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1. Introduccion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades no transmisibles (ENT) matan
a 41 millones de personas cada ano, lo que equivale al 71% de las muertes que se producen en todo
el mundo. Las enfermedades cardiovasculares constituyen la mayoria de las muertes por ENT (17.9
millones cada afio), seguidas del cancer (9.0 millones), las enfermedades respiratorias (3.9 millones)
y la diabetes (1.6 millones).

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades metabdlicas cronico degenerativas mas
comunes que se caracteriza por una deficiencia en la produccién y/o accién de la insulina. De
acuerdo con la Federacién Internacional de la Diabetes (IDF por sus siglas en inglés), en el mundo
existen alrededor de 425 millones de personas con este padecimiento, y se espera que este nimero
aumente a 642 millones para 2040 debido al aumento de la obesidad, la inactividad fisica, el
envejecimiento y el crecimiento de la poblacion [1]. La diabetes mellitus tipo 2 (DMTII) es la mas
comun pues representa el 90% de todos los casos [2]. En particular, se caracteriza por ser una
diabetes resistente a la insulina, por lo que el cuerpo no responde ante ésta, resultando en un
incremento de las concentraciones de glucosa plasmatica (hiperglucemia) [3], y a largo plazo en el
desarrollo de complicaciones micro y macrovasculares. Por tal motivo, es imperativo el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas que ayuden al tratamiento de la DMTII y la obesidad.

Por otra parte, el National Cancer Institute (NClI) de Estados Unidos define el cancer como una
coleccion de enfermedades en las que las células anormales pueden dividirse y diseminarse a tejidos
cercanos. En 2017 se estimé que 9.6 millones de personas en el mundo murieron a causa de las
diversas formas de cancer. Actualmente la mayoria de las personas que padecen cancer reciben una
combinacion de tratamientos, como cirugia con quimioterapia y/o radioterapia, mientras que
algunos otros se someten a inmunoterapia, terapia hormonal, trasplante de células madre, o terapia
dirigida [4-6].

La proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) tiene un papel importante dentro de la fisiopatologia tanto
del cancer como de la DMTII. En el caso de cancer aunque no se encuentra del todo claro el
mecanismo, existe evidencia de que la PTP1B puede actuar tanto como promotor como supresor de
tumores dependiendo el sustrato y el contexto celular. En cuanto a la DMTII y la obesidad, hay
evidencia de que la PTP1B actla como regulador negativo en las vias de sefializacion de la insulina
y la leptina. Por los motivos expuestos, en los Ultimos afos la bdsqueda de inhibidores de esta
proteina tanto de origen natural como sintético ha generado un gran interés.

Dentro de los recursos naturales, los hongos microscépicos han emergido como una fuente
potencial de nuevos metabolitos con posible aplicacién en el tratamiento de la diabetes y otras
enfermedades, debido a su gran capacidad de sintetizar compuestos bioactivos y complejos [7]. A
pesar de esto, sélo el 5% de las especies fungicas se han descrito y menos de 10,000 han sido
estudiadas en detalle desde el punto de vista quimico.

Hasta la fecha se han descubierto y desarrollado mas de 300 inhibidores de la PTP1B a partir de
fuentes naturales, por ejemplo preaustinoide A6 (1), echinulina (5), aquastatina A (10), por
mencionar algunos. Sin embargo, ninguno ha sido aprobado por la FDA ya que la mayoria de ellos
sufren de baja selectividad y pobres propiedades farmacocinéticas. Teniendo en mente todo lo
anterior, y sumado a la gran diversidad fungica de nuestro pais, el presente trabajo se enfocé en la
busqueda de agentes inhibidores de la PTP1B, un blanco farmacoldgico novedoso para el
tratamiento de la DMTII, la obesidad y algunos tipos de cancer, a partir del aislamiento de



microorganismos fungicos de muestras de tierra de hormiguero obtenidas de la Huasteca
Hidalguense.

Asi, el estudio quimico de la especie Talaromyces sp. (IQ-313) permitié el aislamiento de cuatro
compuestos de tipo fenalenona: la duclauxina (64), la talaromycesona B (75), la xenoclauxina (76) y
la bacillisporina G (77). Las estructuras de los compuestos se elucidaron utilizando diversas técnicas
espectroscopicas y espectrométricas. Todos los compuestos mostraron actividad inhibitoria sobre
la hPTP1B1.400. La duclauxina (Clsp = 12.7 + 0.5 uM), la xenoclauxina (Clso = 21.8 + 0.6 uM) y la
bacillisporina G (Clsp = 13.5 + 0.7 uM) fueron mas potentes que el control positivo el acido ursdlico
(Clso= 26.6 + 1.8 uM), mientras que estudios de cinética enzimatica permitieron determinar que el
compuesto 64 es un inhibdor mixto de dicha proteina con una constante de inhibicién (K) de 11.5
MM y un valor de a=3.3. Finalmente, los estudios de acoplamiento molecular permitieron proponer
que los compuestos 64 y 75 - 77 se pueden unir a la proteina hPTP1B1.300 (PDB ID: 1SUG) en un sitio
distinto al catalitico, reforzando los resultados obtenidos experimentalmente. Es importante
mencionar que este trabajo constituye el primer reporte de fenalenonas como inhibidores de esta
enzima, proyectdndolos como un esqueleto base novedoso para el desarrollo de ligantes con mayor
afinidad.



2. Antecedentes
2. 1. Diabetes Mellitus
2. 1. 1. Definicién y generalidades

La DM es un problema de salud mundial que mata e incapacita a las personas en su edad mas
productiva reduciendo la esperanza y calidad de vida. La diabetes es una amenaza que no respeta
fronteras ni clases sociales y que cada dia toma mas victimas en todo el mundo. Debido a esto, es
imperativo maximizar esfuerzos tanto sociales como cientificos para hacerle frente. Por un lado,
debemos seguir haciendo conciencia para generar mejores habitos alimenticios y de actividad fisica
y, por otro lado, el que nos compete a los cientificos, es necesario seguir con la busqueda de nuevas
sustancias mas eficaces y con menos efectos adversos que sirvan para el tratamiento de esta
enfermedad.

La DM es una de las enfermedades metabdlicas crénicas mas comunes que se caracteriza por una
deficiencia en la produccién y accién de la insulina. La DM causa alteraciones en la mayoria de los
procesos metabdlicos dentro del cuerpo humano, lo que ocasiona muchas complicaciones como
ulceracidn, enfermedades cardiovasculares, nefropatia, neuropatia y retinopatia, entre otras [1].

La clasificacién y el diagndstico de la diabetes son complejos, pero hoy dia estd generalmente
aceptado que existen principalmente tres tipos de diabetes: diabetes tipo 1 (DMTI), diabetes tipo 2
(DMTII) y diabetes gestacional (DMG).

También existen otros tipos de diabetes menos frecuentes, como la monogénica y la secundaria. La
primera es el resultado de una Unica mutacién genética en el gen autosémico dominante, y no el
resultado de las contribuciones de multiples genes y factores medioambientales, como en el caso
de las DMTI y DMTII. La secundaria surge como complicacién de otras enfermedades, como
trastornos hormonales (enfermedad de Cushing o la acromegalia), enfermedades del pancreas
(pancreatitis) o como resultado del uso de algunos medicamentos (corticosteroides) [8].

La DMTI o insulinodependiente se caracteriza por una escasa o nula secrecion de insulina, por lo
gue depende principalmente de la terapia de reemplazo de esta hormona para sobrevivir. La DMTII
o no insulinodependiente se presenta en pacientes con anomalias en la secrecién de insulina y es el
tipo mas comun de diabetes.

La insulina es la principal responsable de controlar la captacién, utilizaciéon y almacenamiento de
nutrientes celulares; aumenta la absorcién de glucosa de la sangre, principalmente en el musculo y
el tejido adiposo, en donde promueve su conversién a glucdgeno vy triglicéridos, respectivamente,
inhibiendo al mismo tiempo su degradacion. Ademas, en el higado inhibe la gluconeogénesis, la
glucogendlisis y la cetogénesis, y promueve la sintesis de proteinas principalmente en musculo [9].



2. 1. 2. Diabetes mellitus tipo 2 (DMTII)

La DMTII es la mds comun y representa alrededor del 90% de todos los casos, y se caracteriza por
presentar una resistencia a la insulina, por lo que el cuerpo no responde ante esta hormona. La
insulina promueve la absorcién de carbohidratos en los sitios de almacenamiento e impulsa la
conversion de carbohidratos en lipidos, ya que son un medio mas eficiente de almacenamiento de
calorias. La interaccién entre la insulina y su receptor desencadena una via de sefializacion
descendente que es en ultima instancia responsable de los efectos metabdlicos de la hormona en
los tejidos diana. En la resistencia a la insulina, esta via de transduccidn se deteriora, lo que resulta
en una accién inadecuada de esta hormona [10]. A raiz de que la insulina no funciona
adecuadamente, los niveles de glucosa se elevan y se libera mas insulina, fendmeno que resulta en
un desgaste del pancreas y finalmente en un aumento en los niveles de glucosa en sangre [2, 11].

Para controlar la DMTII se debe tener, en primer lugar, una dieta saludable y mayor actividad fisica.
Adicionalmente, se emplean medicamentos orales y/o la administracion de insulina para ayudar a
controlar los niveles de glucosa plasmatica.

2. 1. 3. Cifras y estadisticas a nivel internacional de la DM

La DM es una de las mayores emergencias sanitarias mundiales del siglo XXI. Esta entre las 10
principales causas de muerte a nivel mundial y, junto con las otras tres principales ENT
(enfermedades cardiovasculares, cancer y enfermedades respiratorias), representa mas del 80% de
todas las muertes prematuras por ENT. En los paises de altos ingresos, se calcula que
aproximadamente entre un 87% y un 91% del total de personas con diabetes tiene DMTII, del 7% al
12% tiene DMTI y del 1% al 3% tiene otros tipos de diabetes [8].

De acuerdo con la IDF, alrededor de 425 millones de personas en todo el mundo, o el 8.8% de los
adultos de 20 a 79 aios, tienen DM (Figura 1). Alrededor del 79% vive en paises de ingresos bajos y
medios. El nimero de personas con DM alcanza los 451 millones si la edad se amplia al intervalo de
18 a 99 afios. Si estas tendencias contintan, para el afio 2045, 693 millones de personas de 18 a 99
afos, 0 629 millones de personas de 20 a 79 afios, tendran diabetes [8].




Figura 1. Estimacién de la prevalencia de DM ajustada por edad en adultos (20 a 79 afios). Tomado de [8].

2. 1. 4. Cifras y estadisticas de la DM en México

Si bien el panorama de DMTII en el mundo es alarmante, en México, el panorama no es distinto, ya
que en 2017 se registraron 12,030,100 casos, es decir, 14.8% de prevalencia en adultos [12]. Por
otra parte, en 2016 la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) [13] exploro el estado de
diversas enfermedades crénicas en México, entre ellas, la DM en la poblacion mexicana mayor de
20 afios de edad. Los resultados de dicho estudio indicaron que la prevalencia de DMTII en el pais
pasé de 9.1% en 2012 a 9.4% en 2016, contemplando ambos sexos (Figura 2). Entre esta poblacidn:

e Las mujeres reportan mayores valores de diabetes (10.3%) que los hombres (8.4%). Esta
tendencia se observa tanto en localidades urbanas (10.5% en mujeres y 8.2% en hombres)
como en rurales (9.5% en mujeres y 8.9% en hombres).

e La mayor prevalencia de diabetes se observa entre los hombres de 60 a 69 afios (27.7%), y
las mujeres de este mismo rango de edad (32.7%) y de 70 a 79 afios (29.8%).

De los adultos que reportaron un diagndstico médico previo de diabetes, se encontré lo siguiente:

o EI87.7% de los adultos con diabetes recibe un tratamiento para controlar la diabetes, cifra
gue aumento ligeramente de la cifra de 85% en 2012.

e Eluso de insulina como tratamiento aumenté de 6.5% en 2012 a 11.1% en 2016, asi como
el uso conjunto de insulina y medicacion oral (6.6% en 2012 a 8.8% en 2016).

e Las complicaciones reportadas por los adultos diabéticos fueron: visién disminuida (54.5%),
dafio en la retina (11.2%), pérdida de la vista (9.9%) y ulceras (9.1%) en una de cada 10
personas diagnosticadas. Las amputaciones se observaron en 5.5%.
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Figura 2. DM en México, prevalencia de diabetes, de sobrepeso y obesidad. Tomado de [14].
Cabe destacar que de acuerdo con esta encuesta, las defunciones que ocurren a causa de la DM han
escalado posiciones entre las principales causas de muerte, para el periodo de 2017 ocuparon el
segundo lugar a nivel nacional. En lo que respecta a las muertes por DM, se presentaron 106,525
casos en total; de ellos 1,984 casos (1.9%) correspondieron a la DMTI y 74,740 casos (70.2%)
correspondieron a la DMTII, como se observa en la Figura 3 [15].
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Figura 3. Defunciones por DMTI y DMTII en México en 2017. Tomado de [15].

2. 1. 5. Tratamiento para la DMTII

A lo largo de la historia, se han utilizado diferentes remedios y farmacos para tratar la DMTII.
Algunos de ellos se han incluido dentro del conjunto terapéutico de la medicina, y otros se utilizan
como terapia complementaria en pacientes con hiperglucemia.

Los farmacos que se utilizan para el tratamiento de la DM actuan por diferentes mecanismos, tales
como retrasar la digestiéon de los carbohidratos complejos (inhibidores de la a-glucosidasa),
bloqueando la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), actuando directamente para influir en la resistencia a
la insulina (biguanidas), reduciendo la salida de glucosa hepatica mejorando la captacion periférica
de glucosa y estimulando la liberacién de insulina (sulfonilureas). La Tabla 1 resume los principales
farmacos utilizados en el tratamiento de la DM y su mecanismo de accién.

Tabla 1. Tipos de farmacos hipoglucemiantes y anti-hiperglucémicos. Modificado de [16].

Farmaco/Tratamiento Nombre Mecanismo de accion
genérico
DMTI
. . . . Estimula la fosforilacion de los receptores de

Terapia con insulina Insulina . .

insulina.

Actua para mejorar el control glucémico mediante
Amilina Pramlintida la modulacién de la tasa de vaciamiento gastrico, la

prevencion del aumento postprandial de los niveles




de glucagdén y el aumento de las sensaciones de
saciedad.

Tabla 1. Tipos de farmacos hipoglucemiantes y

anti-hiperglucémicos. Modificado de [16] (Continuacion).

Farmaco/Tratamiento Nombre Mecanismo de accién
genérico

DMTII

Sulfonilureas Gliclazida, Estimulan el pancreas para que produzca mas
Glimepirida, insulina.
Gliburida

Meglitinidas Nateglinida, Estimulan el pancreas para que produzca mas
Repaglinida insulina.

Biguanidas Metformina Reduce la produccion de glucosa por el higado

Tiazolidinedionas
(TzD)

Pioglitazona,
Rosiglitazona

Incrementa la sensibilidad a insulina de las células
corporales y reduce la produccion de glucosa por el
higado.

Inhibidores de a- | Acarbosa Disminuye la absorcién de carbohidratos (azucar)
glucosidasas ingeridos.
Inhibidores de | Linagliptina, Intensifica el efecto de hormonas intestinales
dipeptidil-peptidasa-4 | Saxagliptina, (incretinas) involucradas en el control de los niveles
(DPP-4) Sitagliptina, de glucosa en sangre.

Alogliptina
Agonistas del péptido | Exenatida, Mimetiza el efecto de incretinas involucradas en el
similar al glucagdn | Liraglutida, control de los niveles de glucosa en sangre.
tipo 1 (GLP-1) Dulaglutida

Inhibidores del
trasportador de sodio-
glucosa tipo 2 (SGLT2)

Canagliflozina,
Dapagliflozina,
Empagliflozina

Ayuda a eliminar glucosa en la orina, disminuye la
reabsorcion de glucosa por los rifiones.

Algunos farmacos sintéticos suelen tener efectos secundarios, entre los que destacan la
hipoglucemia en dosis mas altas, diarrea, acidosis lactica y problemas hepdticos. Por lo tanto, es
necesaria la busqueda de nuevas estrategias farmacolégicas que permitan aumentar la calidad de
vida de los pacientes con DMTII. Una alternativa con dicho propdsito son las sustancias de origen
natural, ya que estas pueden interaccionar con diversas dianas farmacoldgicas (multitarget) y de
esta manera contribuir al tratamiento de esta enfermedad, aumentando la eficacia de los
tratamientos y reduciendo los efectos adeversos [1].

2. 2. Cancer
2. 2. 1. Definicién y generalidades

El término cancer engloba a un grupo de diferentes tipos de la enfermedad que tiene como
caracteristica principal el rdpido y desordenado crecimiento de células anormales. En la mayoria de
los casos se trata de padecimientos crénico degenerativos, por lo tanto, sus incidencias y tasas de
mortalidad tienden a incrementarse con la edad. Asimismo, se han identificado tipos de cdncer mas
comunes en mujeres que en hombres y viceversa [4].



ElI NCI de Estados Unidos define el cdncer como una coleccion de enfermedades en las que las células
anormales pueden dividirse y diseminarse a tejidos cercanos. Como sugiere esta definicién, los
diferentes tipos de cancer pueden surgir en muchas partes del cuerpo y propagarse a otras partes
de este a través de los sistemas sanguineo y linfatico.

Se estima que al menos un tercio de todos los casos de cancer pueden prevenirse. Segun la OMS,
aproximadamente un 30% de las muertes por cdncer son debidas a cinco factores de riesgo
conductualesy dietéticos: tabaquismo, sobrepeso y obesidad, ingesta reducida de frutas y verduras,
falta de actividad fisica y consumo de alcohol. Sobre ellos, hay que acentuar las estrategias de
prevencidn, aunque no son las Unicas actividades preventivas que se aconseja llevar a cabo [17]. Es
importante resaltar que los factores de riesgo del cdncer son practicamente los mismos que para la
DMTII.

Las caracteristicas distintivas del cancer comprenden 10 capacidades bioldgicas adquiridas durante
el desarrollo de tumores, como se observa en la Figura 4 [18].
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Figura 4. Las caracteristicas principales del cancer. Modificado de [18].

2. 2. 2. Cifras y estadisticas a nivel internacional del cancer

El cancer es un problema global que desgraciadamente se ve reflejado como un tema personal
para muchos, pues casi todos conocen o han perdido a alguien querido debido a este
padecimiento. Cada sexta muerte en el mundo se debe al cédncer, lo que la convierte en la
segunda causa principal de muerte (solo superada por las enfermedades cardiovasculares). En



No data 0% 0.5% 1% 2% 3% 4% 5% 6%
' i i |

2017, se estima que 9,6 millones de personas murieron por las diversas formas de cancer (Figura
5) [19].

Figura 5. Proporcion de la poblacién total con cualquier forma de cdncer, medida con el porcentaje
estandarizado por edad. Esta proporcidn se estandarizd por edad asumiendo una edad constante para
comparar la prevalencia entre paises y a través del tiempo. Tomado de [19].

En general, existe una mayor prevalencia de cancer en los paises de mayores ingresos, lo que se
atribuye en gran medida al mayor riesgo de cancer debido a factores de estilo de vida particulares.
La prevalencia del cancer varia desde aproximadamente el 5.5% de la poblacién hasta alrededor del
0.4%. A nivel mundial, se estima que 100 millones de personas en todo el mundo tuvieron algin
tipo de cédncer en 2017. Este nimero se ha mas que duplicado desde 1990, cuando se estima que
45 millones tenian cancer. La prevalencia del cancer de mama es la mas alta a nivel mundial. Se
estima que 17 millones de personas tuvieron cancer de mama en 2017 y 10 millones cancer de
prostata [19].

Pero el cdncer va mas alla de ser una enfermedad que deteriora la calidad de vida, pues también es
una enfermedad mortal. En la Figura 6 se observa el nimero de muertes por los diferentes tipos de
cancer en 2017. El cancer de traquea, bronquios y pulmén cobré el mayor nimero de vidas con 1.9
millones en un afio. Le siguen el cancer de colon y recto, estémago e higado, todos los cuales
cobraron entre 800,000 y 900,000 vidas a nivel mundial en 2017. Las muertes globales por cancer
desde 1990 hasta 2017 han aumentado alrededor de 5,7 millones [19].
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Figura 6. El nUmero total de muertes en 2017 atribuido a los diferentes tipos de cancer. Tomado de [19].

Debido a los cambios en el crecimiento poblacional y el envejecimiento, la OMS estima que para el
2030 los casos nuevos sobrepasaran los 20 millones anuales. Sin embargo, esos numeros podrian
reducirse significativamente, ya que se calcula que entre el 30% y el 50% de los cdnceres son
prevenibles mediante la adopcidn de habitos saludables, vacunacidon y diagnésticos y tratamientos
oportunos.

2. 2. 3. Cifras y estadisticas del cancer en México

La magnitud de los efectos del cdncer en la salud del pais no es muy diferente al panorama mundial.
El cdncer es la tercera causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares y la DM.
Ademads, de acuerdo con calculos de organismos internacionales, los canceres de mama, de
prostata, cervicouterino, colorrectal y de pulmdn son los mas recurrentes en la poblacién mexicana
en ambos sexos [17].

Para los hombres, los canceres mds recurrentes son los de prdstata, de pulmdn, colorrectal, de
higado y géstrico; mientras que para las mujeres los mas recurrentes son el de mama,
cervicouterino, de higado, colorrectal y ovario (Figura 7) [20].
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Total: 85 616 Total: 105 051
Figura 7. Nimero de casos nuevos de diferentes tipos de cancer en 2018 en México. A) Ambos sexos; B)
Hombres; C) Mujeres. Modificado de [20].

En cuanto a las cifras de mortalidad debidas a diferentes tipos de cdncer en México, el INEGI reporta
qgue durante el lapso de 2011 a 2016 dos de cada 100,000 habitantes de 0 a 17 afos fallecen
anualmente por cancer en érganos hematopoyéticos; tres de cada 10 muertes por cancer en la
poblacién de 30 a 59 afios son consecuencia del cancer en drganos digestivos; para la poblacién de
60 afios en adelante cuatro de cada 10 defunciones por cdncer en mujeres se deben a tumor en
drganos digestivos, contra tres de cada 10 en varones, por la misma causa. Respecto al cdncer de
mama, en 2016 se observan 16 defunciones por cada 100,000 mujeres de 20 afios en adelante [21].

2. 2. 4. Tratamiento para el cancer

Actualmente la mayoria de las personas que padecen cdncer reciben una combinacién de
tratamientos, como cirugia con quimioterapia y/o radioterapia, mientras que algunos otros se
someten a inmunoterapia, terapia hormonal, trasplante de células madre, y/o terapia dirigida [4-6].
A continuacion se describe cada tipo de tratamiento:

e (Cirugia. Dependiendo del tipo de cancer y de lo avanzado que esté, la cirugia puede usarse
para extirpar todo el tumor, para reducirlo y ayudar a que otros tratamientos funcionen
mejor, o para aliviar los sintomas.
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e Radioterapia. Se usan altas dosis de radiacion para destruir células cancerosas o reducir el
tamafio de tumores mediante dafo al ADN. Sin embargo, es importante mencionar que la
radiacién no solo destruye o hace lento el crecimiento de las células cancerosas, puede
también afectar a células sanas.

e Quimioterapia. Se emplean farmacos para destruir células cancerosas. Al igual que la
radioterapia, la quimioterapia no solo destruye las células cancerosas que crecen con
rapidez, sino también destruye o hace lento el crecimiento de células sanas que creceny se
dividen con rapidez.

e Inmunoterapia. Busca ayudar al sistema inmunoldgico a combatir el cancer con inhibidores
de punto de control, transferencia adoptiva celular, anticuerpos monoclonales, citocinas,
entre otros.

e Terapia dirigida. Ataca los cambios en las células cancerosas que les ayudan a crecer, a
dividirse y a diseminarse.

e Terapia hormonal. Busca hacer lento o detener el crecimiento de cancer de mama y de
préstata que usan hormonas para crecer.

e Trasplantes de células madre. Son procedimientos que restauran las células madre que
forman la sangre en pacientes con cancer en quienes se destruyeron con dosis muy altas de
guimioterapia o de radioterapia.

Como podemos observar, el cancer y sus diferentes tipos son una enfermedad muy dificil de tratar,
pues los tratamientos, sobre todo radio y quimioterapia generan muchos efectos adversos. Por lo
tanto, las sustancias antitumorales o citotdxicas contra lineas celulares cancerosas de origen natural
pueden ser alternativas atractivas en el tratamiento del cancer debido a que se esperaria que
presentaran mayor seguridad y efectividad.

2. 3. Proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)
2. 3. 1. Generalidades

La fosforilaciéon y desfosforilacién de proteinas es bien conocida por modular una gran cantidad de
eventos bioldgicos clave. Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) son enzimas que catalizan la
desfosforilacién de residuos de tirosina. En los seres humanos, existen mas de cien PTPs que pueden
funcionar como moduladores negativos o positivos en varias vias de transduccion de senales [22].
Por lo anterior, se han asociado con diversos procesos de desarrollo, asi como con enfermedades
como el cadncer, la diabetes, |a hiperlipidemia y la inflamacion [23].

Todas las PTP comparten un mecanismo catalitico comun basado en una cisteina nucledfila con un
bajo pKa que forma un intermediario de cisteina-fosfato durante la catalisis (Figura 8) [24].
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Figura 8. Mecanismo catalitico comun de las PTP. Tomado de [24].

Dentro de las PTPs, la PTP1B ha cobrado un gran interés desde el punto de vista farmacoldgico, ya
que es un blanco terapéutico emergente en los tratamientos de enfermedades crdénico
degenerativas como la DMTII y el cancer, por tan solo mencionar algunas. Estudios recientes
estiman que esta proteina se origind aproximadamente hace 600 millones de afios y es casi idéntica
en todas las especies que se ha examinado, adicionalmente se ha documentado que cuenta con mds
de 30 sustratos conocidos a la fecha y se espera descubrir mas [25].

La PTP1B es considerada el prototipo de la superfamilia de las PTP. Es descrita como una proteina
con 435 aminoacidos de 50 kDa. Su estructura consiste en un dominio catalitico N-terminal (dominio
comun en la familia de PTP) seguido de dos motivos tandem ricos en prolina que permiten la
interaccion con proteinas con dominios que contengan SH3. La PTP1B se expresa ampliamente y se
localiza en el reticulo endoplasmico (ER) [23].

Como todos los miembros de la familia PTP, el dominio catalitico de la PTP1B alberga 10 motivos
conservados. Los 10 motivos del dominio catalitico de la PTP1B actuan en coordinacién durante el
proceso catalitico. El loop P 6 PTP contiene la cisteina catalitica que es responsable de ejecutar el
ataque nucleofilico en el grupo fosfato del sustrato. El segundo paso en la reaccién es llevado a cabo
por el loop W o WPD, que es flexible y permite que el sitio activo funcione en conformacién abierta
o cerrada. En su conformacién abierta, el motivo WPD deja accesible el sitio catalitico al sustrato y
una vez que se une el sustrato el motivo WPD se cierra y acerca el residuo de aspartato para la
catalisis. El Ultimo paso en la reaccién involucra al loop Q, ahi es donde el residuo de acido glutdmico
del loop Q y el residuo de aspartato del loop WPD actlan conjuntamente para hidrolizar el
intermediario fosfato-cisteina con la ayuda de una molécula de agua liberando finalmente el fosfato
del sitio activo (Figuras 8 y 9) [25].
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3D structure of PTP1B
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Figura 9. A la izquierda se ilustra la estructura 3D de la PTP1B y los motivos criticos para la reaccidn enzimatica.
A la derecha se ilustran los residuos cataliticos en la estructura secundaria. Tomado de [25].

2. 3. 2. Importancia de la PTP1B en el tratamiento de la DMTII

Ningun farmaco disponible actualmente es capaz de imitar la accién de la insulina fisioldgica, por lo
gue la busqueda de nuevos farmacos antidiabéticos eficaces y sin efectos adversos sigue siendo un
desafio importante. Aqui es donde entran en escena las PTPs, en especifico la PTP1B, pues como se
menciond anteriormente, la desregulacion de la actividad de estas proteinas contribuye a la

patogénesis de varias enfermedades humanas, incluyendo la DM.

La PTP1B es uno de los blancos mas prometedores para tratar la DMTII y la obesidad debido a que
muchos estudios han demostrado que esta proteina regula de forma negativa las cascadas de

sefializacion tanto de la insulina como de la leptina. En cuanto a la primera, la PTP1B desfosforila
tanto el receptor de insulina (IR) como su sustrato (IRS-1); en cuanto a la segunda, la PTP1B se une
y desfosforila residuos de tirosina de la cinasa activada Janus (JAK2) en el receptor de leptina (Figura

10) [26].

PI3K, P110/p85

S~

WL

”

Absorcion glucosa
y metabolismo

Absorcion de alimento y
homeostasis energética

Figura 10. El papel de la PTP1B en la sefializacién de insulina y leptina. P110/p85 es una forma especifica de
PI3K que responde a la sefalizacion de insulina. Modificado de [22].
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Esta proteina se localiza en la cara citoplasmica del ER y se expresa de forma ubicua incluso en los
tejidos clasicos dirigidos a la insulina, como el higado, el musculo y el tejido adiposo. La creciente
evidencia de estudios bioquimicos, genéticos y farmacoldgicos apoyan el papel de esta enzima como
regulador negativo en la sefializacién tanto de insulina como de leptina. [27-31]. A continuacién se
mencionan algunos de esos estudios y sus conclusiones:

e La sobreexpresidn de la PTP1B en cultivos celulares disminuyd la fosforilacion estimulada
por insulina del IR y/o IRS-1, mientras que la reduccion en el nivel de PTP1B, por
oligonucleétidos antisentido o anticuerpos neutralizantes, aumenté la sefializacion iniciada
por lainsulina [32-35].

e La administracién de inhibidores de PTP1B en ratones diabéticos normalizan la glucemia y
promueven la pérdida de peso corporal en ratones obesos [36, 37]. Los ratones que carecen

de PTP1B (PTP1B”") muestran una mayor sensibilidad a la insulina, con un aumento o
prolongacion de la fosforilacién de tirosina del IR en musculo e higado.

e Estudios en ratones knockout (KO) PTP1B” sometidos a dietas altas en grasas disminuyen
los niveles de triglicéridos. La pérdida de peso asociada a la administracidn de inhibidores
de PTP1B esta directamente relacionada con el gasto de energia y a una supresién de la
ingesta de alimentos, debido a una mayor sensibilidad a la hormona leptina [38-40].

En conjunto, los resultados de estos estudios, han proporcionado una sdélida prueba que valida Ia
idea de que la inhibicidn de la PTP1B podria abordar tanto a la diabetes como a la obesidad y hacer
de esta molécula un objetivo primordial para el desarrollo de nuevos farmacos.

2. 3. 3. Importancia de la PTP1B en el tratamiento del cancer

La PTP1B tiene un papel importante dentro de la fisiopatologia del cdncer, aunque no se encuentra
del todo clara. Existe evidencia de estudios bioquimicos, genéticos y farmacoldgicos de que esta
proteina puede actuar tanto como promotor y como supresor de tumores dependiendo el sustrato
y el contexto celular [41-53]. A continuacidn se sefialan algunos estudios y sus conclusiones que
demuestran dichas implicaciones (Figura 11):

e Laeliminacion de la PTP1B reduce el crecimiento celular e induce tanto el arresto del ciclo
celular como la apoptosis; también asi se reduce la migracion y la invasién al revertir el
proceso de transicién epitelial-mesenquimal (EMT) [41].

e La expresion de la PTP1B esta elevada en células epiteliales humanas de mama HER2-
transformadas y tumores. Asi, la eliminacion de esta enzima o el uso de un inhibidor de
PTP1B retrasa el inicio de la formacién de tumores mamarios y reduce la metastasis
pulmonar en el modelo de raton MMTV Her2/NeuT al reducir la sefializacién de Ras/MAPK
y Akt. Ademas, la sobreexpresion especifica de tejido de PTP1B induce tumorigénesis
mamaria [42].

e Laexpresion elevada de PTP1B promueve la proliferacion celular y la metdstasis en el cancer
de pulmodn de células no pequefias a través de la activacién de las vias de sefializacion
Src/Ras/ERK y PI3K/Akt [43].

e LaPTP1B se encarga de regular la actividad del receptor del factor de crecimiento similar a
la insulina tipo 1 (IGF1R, uno de los receptores importantes relacionado con la
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transformacién de células malignas, asi como en la progresidon de distintos tipos de
tumores), desfosforilando e inactivandolo, y por lo tanto, bloqueando su sefializacién. Rio
abajo del IGF1R, existen multiples vias que median la proliferacién, transformacién vy
supresidon de apoptosis, entre ellas MAPKs y Akt. La pérdida de PTP1B puede favorecer la
supervivencia celular mediada por IGF1. En células COS y en fibroblastos se ha demostrado
que las células deficientes en PTP1B tienen mayor proteccién a la apoptosis mediada por
IGF1, mayor migracidn y mayor eficiencia para formar colonias [44].

e La PTP1B tiene propiedades oncogénicas mediante la activacién de Src (tirosina cinasa no
receptora) que es desregulada en varios tipos de tumores [45]. El rol crucial de las cinasas
Src en el desarrollo de tumores se debe a su efecto en la proliferacion, supervivencia,
adhesion, migracion, invasion y metastasis celular. La actividad elevada de las cinasas Src ha
sido reportada en distintas lineas celulares cancerigenas humanas, por ejemplo células de
cancer de mama, de pulmodn, y de colon [46-49]. Diversos estudios han demostrado que la
PTP1B puede actuar como un activador de las cinasa Src, incrementando la tumorogénesis
y promoviendo la progresidon tumoral en células de cancer de colon [50] y células de cancer
de pancreas [51].

En resumen, todos los estudios antes mencionados indican que la PTP1B tiene un papel importante
como promotor tumoral. Sin embargo, en contraste con su papel oncogénico, la PTP1B también
puede funcionar como un supresor tumoral, ya que se ha demostrado que el bloqueo genético de
la PTP1B acelera la linfomagénesis en ratones nulos de p53 [52].

Supresor tumoral Promotor tumoral

Efectos Sustratos Sustratos Efectos

Promocién del crecimiento

Inhibicién de la P130Cas Crsre tumoral
transformacion celular BCR-ABL
C-src
Reeulacion de adhesid FAK Regulacion de motilidad e
egu aClO"l |e agnesan B-catenina crkill invasion celular
ceaway (p120ctn) (p130Cas)
_ (z0-1)
Apoptosis Inhibicion de sefiales
" Stat6 antitumorales
et
Linfomagénesis retrasada Jak2 Proficdsn de
en ratones deficientes en PR 2
= Desconocido p62dok tumorogénesis inducida por

glandulas mamarias con
ErbB2

Figura 11. Representacion esquematica de las dos facetas de la PTP1B en cancer. Dada su funcién en
diferentes procesos celulares, la PTP1B puede actuar como supresor o promotor tumoral mediante
la desfosforilacion de sustratos especificos. ER: cola C-terminal hidrofilica anclada al reticulo
endoplasmico; PR: motivo rico en prolina; CD: dominio catalitico. Modificado de [53].
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La Figura 12 describe varios hallazgos clave que relacionan a la PTP1B con estados de enfermedad,
junto con los sustratos conocidos actualmente. Se ha demostrado que la PTP1B desempeiia un papel
destacado en la sefializacién metabdlica (especialmente la obesidad y la DMTII) a través de la
interaccion con el IRy JAK2 rio abajo del receptor de la leptina. Ademas, la PTP1B a través de p62Dok
y un sustrato aun por descubrir tiene propiedades promotoras tumorales tanto en cdncer de mama
como de prostata. Se ha acumulado una cantidad significativa de evidencia vinculando a la PTP1B a
la respuesta de estrés del reticulo endopldsmico a través de la interaccidn con PERK, aunque el
efecto de esta interaccién aun se debate. La PTP1B también puede influir en la inflamacién a través
de la regulacidn de los diversos JAK y STAT, lo que sugiere un papel interesante y aln en gran parte
sin descubrir en la sefializaciéon inmunoldgica [25].

Figura 12. Descripcion general del rol de la PTP1B en diferentes enfermedades. Modificado de [25].

2. 3. 4. Inhibidores de la PTP1B

Como se mencioné en el apartado 2.3.3, muchos estudios bioquimicos, genéticos y farmacoldgicos
demuestran que la inhibicidn de la PTP1B podria ser util en el tratamiento de la DMTII, la obesidad
y algunos tipos de céncer.

El hecho de que tanto la DMTII como la obesidad compartan factores de riesgo con el cancer, han
impulsado multiples estudios sobre las relaciones que puedan existir entre estos padecimientos, y
se ha demostrado que los pacientes con DMTII tienen mayor riesgo de neoplasias y mayor riesgo de
muerte por cancer [54]. La existencia de hiperglucemia e hiperinsulinemia, asi como otros factores
asociados a DMTII y obesidad, son factores de riesgo independientes para cancer, lo que muestra
una estrecha correlacion entre estas enfermedades [55]. Dentro de las vias metabdlicas de la DMTII
y la obesidad se encentran la via de la leptina, el eje insulina-glucosa, y la activacién cruzada del
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IGF1R. La activacidon de IGF1R es el mecanismo mas frecuentemente propuesto para explicar el
incremento en la incidencia de cancer en personas diabéticas [55-56].

Tanto la insulina como el IGF1 tienen afinidad tanto por el receptor de la insulina como por el IGF1R
debido a su estructura similar aunque en diferentes proporciones. El sistema IGF1/IGF1R tiene
efectos mitogénicos y antiapoptdticos, y la hiperglucemia que ocurre en los pacientes diabéticos o
en los obesos resistentes a la insulina puede incrementar estos efectos a través de varios
mecanismos. Asi, en los pacientes con hiperinsulinemia, la insulina puede desencadenar
proliferacion de células malignas a través de la estimulaciion del sistema Akt. Ademaids la
hiperglucemia puede promover la tumorogénesis por via directa ya que las células malignas
dependen de glucdlisis para obtener su energia [57].

Entonces, debido a la importancia de esta enzima en la progresién de enfermedades crénico
degenerativas, diversos grupos de investigacion han sumado esfuerzos para establecer los
mecanismos bioquimicos y famacolégicos modulados por esta proteina. Desde el punto de vista
farmacoldgico dos potentes inhibidores de la PTP1B, el ertiprotafib y la trodusquemina (Figura 13),
se han identificado e ingresado en ensayos clinicos, sin embargo, para ambos compuestos los
ensayos se suspendieron en la Fase Il debido a una eficacia insatisfactoria [58]. Sin duda alguna, uno
de los principales desafios en el disefio y desarrollo de inhibidores de PTP1B es la selectividad contra
otras PTPs, que comparten una estrecha homologia con PTP1B. Por ello, hasta la fecha ninguno de
los inhibidores de la PTP1B reportados ha sido aprobado por la FDA, ya que la mayoria de ellos
sufren de escasa selectividad y pobres propiedades farmacocinéticas.

Hasta la fecha, se han descubierto y desarrollado mds de 300 inhibidores de PTP1B a partir de
fuentes naturales como terpenoides, flavonoides, compuestos fendlicos, bromofenoles, alcaloides,
esteroides y lignanos entre otros, semisintéticos como derivados de acidos grasos y sintéticos como
complejos metalicos [59]. Aunque muchos inhibidores de PTP1B exhiben un potencial clinico
prometedor, no hay inhibidores de PTP1B utilizados clinicamente, debido, en gran medida a su baja
selectvidad y/o actividad [60]. Por lo tanto, es necesario continuar buscando inhibidores que
superen éstas limitaciones mediante diversas estrategias, como por ejemplo buscar compuestos
con baja polaridad para mejorar sus propiedades farmacocinéticas o que se unan a la PTP1B en sitios
alostéricos para favorecer su selectividad.
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Figura 13. Inhibidores destacados de PTP1B de origen natural (verde), semisintético (naranja) y sintético
(azul). (a) Ertiprotafib, Clso= 1.4 uM; (b) Trodusquemina, Clsp= 1.0 uM; (c) acido betulinico, Clsg= 1.5 uM; (d)
erybraedin A, Clso= 2.4 uM; (e) acido lobarico, Clso= 0.9 uM; (f) derivado de bromofenol, Clso= 1.5 uM; (g)
berberina, Clsp= 0.2 uM; (h) z-aglawone, Clsg= 3.5 uM; (i) acido estedrico, Clsp= 2.3 uM; (j) derivado acido
vanilico, Clso= 1.7 uM; (k) acido meso-dihidroguayarético, Clso= 19.6 uM; (l) derivado de acido maslinico, Clsp=
0.6 uM, (m) andlogo de tetrazol, Clso= 5.7 nM; (n) dimero de inddl, Clsp= 2.1 uM; (0) complejo de vanadio,
Clso=0.03 uM [58-61].



2. 4. Productos naturales
2. 4. 1. Generalidades

Los productos naturales (PN), o metabolitos secundarios, son generalmente moléculas de
sefializacion que permiten que el organismo no solo sobreviva, sino que prospere. Ademas, los PN
han desempefiado un papel importante en el desarrollo de nuevos medicamentos para la salud
humana, ya que alrededor del 65% de todos los farmacos aprobados en el periodo de 1981-2014
estdn inspirados en, son derivados de, o son directamente productos naturales [64].

A su vez, los farmacos de origen sintético aumentaron también desde 1981 y abarcaron
aproximadamente la mitad de todos los medicamentos disponibles. Sin embargo, los efectos
adversos, la toxicidad, la infraestructura necesaria, la adhesiéon a un mecanismo regulador mas
estricto y la experiencia en el disefio y preparacidon a gran escala de moléculas sintéticas y
semisintéticas han ocasionado que se reanude la busqueda constante e innovadora de prototipos
estructurales de origen natural [65].

La estrategia general para el aislamiento de moléculas bioactivas a partir de fuentes naturales
implica la seleccidn de un extracto bioactivo; posteriormente, se fracciona empleando diversas
técnicas cromatograficas; enseguida, se evalua la actividad de cada fraccién y se seleccionan las mas
apropiadas para el aislamiento de compuestos activos; finalmente, se realiza la identificacién de las
moléculas aisladas y se corrobora su actividad [66].

2. 4. 2. Microorganismos fungicos como fuente de PN

Los metabolitos secundarios de hongos o PN flngicos tienen una contribucidn cada vez mas
importante en los sectores farmacéuticos, agricolas e industriales (Figura 14).

Entre los PN de origen fungico se encuentran las estatinas que reducen el colesterol (e]. lovastatina),
antibidticos comunes (ej. penicilina y cefalosporina), insecticidas (ej. acidos nodulispéricos) y
pigmentos (ej. carotenoides) [67]. Los PN flngicos son frecuentemente bioactivos y quimicamente
diversos debido a su funcidn de conferir una ventaja selectiva al hongo productor en entornos
competitivos [68]. A pesar de esto, de los aproximadamente 5 millones de especies de hongos, sélo
el 5% de ellos se han descrito y menos de 10,000 han sido estudiados en detalle desde el punto de
vista quimico [7, 68, 69].

Los PN fungicos se clasifican generalmente en cinco categorias segun su origen biosintético:
policétidos, péptidos no ribosomales, terpenoides, alcaloides y compuestos de biogénesis mixta. A
partir de estas categorias, los PN se diversifican en una amplia gama de cadenas de carbono que
potencialmente contienen anillos heterociclicos y varios estéreocentros [70-72]. De las diferentes
clases, los policétidos representan la mayoria de los productos naturales de hongos [72].

Estudios recientes han demostrado que los productos naturales fungicos son candidatos
prometedores para expandir el espacio quimico medicinal. Dichos estudios se realizaron mediante
la comparacién de la complejidad molecular de mas de 200 metabolitos fungicos con medicamentos
anticancerigenos y no anticancerigenos aprobados por la FDA, compuestos en estudios clinicos,
compuestos de screening general y moléculas Generalmente Reconocidas como Seguras (GRAS).
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Los resultados fueron cuantificados empleando varias huellas digitales moleculares y propiedades
fisicoquimicas. Los resultados obtenidos en dicho estudio indicaron que:

e El perfil de la complejidad estereoquimica y el caracter 3D (estructuras no planas) de los
metabolitos fungicos indican que estos tienen estructuras quimicas mas complejas que los
medicamentos aprobados por la FDA, los compuestos que se someten a ensayos clinicos y
las moléculas de screening en general, lo que hace que los metabolitos secundarios fungicos
sean compuestos atractivos como fuentes de farmacos con el potencial de tener alta
selectividad y menor toxicidad [73].

e Losvalores del area de superficie polar topoldgica (TPSA, parametro importante para medir
la permeabilidad, solubilidad y transporte de compuestos) de los metabolitos fungicos son
comparables a los de los medicamentos oncogénicos aprovados por la FDA [73].

e Los productos naturales fungicos en general tienen algunas ventajas importantes sobre los
compuestos sintéticos. Su biosintesis implica interacciones repetitivas con enzimas y para
la mayoria de ellos su funcién bioldgica real probablemente depende de la capacidad de
unirse a ellas. Lo que sugiere que los metabolitos secundarios exhiben caracteristicas de
unién avanzadas en comparacion con los compuestos sintéticos [73].

e Los metabolitos fungicos son una fuente atractiva de moléculas lideres porque combinan
una alta complejidad y diversidad estructural con propiedades fisicoquimicas similares a los
medicamentos [73].

e Los productos naturales fungicos son sistemas ciclicos con pocas ramificaciones y presentan
mayor diversidad que los compuestos de bibliotecas comerciales [74].

e Los metabolitos fungicos contienen una gran proporcion de scaffolds Unicos y diferentes
gue no se encuentran en otros conjuntos de compuestos. Por lo tanto, se pueden considerar
como fuente prometedora de compuestos candidatos para el desarrollo de farmacos [74].
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Figura 14. Productos naturales aislados de hongos. Se presentan ejemplos de moléculas junto con su afo de
aislamiento y funcién. Modificado de [67].

2. 4. 3. Inhibidores de PTP1B de origen flingico

A la fecha se han reportado diferentes compuestos aislados de microorganismos flungicos que
presentan actividad inhibitoria sobre la enzima PTP1B (Tabla 2). Esto refuerza la idea de que los
hongos son una fuente de metabolitos con potencial contra la DMTII, la obesidad y algunos tipos de
cancer aunado a la gran biodiversidad fldngica en México.

Es importante mencionar que resulta imposible discernir si los inhibidores de origen fungico son
mas selectivos y/o potentes que los inhibidores de otras funtes naturales o de origen sintético
debido a que en los tres grupos hay una gran diversidad tanto estructural como de actividad
inhibitoria sobre la PTP1B. Seria pertinente realizar estudios quimioinformaticos para establecer las
diferencias de selectividad y potencia entre los tres grupos de inhibidores.
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Tabla 2. Inhibidores de PTP1B de origen fungico.

Metabolito

Fuente de
obtencion

Clso/Referencia

Echinulina (5)

Penicillium sp. [Cs0=17.6 uM

SF-5497 [63]
Penicillium sp. ICsp = 58.4 uM

SF-5497 [63]
Penicillium sp.y [Cso=10.7 uM

Eurotium sp. [75]

0 ,L Q OH

Penicillium sp. y ICso =30.0 uM

N Eurotium sp. [75]

H
Ciclopenol (4)
O
e

Penicillium sp. y ICso =29.4 uM

Eurotium sp. [75]
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Tabla 2. Inhibidores de PTP1B de origen fungico (continuacién).

Metabolito

Fuente de
obtencion

Clso/Referencia

H
>_/io<:§io/_/_/7
OH

Acido tanzawaico A (11)

Penicillium sp. y [Cs0 =13.4 uM
Eurotium sp. [26, 75]
Flavoglaucina (6)
OH
Penicillium sp. y ICs0 = 64.0 uM
O Eurotium sp. [26, 75]
V|r|d|catol (7)
OCH,4
OCHj4
T ICs50=5.3 MM
AN -
Penicillium JF-55 [76]
Penstirilpirona (8
HO
HO o ICs0 = 1.9 uM
Penicillium JF-55 76]
HO
Acido anhidrofulvico (9)
OH O
OH
OH O
Cosmospora sp Cs0=0.2 uM
HO _OH o) [76, 77
HO&&/O CHy(CH,)13CH3
OH
Aguastatina A (10)
o OH
=
= Penicillium sp. ICs0 = 8.2 UM
SF-6013 [78]
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Tabla 2. Inhibidores de PTP1B de origen fungico (continuacion).

F
Metabolito uente_qe Clso/Referencia
obtencidon
Phellinus [Cs0=3.1uM
igniarius [79]
Pirano[4,3-c]isochromen-4-ona (12)
O OH
HO
y . . ICs0 = 25.7 MM
O (@]
Guignardia sp. (80]
Guignardina C (13)
Isaria Cs0=14.0 uM
fumosorosea [81]
Fumosorinona (14)

2. 5. Género Talaromyces
2. 5. 1. Generalidades

Los hongos han sido conocidos durante mucho tiempo por su capacidad para producir productos
naturales con una amplia variedad de estructuras quimicas y diversas actividades biolégicas. Entre
ellos, los hongos en el género Talaromyces producen varios metabolitos secundarios con actividades
biolégicas interesantes y nuevas estructuras que incluyen sesquiterpenos, macrdlidos y péptidos
ciclicos [82].

El género Talaromyces, un estado sexual del género Penicillium, fue introducido por Chester R.
Benjamin en 1955. Pertenece a la familia Trichocomaceae y al orden Eurotiales. Algunas especies
han sido aisladas del suelo, plantas, esponjas y alimentos. Estas se utilizan en la produccién
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alimentaria y agricola. Estudios anteriores sobre metabolitos secundarios de especies de
Talaromyces han dado como resultado el aislamiento de diferentes tipos de compuestos como
alcaloides, alcaloides inddlicos, derivados del dcido tetrdmico, poliésteres, derivados de difenil éter
lactona, meroterpenoides, dimeros de oxafenalenona, quinonas, esteroides y terpenoides [83]. La
mayoria de los compuestos aislados hasta la fecha han mostrado diversas actividades, como
citotoxica contra lineas celulares de céancer; antibacteriana, asi como la inhibicion de
acetilcolinesterasa. Por lo tanto, la busqueda de compuestos bioactivos a partir de especies del
género Talaromyces sigue siendo de interés.

Chester R. Benjamin establecié que el nuevo género Talaromyces describe las especies de
Penicillium que, en sus ciclos de vida sexual, poseen ascocarpos suaves que exhiben un crecimiento
indeterminado y cuyas paredes estan compuestas de hifas entrelazadas. Las especies de
Talaromyces se han dividido en cuatro secciones basadas en las estructuras de sus estados
conidiales [84] (Tabla 3).

Tabla 3. Resumen de las principales clasificaciones subgenéricas de especies de Talaromyces.

Stolk & Samson [85]

Yaguchi et. al. [86]

Yilmaz et. al. [87]

Secciéon Emersonii
Seccién Purpurea
Seccién Talaromyces
Seccién Thermophila

Seccion Emeronii
Seccién Purpurea
Seccién Talaromyces
Seccién Thermophila
Seccién Trachyspermus

Seccidn Bacillispori
Seccidn Helici
Secciodn Islandici
Seccién Purpurei
Seccién Talaromyces

Seccién Subinflati
Seccién Trachyspermi

Existen 88 especies aceptadas y clasificadas en las siete secciones de Yilmaz et. al. Las especies de
Talaromyces generalmente producen pigmentos amarillos, naranjas y rojos en el micelio o como
pigmentos difusores. Las especies sexuales de éste género son generalmente homotadlicas. Las
especies de Talaromyces generalmente crecen bien en medio MEA (Agar de extracto de malta) y
CYA (agar de extracto de levadura Czapek). La mayoria de las especies de este género producen
conidios y ascosporas elipsoidales. Talaromyces produce metabolitos secundarios Unicos vy
especificos, tales como duclauxinas, acidos glaucdnicos, mitorubrinas, monascinas, purpactinas y
rubratoxinas, entre otros [87].

2. 5. 2. Metabolitos representativos del género Talaromyces

El género Talaromyces es un género ubicuo y de importancia debido a los productos naturales que
producen sus miembros. T. flavus, por ejemplo, es un microorganismo notable por sus metabolitos
secundarios con actividades biolégicas Unicas, es la especie mas comun del género [88]. Algunos
ejemplos de los metabolitos bioactivos aislados de diferentes especies del género Talaromyces se
muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Metabolitos bioactivos representativos del género Talaromyces.

Metabolito

Especie
productora

Actividad

biolégica/Referencia

Alcaloides y péptidos

R!=R3=H; R?=Ac; Termolida A (19)
R! = R% = H; R% = Ac; Termolida B (20)

T. thermophilus Nematicida
YM1-3 [89]
R = H; Talatermofilina A (15)
R = CHs; Talatermofilina B (16)
Talaromyces sp. ln.seFtICId? y
.16 antimicrobiano
[90]
Talaromyces sp. In.se(.:tludfa\ y
16 antimicrobiano
[90]
T. thermophilus Nematicida
YM3-4 [91]
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Tabla 4. Metabolitos bioactivos representativos del género Talaromyces (continuacion).

Metabolito

Especie
productora

Actividad
biolégica/Referencia

HO OH

W

|
A

Talaroconvolutina B (21)

T. convolutes

Antifungico
[91]

0 k
NH (@)
//O\[H\(
(0]

Minioluteumida D (22)

T. minioluteus

Citotoxicidad contra
HepG2
[92]

R = CH3; Wortmannilactona D (24)

Esteres
HO O
7T Citotoxicidad contra
HO O células cancerigenas
.. humanas (HCT-5, HCT-
NN ’
OH T wortmannii | 115 As4q, MDA-MB-231 y
OR K562)
R = H; Wortmannilactona C (23) [93]

OH
j\J\OOH
HO o) 0
OH
ooo{o

15G256a (25)

OH

T. flavus
BYDO07-13

Antimicrobiano
[94]
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Tabla 4. Metabolitos bioactivos representativos del género Talaromyces (continuacion).

Metabolito

Especie
productora

Actividad
biolégica/Referencia

T. bacillosporus

Antibacteriano
[95]

O OH

Talaromyces sp.

Antibacteriano e inhibidor
de acetilcolinesterasa

O O CO,CH;

Funicona (29)

L

FA58 (96]
Talaromyces sp. Insecticida

YO-2 [97]

OH O
Crodrimanina B (28)
Policétidos

T. flaus Antifingico

IFM52668 [98]
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Tabla 4. Metabolitos bioactivos representativos del género Talaromyces (continuacion).

e

Talaroxantenona (30)

Talaromyces sp.

LF458

. Especie Actividad
M | L . .
etabolito productora biolégica/Referencia
HO O OH & Inhibidor de

acetilcolinesterasa y
fosfodiesterasa PDE-4B2
[96]

T. luctus

Inhibidor de la
monoamina oxidasa
(MAO)

[99]

Talaromyces sp.

Inhibidor de las DNA
polimerasas By A
eucarioticas de la familia X
de las polimerasas

H5CO [100]
Kasanosina B (32)
Quinonas
T. wortmannii Antibictico
’ [101]

T. wortmannii

Antibacteriano
[102]

R' R2

R! = OH; R? = CH3; Vanitaracin A (35)
R! = R? = H; Vanitaracin B (36)

Talaromyces sp.

Actividad anti-HBV
[103]
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Tabla 4. Metabolitos bioactivos representativos del género Talaromyces (continuacion).

Metabolito

Especie
productora

Actividad
biolégica/Referencia

Talaromyces sp. Antibidtico
ZH-154 [104]
O OH
Estemfiperilenol (37)
Esteroides y terpenoides
S Antimicrobiano e

T inhibidor leve de la
trachyspermus monoamina oxidasa

(MAOQ)

(28]

Secovironolido (39)

T. wortmanni

Inhibidor moderado de la
monoamina oxidasa
(MAOQ)

(88]

0

ON
()

Actividad citotéxica contra
lineas cancerigenas MCF-

Acido traquispico (42)

OAc T. flavus 7, MDA-MB-435,
HepG2, Hela, y PC-3
Talaperdéxido B (40) [105]
0] Actividad citotdxica contra
O. lineas celulares
o T. flavus cancerigenas MCF-7,
OH ’ MDA-MB-435,
HepG2, Hela, y PC-3
Esteperoxido B (41) [105]
Otros
/ 0] COOH
/\/\/\/WCOOH T. Inhibidor de la heparanasa
0 COOH trachyspermus [106]
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Tabla 4. Metabolitos bioactivos representativos del género Talaromyces (continuacion).

HO HOOC OH
Inhibidor de la integrasa
HO
T. flavus HIV-1
OCH, [107]
Altenusina (43)
0..°H OH
T. pinophilus Antibacteriano
NG
HOOC AF-02 [108]
OH
Acido 2-hidroxiradiclonico (44)
non
Cl_CHz—C—FI’—OH T. flavus Antibidtico
OH ’ [109]
Fosfonoclorin (45)

2. 6. Fenalenonas
2. 6. 1. Generalidades

Las fenalenonas son una clase Unica de productos naturales con sistemas de tres anillos de hidroxil-
perinaftenonas que poseen actividades bioldgicas diversas, tales como antimicrobiana,
antimaldrica, citotéxica y anti-VIH. Los microorganismos fungicos son fuente importantes de
fenalenonas con diversas estructuras originadas a partir de policétidos [110].

Los hongos que habitan en el suelo constituyen una comunidad extremadamente diversa que
producen una variedad de policétidos aromaticos estructuralmente interesantes, como los dimeros
de oxafenalenona relacionados con las duclauxinas [111]. Los policétidos constan de estructuras
complejas que han atraido un gran interés debido a sus actividades biolégicas, que pueden conducir
a nuevas aplicaciones medicinales o agroquimicas [112, 113].

Las duclauxinas tienen diversas actividades, por ejemplo, la duclauxina (64) y la criptoclauxina (65)
exhiben supresién tumoral al inhibir la sintesis de ARN o la sintesis de ATP mitocondrial, y la
talaromycesona B (75) es un inhibidor de la acetilcolinesterasa [114]. Las variaciones estructurales
entre duclauxinas se atribuyen a diferentes mondmeros de oxafenalenona y la conectividad entre
ellas.

En 1955 el nucleo de fenaleno se identificd como un producto natural de los hongos microscopicos.
Segun el numero de atomos de carbono en el precursor, y debido a la derivacién oxidativa, las
fenalenonas se clasifican en varios subgrupos [115], que se mencionan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo.

Molécula

Fuente de
obtencion/Referencia

Actividad bioldgica

Heptacétidos

R = H; (+)-atrovenetin (46)
R = CHs; (+)-deoxyherqueinona (47)

Penicillium atrovenetum, P.

herquei, P. paraherquei
[116-118]

Antioxidante y
antibacteriano

OCH,

HO OH

OO,
o)

~
-

Erabulenol A (48)

Penicillium sp. FO-5637
[119-121]

Inhibidor de la proteina
CETP (enfermedades
aterosclerdticas)

HO_ OH

Rousselianona A (49)

Phaeosphaeria rousseliana
[122]

Antibiético y antifungico

HO OCH,

o 0
HO 'I' OH

Atrovenetinona MS-323 (50)

Penicillium sp.
[123, 124]

Inhibidor de
calmodulinay de la
integrasa HIV-1
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Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo (continuacion).

B Fuente de .. P
Molécula obtencioén/Referencia Actividad bioldgica
0
(0]

0 Godronia abietina, G.
HO OH cassandrae, Penicillium sp. Antimicrobiano

OO FO-5637 y C. cereale

[125, 126]
0

R g ! OCH,

OH
R =H; Esculezonona A (52)
R = OH; Esculezonona B (53)

Penicillium sp.
[127]

Antitumoral

Hexacétidos

R0

R! = R? = R3 = H; (+)-tripetelona (54)
R! = CHs; R? = R® = H; tripetelona metil
éter (55)
R! = CH3; R? = OCH3; R = H;
metoxitripetelona metil
éter (56)
R! = CH3; R? = OCH3; R® = OH; 4-hidroxi-8-
metoxitripetelona metil éter (57)

Astrothelium sp.
[128]

Antibidticos
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Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo (continuacion).

Molécula

Fuente de
obtencion/Referencia

Actividad bioldgica

e

Cereoanhidrido (58)

Coniothyrium cereale
[122]

Antibacteriano

Aductos de acetona

0

OCH;
FR-901235 (59)

Paecilomyces carneus F-4882
[129]

Efecto
inmunomodulador

Rousselianona A’ (60)

Phaeosphaeria rousseliana
[122]

Antimicrobiano

35




Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo (continuacion).

Molécula

Fuente de
obtencion/Referencia

Actividad bioldgica

Homodimeros

G. abietina
[130]

Pigmento y herbicida

R = NH; Escleroderris verde (62)
R = CH3; Escleroderris amarillo (63)

G. cassandrae, G. abietina
[126]

Herbicidas

Oxafenalenonas

O OH

Duclauxina (64)

T. bacillusporus, T. duclauxi,
P. herquei (ATCC 34665)y T.
Stipitatum.

[131]

Citotdxico contra las
lineas tumorales MCF-7,
NCI-H-460, SF-268
y antitumoral
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Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo (continuacion).

Molécula

Fuente de
obtencion/Referencia

Actividad bioldgica

O OH

T. duclauxi
[131]

Citotdxico

O OH

Talaromyces bacillosporus

Antibacterianos y

Conio-azasirosterol (68)

[130] anticancerigenos
R = Ac; Bacillosporina A (66)
R = H; Bacillosporina B (67)
Heterodimeros
HN %
- C. cereale
[132] Antimicrobiano
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Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo (continuacion).

Fuente de
Molécula ‘s . Actividad biologica
obtencion/Referencia g

¢ [ngefle Antimicrobiano
]
Cereo-azasirosterol (69)
Complejos metalicos
@] 0

R. hypogea y P. herquei
[133]

R = Ni; Complejo niquelado de escleroderris azul (70)
R =Zn; Complejo de zinc de escleroderris azul (71)

Compuestos que contienen pirrol y oxazol

X
o] Penicillium sp. Citotoxico
OH [134]

Herqueiazol (72)

38



Tabla 5. Fenalenonas representativas de cada subgrupo (continuacion).

Molécula

Fuente de
obtencion/Referencia

Actividad bioldgica

Herqueioxazol (73)

Penicillium sp.
[134]

Citotdxico

Como se puede observar, las fenalenonas las producen en su mayoria hongos de los géneros
Penicillium, Aspergillus, Talaromyces, Paecilomyces y Coniothyrium. La gran quimica nucleofilica del
nucleo de fenalenona, en la que todas las posiciones de este nucleo son susceptibles de ataques
electrofilicos, ha sido ampliamente explotada por hongos para crear una sorprendente variedad de
sustancias naturales muy interesantes estructuralmente [115].
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3. Justificacion

Debido a que tanto la DM, la obesidad y el cancer impactan en la calidad y esperanza de vida de un
gran numero de personas tanto a nivel global como a nivel nacional, la investigacidon en el
descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento de estos padecimientos es fundamental e
incluso urgente, pues los nimeros de afectados va creciendo a pasos agigantados por los malos
habitos alimenticios, la falta de actividad fisica y el deterioro de las condiciones ambientales. Sin
embargo, aun con los muchos avances que se han logrado en el tratamiento de estos padecimientos
en los afios recientes, quedan aun muchos desafios por vencer, pues si bien existen muchos
farmacos para tratar estas enfermedades, tanto sintéticos como de origen natural, la mayoria no
son completamente eficaces y/o seguros, por lo que la busqueda de nuevos farmacos con menos
efectos adversos, mas selectivos y eficaces para tratar estas enfermedades continua.

Se ha demostrado que la PTP1B es un blanco prometedor para tratar la DMTII, la obesidad y algunos
tipos de cancer. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los inhibidores de PTP1B que han sido
descubiertos presentan problemas importantes debido a su escasa selectividad. En ese sentido, la
busqueda de agentes inhibidores de la PTP1B a partir de productos naturales obtenidos de hongos
aislados de nichos ecolégicos poco explorados supone una estrategia factible en la identificacidn de
moléculas novedosas que sean Utiles en la terapéutica de dichos padecimientos.

Los productos naturales al dia de hoy estan resurgiendo con fuerza en el arsenal médico ya que en
general suelen ser mas selectivos y/o seguros que los medicamentos de origen sintético. En
particular, es importante mencionar que no es posible discernir si los inhibidores de PTP1B de origen
fungico son mas selectivos y/o potentes que los inhibidores de PTP1B de otras funtes naturales o de
origen sintético debido a que en los tres grupos hay una gran diversidad tanto estructural como de
actividad inhibitoria sobre la PTP1B. Seria pertinente realizar estudios quimioinformaticos para
establecer las diferencias de selectividad y potencia entre inhibidores fungicos, de plantas y de
sintesis sobre la PTP1B. En este trabajo se eligid trabajar con metabolitos secundarios aislados de
hongos microscopicos ya que muy pocos de ellos han sido estudiados a detalle a pesar de que en
nuestro pais existe una gran diversidad de estos microorganismos.

Por lo tanto, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo prinipal la obtencién de
inhibidores no competitivos y/o alostéricos de la PTP1B a partir de microorganismos fungicos
aislados de regiones poco exploradas de México. Se espera que los compuestos aislados tengan
mayor selectividad que los inhibidores ya existentes al presentar un tipo de inhibicién diferente a la
competitiva, evitando asi la unidn en el sitio catalitico de la enzima que es altamente conservado en
las mds de 100 PTPs presentes en el ser humano.
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4. Hipotesis

Considerando que las especies del género Talaromyces biosintetizan metabolitos secundarios con
diversas actividades bioldgicas, por ejemplo propiedades antibidticas, antitumorales, herbicidas o
insecticidas asi como propiedades inhibitorias sobre diferentes enzimas como la acetilcolinesterasa,
integrasa HIV-1, CETP, fosfodiasterasa PDE-4B2, MAO, ADN polimerasas o heparanasa, es probable
qgue la especie Talaromyces sp. (1Q-313) aislada de muestras de tierra de hormiguero produzca
compuestos con actividad inhibitoria contra la enzima hPTP1Bj.400.
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5. Objetivos

5. 1. Objetivo general

Aislar, identificar y caracterizar los metabolitos secundarios fungicos con actividad inhibitoria sobre
la proteina tirosina fosfatasa 1B (hPTP1Biac0), @ partir de especies fungicas de muestras de
hormiguero para el desarrollo de farmacos utiles en el tratamiento de la DMTII, obesidad, algunos
tipos de cancer, o bien, como herramientas para futuras investigaciones.

5. 2. Objetivos particulares

o Aislary cultivar los microorganismos fungicos de muestras de hormiguero recolectadas en
la Huasteca Hidalguense.

o Obtener el extracto organico de los microorganismos cultivados.

o Establecer un método enzimatico con la hPTP1Bi.400 para la busqueda de PN de origen
fungico con potencial hipoglucemiante o antitumoral.

o ldentificar taxondmicamente el microorganismo fungico seleccionado.

o Aislar los metabolitos secundarios presentes en el extracto orgdnico activo seleccionado
mediante técnicas cromatograficas.

o Caracterizar quimicamente los metabolitos secundarios aislados utilizando técnicas
espectrométricas y espectroscopicas.

o Evaluar la actividad de los metabolitos aislados como inhibidores de la APTP1B1.400.

o ldentificar el tipo de inhibicion de los metabolitos evaluados sobre la APTP1B1-400.

o Establecer el probable sitio de unién de los metabolitos bioactivos con la hPTP1Bi.300

mediante estudios de acoplamiento molecular.
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6. Metodologia
6. 1. Obtencion de muestras para el aislamiento de especies flingicas

Las muestras bioldgicas obtenidas para el aislamiento de microorganismos fungicos se recolectaron
en la zona de la Huasteca Hidalguense, en el estado de Hidalgo (Figura 15y 16).
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Figura 15. Ubicacién del municipio de Xochiatipan en la Huasteca Hidalguense, Hidalgo (20°50'02"N

98°17'03"0).
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Figura 16. Tierra de hormiguero de donde se colectaron las muestras.
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6. 2 Aislamiento y cultivo de microorganismos flingicos

El aislamiento de los microorganismos fungicos a partir de las muestras de tierra de hormiguero se
realizé mediante diluciones seriadas. La solucidn stock se prepard con 1 g de tierra y se afiadieron 9
mL de agua destilada estéril.

A partir de la suspensidn se realizaron diluciones para tener cuatro soluciones en concentracion de
102, 103, 10* y 10®° g tierra/mL. Posteriormente se tomaron 200 plL de cada disolucidn y se
inocularon en una caja de Petri con medio agar papa dextrosa (APD) y amoxicilina (500 mg/L). Este
procedimiento se realizé6 por duplicado. Dichas cajas se dejaron en crecimiento por
aproximadamente 48-72 horas a temperatura ambiente, y se monitored el crecimiento de los
microorganismos fungicos.

Una vez aislados los microorganismos flngicos, se les asignd una clave consecutiva de identificacién
alfanumérica (1Q-311 a 1Q-320) y se realizé un registro fotografico de cada uno. Para ello se
prepararon dos cultivos semilla en tubos para centrifuga Falcon con 15 mL de medio caldo papa
dextrosa (CPD). Posteriormente, los cultivos semilla se vertieron a dos matraces, uno con 12 g de
arroz y otro con 10 g de cereal Cheerios®. Los cultivos se dejaron crecer por 30 dias a temperatura
ambiente con periodos normales de luz y oscuridad.

6. 3. Obtencion de los extractos orgdnicos

Para este trabajo se seleccionaron los hongos del 1Q-311 al 1Q-314 para su estudio quimico y
biolégico. A cada matraz de arroz y de Cheerios® con cultivo se le afiadieron 60 mL de una mezcla
1:1 de CH;Cl;:MeOH y con una espatula se fragmentd la biomasa y se dejé macerar con agitaciéon
por aproximadamente 24 horas. Posteriormente transcurridas las 24 horas los cultivos se filtraron
al vacioy el residuo sdlido se lavd con 90 mL de CH,Cl,. Después a las muestras bifdsicas resultantes
se les anadieron 75 mL de agua destilada y se colocaron en agitacién por 15 minutos. Las mezclas
bifasicas se transfirieron a un embudo de separacién para realizar un proceso de particion. Las
fracciones orgdnicas se concentraron a presion reducida en rotavapor. Finalmente los extractos
organicos resultantes se reconstituyeron con 100 mL de una mezcla 1:1 de MeOH:MeCN vy se
sometieron a un proceso de reparto con 100 mL de hexano. Las mezclas bifasicas se transfirieron a
un embudo de separacion y la fase de MeOH:MeCN se concentré a presion reducida y se colocaron
en viales para su posterior analisis (Tabla 6). Las fracciones hexanicas se descartaron.

Tabla 6. Obtencidn de extractos organicos de los hongos cultivados en Cheerios® (C) y Arroz (A).

Experimento Caddigo Rendimiento (mg)
1Q-311C 01001-94-1 100.7
IQ-311 A 01001-94-2 73.4
1Q-312 C 01001-94-3 53.7
1Q-312 A 01001-94-4 43.1
1Q-313 C 01001-94-5 951.6
IQ-313 A 01001-94-6 890.0
1Q-314 C 01001-94-7 60.2
1Q-314 A 01001-94-8 34.3

44



6. 4. Procedimientos cromatograficos generales

Los anadlisis cromatograficos en capa fina (CCF) se realizaron utilizando placas de aluminio
recubiertas con gel de silice 60 F;s4 de Merck (tamafio de particula 3.5-7.0 ASTM y de 0.25 mm de
espesor). Como eluyentes se emplearon diversas mezclas de disolventes organicos (hexano, CH,Cl,
y MeOH). La visualizacion de las placas se realizo empleando una lampara de UV a 250 y 365 nm.
Como agente revelador se utilizé sulfato cérico amoniacal en acido sulfurico concentrado.

Los andlisis cromatograficos en columna abierta (CCA) se realizaron con gel de silice como fase
estacionaria (Macherey-Nagel 230-400) y como fase movil mezclas de polaridad creciente de
hexano:CH,Cl, y también se realizd con fase estacionaria de Sephadex LH-20 y como fase movil
MeOH.

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se ejecutaron en un equipo marca
Waters, equipado con un detector UV con arreglo de fotodiodos (PDA-2998), un detector
evaporativo de dispersion de luz (ELSD-2424), un automuestreador (2707) y un modulo colector de
fracciones (WFCIII). El control del equipo asi como la adquisicién y manejo de los datos, se efectud
con el programa Empower versién 3.0 Waters. Los analisis cromatograficos de tipo analitico se
hicieron en una columna Phenomenex Gemini NX-C18 (5 um, 250 x 4.6 mm) y para los analisis
semipreparativos se empled una columna Phenomenex Gemini NX-C18 (5 um, 250 x 10 mm). Todos
los analisis se realizaron a temperatura ambiente. La deteccion de los compuestos se realizé a
diferentes longitudes de onda (200-800 nm).

6. 5. Determinacidn de las constantes espectroscépicas y espectrométricas

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidréogeno (RMN-'H 700 MHz) y de carbono 13
(RMN-13C, 175 MHz) se registraron en un equipo de Brucker Ascend Il 700, utilizando metanol
deuterado (CD3;0D), acetona deuterada (CDsCOCDs), y cloroformo deuterado (CDCls) como
referencia para los desplazamientos quimicos (6).

Los espectros de masas se obtuvieron por la técnica de analisis directo en tiempo real (DART) con
un espectrometro de masas Jeol, AccuTOF JMS-T100LC y/o por electrospray empleando un equipo
QExactive Plus (ThermoFisher, San Jose, CA, USA).

6. 6. Expresion y purificacion de la enzima hPTP1B1-400

La proteina PTP1B en la construccion genética pET27b(+)-PTP1B fue donada por el Dr. Martin
Gonzalez Andrade de la Facultad de Medicina de la UNAM. La construccién genética se amplificé en
la célula competente DH5-a. Posteriormente, los plasmidos obtenidos se emplearon para
transformar las células competentes BL21 (DE3) PLysS, mediante choque térmico y se seleccionaron
la colonias resistentes a kanamicina después de 16 h de incubacién a 37 °C. Las colonias
seleccionadas se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una densidad dptica de 0.6 a 600 nm en medio
liquido Luria-Beratani (LB, 3 mL), suplementado con el antibidtico. La induccion de las células se
realizé con IPTG 0.5 mM a 37 °C. La expresion de la enzima PTP1B se monitored cada 2 h empleando
geles desnaturalizantes de SDS-PAGE. En el escalamiento (4 L), transcurrido el periodo de
incubaciodn, las células se separaron del medio de cultivo por centrifugacién a 6000 rpm por 10 min,
a4 °C. La lisis celular se realizé mediante choques sénicos. El paquete celular se resuspendid en un
amortiguador de 50 mM de TRIS-HCI pH 7.3, 150 mM de NaCl, 1 mM de PMSF. El extracto celular
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obtenido de la lisis se purificé por cromatografia de intercambio idnico utilizando una columna
Source 15Q y un gradiente de 50 mM de TRIS-HCI pH 8.3, 0 mM NaCl a 50 mM de TRIS-HCI pH 8.3,
1 M NaCl. Con la finalidad de seguir a la proteina en cada paso del proceso de purificacién se
monitored la actividad enzimatica empleado fosfato de p-nitrofenilo (p-NPP) como sustrato, en
amortiguador de 50 mM TRIS-HCI pH 8.3. Cabe mencionar que se detectd actividad enzimatica a lo
largo del proceso de purificacidon, sin embargo, esta se pierde en el Ultimo paso de purificacion. Con
la finalidad de dar solucidn a los problemas presentados y evitar la manipulacién de la proteina por
periodos de tiempo prolongados, el gen de la proteina PTP1B;.400 se transfirié al vector pET28S,
mismo que esta flanqueado por una etiqueta de histidinas (6 x His) en el extremo amino terminal
de la proteina. La expresién del plasmido se realizd en células competentes de E. coli Rosseta (4L)
a 37 °C por 18 h, empleando 0.5 mM de IPTG para la induccién. Transcurrido el periodo de
incubacidn, las células se separaron del medio de cultivo por centrifugacién a 6000 rpm por 10 min,
a 4 °C. La lisis celular se realizd6 mediante choques sénicos. El paquete celular se resuspendid en un
amortiguador de 50 mM de Hepes pH 7.3, 150 mM de NaCl, 1 mM de PMSF y 1.5 mM DTT. El
extracto celular obtenido de la lisis se purificd por cromatografia de afinidad a niquel utilizando una
columna Ni?* HisTrap de 5 mL a un flujo de 1 mL/min. La elucidn de la muestra se realizé empleando
un amortiguador de 50 mM Hepes pH 7.3, 100 mM NaCl, 1.5 mM DTT y 300 mM de imidazol. Con la
finalidad de seguir a la proteina en cada paso del proceso de purificacidn, se monitoreé la actividad
enzimatica empleando fosfato de p-nitrofenilo como sustrato en amortiguador de 50 mM Hepes pH
6.8, 100 mM NaCl y1.5 mM DTT. Adicionalmente, la pureza de la proteina se monitored por
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 10 %). Las muestras que presentaron actividad
enzimatica y un perfil electroforético similar se reunieron y dializaron contra amortiguador de 50
mM Hepes pH 6.8, 100 mM NaCl y1.5 mM DTT.

6. 7. Establecimiento de un método enzimatico con la hPTP1B;400 para la busqueda de
compuestos de origen fingico con potencial hipoglucemiante y antitumoral

Se implementd un método enzimatico para la evaluacidn de extractos organicos y compuestos puros
como inhibidores de la enzima APTP1B;.400. Para ello, se establecid la linealidad del sistema y
posteriormente se determind la velocidad inicial de la reaccidn enzimdtica y se obtuvieron los
valores de Km y Vm. Finalmente, con las condiciones obtenidas a partir de |la caracterizacion cinética
de la enzima se determind la concentracién inhibitoria media (Clso) del control positivo, acido
ursolico (74).

6. 7. 1. Curva patron de p-NP

La curva patron de p-NP se realizd por triplicado utilizando 6 disoluciones en un rango de
concentracién de 0.0-1.25 mM. Todas las disoluciones se prepararon a partir de una disolucion stock
y en buffer Hepes a pH de 6.8. Se colocaron 100 pL de cada disolucién en una placa de 96 pozos y
se midio la absorbancia.

6. 7. 2. Curva de saturacion por sustrato p-NPP

Para la curva de saturacidon por sustrato se utilizaron soluciones de p-NPP en un rango de
concentracién de 0.0-10 mM. Para ello se preparé una disolucién stock de 50 mM en buffer Hepes.
Se colocaron 10 pL de cada disolucién en una placa de 96 pozos por duplicado, se agregaron 10 pL
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de enzima PTP1B de 300 nMy el volumen se completd a 100 pL con el buffer. Se midié la absorbancia
alos 0y 20 minutos.

6. 7. 3. Curva de inhibicién con acido ursélico (74)

La curva de inhibicién se realizé con disoluciones de acido ursdlico (74) en un rango de
concentracién de 0.0-100 uM. Para ello se elabord una solucién stock de 10 mM en buffer Hepes.
Se colocaron 2 uL de cada disolucidn en una placa de 96 pozos, se afiadieron 10 pL de enzima PTP1B
300 nM y el volumen se completd a 90 pL con el buffer. La mezcla de reaccion se incubd a 37°C por
10 minutos. Posteriormente se adicionaron 10 pL de sustrato p-NPP 30 mM vy se registrd la
absorbancia. Nuevamente se incubd a 37°C por 20 minutos y una vez terminado el tiempo se midié
la absorbancia. Con los valores obtenidos de tres repeticiones se calculd la Clso.

6. 8. Ensayos de inhibicion de hPTP1B1-400

El estudio de inhibicidn in vitro se efectud con la hPTP1B1.400 @ una concentracién de 300 nM. Como
sustrato se utilizd p-NPP 30 mM. Los ensayos se realizaron en solucién amortiguadora de pH 6.8 con
Hepes 50 mM, 100 uM NacCl, 1.5 mM DTT. El acido ursdlico (74) se utilizé como control positivo a 10
MM. El extracto orgdnico de IQ-313 y los compuestos puros aislados disueltos en DMSO se evaluaron
a una concentracién final de 200 ppm. La inhibicion se determiné por espectrofotometria a 405 nm
en placas de 96 pozos. Las absorbancias registradas se adquirieron con un le ctor Synergy HT y se
analizaron mediante los softwares de Gen 5 y GraphPad Prism 6.0.

El porcentaje de inhibicién de los extractos orgdnicos se calculd con la siguiente ecuacién y
considerando la absorbancia del blanco:

A
% Inh = <1—M>x 100

bsos nm

Donde % Inh corresponde al porcentaje de inhibicién de la enzima, A a la absorbancia

M405 nm
corregida de la muestra (Am405nm = A20 min. muestra 405nm Ainicial muestragos nm) y Ab405 am 9
la absorbancia corregida del blanco (Ay, . ... = A20 min. blancoes nm — A inicial blancoses nm )

6. 9. Identificacion taxondmica del microorganismo seleccionado

La identificacion taxondmica de la cepa seleccionada mediante secuenciacién molecular de la regiéon
ITS y andlisis de homologia tipo BLAST utilizando la base de datos del National Center Biotechnology
Information (NCBI) se realizd en colaboracién con el Dr. Jesis Morales Jiménez, del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT) del estado de San Luis Potosi.

6. 10. Fraccionamiento primario del extracto organico de 1Q-313 (Talaromyces sp).

Con la finalidad de obtener los metabolitos minoritarios presentes en el extracto organico de 1Q-
313 cultivado en Cheerios®, se realizd el escalamiento del cultivo (pequefia escala x 5). El extracto
organico obtenido (01001-94-5, 4 g) se fracciond por CCA, empleando silica gel como fase
estacionaria (CV = 350 mL) y mezclas de hex/CHCl, 1:1 (15 CV), hex/CHCl, 8:2 (10.5 CV), CHCl,
100% (10.5 CV), CH1Cl/AcOEt 9:1 (3.2 CV), CH2Cl,/AcOEt 8:2 (2 CV), CH,Cl,/AcOEt 7:3 (4 CV),
CH,Cly/AcOEt 1:1 (4.5 CV), CH,Cl,/AcOEt/MeOH 45:45:10 (6.4 CV) como fase mavil. Cada fraccidn se

47



monitored via CCF y aquellas con patrones similares se reunieron, generando un conjunto de 12

fracciones (Tabla 7).

Tabla 7. Agrupamiento de fracciones primarias del extracto de 1Q-313.

Grupo Fracciones Cadigo Rendimiento (mg)
1 1-4 01001-139-1 27.8
2 5-8 01001-139-2 25.2
3 9-16 01001-139-3 21.1
4 17-26 01001-1394 121.8
5 27-30 01001-139-5 27.6
6 31-54 01001-139-6 807.3
7 55-73 01001-139-7 972.1
8 74-86 01001-139-8 1047.3
9 87-92 01001-139-9 108.7
10 93-98 01001-139-10 32.1
11 99-101 01001-139-11 470.7
12 102-104 01001-139-12 126.4
Total 3788.1
Recuperado (%) 94.7

6. 11. Aislamiento de compuestos puros: duclauxina (64), talaromycesona B (75), xenoclauxina
(76) y bacillisporina G (77).

6.11. 1. Aislamiento de duclauxina (64)

Se pesaron 100 mg del extracto 01001-94-5 del IQ-313 en un vial y se le agregaron 500 pL de MeOH.
Una parte del compuesto se disolvid y se transfirid a otro vial. La parte insoluble se resuspendié con
MeOH, se centrifugd y se separd el sobrenadante del sedimento. El procedimiento anterior se
repitio dos veces y permitio obtener dos fracciones (Tabla 8).

Tabla 8. Separacion del extracto 01001-94-5.

Experimento Caddigo Rendimiento (mg)
Sedimento 01001-96-2 43.8
Sobrenadante 01001-96-3 55.6

De la fraccion 01001-96-2 se aislaron 43.8 mg de duclauxina (64) como sdlido color café. La
estructura del producto se elucidé mediante técnicas espectroscopicas (RMN-'H y RMN-3C) y
espectrométricas (EM-DART) y por comparacion con los datos reportados en la literatura [137].

6. 11. 2. Aislamiento de talaromycesona B (75)

El fraccionamiento secundario de la fraccion 01001-139-11 se realizé mediante cromatografia en
columna tipo flash, en un cromatdgrafo CombiFlash Rf system (Teledyene ISCO., NE, EEUU),
equipado con una bomba binaria y los detectores de arreglo de diodos (DAD) y evaporativo de
dispersién de luz (ELSD). Como fase estacionaria se empled gel de silice (RediSep Rf) y como fase
mavil un gradiente de polaridad creciente entre diferentes mezclas de hexanos, CHCl; y MeOH
(Figura 17). El procedimiento anterior generd 9 fracciones secundarias (Tabla 9).
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Figura 17. Cromatograma del extracto 01001-139-11.

Tabla 9. Agrupamiento de fracciones secundarias del extracto 01001-139-11.

Grupo Fracciones Cadigo Rendimiento (mg)

1 1-9 01001-149-1 1.3

2 10-14 01001-149-2 2.9

3 15-16 01001-149-3 7.9

4 17-19 01001-149-4 22.2
5 20-21 01001-149-5 20.1
6 22-25 01001-149-6 35.5
7 26-43 01001-149-7 180.4
8 44-65 01001-149-8 54.3
9 66 01001-149-9 12.7

Se eligid la fraccidon secundaria 01001-149-7 (180.4 mg) para continuar el proceso de aislamiento y
purificaciéon. Se llevé a cabo un fraccionamiento por CCA utilizando Sephadex LH-20 como fase
estacionaria (CV =95 mL) y MeOH como fase mdvil. Cada fraccién fue monitoreada via CCF y aquellas
con perfiles cromatograficos similares se agruparon en fracciones terciarias. El procedimiento
anterior generé ocho fracciones terciarias (Tabla 10).

Tabla 10. Agrupamiento de fracciones terciarias del extracto 01001-149-7

Grupo Fracciones Caddigo Rendimiento (mg)

1 1-5 01002-05-1 51.7

2 6 01002-05-2 14.8

3 7 01002-05-3 19.3

4 8-12 01002-05-4 25.2

5 13 01002-05-5 5.7

6 14-15 01002-05-6 10.9

7 16-18 01002-05-7 31.7

8 19-24 01002-05-8 26.3
Recuperado (%) 97 %
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Se selecciond a la fraccion 01002-05-4 (25.2 mg) para su posterior analisis por CLAE en modalidad
semipreparativa. El analisis se realizé utilizando como fase mévil un gradiente lineal iniciando con
40% de MeCN (0.1 % acido féormico en agua) hasta 100% en 30 minutos, con un flujo de 4.6 mL/min
(Figura 18 y Tabla 11). El procedimiento anterior permitié el aislamiento de 6.0 mg de
talaromycesona B (75) como un sélido cristalino. La estructura de este compuesto se elucidd
mediante técnicas espectroscépicas (RMN-'H y RMN-3C) y espectrométricas (EM-DART) y por
comparacion con los datos espectroscépicos reportados en la literatura [96].
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Figura 18. Cromatograma por CLAE del extracto 01002-05-4.
Tabla 11. Agrupamiento de fracciones del extracto 01002-05-4.
Grupo Fracciones Cadigo Rendimiento (mg)
1 2-3 01002-18-1 3.6
2 8 01002-18-2 1.0
3 11 01002-18-3 6.0
4 16 01002-18-4 1.2
5 21-22 01002-18-5 6.2

6. 11. 3. Aislamiento de xenoclauxina (76)

El fraccionamiento secundario de la fraccion 01001-139-7 (800 mg) se realizd6 mediante
cromatografia en columna tipo flash, en un cromatégrafo CombiFlash Rf. Como fase estacionaria se
empled una columna C18 (RediSep Rf, 130g) y como fase mévil un gradiente de polaridad creciente

entre diferentes mezclas de MeOH y agua a 50 mL/min. (Figura 19). El procedimiento anterior
generd 13 fracciones terciarias (Tabla 12).
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Figura 19. Cromatograma del extracto 01001-139-7.
Tabla 12. Agrupamiento de las fracciones secundarias del extracto 01001-139-7.
Grupo Fracciones Cadigo Rendimiento (mg)
1 20-29 01001-150-1 9.7
2 30-34 01001-150-2 7.9
3 35-39 01001-150-3 12.3
4 40-41 01001-150-4 38.3
5 42 01001-150-5 19.9
6 43-46 01001-150-6 57.8
7 47-48 01001-150-7 24.1
8 49-55 01001-150-8 180.1
9 56-57 01001-150-9 80.5
10 58-60 01001-150-10 126.8
11 61-62 01001-150-11 86.8
12 63-66 01001-150-12 99.8
13 67-69 01001-150-13 11.1

De la fracciéon 01001-150-13 se aislaron 11.1 mg de xenoclauxina (76) como un sélido color marrén.
La estructura de este compuesto se elucidé mediante técnicas espectroscopicas (RMN-1H y RMN-
13C) y espectrométricas (EM-DART) y por comparacién de los datos espectroscopicos con aquellos
reportados en la literatura [138].

6. 11. 4. Aislamiento de bacillisporina G (77)

El aislamiento y purificacion de los componentes presentes en la fraccidon primaria de 01001-139-7
(80 mg) mediante CLAE en modo semipreparativo (20.0 mL/min, Figura 20) condujo al aislamiento
de 9.3 mg de bacillisporina G (77) como un sélido color amarillo opaco (Tabla 13). La estructura de
este compuesto se elucidd mediante técnicas espectroscépicas (RMN-1H y RMN-13C) vy
espectrométricas (EM-DART) y por comparacion de los datos espectroscépicos con aquellos
reportados en la literatura [111].
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Figura 20. Cromatograma por CLAE del extracto 01001-139-7.

Tabla 13. Agrupamiento de fracciones del extracto 01001-139-7.

Grupo Fracciones Cédigo Rendimiento (mg)
1 20-25 01001-140-1 2.7
2 31-33 01001-140-2 13.1
3 35-38 01001-140-3 9.6
4 43-45 01001-140-4 24.1
5 50-51 01001-140-5 21.1
6 59 01001-140-6 2.0

6. 12. Evaluacion del efecto inhibitorio de los compuestos aislados sobre la actividad de la
hPTP1B 1.400

La actividad bioldgica de la duclauxina (64), la xenoclauxina (76), la talaromycesona B (75) y la
bacillisporina G (77) como inhibidores de la enzima hPTP1B1.400 e realizé siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 6. 8. Los compuestos 64, 76, y 77 se evaluaron en un rango de concentracién
de 0-60 uM, mientras que el compuesto 75 se evalud en un rango de concentracion de 0-300 uM.
El control positivo acido ursélico (74) se evalud en una concentraciéon de 0-100 uM. Con los
resultados obtenidos se calculé la Clsg de cada compuesto mediante un andlisis de regresién no
lineal con ajuste de Hill.

6. 13. Caracterizacion de la inhibicién enzimatica de la duclauxina (64) y el acido ursélico (74)
sobre la hPTP1B 1.400

El tipo de inhibicidn enzimatica de la duclauxina (64) y el acido ursdlico (74) sobre la hPTP1B1.400 SE
realizé siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 6.8, para ello se elaboraron curvas de
saturacion por sustrato (0.5-10 mM) a diferentes concentraciones de inhibidor. El tipo de inhibicién
de los productos se realizé mediante analisis gréfico. El valor de las constantes de inhibicién se
calculé a través de un analisis de regresién no lineal utilizando la siguiente ecuacion:

VmaxS

km(1+[kii])+s(1+0ELk]i)

v =

Donde v es la velocidad inicial en presencia y ausencia de inhibidor, S e / son las concentraciones de
sustrato e inhibidor, Ve es la velocidad maxima, k., es la constante de Michaelis-Menten, k;es la
constante de inhibicidon competitiva y ak; es la constante de inhibicién no competitiva.
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Con los resultados obtenidos a partir de estos experimentos se calculé la constante de inhibicidn (k;)
experimental y el tipo de inhibicion mediante regresiones no lineales utilizando el software de
GraphPad Prism 6.0.

6. 14. Estudios de acoplamiento molecular
6. 14. 1. Validacién

Para la validacién del método de acoplamiento molecular se utilizé la proteina PDB ID: 1SUG y la
estructura del sustrato (p-NPP) construida en el software ChemBioDraw Ultra 13.0 y minimizada en
el programa Spartan’10 con un campo de fuerza semiempirico PM3. Los pardametros empleados
para el estudio de validacion fueron idénticos a los empleados con los ligandos evaluados duclauxina
(64), talaromycesona B (75), xenoclauxina (76), bacillisporina G (77) y acido ursélico (74). Los
resultados de la validacidn (Figura 52) muestran que el p-NPP se une en el sitio catalitico de la
enzima, validando los resultados obtenidos de las simulaciones. Cabe destacar que la validacién se
realizé con el sustrato de la enzima ya que no existen ligantes co-cristalizados con la estructura
1SUG.

6.14. 2. Enzima

La estructura de la hPTP1B;.300 cO-cristalizada con glicerol y buffer Tris se obtuvo del Protein Data
Bank (PDB ID: 1SUG). Se selecciond esta estructura debido a su alta resolucidn y que posee un mayor
numero de aminodcidos (1-300). La estructura proteica usada en los cdlculos de acoplamiento
molecular se preparard en la interfaz grafica AutoDock Tools 1.5.6 (ADT), en la cual se afiadieron los
atomos de hidrégeno polares y cargas de Kolleman. Los archivos fueron almacenados en un formato
apropiado (.pdb) para su posterior uso en Autogrid 4.0 y Autodock 4.0.

6. 14. 3. Preparacion de los ligandos

Los ligandos evaluados en los estudios de acoplamiento molecular se construyeron en el programa
Spartan’10 (www.wavefunction.com). La optimizacidn geométrica se realiz6 usando métodos
semiempiricos, con un campo de fuerza PM3, en el mismo software. Posteriormente los ligandos
fueron preparados con la asignacion de las cargas atémicas de Gasteiger-Marsilli y la adicién de
hidrégenos no polares mediante el programa Autodock 4.0 usando la interfaz ADT 1.5.6.

6. 14. 4. Acoplamiento molecular (AM)

La predicciéon de las conformaciones accesibles por los ligandos se realizé con el programa Autodock
4.0 (http://autodock.scripps.edu/) empleando un Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). Para la
prediccién de los sitios y conformaciones de unidn de menor energia se realizd un estudio de
acoplamiento molecular ciego en una regién de busqueda (grid) de 126 x 126 x 126 A centrada en
la proteina. Se realizé un docking ciego y no en el sitio catalitico de la enzima porque se prentendia
encontrar sitios de unién alostéricos, ya que a pesar del potencial terapéutico de la PTP1B es dificil
encontrar inhibidores selectivos de ésta, principalmente debido a su homologia estructural con
otras PTPs como la PTP de células T (TCPTP; 80% de homologia) [135]. Todas las simulaciones se
realizaron con un LGA y 100 corridas. Los resultados fueron analizados utilizando la interfaz ADT
1.5.6 (andlisis por agrupamiento) y PyMOL 2.3.2.
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7. Resultados y discusién
7. 1. Aislamiento y cultivo de microorganismos flingicos

A partir de las muestras de tierra de hormiguero recolectadas se aislaron un total de 10
microorganismos fungicos (Tabla 14) con caracteristicas morfoldgicas distintas (Figura 21).

Tabla 14. Microorganismos aislados y cédigo asignado.

Procedencia del Numero de microorganismo Codigo
microorganismo aislado

1 IQ-311

2 1Q-312

3 1Q-313

4 1Q-314

. . 5 1Q-315

Tierra de hormiguero 5 10-316

7 1Q-317

8 1Q-318

9 1Q-319

10 1Q-320

Figura 21. Microorganismos fungicos aislados en la region de Xochiatipan en la Huasteca Hidalguense.

Los cultivos axénicos muestran una gran variedad, fortaleciendo la hipdtesis de que en zonas poco
exploradas de México hay gran diversidad de especies fungicas, en particular los hormigueros son
una fuente rica de estos microorganismos debido a las asociaciones simbidticas que ahi se
establecen [136]. Con estos hallazgos se contribuye a la generacidon de conocimiento sobre la
diversidad de especies fungicas del estado de Hidalgo y de los hormigueros como nichos ecoldgicos.
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7. 2. Obtencidn de los extractos organicos

Se seleccionaron los hongos del 1Q-311 al 1Q-314 para la obtencién y posterior analisis de los
extractos organicos, de dichos extractos se obtuvieron rendimientos entre 34 y 950 mg
aproximadamente (Tabla 6). En el andlisis por CCF se observaron diferencias en los perfiles quimicos
(Figura 22), mostrando la diversidad metabdlica entre los microorganismos estudiados.
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Figura 22. Cromatografia en capa fina (CCF) de los
extractos orgdnicos con sistema de elucién AcOEt:hex
30:70. C, Cheerios®; R, Arroz.

Cada microorganismo se cultivé en dos medios diferentes con la finalidad de analizar el impacto del
medio de crecimiento en la produccion de metabolitos [64]. Sin embargo, los perfiles metabdlicos
de 1Q-312 y de 1Q-313 no presentaron diferencias significativas entre un medio y otro. Los perfiles
metabdlicos de 1Q-311 y de 1Q-314 cualitativamente mostraron un aumento en la producciéon de
metabolitos en el medio de Cheerios®.

7. 3. Establecimiento de un método enzimatico con la hPTP1B;400 para la busqueda de
compuestos de origen flingico con potencial hipoglucemiante y antitumoral

7. 3. 1. Curva patron de p-NP

Se construyd la curva patrén (Figura 23) del p-NP, producto de la reaccion enzimatica de hidrdlisis,
para posteriormente calcular la velocidad de reaccion util en los siguientes ensayos. Se obtuvo la
siguiente ecuacion: Abs = 1.089[p-NP] - 0.001410.
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Figura 23. Curva patrén del p-NP.

7. 3. 2. Curva de saturacion por sustrato p-NPP

El estado de saturacidn de la enzima PTP1B se logré utilizando un rango de concentracién de 1.0-10
mM (Figura 24). Con los datos obtenidos se calculd la velocidad maxima y la constante de Michaelis
(Km), 0.5350 mM/miny 2.755 mM respectivamente, mediante un analisis de regresion no lineal. Con
este ensayo se establecid la concentracion de sustrato para los ensayos de inhibicidn. Dicha
concentracidn fue el valor de la K.

0.5
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Figura 24. Curva de saturacion por sustrato p-NPP.

7. 3. 3. Curva de inhibicién con acido ursdlico (74)

La curva de inhibicidn con el compuesto 74 se realizé para conocer la concentracidon a emplear como
control positivo. Se valué en un rango de concentracién de 0.0-100 pM. El porcentaje de inhibicién
alcanzado fue de 89% a la concentracién mas alta (Figura 25) y la Clso fue de 27 uM, calculada

56



mediante un andlisis de regresidn no lineal con ajuste de Hill. Dicha concentracién se utilizé para los

ensayos de inhibicidn del extracto y los compuestos aislados.
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Figura 25. Curva de inhibicidn con acido ursdlico (74).

7. 4. Ensayo de inhibicidn de la hPTP1B;.400 del extracto original de 1Q-313

La obtencidn y el estudio de los extractos orgdnicos como inhibidores de la hPTP1B1.400 se llevd a
cabo con el objetivo de buscar posibles agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades
de alta incidencia poblacional como la DMTII y el cancer, ya que a pesar de las medidas que se han
tomado para comprender y controlar su incidencia, ésta sigue en aumento [11]. Por tal motivo los
extractos organicos de los medios de cultivo Cheerios® y arroz del hongo I1Q-313 se evaluaron como
inhibidores de la enzima hPTP1B;.400 utilizando el protocolo desarrollado y descrito en el apartado
6.8. Los resultados indicaron que el extracto de Cheerios® tuvo una inhibicion mayor que la del
extracto de arroz, con un porcentaje de ~80% (Figura 26). Tomando en cuenta los resultados
anteriores, se selecciond este extracto para aislar los compuestos responsables de la inhibicion

enzimatica.
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5 Bl Acido Ursdlico
S 601
=
=
£ 404
S
20+

0 T
Figura 26. Porcentaje de inhibicion sobre la PTP1B del extracto original y el control positivo (74).
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7. 5. Identificacion taxonomica del microorganismo seleccionado

Considerando los resultados de rendimiento, el perfil cromatografico por CCF y la actividad
inhibitoria sobre la hPTP1B;40 del aislamiento del 1Q-313 (Figura 27), se selecciond este
microorganismo para realizar su estudio quimico e identificacién taxondmica.

Figura 27. Microorganismo fungico seleccionado 1Q-313. (A) crecimiento en caja de Petri con PDA
(aislamiento); (B) crecimiento de aproximadamente 30 dia en Cheerios® (reverso); (C) crecimiento de
aproximadamente 30 dias en Cheerios® (frente).

El microorganismo 1Q-313 se identificd como Talaromyces sp. (Figura 28). El arbol filogenético fue
obtenido mediante secuenciacion molecular de la regién ITS y analisis de homologia tipo BLAST
utilizando la base de datos del NCBI. Sin embargo, no se logrd identificar la especie debido a que se
necesitan otros marcadores moleculares especificos para el género, como B-tubulina o RNA pol I
(RPB2).

Talaromyces sp. 106d (JX243991)

98
Talaromyces verruculosusisolate AT010 (HQ607791)

74
Talaromyces sp, 106f (JX244062)

69
Talaromyces verruculosus CBS 388.48 (NR_103675)

LA 1313

Talaromyces aurantiacus CBS 314.59(NR_103681)

79
~|7 Talaromyces rademiriciCBS 140.84 (NR_103684)
08

Talaromyces diversiformis CBS 141931 (NR_147446)
68| ——————————Talaromyces gossypiiCBS 645.8 (NR_147423)
Tal. yces columbiensis CBS 113151 (NR_154938)
91 Talaromyces tzapotlensis NRRL 35203 (NR_155923)

Talaromyces luteus strain 843 (GU934583)
Chrysosporium inops strain CBS 297.95 (GU733340)

0.02

Figura 28. Arbol filogenético del microorganismo fiingico 1Q-313.

7. 6. Estudio quimico del extracto seleccionado de la especie Talaromyces sp. (1Q-313)

El extracto organico del medio de cultivo de Cheerios® (01001-94-5) de aproximadamente 4 g se
sometid a una serie de fraccionamientos para conseguir el aislamiento de la duclauxina (64), la
talaromycesona B (75), la xenoclauxina (76) y la bacillisporina G (77), todos compuestos de tipo
fenalenona. Posteriormente se realizd la elucidacion de la estructura de cada compuesto.
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7. 6. 1. Aislamiento y elucidacidon estructural de duclauxina (64), talaromycesona B (75),
xenoclauxina (76) y bacillisporina G (77)

Se tomaron 100 mg de extracto del medio de cultivo de Cheerios® (01001-94-5) del hongo IQ-313 y
se fracciond por precipitacion con MeOH y centrifugacion. Se obtuvieron 2 fracciones que tuvieron
rendimientos entre 40 y 56 mg aproximadamente (Tabla 8). En el andlisis por CCF se observaron
diferencias en los perfiles quimicos de los extractos (Figura 29).

OQ

—r—s

e So

Figura 29. Cromatografia en capa fina (CCF) del extracto 01001-94-5 con sistema
de elucidon AcOEt:Hex 1:1. Se, sedimento; So, sobrenadante.

De la fraccion del sedimento (01001-96-2) se aislaron 43.8 mg de duclauxina (64) como sélido color
café claro soluble en CHCl,. Su férmula y masa molecular se establecié como Cz9H2,011y 546.1156
uma respectivamente, con base en los resultados del andlisis de espectrometria de masas por
electrospray en modo positivo (HRESI-MS) (Figura 30). Los desplazamientos quimicos registrados en
los espectros de RMN-H y -13C se muestran en la Tabla 15 y son congruentes con los reportados en
la literatura [137].
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Figura 30. Espectro de masas de alta resolucion por electrospray en modo positivo (ESI-MS) para la duclauxina
(64).
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En el espectro de masas del compuesto 64 se observa el pico de 569 m/z que representa la masa
molecular de la duclauxina (546 uma) mas la masa atdmica del sodio (23 uma); asi mismo el pico de
1115 m/z representa el aducto formado entre dos moléculas de duclauxina y un dtomo de sodio.

Duclauxina (64)

Tabla 15. Datos espectroscépicos de RMN-H (700 MHz) y RMN-13C (175 MHz) de la duclauxina (64) en CDCls.

# Posicion éc en ppm S8y en ppm, mult. (J en Hz)
1 1 148.5 7.71,s
2 3 164.0

3 3a 101.5

4 3b 133.0

5 4 161.9

6 5 121.5 6.64, s
7 6 152.1

8 6a 118.4

9 7 88.9

10 8 64.2 3.98, s
11 9 193.8

12 9a 1134

13 10 22.8 2.11,s
14 1 71.5 5.09, d (12.24); 4.77, d (12.24)
15 3’ 167.4

16 3’a 104.9

17 3'b 143.0

18 q 164.9

19 5’ 121.1 6.91,s
20 6’ 152.1

21 6’a 120.9

22 7’ 191.0

23 8’ 67.5 4.14,s
24 9’ 78.9 5.20, s
25 9’a 51.2

26 10’ 22.4 2.74,s
27 CHsCOO- 21.1 2.22,s
28 CHsCOO- 169.7

29 7-OMe 51.9 2.97,s
30 4-OH 10.66, s
31 4’-0OH 11.71,s
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Con la finalidad de obtener los metabolitos presentes en el extracto organico de 1Q-313 cultivado
en Cheerios®, se realizo el escalamiento del cultivo (pequefia escala x 5). El extracto orgdnico
obtenido (01001-94-5, 4 g) se sometid a un fraccionamiento primario por CCA en silica gel de
acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 6.10. Este procedimiento permitid la
obtencidn de 12 fracciones primarias (Tabla 7), de las cuales la fraccién 01001-139-11 (450 mg) se
fracciond por cromatografia tipo flash en fase normal como se describe en la seccion 6.11.2. De ese
procedimiento se obtuvieron 9 fracciones secundarias (Tabla 9). Se eligié la fraccién secundaria
01001-149-7 (190.4 mg) para continuar el proceso de purificacion. Se llevé a cabo un tercer
fraccionamiento por CCA con Sephadex LH-20 y cada fraccidon fue monitoreada via CCF y aquellas
con patrones cromatograficos similares se agruparon para generar 8 fracciones terciarias (Tabla 10)
a las que se les realizé CCF para visualizar sus perfiles cromatograficos (Figura 31).

R 15 6,5 7 8-12 R 13 14,15 16-18 19-24

Figura 31. Cromatografia en capa fina (CCF) de las fracciones agrupadas de 01001-149-7 con sistema de
elucion CH,Cl,:MeOH 95:5. La fraccidn agrupada 8-12 se renombré 01002-05-4.

Se escogio la fraccién 01002-05-4 (24 mg) para seguir con el proceso de aislamiento, para lo cual se
Ilevé a cabo un cuarto fraccionamiento CLAE que generd 5 fracciones (Tabla 11). La fraccién 01002-
18-3 (6.0 mg), un sdlido cristalino color amarillo claro soluble en CH,Cl, se caracteriz6 como
talaromycesona B (75). Su férmula y masa molecular se establecié como Cz7H15010 y 502.089 uma
respectivamente, con base en los resultados del anélisis de espectrometria de masas por ionizacion
guimica utilizando la técnica de analisis directo en tiempo real (DART-MS) (Figura 32). Los
desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H y RMN-13C se muestran en la
Tabla 16 y son congruentes con los reportados en la literatura [96].
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Figura 32. Espectro de masas de alta resolucién por DART de la talaromycesona B (75).
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Talaromycesona B (75)

Tabla 16. Datos espectroscopicos de RMN-H (700 MHz) y RMN-3C (175 MHz) de la talaromycesona B (75) en
CDCls.

# Posicion éc en ppm 6y en ppm, mult. (J en Hz)
1 3 167.7

2 3a 99.7

3 3b 132.3

4 4 160.7

5 5 121.3 6.92, s
6 6 146.2

7 6a 116.9

8 7 1314

9 8 135.2

10 9 134.2

11 9a 136.8

12 10 23.9 2.59,s
13 1 69.2 5.17,d (12.4); 4.94, d (12.4)
14 3’ 168.9

15 3’a 103.3

16 3'b 148.0

17 q 164.6

18 5’ 120.6 6.79, s
19 6’ 154.1

20 6’a 117.5

21 7’ 190.3

22 8’ 60.8 4.77,s
23 9’ 86.4 5.88, s
24 9’a 49.4

25 10’ 22.6 2.98, s
26 CHsCOO- 20.9 2.07,s
27 CHsCOO- 170.2

28 9-OH 11.80, s
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De las 12 fracciones primarias del extracto 01001-94-5 (Tabla 7) se eligié la fraccién 01001-139-7
(750 mg) y se fracciono por CLAE como se describe en la seccién 6.11.3. De ese procedimiento se
obtuvieron 13 fracciones secundarias (Tabla 12). De la fraccién 01001-150-13 se aislaron 11.1 mg
de xenoclauxina (76) como un sélido color marrén claro soluble en CH,Cl,. Su férmula y masa
molecular se establecié como CasH15011 y 530.084 uma respectivamente, con base en los resultados
del andlisis de espectrometria de masas por ionizacién quimica utilizando la técnica de DART-MS
(Figura 33). Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H y RMN-13C se
muestran en la Tabla 17 y son congruentes con los reportados en la literatura [138].
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Figura 33. Espectro de masas de alta resolucion por DART de la xenoclauxina (76).

Xenoclauxina (76)
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Tabla 17. Datos espectroscépicos de RMN-H (700 MHz) y RMN-13C (175 MHz) de la xenoclauxina (76) en

CDCls.
# Posicion éc en ppm 61 en ppm, mult. (J en Hz)
1 1 164.6
2 3 167.5
3 3a 100.1
4 3b 103.7
5 4 164.9
6 5 121.8 7.05,s
7 6 145.5
8 6a 116.5
9 7 131.9
10 8 134.9
11 9 149.6
12 9a 161.4
13 10 25.6 3.10, s
14 1 68.6 5.18,d (12.47); 4.94, d (12.47)
15 3 166.4
16 3’a 97.5
17 3'b 148.7
18 4 165.2
19 5’ 120.9 6.82,s
20 6’ 154.2
21 6’a 118.5
22 7’ 189.0
23 8’ 62.9 5.34,s
24 9’ 85.7 5.86, s
25 9a 48.4
26 10’ 24.0 2.57,s
27 CH5COO0- 20.9 2.07,s
28 CH5COO- 170.1
29 4-0OH 11.98, s

De las 12 fracciones primarias del extracto 01001-94-5 (Tabla 7) se eligié la fraccién 01001-139-7
(200 mg) y se fracciond por CLAE como se describe en la seccién 6.11.4. De ese procedimiento se
obtuvieron 6 fracciones secundarias (Tabla 13). De la fraccion 01001-140-3 se aislaron 9.6 mg de
bacillisporina G (77) como un sdlido color amarillo opaco soluble en CH;Cl,. Su férmula y masa
molecular se establecid como C,7H2009 y 488.110 uma respectivamente, con base en los resultados
del andlisis de espectrometria de masas por ionizaciéon quimica utilizando la técnica de DART-MS
(Figura 34). Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H y RMN-3C se
muestran en la Tabla 18 y son congruentes con lo reportado en la literatura [111].

64



Relative Intensity

100 480 11782
50—
) 490.12015
4 491.12195
0_ T T T T T T T T T T T T | T T T T T T T T T | T T T
485,00 45950 490.00 490.50 481.0
miz

Figura 34. Espectro de masas de alta resolucién por DART de la bacillisporina G (77).

Bacillisporina G (77).
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Tabla 18. Datos espectroscépicos de RMN-H (700 MHz) y RMN-13C (175 MHz) de la bacillisporina G (77) en

CDCls.

# Posicion éc en ppm 61 en ppm, mult. (J en Hz)
1 3a 100.9 7.55,s
2 3b 138.3

3 4 156.1

4 5 119.9 6.88, s
5 6 139.4

6 6a 120.9

7 7 147.2

8 8 131.1

9 9 160.8

10 9a 111.9

11 10 25.4 3.00, s
12 1 68.9 5.14,d (12.3); 4.91, d (12.3)
13 3’ 167.7

14 3’a 103.6

15 3'b 146.0

16 4 164.9

17 5’ 121.3 6.78, s
18 6’ 153.9

19 6’a 116.8

20 7 189.9

21 8’ 63.1 5.17,s
22 9’ 85.8 5.81,s
23 9a 48.1

24 10’ 24.0 2.57,s
25 HCO 193.6 10.57, s
26 CH5COO0- 21.0 2.05,s
27 CH5COO- 170.3

28 4-0OH 13.41,s
29 9-OH 11.98, s

Los cuatro compuestos son muy similares en su estructura, todos comparten los tres anillos de la
unidad base inferior, teniendo cambios en los anillos superiores (unidad principal). Se apilaron los
espectros de RMN-'H (700 MHz) y RMN-13C (175 MHz) en CDCl; para observar las sefiales que

comparten.

En la Figura 35 y la Figura 36 se observan las sefiales de protones y carbonos que son diferentes en

los compuestos.

66



1 Ll Ll AL@JL

WY LJ

i I ‘

T T T T T T T "~ T "~ T "~ T "~ T ~ T T *~ T ~ T ~ T *~ T ~ T ~ T ~ T *~ T T "1
135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)

Figura 35. Espectros de RMN-H (700 MHz, CDCls) apilados de duclauxina (64), talaromycesona B (75),
xenoclauxina (76) y bacillisporina G (77).
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Figura 36. Espectros de RMN-*3C (175 MHz, CDCl;) apilados de duclauxina (64), talaromycesona B (75),
xenoclauxina (76) y bacillisporina G (77).
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Para el compuesto 64 en el espectro de RMN-'H se ven tres sefiales distintas: una en 2.97 ppm
perteneciente al hidrogeno del metoxilo, otra en 3.98 ppm perteneciente al metino en C-8, y en
7.71 ppm perteneciente al hidrégeno aromatico en C-1. En cuanto a las sefiales que son similares
en los cuatro compuestos se observaron: dos dobletes en &y 5.09 y 4.77 (J = 12.2 Hz)
correspondientes a los hidrogenos disterotépicos del metileno en C-1’ (H-1’), dos singuletes de
metilo en 2.12 y 2.74 ppm contiguos a los protones aromaticos en 6.64 y 6.91 ppm. El singulete en
2.22 ppm se atribuye al grupo acetilo del C-9'. El espectro de RMN-'3C presenta sefiales para 29
carbonos, siendo congruente con la formula molecular establecida para este compuesto. Para la
unidad base se observaron cuatro sefiales en el rango de 150 a 220 ppm pertenecientes a dos
carbonilos (C-3’"y C-7’), aun fenol en C-4’ y a un carbono olefinico en C-6’, cuatro sefales en el rango
de 100 a 150 ppm pertenecientes a cuatro carbonos aromaticos (C-3’a, C-3’b, C-6’a y C-5’), cuatro
sefiales en el rango de 50 a 100 ppm pertenecientes a dos carbonos unidos a oxigenos (C-1" y C-9’)
y a dos carbonos sp® moderadamente desprotegidos por su cercania a dobles enlaces y oxigenos (C-
9’ay C-8'), y por ultimo una sefial en el rango de 0 a 50 ppm perteneciente a un carbono de metilo
(C-107). Para la unidad principal se observaron cuatro seiales en el rango de 150 a 220 ppm
pertenecientes a dos carbonilos (C-3 y C-9), a un fenol en C-4 y a un carbono olefinico en C-6, seis
sefiales en el rango de 100 a 150 ppm pertenecientes a carbonos aromaticos (C-1, C-3a, C-3b, C-63,
C-9a y C-5), tres sefiales en el rango de 50 a 100 ppm pertenecientes a dos carbonos unidos a
oxigenos (C-7 y OMe) y a un carbonos sp®> moderadamente desprotegido por su cercania a dobles
enlaces y oxigenos (C-8), y por ultimo una sefial en el rango de 0 a 50 ppm perteneciente a un
carbono metilo (C-10).

Para el compuesto 75 en el espectro de RMN-'H se observa que la sefial del hidrégeno del C-1 se
pierde y ademas se ve una senal de hidrégeno perteneciente al fenol del C-9 en 11.80 ppm, también
se pierden las sefales para los fenoles en C-4 y C-4’. En cuanto a las sefiales similares se observaron
los dos dobletes correspondientes a dos hidrégenos metilenos de la posicién C-1’ en 64 5.17 y 4.94
(/ = 12.4 Hz), dos singuletes de metilo (2.98 y 2.59 ppm) adyacentes a los protones aromaticos en
6.92y 6.79 ppm, y el singulete en 2.07 ppm que se atribuye al grupo acetilo del C-9’. El espectro de
RMN-13C presenta sefiales para 27 carbonos, siendo congruente con la férmula molecular
establecida. Los desplazamientos quimicos de 15 carbonos mostraron concordancia con los
carbonos de la unidad base de la duclauxina (64) con el grupo acetilo en el C-9’. Las 12 sefiales de
carbono restantes no pudieron construir un esqueleto completo de monémero de oxafenalenona,
por lo que un analisis detallado de los datos de RMN permitié la asignacién completa de la cadena
principal de naftaleno con un grupo metilo en C-6 y dos grupos hidroxilo en C-4 y C-9. Por lo tanto,
estaba implicito que C-1 o C-3 estaba ausente y el anillo de piranona se transformaria en un anillo
de furanona. El desplazamiento quimico del C-3a fue de 99.7 ppm, que se debe al efecto de
desproteccidon del carbonilo, mientras que el desplazamiento quimico del C-9a en el espectro RMN-
13C fue a 136.8 ppm, una resonancia tipica de un carbono unido a un oxigeno, lo que indica que el
C-1 estaba ausente en este compuesto. Esta deduccién fue confirmada por una correlacion HMBC
de la sefal de protones aromaticos en 64 6.92 (H-5) a la sefial de carbono aromatico en &¢ 99.7 (C-
3a) y por una correlacion HMBC de H-5 al carbonilo C-3 (Figura 47).

Para el compuesto 76 en el espectro de RMN-H se observa que se pierde la sefial del hidrégeno del
C-1, también se pierden las sefiales para los fenoles en C-9 y C-4’ debido a que fueron elementos
intercambiables con el disolvente (CDCls), la pequeia sefial en 11.98 ppm pertenece al hidrégeno
del fenol en C-4. En cuanto a las sefales similares se observaron los dos dobletes en 6, 5.18 y 4.94
(/ = 12.4 Hz) correspondientes a los dos hidrogenos de metileno (H-1'), dos singuletes de metilo
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(3.10y 2.57 ppm) contiguos a los protones aromaticos en 7.05 y 6.82 ppm referentes a los metilos
de doble enlace, y el singulete en 2.07 ppm que se atribuye al grupo acetilo del C-9’. El espectro de
RMN-13C presenta sefiales para 28 carbonos, siendo congruente con la férmula molecular
establecida. Los desplazamientos quimicos para los carbonos de la unidad base fueron similares a
los de duclauxina (64) y talaromycesona B (75) ya que comparten el mondmero comun de
oxafenalenona. La sefial diferente en el espectro de RMN-'3C es una referente a un carbonilo en &¢
164.6 (C-1), que junto con la seal del carbonilo 6c 167.5 en C-3 dan identidad al compuesto.

Para el compuesto 77 en el espectro de RMN-H se observa la pérdida de la sefial del hidrégeno en
C-1, también se ven sefiales que en los espectros de los otros compuestos no se observan,
incluyendo una sefial en 7.55 ppm perteneciente a un hidrégeno aromdtico y una seiial en 10.57
ppm perteneciente a un carbonilo. En cuanto a las sefiales similares con los demds compuestos se
observa una sefal en 11.98 ppm perteneciente al hidrégeno del fenol del C-9, dos dobletes en &u
5.14 y 4.91 (J = 12.3 Hz) correspondientes a dos hidrégenos del metileno en C-1". El espectro de
RMN-13C presenta sefiales para 27 carbonos, siendo congruente con la férmula molecular
establecida de este compuesto. La informacidn de los espectros de RMN-'H y RMN-3C muestra
sefiales caracteristicas de oxafenalenona. Los carbonos e hidrégenos de la unidad base son similares
a los de los compuestos anteriormente descritos. Sin embargo, no se observan las sefiales
caracteristicas para C-3y C-1, lo que sugiere que no se forma el anillo de la unidad principal. Ademas,
los desplazamientos quimicos de un carbonilo en 6¢ 193.6 sumados al protén en &4 10.57 (HCO)
indicaron la presencia de un grupo aldehido. Las correlaciones del experimento HMBC mostraron el
cruce del protdn del aldehido H-CO con el C-9 y C-9a (Figura 53), confirmando la estructura como
bacillisporina G (77).

El analisis anterior en conjunto con los espectros bidimensionales HSQC (Figura 38 duclauxina (64),
Figura 41 talaromycesona B (75), Figura 44 xenoclauxina (76) y Figura 47 bacillisporina G (77)) y
HMBC (Figura 39 duclauxina (64), Figura 42 talaromycesona B (75), Figura 45 xenoclauxina (76) y
Figura 48 bacillisporina G (77)) de los cuatro compuestos permitid la elucidacion de la estructura de
dichos productos naturales. A continuacidon se presentan las correlaciones observadas y los
espectros HSQC y HMBC de cada compuesto.

Figura 37. Correlaciones principales observadas en el espectro bidimensional HMBC de duclauxina (64).
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Figura 40. Correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC de talaromycesona B (75).
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Figura 41. Espectro bidimensional HSQC de |a talaromycesona B (75).
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Figura 46. Correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC de bacillisporina G (77).
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Figura 47. Espectro bidimensional HSQC de la bacillisporina G (77).
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Figura 48. Espectro bidimensional HMBC de la bacillisporina G (77).

7. 7. Evaluacidn del efecto inhibitorio de duclauxina (64), xenoclauxina (75), talaromycesona B
(76) y bacillisporina G (77) sobre la actividad de la hPTP1B;.400

Con la finalidad de comprobar si los cuatro compuestos aislados son los metabolitos responsables
de la actividad inhibitoria mostrada por el extracto orgdnico, se determind su potencial inhibitorio
contra la enzima hPTP1B;.400. Las evaluaciones se llevaron a cabo bajo las condiciones mencionadas
en el apartado 6.12. Los resultados indicaron que todos los compuestos inhibieron a la hPTP1B1.400,
la duclauxina (64) tuvo una Clsp de 12.7 £ 0.5 uM, la talaromycesona B (75) una Clso de 82.1 + 4.8
UM, la xenoclauxina (76) una Clso de 21.8 + 0.6 uM vy la bicillisporina G (77) tuvo una Clso de 13.5 +
0.7 uM. Los compuestos 64, 76 y 77 fueron mas potentes que el control positivo acido ursdlico (74)
gue tuvo una Clso de 26.6 + 1.8 uM, siendo la duclauxina (64) 2.1 veces mas potente que le control
positivo y la bacillisporina G (77) dos veces mas potente. En la Figura 49 se observan las cinco curvas
de concentracién-respuesta para los compuestos evaluados.
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Es importante destacar que la evaluacion de los compuestos como inhibidores de la PTP1B es el
primer reporte y complementa la informacidn de sus propiedades terapéuticas.

7. 8. Estudios de cinética enzimatica para de determinar el tipo de inhibicion de la duclauxina
(64) y acido ursdlico (74)

Con la finalidad de caracterizar el tipo de inhibicidn de la duclauxina (64) y el acido ursolico (74)
como inhibidores de la hPTP1B;.40 Se realizaron estudios de cinética enzimatica empleando distintas
concentraciones de sustrato (p-NPP, 0.5-10 mM). Los experimentos se llevaron a cabo bajo las
condiciones mencionadas en el apartado 6.13. Para el compuesto 64 se obtuvo una k; experimental
de 11.5 pM y para el compuesto 74 una ki experimental de 26.5 puM. El tipo de inhibicidn que se
determind para la duclauxina (64) fue de tipo mixta con un R? de 0.9741 y un valor de a = 3.3,
mientras que el tipo de inhibicién determinado para el acido ursélico (74) fue no competitiva con
un R? de 0.9747. A mayor valor de ki la unién del inhibidor con la enzima es més débil [139].
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Figura 50. Cinéticas enzimaticas de (A) acido ursdlico (74) y (B) duclauxina (64).
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En el tipo de inhibicién mixta la unién del inhibidor es en un sitio distinto al sitio catalitico de la
enzima. La inhibicién mixta nos indica que el inhibidor tiene afinidad por la E y el complejo ES, mas
estas afinidades son distintas. En este tipo de inhibicidn, el inhibidor puede unirse a la enzima pero
su afinidad por ésta es alterada cuando se une el sustrato. En la mayoria de las circunstancias, este
tipo de inhibicién es alostérica porque el inhibidor se une a un sitio diferente al del sustrato. Los
inhibidores mixtos interfieren con la unién del sustrato (aumentando la Ki,) y también obstaculizan
la catdlisis (disminuyendo Vimqy) [140] (Figura 51).

Como la inhibicién mixta, en la inhibicién no competitiva la unién del inhibidor es en un sitio distinto
al sitio catalitico de la enzima por lo que no compite con el sustrato. Sin embargo, a diferencia de la
inhibicion mixta, en la inhibicion no competitiva la afinidad del inhibidor por la E y por el complejo
ES es igual. Es decir, en esta forma de inhibicidn enzimatica no se afecta la unidn del sustrato pero
se reduce la catdlisis, por lo tanto no hay ningun efecto sobre la K, pero la Vme disminuye [140]
(Figura 51).
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Vmax S l
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Figura 51. Caracteristicas de la inhibicion no competitiva y mixta. Modificado de [141].

El modelo de inhibicion mixta tiene un parametro (a, alfa) que brinda informacién sobre el
mecanismo de inhibicién. El valor de a determina el grado en que la unidn del inhibidor con la
enzima cambia la afinidad de ésta por el sustrato. Su valor siempre es mayor que cero, existiendo
tres posibilidades: cuando el valor de a = 1 el inhibidor no altera la unién del sustrato con la enzima
y el modelo mixto es idéntico a la inhibicidn no competitiva, cuando el valor de a es muy grande la
unién del inhibidor evita la unién del sustrato y el modelo mixto se vuelve idéntico a la inhibicion
competitiva, cuando el valor de a es muy pequefio (pero mayor que cero) la unién del inhibidor
mejora la unién del sustrato a la enzima y el modelo mixto se vuelve casi idéntico a un modelo no
competitivo [140].
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7. 9. Acoplamiento molecular

Con el objetivo de predecir los posibles sitios de unién de cada compuesto con la PTP1B se realizaron
estudios de acoplamiento molecular.

Para validar el método de acoplamiento molecular se utilizé la estructura cristalografica de la PTP1B
cristalizada con buffer Tris y glicerol (PDB ID: 1SUG) y la estructura del sustrato (p-NPP). La validacion
se realizé con el sustrato de la enzima ya que no existen ligantes co-cristalizados con la estructura
1SUG, vy los dockings realizados con ligantes co-cristalizados con otras PTP1Bs se unen en sitios
distintos probablemente como resultado de los ajustes inducidos por la unién. Los parametros
empleados para el estudio de validacién fueron idénticos a los empleados con los ligantes evaluados
duclauxina (64), talaromycesona B (75), xenoclauxina (76), bacillisporina G (77) y acido ursdlico (74).
Los resultados de la validacién (Figura 52) muestran que el p-NPP se une en el sitio catalitico de la
enzima [142], validando los resultados obtenidos de las simulaciones. Los aminodacidos involucrados
en la interaccién incluyen a Cys-215, Ser-216, Ala-217, Gly-218, lle-219, Gly-220 y Arg-221
pertenecientes al loop P, a Tyr-46, Lys-120, Asp-181 y Phe-182 pertenecientes al loop W y la GIn-262
perteneciente al loop Q. Las fuerzas que gobiernan la interaccidn incluyen seis enlaces de hidrégeno
e interacciones de tipo hidrofilicas.
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Figura 52. Modelo estructural del sustrato (p-NPP) en complejo con la hPTP1Bi300 (PDB ID: 1SUG).
Aminoacidos involucrados (bastones azules) en el sitio de unidn del p-NPP (bastones rojos) y los puentes de
hidrégeno (verde) en la interaccion.
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Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron con la estructura PDB ID: 1SUG. Dicho modelo
de la enzima consta de 300 aminoacidos (hPTP1B1-300). Los resultados del acoplamiento molecular
indicaron que la duclauxina (64) se une a la hPTP1B1.300 €n el mismo sitio que la talaromycesona B
(75), por su parte la xenocluxina (76) y la bacillisporina G (77) se unen a la hPTP1B1.300 €n el mismo
sitio pero diferente al sitio de union de 64 y 75. El control positivo, el 4cido ursdlico (74), se une a la
enzima en otro sitio diferente, como se observa en la Figura 53.

El analisis por agrupamiento (clusters) indicé que en todos los casos la posicion seleccionada fue la
de mds baja energia, sin embargo no en todos los casos la posicién de mas baja energia fue la mas
poblada (Tabla 19). El andlisis por agrupamiento ofrece una alternativa a la clasificacion energética
para la identificacion de conformaciones probables y puede servir para reducir el nimero de
conformaciones poco probables [143].

Tabla 19. Resumen resultados por analisis de clusters de las posiciones seleccionadas.
E T -
nergia libre fle acoplamiento NGmero de
Compuesto estimada .
conformaciones en cluster
(kcal/mol)
Duclauxina (64) -7.21 10
Xenoclauxina (75) -7.98 5
Talaromycesona B (76) -8.27 11
Bacillisporina G (77) -9.42 6
Acido Ursdlico (74) -8.39 22

Los aminoacidos involucrados en la interaccidon con los cuatro compuestos son principalmente
hidrofilicos. Para la duclauxina (64) los aminodacidos involucrados en la interaccién incluyen a Pro-
206, Gly-209, Pro-210, His-208, Arg-79, GIn-78 y Ser-80. En cuanto a la talaromycesona B (75), los
aminoacidos involucrados en la interaccidon son His-208, Pro-210, Pro-206, Ser-205, Ser-80, Gly-209,
Lys-73, Leu-71 y GIn-102. Para la xenoclauxina (76) los aminodacidos involucrados en la interaccion
son Lys-248, Val-249, Glu-252, Ser-243, Arg-238, Glu-76 y Glu-75. En el caso de la bacillisporina G
(77) los aminoacidos involucrados en la interaccidon son Arg-238, Leu-234, Glu-76, Ala-77, Met-74,
Glu-75, Ser-243, Val-249, Lys-248, Asp-245, Glu-252. Finalmente, para el acido ursdlico (74) los
aminodcidos involucrados en la interaccion son Val-49, Asp-48, Met-258, Arg-24, Asp-29, Ser-28,
Ala-27, Arg-254, lle-219, Gly-259 y GIn-262.

En todos los casos las fuerzas que gobiernan la interaccidén incluyen enlaces de hidréogeno e
interacciones de tipo hidrofilicas.

A pesar de que los cuatro compuestos tengan una configuracién S en el C-9’, no se predijo el mismo
sitio de unién para todos en el estudio de acoplamiento molecular. Sin embargo, observamos que
los compuestos 64 y 75 comparten en su unidad principal una lactona de cinco y seis miembros
respectivamente, lo que permite entender por qué se unen ambos compuestos en el mismo sitio
pero con afinidades distintas. Mientras que para las estructuras 3D del compuesto 76 y el 77 se
observd que son casi planas, entendiendo asi que al tener conformaciones en el espacio similares
se unan al mismo sitio, pero diferente al que se unen los otros dos compuestos.
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Figura 53. Modelos estructurales de los cuatro compuestos y el control positivo en complejo con la hPTP1B.
300. Aminodcidos involucrados (bastones azules) en el sitio de union de (A) compuesto 64, (B) compuesto 75,
(C) compuesto 77, (D) compuesto 76 con la hPTP1B1.300; (E) Sitio de unidn de la duclauxina (64) (bastones azul
marino), talaromycesona B (75) (bastones amarillos), bacillisporina G (77) (bastones morados), xenoclauxina
(76) (bastones verdes) y acido ursdlico (74) (bastones naranjas) con la hPTP1Bi300; (F) Aminodcidos
involucrados (bastones azules) en el sitio de unién del compuesto 74 con la hPTP1B;-30.
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Con el este estudio de acoplamiento molecular se obtuvieron las constantes de acoplamiento
estimadas de los cuatro compuestos y el control positivo asi como la energia libre de acoplamiento
estimada para cada uno de ellos, estos valores se resumen en la Tabla 20. Del punto de vista
estructural, vemos pocas semejanzas entre el control positivo y los compuestos aislados, pues
Unicamente comparten el que todos son estructuras policiclicas, y a diferencia de los cuatro
compuestos aislados, el control positivo no forma enlaces de hidrégeno con los aminodcidos de la
proteina. Por lo anterior, se infiere que el control positivo al ser un triterpeno con una conformacién
no-planary diferente a los compuestos aislados se unen en un sitio alejado de los sitios de unién de
los derivados de fenalenonas.

Tabla 20. Resumen resultados acoplamiento molecular de los cuatro compuestos y el control positivo.

Energia libre de ki ki Clso
Compuesto acoplamiento estimada | experimental | experimental
estimada (kcal/mol) (LM) (1M) (1)
-8.39 0.71 26.5 26.6+1.8
O OH
-7.21 5.16 11.5 12.7+0.5
Duclauxina (64)
@) OH
-8.27 0.86 ND 82.1+4.8
Talaromycesona B (75)

*ND: No determinada.
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Tabla 19. Resumen resultados acoplamiento molecular de los cuatro compuestos y el control positivo
(continuacion).

Energia libre de ki ki Clso
Compuesto acoplamiento estimada | experimental | experimental
estimada (kcal/mol) (1M) (1LM) (1UM)
-7.98 1.41 ND 21.8+0.6
Xenoclauxina (76)
OH
o H
-9.42 0.12 ND 13.5+0.7
o
HO
Bacillisporina G (77)

*ND: No determinada.

Los resultados obtenidos a partir de los estudios de acoplamiento molecular para los cuatro
compuestos indicaron que éstos se pueden unir en sitios diferentes del sitio catalitico de la enzima,
qgue estd integrado por el loop PTP que contiene la Cys-215 responsable de ejecutar el ataque
nucleofilico en el grupo fosfato del sustrato; el loop WPD que es flexible y permite que el sitio activo
funcione en conformacion abierta o cerrada, en su conformacion abierta deja accesible el sitio
catalitico al sustrato y una vez que se une el sustrato éste se cierra y acerca el residuo de Asp-181
para la catadlisis; y el loop Q donde el residuo de GIn-262 actia en conjunto con el residuo Asp-181
para hidrolizar el intermediario fosfato-cisteina [25].

Los estudios de acoplamiento molecular generalmente suponen un receptor o macromolécula
rigida, pero en realidad la mayoria de las macromoléculas alteran su sitio de unién para adaptarse
a la forma y al modo de unién del ligando. Esto se conoce como ajuste inducido y es uno de los
principales factores que complican el proceso de disefio de farmacos basado en la estructura [144].
Es importante mencionar que en los estudios de acoplamiento molecular realizados no se considerd
el estudio de los efectos de ajuste inducido, sin embargo, se estan realizando célculos de dindmica
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molecular para evaluar los parametros energéticos de los complejos PTP1B-LIGANDO en solucién
acuosa.

Se puede decir entonces, que los resultados tanto del acoplamiento molecular como los obtenidos
en los ensayos enzimaticos y a espera de los resultados de dindamica molecular, permiten proponer
que los cuatro compuestos estudiados son inhibidores alostéricos, es decir, los inhibidores se unen
en un sitio diferente al sitio activo y cambian la conformacién de la enzima de alguna manera para
gue ésta se inactive.

Una inhibicidn de tipo alostérica tiene varias ventajas. Por un lado brindan la oportunidad de
inactivar la enzima sin cerrar completamente la via de sefializacion, por lo tanto, los inhibidores
alostéricos podrian ser una excelente opcidn para inhibir la actividad de la enzima evitando efectos
secundarios. A la concentracidn correcta, los inhibidores alostéricos pueden actuar en un contexto
especifico y dirigirse de manera especifica. Ademas, los inhibidores alostéricos tienen la ventaja de
gue su potencia no se ve afectada por la concentracidn del sustrato. Por otro lado, si una enzima es
parte de una familia de enzimas, caso de la PTP1B, entonces su sitio catalitico suele ser muy
conservado, por lo que en la mayoria de las veces es ineficaz emplear inhibidores contra el sitio
activo [145].

En general, los derivados de fenalenonas que se distribuyen en la naturaleza son un grupo de
compuestos con una diversidad rica tanto de estructuras como de bioactividades [115]. La
duclauxina (64), la talaromycesona B (75), la xenoclauxina (76) y la bacillisporina G (77) pertenecen
al grupo de las oxafenalenonas y se han aislado anteriormente de Talaromyces duclauxi,
Talaromyces stipitatus y Talaromyces sp. [88, 115]. Se ha demostrado que la duclauxina (64) y
algunos de sus andlogos tienen actividad antitumoral [130, 131], sin embargo, su actividad como
antidiabéticos no se ha estudiado a fondo.

Con este trabajo se pone en evidencia el valor de los microorganismos fungicos que habitan en las
regiones menos exploradas de México como fuente fértil de entidades quimicas con actividad
biolégica promisoria. En particular, las especies del género Talaromyces se proyectan como una
mina de oportunidades para buscar agentes utiles en la terapéutica de la DMTII, la obesidad v el
cancer. Es importante subrayar que la informacidn generada en este proyecto constituye el primer
reporte de la duclauxina (64), la talaromycesona B (75), la xenoclauxina (76) y la bacillisporina G (77)
sobre la hPTP1B1.400. Por lo tanto, surge la necesidad de seguir estudiando y buscando mas andlogos
de fenalenonas como agentes inhibidores de esta fosfatasa, asi cdmo continuar con el estudio de
especies del género Talaromyces y/o relacionadas con éste.
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8. Conclusiones

Este proyecto demostrd que nichos ecolégicos como hormigueros albergan una gran diversidad de
microorganismos fungicos Utiles para la obtencién de compuestos bioactivos, algunos de los cuales
podrian ser utilizados en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la DMTII, la obesidad o
algunos tipos de cancer.

Se logré establecer un método enzimatico con la hPTP1B1.400 para la busqueda de compuestos de
origen fungico con potencial hipoglucemiante o antitumoral. Se establecieron las concentraciones
de sustrato y acido ursélico (74) a emplear en el ensayo de inhibicién de hPTP1B1.400.

Se evaluaron los extractos organicos del microorganismo seleccionado como inhibidores de la
hPTP1B1.400 obteniendo altos porcentajes de inhibicidn, en especifico del extracto del
microorganismo 1Q-313, generado a partir del medio de cultivo de Cheerios®.

El estudio quimico de la especie fungica 1Q-313 (Talaromyces sp.) permitié el aislamiento y la
identificacion de cuatro compuestos de tipo fenalenona: duclauxina (64), talaromycesona B (75),
xenoclauxina (76) y bacillisporina G (77), mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

Los cuatro compuestos inhibieron a la enzima hPTP1B1.400. La duclauxina (64) tuvo una Clso de 12.7
+ 0.5 uM, la talaromycesona B (75) una Clso de 82.1 + 4.8 uM, la xenoclauxina (76) una Clso de 21.8
+ 0.6 uM y la bicillisporina G (77) tuvo una Clso de 13.5 £ 0.7 uM. Los compuestos 64 y 77 fueron 2.1
y 2 veces mas potentes que el control positivo (Clsg=26.6 + 1.8 uM) respectivamente.

Se determind el tipo de inhibicién de la duclauxina (64) y el acido ursélico (74) sobre la hPTP1B1.400
mediante estudios de cinética enzimatica. El tipo de inhibicién determinado para el compuesto 64
fue una inhibicidon mixta, mientras que para el compuesto 74 fue una inhibicion no competitiva.

Los estudios de acoplamiento molecular se validaron realizando el docking con el sustrato de la
enzima y confirmando su unidn en el sitio catalitico de ésta. Los resultados de estos estudios
indicaron que los cuatro compuestos se pueden unir a la hPTP1B;.300 de forma alostérica, es decir,
en sitios diferentes al sitio catalitico de la enzima. En el presente trabajo no se consideraron los
efectos de ajuste inducido, sin embargo, se estan realizando cdlculos de dinamica molecular para
evaluar los parametros energéticos de los complejos de la enzima con los ligandos en solucién
acuosa. La duclauxina (64) y la talaromycesona B (75) se unen al mismo sitio mientras que la
xenoclauxina (76) y la bacillisporina G (77) se unen a un sitio distinto. El dcido ursdlico (74) se une
en un sitio distinto a los cuatro compuestos.
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9. Perspectivas

Con base en los resultados de este proyecto se pretende lo siguiente:

o Realizar estudios de cinética enzimatica de los tres compuestos restantes, xenoclauxina
(76), bacillisporina G (77) y talaromycesona B (75), para determinar el tipo de inhibicion que
ejercen sobre la hPTP1B;.400.

o Realizar el modelo por homologia de la enzima hPTP1B;.400 para posteriormente realizar
estudios de acoplamiento molecular con los compuestos y ver si se unen en sitios diferentes.

o Se plantea la busqueda de mas analogos de duclauxina (64) en especies del género
Talaromyces o relacionadas a éste, que prometan ser inhibidores de la hPTP1B1.400.
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