afio de 1969 y representa el primer compuesto
conocido de la familia de metabolitos fungicos con el anillo biciclo[2.2.2]diazaoctano (Sanz-
Cervera et al., 2000). Posteriormente fue aislada de cultivos de Penicillium viridicatum y P.
ochraceum (Williams, 2002). Esta familia de metabolitos posee un sistema de anillos con
un nucleo caracteristico biciclo[2.2.2] diazaoctano, que forman parte de una clase diversa
de alcaloides inddlicos prenilados biolégicamente activos aislados de varias especies de
Penicillium y Aspergillus. Las brevianamidas, paraherquamidas, estefacidinas, notoamidas,
asperparalinas, marcfortinas, crisofenamidas, y malbranqueamidas presentan una gran
diversidad de caracteristicas estructurales (Finefield et al., 2012), destacando el esqueleto
con el nucleo diazaoctano y un sistema de oxidacion complejo (Figura 5).

Uno de los grupos mas abundantes de estos compuestos son las paraherquamidas,
que se aislaron por primera vez de Penicillium paraherquei, una sinonimia de P.
brasilianum. La paraherquamida A (53) fue el primer miembro de esta familia en ser aislado
de P. paraherquei (Finefield et al., 2012). La asperparalina A (70) es un alcaloide de tipo
inddlico que contiene el biciclo[2.2.2] diazaoctano, aislado en 1997 por Hayashi y
colaboradores a partir de A. japonicus JV-23, en Sakai, Japén. En el 2000, el mismo grupo
de trabajo logré aislar dos nuevos metabolitos (asperparalina B (71) y asperparalina C (72)
obtenidos del mismo hongo (Hayashi et al., 2000). En 2007, Tsukamoto y colaboradores
aislaron notoamidas de un Aspergillus sp MF297-2 de origen marino encontrado en el
mejillon Mytilus edulis, recolectado en la peninsula de Noto, en el Mar de Japén (Kato et
al., 2007).
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Figura 5. Compuestos con el nucleo caracteristico biciclo[2.2.2] diazaoctano y fuentes de obtencion.
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Malbranqueamidas
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Figura 5 (Continuacién). Compuestos con el nucleo caracteristico biciclo[2.2.2]diazaoctano y fuentes de obtencién.

Paraherquamidas

X
(-)-paraherquamida A (53) OH Me H, N
(-)-paraherquamidaB (54) H H H, N
(-)-paraherquamida C (565) CH, CH, H, N
(-)-paraherquamida D (56) O CH, H, N
paraherquamida H (57) H Me O N paraherquamida E (60) Me H
VM55596 (58) OH Me H, N*-O° SB200437 1) H H
VM55597 (59) OH Me O N SB203105 (62) Me OH

paraherquamida | (63)

Ry R, R;
paraherquamida F (64) H Me Me
paraherquamida G (65) OH Me Me
VM55595 (66) H Me H VM55599 (67)

pre-paraherquamida (68) paraherquamida E (69)2

P. brasilianum, P. cluniae, P. glaucoroseum, P. cf. canescens

2 Aislada de las especies Aspergillus aculeatinus y Aspergillus fijiensis.
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Figura 5 (Continuacién). Compuestos con el nucleo caracteristico biciclo[2.2.2] diazaoctano y fuentes de obtencion.

Asperparalinas

asperparalina A (70) asperparalina B (71)

asperparalina C (72) e} SB202327 (73)

A. aculeatinus, A. f jjiensis

Notoamidas
o |
Me \\~/N Me

Ri Ry R 0
notoamidaA (74) OH H H
(-)-notoamidaB(75) H H H
notoamidaH (76) OH H OH
notoamidaN (77) H CI H

Ry R;
notoamida F (78) Me H
notoamida G (79) Me OH
notoamida R (80) H H

notoamida T (84)

o) S (-)-versicolamida B (85)

(+)-versicolamida B (86)
notoamida O (83)

lo; o)
A. bridgeri, A. melleus, A. ochraceus, A. ostianus, A. persii, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. westerdijkiae,
A. protuberus, A. versicolor, A. elongatus

22



Antecedentes

Desde el primer aislamiento de este tipo de compuestos, se han llevado a cabo
numerosos estudios enfocados al entendimiento biosintético y sintético de este sistema
unico de anillos. Porter y Sammes propusieron que la formacion del sistema de anillos
biciclo[2.2.2] diazaoctano se lleva a cabo mediante una reaccion intramolecular Diels-Alder
(IMDA) de una 5-hidroxipirazin-2(7H)-ona (5HP) (Esquema 1), lo cual fue comprobado
posteriormente en estudios de sintesis biomimética de diferentes metabolitos del tipo por
Williams y colaboradores.

Esquema 1. Reaccion de tipo Diels-Alder propuesta para formar la estructura del nucleo
biciclo[2.2.2] (Williams and Cox, 2003).

La propuesta de biogénesis de estos alcaloides inicia con la condensacién de
triptéfano, prolina o lisina, y al menos una unidad de isopreno, para dar lugar al compuesto
48 (Esquema 2). A partir de este punto, dos posibles rutas podrian seguirse para la
formacion de 35. Por un lado, la oxidacion de 48 produce el precursor 5HP, que sufre una
cicloadicion para formar la ceto-premalbranqueamida; una reduccién del carbonilo
resultaria en 35. Por otro lado, la reduccion del carbonilo podria ocurrir previo a la reaccion
IMDA para producir el compuesto 35. La halogenacion en el nucleo inddlico se produciria

posteriormente via halogenasas independientes.
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Esquema 2. Biogénesis propuesta para las malbranqueamidas (Finefield et al. 2012).



Planteamiento del problema

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus es una de las mayores emergencias del siglo XXI, considerada
actualmente como una epidemia. La terapia para la DM se enfoca principalmente en
aumentar la produccion de insulina o sensibilizar tejidos blanco a esta hormona. A pesar de
la existencia de estos tratamientos, la creciente demanda por esta enfermedad exige el
descubrimiento de nuevas moléculas mas eficientes y con menos efectos adversos; siendo
los productos naturales la fuente principal de busqueda para el cumplimiento de este
objetivo. Es por ello que el presente trabajo de investigacion se enfoco en la busqueda de
compuestos con actividad inhibitoria de las enzimas a-glucosidasas, a partir del estudio

quimico de una especie del género Malbranchea.

En este contexto, el estudio de fuentes naturales sin precedentes de investigacion
quimica aumenta la probabilidad de encontrar metabolitos con estructuras inéditas, factor

clave en el descubrimiento de nuevos mecanismos de accion bioldgica.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos generales

Realizar el estudio quimico de Malbranchea chrysosporoidea con la finalidad de

encontrar nuevos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas de utilidad en el potencial

desarrollo de farmacos empleados en el tratamiento de la diabetes.

3.2. Objetivos particulares

v

Realizar el cultivo del hongo objeto de estudio en mediana escala para obtener el
correspondiente extracto organico.

Efectuar el fraccionamiento biodirigido del extracto organico empleando como ensayo
bioldgico la actividad inhibitoria de las enzimas a-glucosidasas obtenidas de raspado
intestinal de mamifero (rata) y de levadura (Saccharomyces cerevisiae).

Realizar el aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios presentes en las
fracciones activas mediante técnicas cromatograficas.

Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas convencionales.

Evaluar a los metabolitos puros utilizando el mismo ensayo biolégico de monitoreo.
Evaluar a los metabolitos puros activos en un experimento de tolerancia a la sacarosa

con la finalidad de confirmar su actividad antihiperglucémica en un sistema in vivo.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1. Obtencién del material fiingico

El hongo Malbranchea chrysosporoidea, inicialmente denominado como AcaH3, fue
proporcionado por la Dra. Ma. del Carmen Gonzalez del Instituto de Biologia (IB), UNAM,
aislado de zonas intermareales de la Bahia de Acapulco, Guerrero. Cabe mencionar que
durante el desarrollo del proyecto se llevé a cabo la identificacion taxondmica de la especie.
Una muestra del espécimen se deposité en el Herbario del IB bajo el nimero de voucher
MEXU27860.

Figura 6. M. chrysosporoidea (40 dias de crecimiento en APD).

4.2. Analisis cromatograficos generales

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se realizaron en su modalidad analitica
en placas de aluminio cubiertas con gel de silice 60 F2s4 (0.25 mm de espesor, Merck®) de
diferentes dimensiones; estos analisis se realizaron de acuerdo a las técnicas

convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion (Hex-AcOEt-MeOH).

Para visualizar a las placas se utilizé6 una lampara de luz ultravioleta (UV) a dos
longitudes de onda (254 y 365 nm). Como agente cromogeno se utilizd una solucién de
sulfato cérico amoniacal en acido sulfurico (12 g sulfato cérico con 22.5 mL de H.SO4 en
350 mL de H20).

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizd en columnas de vidrio de
diferentes volumenes empacadas con gel silice Kiesegel 60 Merck® (tamario de particula
0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM) o Sephadex® LH-20 (Pharmacia-Biotech) de
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acuerdo con las técnicas convencionales y empleando diferentes sistemas de elucion. En
el primer caso se utilizaron mezclas de polaridad crecientes de hexano, acetato de etilo y

metanol. En el segundo, se utiliz6 CH2Cl,-MeOH (2:8) como fase movil.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia en modo preparativo se realizé en un
cromatoégrafo Waters® (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA)
equipado con un detector de UV con arreglo de fotodiodos (PDA-2998), una bomba 2535 y
un detector evaporativo de dispersiéon de luz (ELSD). Para la resolucién de las muestras
analizadas se utilizé una columna analitica Gemini C-18 3 um (4.6 x 250 mm) y una columna
modo preparativo Gemini 5y C18 110A AXIA (21.1 x 250 mm). Todos los andlisis se
realizaron a temperatura ambiente. La longitud de onda (A) utilizada para la deteccion de

los compuestos fue de 230 nm.

4.3. Determinacion de las propiedades fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se reportan sin
corregir. Los espectros de 'H-RMN se registraron en un espectrometro Bruker Avance a
400 MHz (Instituto de Quimica, UNAM) utilizando CD3;OD como disolvente; los
desplazamientos quimicos fueron registrados en ppm ().

El analisis de espectrometria de masas se realizdé en un cromatografo de liquidos de
ultra eficiencia (UPLC) Clase H marca Waters Chromatography Division (Milford, MA, USA)
equipado con un detector de UV con arreglo de fotodiodos (PDA) y un detector de masas
SQD2 simple cuadrupolo con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI/EM), una
bomba cuaternaria e inyector automatizado. El control del equipo, la obtencién de datos, el
procesamiento y manipulacién de la informacion se realizé utilizando el programa MassLynk
version 4.1. El andlisis de las muestras se realizé en una columna BEH C-18 (2.1 x 100
mm, 1.7 ym) (Waters. Milford, MA, USA).

4.4. Estudio Quimico de M. chrysosporoidea
4.4.1. Fermentacion de M. chrysosporoidea

Para los cultivos en mediana escala, se prepard un cultivo semilla en 150 mL del

medio liquido PDA (Almidon de papa 4.0 g, Dextrosa 20.0 g, Agua destilada cpb 1L) y se
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dejo fermentar durante 14 dias. Este cultivo sirvié para inocular el medio de arroz solido
(500 g integral, 500 g blanco, c.p.b de agua), el cual se dejé en crecimiento durante 31 dias

en condiciones de luz-sombra normal y temperatura ambiente.

4.4.2. Obtencion del Extracto Organico

Una vez terminado el tiempo de fermentacion se procedio a la obtencidn del extracto
organico total (EOT) (Esquema 3). Para ello, se realizaron sucesivas extracciones por
maceracion con una mezcla de CH2Cl>-MeOH en una proporcion 8:2 (6 x 700 mL). El
extracto obtenido de cada maceracion se seco sobre sulfato de sodio anhidro (Na2SOa) y

se concentro a presion reducida.

Esquema 3. Obtencion del EOT de M. chrysosporoidea

Cultivo de
M. chrysosporoidea

Maceracion CH2Cla: MeOH (8:2)
Filtracion rapida (con NaxSO4
anhidro)

Fase acuosa EOT
25.6836 g

4.4.3. Fraccionamiento biodirigido del EOT de M. chrysosporoidea

El EOT seco obtenido se evalu6 de manera preliminar en un ensayo
espectrofotocolorimétrico para determinar su actividad inhibitoria contra las enzimas o-
glucosidasas, presentando un 30% de actividad. A continuacién, se sometié a un proceso
de desgrase con una mezcla de MeCN-MeOH (1:1) y hexano en volumenes iguales (600
mL x 5), obteniéndose una fraccion no polar (Fx NP, 14.0233 g) y otra polar (Fx P, 10.6836
g). Ambas fases se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y fueron concentradas al vacio
(Esquema 4).
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Esquema 4. Fraccionamiento del EOT de M. chrysosporoidea.

EOT

Reparto con MeCN : MeOH / Hex (1:1/1)
Secar sobre Na2SOs4 y concentrar al vacio

Fx P Fx NP
(10.6836 g) (14.0233 g)

La FxP activa (desgrasada) se fraccioné mediante cromatografia en columna abierta
(CCA) usando 625 g de gel silice desactivada al 30% y mezclas de Hex-AcOEt-MeOH en
orden creciente de polaridad (Esquema 5). De este fraccionamiento se obtuvieron 253
fracciones, las cuales fueron reunidas de acuerdo a su similitud cromatografica en 9

conjuntos de fracciones primarias (Fx P-I - Fx P-1X)

Esquema 5. Fraccionamiento de la Fx P de M. chrysosporoidea.

Fx P*
(10.6836 g)

CCA con silice desactivada al 30%
Fase moévil: Hex/AcOEt/MeOH

Fx P-1 Fx P-II* Fx P-(III-IX)
(2.9454 g)

Posteriormente, se realizé el fraccionamiento secundario de la fraccion activa Fx P-
Il por medio de CCA (20 g de gel silice desactivada al 12%); obteniéndose 381 eluatos

reunidos en un conjunto de 12 fracciones secundarias (Esquema 6).
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Esquema 6. Fraccionamiento de la Fx P-1l de M. chrysosporoidea.

Fx P-II*
(2.9454 g)

CCA en gel de silice desactivada al 12%
Fase movil: mezclas de Hex/AcOEt

Fx P-II- Fx II-1* Fx P- II-
(A-H) (427.4 mg) (J-TL)

4.5. Aislamiento, purificacion y elucidaciéon estructural de los metabolitos

secundarios de la especie fungica M. chrysosporoidea.

La fraccién Fx P-lI-1 obtenida se purifico siguiendo la estrategia metodolégica resumida
en el Esquema 7 y las condiciones de analisis especificadas en la Tabla 3. La resolucién
de la fraccion permitié el aislamiento de 4 compuestos mayoritarios identificados como
malbranqueamida (32, 61.3 mg, tr = 5.91 min), premalbranqueamida (35, 38.4 mg, tr = 5.02
min) y una mezcla de malbranqueamida B (33) e isomalbranqueamida B (34) (46,2 mg, {r
= 5.44 min).

Esquema 7. Purificacion de las malbranqueamidas.

Fx P-II-T*
(427.4 mg)

CLAE preparativo
Columna de fase reversa: Gemini 5u C18 110A

32 33/34 35
(61.3 mg) (46.2 mg) (38.4 mg)
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Tabla 3. Condiciones cromatograficas utilizadas para la resolucién de la fraccion Fx-P-lI-I.

- . Fase Mévil
Tlempo Flup Agua
(min) — (mL/min) - ¢ Fermico, 0.1% viv)  MECN
0 1.0 85 15
15 1.0 0 100
20 1.0 0 100

Malbranqueamida (32):

Polvo amorfo color crema, p.f 321-324 8 °C; UV Amax (MeOH) nm (log €): 229 y 290, RMN-
H' (400Hz, CDs0OD) dn (ppm): 7.47 (H-7, s, 1H), 7.39 (H-10, s, 1H), 3.42 (H-5, d, J = 10.3,
1H), 3.07 (H-3, m, 1H), 2.83 (H 6a-6b, m, 2H), 2.55 (H-1, m, 1H), 2.29 (H-5, dd, J = 10.4.
1.8 Hz, 1H), 2.17 (m, 6H), 1.43 (H-17, s, 3H), 1.32 (H-16, s, 3H).

Malbranqueamida B e Isomalbranqueamida B (33 y 34)

Polvo color amarillo, p.f. 315-321 °C, UV Amax (MeOH) nm (log €)= 230 y 292, RMN-H' (400
MHz, CDsOD) &+ (ppm): Mal B 7.30 (H-7, d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.25 (H-10, d, J = 1.7 Hz, 1H),
6.93 (H-8, dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 2.87 (m, 1H), 2.56 (m, 1H), 2.16 (H-5, d, J = 12.0 Hz,
1H), 2.10-1.74 (m, 7H), 1.32 (H-17, s, 3H); Iso B 7.32 (H-7, d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.22 (H-10,
d, J=8.6, 1H), 7.00 (H-9, dd, J= 8.5, 1.9, 1H), 2.56 (m, 1H), 2.10-1.81 (m, 7H), 1.42 (H-17,
s, 3H), 1.33 (s, 3H).

Premalbranqueamida (35)

Polvo incoloro, p.f. 296 - 299 °C, UV Amax (MeOH) nm (log €)= 233 y 288, RMN-H' MR (400
MHz, CDs;0D) &n (ppm): 7.33 (H-7, ddd, J =7.7, 1H), 7.23 (H-10, s, 1H), 6.98 (H-8 y 9, ddd,
2H), 3.51 (H-5, d, J=10.6, 1H), 3.14 (H-3, m, 1H) 2.95-2.80 ( H-6, m, J = 2, 10 Hz, 2H), 2.33
(H-1, m, 1H), 2.27 (H-5, dd, J = 9.0 Hz, 1H), 2.16 (H-3, q, 1H), 2.00 (H-13, m, 2H), 1.87 (H-
2, m, 2H), 1.51 H-1, m, 1H), 1.41 (H-17, s, 3H), 1.32 (H-16, s, 3H).
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4.6. Ensayos de Actividad Biolégica

4.6.1. Determinacion del efecto del extracto organico y de las fracciones

sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa

La evaluacién de la actividad biolégica se determind mediante un ensayo
espectrofotocolorimétrico en un equipo iMark (BioRad®) utilizando cajas de 96 pozos. Los

valores de las absorbancias se registraron utilizando el programa Microplate Manager 6.

La determinacién se realizdé utilizando una concentracién de 500 ppm para el
extracto organico desgrasado y fracciones, mientras que para los compuestos puros una
concentracion de 2.5 mM. Como control positivo se utilizé a la acarbosa (10 uM), se
prepararon alicuotas en el rango de 0-24 pL. Para los compuestos de prueba (inhibidores),
16 uL de enzima de raspado de intestino de rata (40 mg del lisado intestinal en 1 mL de
solucion amortiguadora) o 1 U/mL de a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae en
amortiguador de fosfatos (6 pL) y se incubd por 10 minutos a una temperatura de 37°C.
Después del periodo de incubacion se adiciond el sustrato (10 uL de una soluciéon 10 mM
de p-NPG) e inmediatamente se realizd la primer lectura. A continuacion, se incubd por

segunda vez durante 30 min, y al finalizar el tiempo se realiz6 la segunda lectura.

Con los datos obtenidos se calcul6é el porcentaje de inhibicion empleando la siguiente
ecuacion:
Abs —

Ab1 100
b, 1~

%inhibicion = |1 — I

Dénde Ay corresponde al valor de absorbancia final (30 minutos), A, al valor de
absorbancia al tiempo cero de cada muestra y Ap, a la absorbancia del blanco (pozo sin
inhibidor). Los datos obtenidos de la ecuacion fueron procesados con el programa Origin 9

para calcular la concentracion inhibitoria media (Clso).

4.6.2. Evaluacion in vivo de la malbranqueamida en la prueba de tolerancia

oral a la sacarosa

La evaluaciéon bidlogica in vivo de la malbranqueamida (32) aislada de M.

chrysosporoidea se realizé mediante una prueba oral de tolerancia a la sacarosa (POTS)
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en ratones macho ICR de 25-30 g de peso corporal. La evaluacioén se realizoé en ratones

normoglucémicos.

Los ratones utilizados fueron proporcionados por el Centro UNAM-Envigo (Envigo
México S.A. de C.V.). Los animales se mantuvieron a temperatura controlada de 25° £+ 2°C
con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y libre acceso al alimento y agua. El estudio fue
realizado bajo los principios y recomendaciones establecidas en la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-1999). El protocolo experimental fue aprobado por el Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de la Facultad de Quimica
(FQ/CICUAL/132/16).

Para realizar la prueba de tolerancia, los ratones normoglucémicos se dividieron en
cinco grupos (n = 8). Los animales de experimentacion se mantuvieron durante 4 horas en
ayuno. Posteriormente al grupo | se le administré vehiculo, al grupo Il se le administré el
control positivo (acarbosa; 5 mg/kg) y los grupos llI-V fueron tratados con 3.1, 10y 31.6
mg/kg del compuesto 32. Al cabo de treinta minutos de la administracion, los ratones
recibieron una carga oral de sacarosa (3 g/kg). Los niveles de glucosa en sangre se
determinaron a los 30, 60, 90 y 120 minutos después de la administracién. El porcentaje de
variacion de la glucemia fue determinado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ge—G;

% de Variacién de glucemia: x 100

i

Donde, G; representa el valor de la glucemia inicial y G; representa el valor de la glucemia
al tiempo de determinacion posterior a la administracion de los tratamientos

correspondientes.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo describe el estudio quimico del hongo Malbranchea
chrysosporoidea, teniendo como finalidad contribuir al descubrimiento e investigacion de
nuevos metabolitos capaces de inhibir a las enzimas a-glucosidasas. La seleccién de la
especie M. chrysosporoidea se realizé utilizando el criterio quimiotaxonémico, tomando en
consideracion que algunos estudios previos del género Malbranchea han resultado en la
obtencion de nuevos metabolitos biodinamicos. Ademas, la presente investigacion
representa el primer estudio quimico de la especie M. chrysosporoidea, aportando al

conocimiento quimico del género.

El estudio quimico de la especie fungica se realiz6é a partir de la fermentacion en
mediana escala para obtener el extracto organico correspondiente. A continuacion, se
evaluo preliminarmente la actividad inhibitoria del EOT sobre las enzimas a-glucosidasa
obtenidas de dos diferentes fuentes (levadura Saccharomyces cereviciae y raspado
intestinal de rata), presentando el preparado un 30 % de inhibicién, revelando la presencia
de compuestos con actividad bioldgica. En seguida, se realizd6 un fraccionamiento
biodirigido con la finalidad de aislar a los metabolitos responsables de la actividad evaluada.
Los compuestos obtenidos se purificaron y caracterizaron mediante técnicas
espectroscdpicas y espectrométricas convencionales. Finalmente, con el objetivo de
correlacionar la actividad observada en los experimentos in vitro con una actividad

antihiperglucémica, se llevo a cabo la evaluacion in vivo del compuesto mas abundante.

Los resultados obtenidos aplicando la metodologia antes descrita se presentan a
continuacion. Se iniciara con la discusion de la evaluacion del extracto desgrasado contra
a las enzimas a-glucosidasas de mamifero. Posteriormente, se discutiran los resultados de
estudio quimico de la especie, asi como los resultados de la actividad bioldgica de los

productos aislados. Por ultimo, se discutira el ensayo de tolerancia a la sacarosa.

5.1 Estudio quimico del extracto de Malbranchea chrysosporoidea

El EOT fue en primer lugar desgrasado, utilizando cantidades iguales de hexano y
una mezcla de MeCN-MeOH (1:1), obteniéndose una fraccion en donde se localizaban a
los compuestos menos polares (Fx NP, 12.2780 g), y otra donde se localizaban a los

metabolitos de interés (Fx P, 10.6836 g). Enseguida, la fraccion Fx P se sometié a un
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fraccionamiento secundario mediante CCA. Este procedimiento generd un total de 253
fracciones reunidad de acuerdo a su similitud cromatografica en un conjunto de 9 fracciones
secundarias (Fi-Fix) (Tabla 4).

Tabla 4. Fraccionamiento secundario del EOT de M. chrysosporoidea.

Proporcién de

Di . Fracciones Rendimiento
isolventes Fracciones reunidas Clave (mg)
(Hex-AcOEt-MeOH)

70:30:0 1-51 1-2 Fx P-I 1.9875
65:35:0 52-61 3-18 Fx P-lI 2.9454
60:40:0 62-70 19-28 Fx P-ll1 0.1486
50:50:0 71-86 29-64 Fx P-IV 0.2513
40:60:0 87-109 65-98 Fx P-V 1.5807
30:70:0 110-129 99-174 Fx P-VI 1.8773
20:80:0 130-138 175-200 Fx P-VII 0.3179
10:90:0 139-152 201-224 Fx P-VIII 0.8778
0:100:0 153-168 225-253 Fx P-IX 0.5914
0:90:10 169-185

0:85:15 186-191

0:80:20 192-210

0:70:30 211-227

0:60:40 228-244

0:50:50 245-253

Para la busqueda de los metabolitos bioactivos, se llevé a cabo un fraccionamiento
biodirigido, encontrandose que la fraccién Fx P-11 (2.9454 g) presentd la mejor actividad. La
resolucion cromatografica de esta fraccion (Tabla 5) indicé de nueva cuenta en el monitoreo

de la actividad bioldgica que ésta se concentraba en la fraccién Fx P-II.

Tabla 5. Fraccionamiento terciario de Fx P-Il de M. chrysosporoidea.

Proporcién de

. Fracciones Fracciones Rendimiento
Disolventes colectadas reunidas Clave (mg)
(Hex-AcOEt)

90:10 1-164 1-22 Fx P-II-A 180.9
85:15 165-194 23-66 Fx P-11-B 868.8
80:20 195-299 67-123 Fx P-1I-C 143.3
70:30 300-329 124-166 Fx P-II-D 175
60:40 330-351 167-172 Fx P-1I-E 149.5
50:50 352-371 173-254 Fx P-II-F 125
20:80 372-381 255-284 Fx P-1I-G 124.1
285-320 Fx P-1l-H 153.6
321-342 Fx P-11-1 427 .4
343-372 Fx P-ll-J 106.7
373-379 Fx P-1I-K 34.2
380-381 Fx P-ll-L 385.3
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5.1.1 Aislamiento y purificacion de los metabolitos activos

La purificacién de los compuestos responsables de la actividad biolégica presentes
en la fraccion Fx P-ll-I se llevé a cabo por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE). En primera instancia, se determino el perfil cromatografico usando una columna de
fase reversa, tal como se detalla en la parte experimental. El cromatograma obtenido

evidencio la presencia de al menos tres compuestos (P1, P2 y P3; Figura 7).

1.5
P3
P2 (5.91 min)
- (5.44 min)
©
S
g P4
83 (5.02 min)
]
w
e}
<05
0
4.5 5 55 6 6.5

Tiempo de retencién (min)

Figura 7. Cromatograma de la fraccion Fx P-II-l (adquirido a 230 nm).

La purificacion de los compuestos presentes en la fraccion se realizd mediante
CLAE en modo preparativo, resultando en el aislamiento de dos compuestos puros y una
mezcla. El analisis los espectros de RMN-H' y espectrometria de masas revel6 que los
compuestos aislados correspondian al grupo de las malbranqueamidas, previamente
reportadas para otras especies del género (Martinez-Luis et al., 2006; Miller et al., 2008;
Finefield et al., 2012).

5.1.2 Caracterizacion estructural de la malbranqueamida (32), malbranqueamida B
(33), isomalbranqueamida B (34) y premalbranqueamida (35)

El andlisis de los compuestos aislados mediante cromatografia en capa delgada vy,
el uso de agentes cromdgenos especificos, sugirid la presencia de compuestos de tipo

alcaloideo. Adicionalmente, el analisis por espectrometria de masas permitié evidenciar la
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presencia de al menos un atomo de nitrégeno en los productos analizados ademas de

halogenados (ion molecular impar, caracteristico de compuestos nitrogenados).

La comparacion de los datos espectroscopicos obtenidos en los experimentos de
RMN-H" con aquellos obtenidos en trabajos previos, confirmé la identidad de estos
compuestos como malbranqueamida (32), malbranqueamida B (33), isomalbranqueamida
B (34) y premalbranqueamida (35). En este sentido, los desplazamientos observados en
todos los productos fueron muy similares, difiiendo unicamente en las sefiales de la region

aromatica correspondientes al anillo de indol (Figuras 8-10).
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Figura 8. Espectro de 'H-RMN para la malbranqueamida (32) (400 MHz, CDsOD).
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Malbranqueamida B (33) CI H
Isomalbranqueamida B (34) H Cl
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Figura 9. Espectro de H'-RMN de los productos 33 y 34 (400 MHz, CD;0OD).
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La identidad de cada una de las malbranqueamidas aisladas se establecié mediante
el analisis de los desplazamientos observados en los espectros de RMN. En primer lugar,
las sefiales observadas en el espectro del producto bi-halogenado (32) indicaban la
presencia de un sistema AB en el anillo aromatico del grupo indol, denotado por dos
singuletes en 7.48 ppm y 7.39 ppm, correspondientes a los protones H-7 y H-10,
respectivamente. En el caso de la premalbranqueamida (35), se observa un sistema ABCD,
para los protones en H-7, H-8, H-9 y H-10, en donde H-7 (6y 7.33 ppm) y H-10 (dn 7.23
ppm) se observan como doblete (J = 7.7 Hz). Por ultimo, la mezcla de la malbranqueamida
B (33) y la isomalbranqueamida B (34) se identifico por las sefales correspondientes a los
protones aromaticos, en donde en ambos casos se observé un sistema ABX, caracterizado
por la multiplicidad de los protones H-7, H-8/H9 y H10; observandose para H-7 una sefal
doble (J = 8.3 Hz), para H-8/H-9 un doble de dobles (J= 8.3, 1.9 Hz) y para H-10 un doblete
(J=1.7 Hz) (Figura 11).
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Figura 11. Vista parcial de la region aromatica (6-8 ppm) de los espctros RMN-H' de los
compuestos 32-35 (* Malbranqueamida B e ** Isomalbranqueamida B).

Los compuestos 32 y 33 fueron identificados por primera vez por Mata y
colaboradores en el 2006. Estos metabolitos fueron aislados de la especie Malbranchea

aurantiaca, un hongo obtenido de guano de murciélago. Esta familia de productos fungicos
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representa los Unicos metabolitos con nucleo biciclo[2.2.2] diazaoctano en ser reportados
para una especie que no corresponde a los géneros Penicillium o Aspergillus.
Adicionalmente, las malbranqueamidas son los primeros miembros de esta clase de

metabolitos en presentar una halogenacién en el nucleo de tipo indol.

Hasta hace poco se pensaba que estos alcaloides eran producto exclusivo del
metabolismo de M. aurantiaca, sin embargo, la purificacion de malbranqueamida (32),
malbranqueamida B (33) y premalbraqueamida (35) de M. graminicola indicaba que estos
compuestos podrian ser comunes en el género Malbranchea (Finefield et al., 2012). De esta
manera, el hallazgo en el presente trabajo de investigacion sobre la produccion de 32-35
por M. chrysosporoidea, corrobora la distribucion biogenética de estos compuestos en el

género Malbranchea.

Debido a su inusual y caracteristico nucleo, las malbranqueamidas han sido objeto
de estudio por varios grupos de investigacion, desde el punto de vista biosintético o bien
por su actividad biologica. En este sentido, y en un intento por descubrir nuevos herbicidas
de origen natural, Martinez-Luis y colaboradores evaluaron el efecto fitotoxico de la
malbranquemida (32) usando plantulas de Amaranthus hypochondriacus. Los resultados
obtenidos permitieron restablecer que 32 inhibe el crecimiento radicular de estas especies
con una Cls=0.37uM, comparable con el compuesto de referencia, el acido 2,2-
diclorofenoxiacético [2,4-D; Cls0=0.18uM] (Martinez-Luis et al., 2006). Después, con el
objetivo de determinar el probable mecanismo de accién fitotoxico, se realiz6 una
evaluaciéon enzimatica funcional usando la fosfodiesterasa PDE1 sensible a la calmodulina
(CaM) como enzima monitora. La proteina CaM se encuentra implicada en procesos de
desarrollo vegetal temprano a nivel celular, resultando en un blanco biolégico para
compuestos herbicidas. El alcaloide 32 tuvo un efecto de inhibicion en la activacion de PDE1
de manera dependiente a la concentracion (Clso=3.651£0.74uM), efecto comparable al de la
clorpromazina (Clsg=2.75+0.87uM) un antagonista de la CaM bien caracterizado (Martinez-
Luis et al., 2006). El probable potencial quimioterapéutico de los inhibidores de la PDEA1,
como la malbranqueamida (32), incluye aplicaciones en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, vasculares y cancer, debido al efecto sobre las concentraciones de
AMPc y GMPc.
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Posteriormente, basados en la informacién generada sobre la actividad inhibitoria
de la CaM por las malbranqueamidas, Figueroa y colaboradores determinaron por métodos
de fluorescencia, dicroismo circular en estado estacionario y estudios in silico, que los
alcaloides 32-35 se unen al sistema Ca?*-CaM, siendo 32, 33 y 34 mas afines que 35
(Figueroa et al., 2011).

En un estudio publicado por Madariaga y colaboradores, buscando aplicaciones
terapéuticas en donde la actividad inhibitoria de la proteina CaM estuviera involucrada, se
evaluo a los alcaloides 32, 33 y 34 como inhibidores de la contraccion en musculo liso. En
este estudio se determind que dichos metabolitos inducen un efecto vasorrelajante en aorta
de rata, probablemente por mecanismos dependientes del endotelio y alcanzando efectos
maximos de casi el 100%, poco comun en productos naturales (CEso 2.74, 33.28 y 25.49
MM, respectivamente). Sin embargo, los tres alcaloides fueron menos potentes que el
carbacol (un agonista de receptor de acetilcolina muscarinico) y la nifedipina (un bloqueador
de los canales de calcio) (Madariaga-Mazon et al., 2015).

Con el objetivo de enriquecer la informacién sobre la actividad biologica de las
malbranqueamidas, y con la finalidad de descubrir nuevos inhibidores de las enzimas a-
glucosidasas, en el presente trabajo de investigacion se llevo a cabo la evaluacion de dicha

actividad, que se describe a continuacion.

5.3. Evaluacion biolégica de los compuestos aislados

5.3.1. Evaluacion in vitro de los compuestos aislados contra las enzimas a-
glucosidasas

La evaluacion de la actividad bioldgica del extracto, fracciones y compuestos puros se
realizé mediante un ensayo espectrofotocolorimétrico empleando enzimas de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) y mamifero (raspado intestinal de rata). Este ensayo se basa
en la cuantificacion de p-nitrofenol generado a partir de la hidrdlisis enzimatica del a-D-
glucopiranosido de p-nitrofenol (p-NPG) (Figura 12). El p-nitrofenol liberado se cuantifica a
una longitud de onda de 415 nm y este es directamente proporcional a la actividad de la

enzima.
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Figura 12. Reaccion enzimatica llevada a cabo en el experimento de inhibicion de las
enzimas a- glucosidasas.

Inicialmente, los compuestos fueron evaluados contra las enzimas obtenidas del
raspado intestinal de rata en un rango de concentracion de 0-2 mM. Todos los metabolitos
inhibieron a las enzimas con una Clso de alrededor de 1.5 mM. Sin embargo, no fueron mas
activos que la acarbosa, la cual fue usada como control positivo (Clso = 0.24 £ 0.06 mM).
Los resultados mostraron que los 2 compuestos puros (32 y 35) y la mezcla (33 y 34)
presentan una actividad moderada, con un efecto maximo de inhibicién del 75%. No
obstante, a pesar de que estas actividades no son mayores que la de acarbosa, son
comparables con muchos productos naturales reportados como i-aG. Los resultados de la
Clso, asi como el porcentaje de inhibicion se indican en la Tabla 6. Las Figuras 13-15
muestran las curvas concentracion-respuesta de los metabolitos 32, 33 y 34, y 35
respectivamente.

Tabla 6. Evaluacion de la Clso y % de inhibicion de las malbranqueamidas (32-35)
utilizando enzimas de raspado intestinal de rata.

Compuestos Clso (mM) % de Inhibicién
32 1.40 £ 0.04 77.99
33-34 1.55 + 0.05 76.65
35 1.64 £ 0.06 63.96
Acarbosa 0.24 £ 0.06 89.81
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Figura 13. Curva C-R del compuesto 32 en enzima de mamifero.
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Figura 14. Curva C-R de los productos 33 y 34 en enzima de mamifero.
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Figura 15. Curva C-R del compuesto 35 en enzima de mamifero.

Posteriormente, los compuestos fueron evaluados con la enzima de levadura en un
rango de concentraciones de 0.0-0.6 mM. Todos los metabolitos inhibieron a las enzimas
con una Clso de alrededor de 0.4 mM. En este caso los metabolitos fueron mas activos que
la acarbosa (Clso = 0.706 = 0.028), siendo la mezcla de (33 y 34) la mas activa presentando
una Clsp = 260 uM. Todos los productos presentaron un efecto maximo de inhibicion
cercanos al 100%. Los valores de Clso, asi como el porcentaje de inhibicién de estas
evaluaciones se indican en la Tabla 7. Las Figuras 16-18 muestran las curvas
concentracion-respuesta de los metabolitos evaluados.

Tabla 7. Evaluacion de la Clso y % de inhibicion de las malbranqueamidas (32-35)
utilizando enzimas de levadura.

Compuestos Clso (mM) % de Inhibicién
32 0.407 £ 0.016 99.14
33-34 0.262 + 0.003 99.32
35 0.645 + 3.3E+ 99.50
Acarbosa 0.706 £ 0.028 77.12
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Figura 16. Curva C-R del compuesto 32 contra la enzima de levadura.
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Figura 17. Curva C-R de los productos 33 y 34 contra la enzima de levadura.
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Figura 18. Curva C-R del compuesto 35 contra la enzima de levadura.

Los metabolitos secundarios halogenados poseen una gran variedad de actividades

bioldgicas, lo que ha hecho posible su aplicacion en la terapéutica y la agricultura vaya en

aumento.

En este sentido, a la fecha se han descrito algunos compuestos fungicos de

naturaleza alcaloidea con actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasas. Tal es el

caso de la esclerotioramina (87), un alcaloide halogenado aislado de Penicillium

citreonigrum con una actividad comparable a la de la acarbosa (Yuan et al., 2014); las
eranicerinas C-F (88-91) producidas por Hericium erinaceus, un hongo comestible en el

este de Asia (Wang et al., 2015), o bien la dicetopiperazina amauromina (92) aislada de

Aspergillus terreus.
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5.3.2 Evaluacioén in vivo del efecto de la malbranqueamida (32) en una prueba oral de

tolerancia a la sacarosa en ratones normoglucémicos

Con base en los resultados obtenidos y, con el objetivo de comprobar el efecto como
agentes antihiperglucémicos de los productos aislados, se decidié realizar la evaluacion in
vivo del compuesto 32, debido a que fue el producto mas abundante.

La malbranqueamida (32) se evalué mediante una prueba de tolerancia a la
sacarosa en ratones normoglucémicos (Figura 19). La finalidad de esta prueba es
determinar si existe una disminucion significativa del pico posprandial en las dosis
evaluadas (3.1, 10 y 31.6 mg/kg).
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Figura 19. Curva de tolerancia a la sacarosa en ratones normoglucémicos.

Como se puede observar en la Figura 19, el compuesto no provoco una disminucion
en el pico posprandial de manera significativa en ninguna de las tres dosis ensayadas. Estos
resultados podrian explicarse en términos de la baja solubilidad de los compuestos en el

vehiculo utilizado.
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6. CONCLUSIONES

Y

El estudio quimico de Malbranchea chysosporoidea resultd en el aislamiento de
cuatro metabolitos pertenecientes al grupo de las malbranqueamidas: la
malbranqueamida (32), la malbranqueamida B (33), la isomalbranqueamida B (34)

y la premalbranqueamida (35).

Este hallazgo resulta de particular interés para la quimica del género Malbranchea,
siendo el tercer reporte de aislamiento de las malbranqueamidas en diferentes
especies, lo que apoya la teoria de que estos productos podrian ser

biogenéticamente comunes en el género.

Los metabolitos 32-35 presentaron una actividad inhibitoria significativa sobre las
enzimas a-glucosidasas aisladas de Saccharomyces cerevisiae comparable con el
control positivo. Sin embargo, el producto mayoritario, la malbranqueamida (32), no

presento actividad significativa en el modelo in vivo.

El presente trabajo de investigacion representa el primer estudio quimico y de
evaluacion de la actividad biolégica de la especie M. chrysosporoidea,
contribuyendo asi a la informacion generada hasta ahora para el género de

ascomicetos Malbranchea.
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7.

PERSPECTIVAS

Seguir con el estudio quimico de las fracciones activas encontradas en el

fraccionamiento biodirigido, con la finalidad de encontrar los metabolitos minoritarios.

Realizar estudios tedricos de acoplamiento molecular (docking) para determinar el modo

de interaccién de las malbranqueamidas (32-35) con las enzimas a-glucosidasas.

Llevar a cabo el aislamiento en mayor proporcién de los alcaloides 33-35 para evaluar

su actividad en un sistema in vivo.
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