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1. INTRODUCCION

Histéricamente los seres humanos hemos confiado en la naturaleza para atender
distintas necesidades basicas, entre las que destacan el tratamiento de
enfermedades; para ello, se han empleado diversos recursos naturales, por
ejemplo, plantas, animales y microorganismos. En particular, los hongos
microscopicos han contribuido de manera importante al descubrimiento de
prototipos estructurales para su uso en la terapéutica, algunos ejemplos relevantes
incluyen la lovastatina (Aspergillus terreus), un metabolito secundario empleado
como hipocolesterolemiante, las cefalosporinas (Cephalosporium acremonium) vy
las penicilinas (Penicillium chrysogenum), ambas empleadas como antibi6ticos, por
tan solo mencionar algunos. Las aplicaciones terapéuticas de los metabolitos
secundarios obtenidos a partr de hongos han promovido numerosas
investigaciones encaminadas a la obtencidon de nuevos agentes bioactivos, utiles
para el tratamiento de diversos padecimientos.>? En dichas investigaciones se han
empleado diversos enfoques con la finalidad de explorar al maximo su potencial
metabdlico, enfatizando el estudio de microorganismos obtenidos de regiones poco
exploradas o de ambientes extremos, como los encontrados en humedales.

En el caso particular de México el conocimiento de la biodiversidad fungica se ha
clasificado como pobre, debido a que de las ~200,000 especies de hongos
estimadas, solo se han estudiado el 5%, lo que ha limitado el conocimiento sobre
la diversidad quimica y farmacologica de los metabolitos secundarios producidos
por estos microorganismos.*

Aungue los metabolitos secundarios de plantas y microorganismos presentan una
gran diversidad estructural y farmacoldgica, en algunos casos sus propiedades
fisicoquimicas, farmacocinéticas, farmacodindmicas y/o toxicolégicas no son las
méas adecuadas. En estos casos, las modificaciones estructurales (semisintesis)
representan la estrategia de primera eleccién para resolver dichas complicaciones.
Algunas moléculas sintetizadas usando esta estrategia son la artemisona (derivado
de artemisinina), un farmaco aprobado en China en 2015 para el tratamiento de la
malaria,®y la telavancina (derivado de vancomicina) aprobada en 2009 por la FDA,
utilizada para el tratamiento de infecciones provocadas por Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina.® Los ejemplos anteriores ponen de manifiesto la
importancia de la estrategia de semisintesis en el desarrollo de nuevos
medicamentos.

Tomando en cuenta la gran diversidad del metabolismo de los microorganismos
fungicos, asi como el potencial farmacoldgico de sus metabolitos secundarios y
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derivados semisintéticos, la busqueda de moléculas con actividad para el
tratamiento de diabetes mellitus tipo Il (DMTII) a partir de dicha fuente resulta
factible.

La DMTII es un desorden cronico degenerativo caracterizado por la concentracion
elevada de glucosa en sangre. Esta enfermedad afecta alrededor de 500 mil
personas en el mundo, siendo México uno de los territorios con mayor prevalencia.’
El tratamiento farmacolégico de la DMTII tiene como objetivo principal disminuir los
niveles de glucosa plasmatica, a través de la secrecién de hormonas (insulina) que
regulan la homeostasis de esta molécula y la absorcion de glucosa en tejidos y a
nivel intestinal (inhibidores de a-glucosidasas). Sin embargo, en este ultimo grupo
la bateria de moléculas disponibles es muy limitada, con solo tres farmacos
disponibles en el mercado. Por ello, la busqueda de nuevos inhibidores de estas
enzimas es indispensable.

Por las consideraciones anteriores, en este trabajo se realiz6 un estudio quimico
sistematico de la especie fungica Aspergillus terreus (IQ-046) aislada de humedales
ubicados en la regién de Tamiahua-El idolo, Veracruz, México. Este estudio permitio
el aislamiento de butirolactona | (1), un metabolito con actividad inhibitoria sobre las
enzimas a-glucosidasas, butirolactona IV (7), chrisamida B (8), lovastatina (9) y
3,4,5-trimetoxi-2-(2-(nicotinamida)benzamida)benzoato (10).8° Adicionalmente, se
generaron diversos derivados semisintéticos de butirolactona | (1), con la finalidad
de mejorar su actividad como inhibidor de las enzimas a-glucosidasas, entre ellos
la asperndlida A (2), dos derivados acilados con residuos de acido propiénico (3 'y
4), un derivado tetrabromado (5) y la asperteretona D (6). La evaluacion de la
actividad biolégica (in vitro) de los metabolitos secundarios aislados y derivados
semisintéticos se realiz6 empleando un método espectrocolorimétrico, mientras que
el probable sitio de union de las moléculas evaluadas con la enzima a-glucosidasa
de Saccharomyces cerevisiae se predijo con estudios de acoplamiento molecular
(estudios in silico). Los estudios in silico, permitieron inferir que el tipo de inhibicién
de los compuestos 1, 2, 6S, 7 y 8 sobre la enzima a-glucosidasa es de caracter no-
competitivo, a diferencia del resto de las moléculas estudiadas. Los resultados de
las evaluaciones in vitro indicaron que los productos de semisintesis 5y 6 tienen
mayor actividad en comparacion con el producto de partida.



2. ANTECEDENTES
2.1 Diabetes Mellitus.

2.1.1 Generalidades.

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades cronico-degenerativas mas
comunes. Se caracteriza por una deficiencia en la produccion de insulina y/o su
accion. Este tipo de deficiencia causa alteraciones en la mayoria de los procesos
metabdlicos, y por lo regular, conducen a la aparicion de complicaciones micro y
macrovasculares, tales como, enfermedades cardiovasculares (ataques cardiacos
y accidentes cerebrovasculares), nefropatia (insuficiencia renal), neuropatia (pie
diabético) y retinopatia (dafio en vasos sanguineos que pueden provocar ceguera),
entre otras.1°

Esta enfermedad fue reconocida como un problema de salud desde hace cientos
de afos. Los datos méas antiguos se describen en el papiro de Ebers (1535 A.C)
donde se menciona un padecimiento con produccion de grandes cantidades de
orina. En el siglo Il D.C. Areteo de Capadocia acuia el término de “diabetes” para
describir una patologia que producia en exceso orina y adiciona el término “mellitus”
(miel) para referirse a su caracteristica de ser una orina dulce, pegajosa y atraer
hormigas.1!

Existen dos tipos principales de diabetes, la DM tipo 1 (DMTI) y la DM tipo 2 (DMTII).
La DMTI es un desorden autoinmune caracterizado por la destruccion de las células
B del pancreas, impidiendo de esta manera la produccién de insulina. La DMTII, por
otro lado, es consecuencia de una hiperglucemia provocada por una produccién
deficiente de insulina y la poca capacidad del organismo de responder ante esta
hormona. Esta caracteristica se conoce como resistencia a la insulina. La falta de
sensibilidad a la accion a la insulina, principalmente en el tejido adiposo, musculo e
higado, tiene como consecuencia la aparicion de altos niveles de glucosa en
sangre.’

2.1.2 Panorama mundial y nacional.

Actualmente la diabetes es considerada una de las mayores emergencias
sanitarias, con alrededor de 4.2 millones de muertes en 2019 y con un gasto anual
de 760 billones de ddlares, ademas, no se puede omitir que en este afio se
registraron un poco mas de 400 millones de personas con esta enfermedad, y para
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el 2045 se espera un aumento de mas del 50% a nivel mundial (Figura 1).” En
particular, México ocupa el sexto lugar en prevalencia, con 12.8 millones pacientes
diagnosticados con esta enfermedad, generando gastos econémicos importantes
para el sector salud (1300 ddlares por persona).'? Por lo anterior, la busqueda de
nuevas alternativas farmacologicas para su tratamiento es una actividad primordial,
ya que, al incrementar la bateria de farmacos disponibles, se puede reducir el costo
de los que existen hoy dia.
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Figura 1. Numero de personas con diabetes del 2019 a 2045 (Tomado de IDF
ATLAS, 2019).

2.1.3 Tratamiento de la diabetes.

El tratamiento convencional de la DMTII consiste en la regulacién de la dieta y la
realizacion de ejercicio, sin embargo aun con el apego a este régimen, es necesario
el uso de terapia farmacol6gica, a mediano o largo plazo.'® Los tratamientos
farmacolégicos para la DMTIlI son variados y pueden ser clasificados como:
sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinas, inhibidores de a-glucosidasa, meglitidinas,
incretinas e inhibidores de SGLT2.** A continuacion se describen los aspectos
generales mas relevantes de cada uno de estos grupos de medicamentos.

2.1.3.1 Sulfonilureas.
Estos agentes son conocidos como de segunda linea. Actlan sobre las células
pancreaticas induciendo la secrecién de insulina y generando una disminucion de
glucosa en sangre. La molécula representativa de este grupo es la glibenclamida.
El principal efecto secundario de las sulfonilureas es la hipoglucemia.'4



2.1.3.2 Biguanidas.

Actualmente el Unico miembro con uso terapéutico de este grupo es la metformina.
Este farmaco incrementa la actividad de la proteina cinasa dependiente de AMP
(PK-AMP), por fosforilacion. La PK-AMP activada estimula la oxidacion de acidos
grasos, la captacién de glucosa y el metabolismo no oxidativo, reduciendo la
lipbgenesis y gluconeogénesis. Este proceso incrementa el almacenamiento de
glucogeno y reduccion en la glucemia. Los problemas que se encuentran asociados
a esta molécula son falta de absorcién de sales biliares y glucosa, ademas de la
acidosis lactica.**

2.1.3.3 Tiazolidinas.

Este tipo de farmacos son ligandos del receptor activador de la proliferacién del
peroxisoma y (PPARy). De manera general las tiazolidinedionas aumentan la
absorcion de glucosa a través del transportador de glucosa 4 (GLUT-4) en el
musculo esquelético y reducen la gluconeogénesis en el higado. La estimulacion de
la lipogénesis a través de PPARY reduce las concentraciones circulantes de acidos
grasos no esterificados, a través de la absorcion celular y la sintesis de triglicéridos.
Los efectos adversos mas comunes de las tiazolidinedionas son el incremento de
peso y el edema. Algunos ejemplos de estos farmacos son la pioglitazona y
rosiglitazona.4

2.1.3.4 Incretinas.
Las incretinas son hormonas gastrointestinales que se liberan después de la ingesta
de alimentos y estimulan la secrecidén de insulina por las células B pancreaticas,
disminuyendo la secrecién del glucagoén y retrasando el vaciamiento gastrico. El
farmaco representativo de este grupo es la exenatida, un analogo del péptido similar
al glucagén tipo 1 (GLP-1).%°

2.1.3.5 Inhibidores de a-glucosidasas.
Los inhibidores de las enzimas a-glucosidasas intestinales retrasan la tasa de
digestién de carbohidratos mediante la inhibicion competitiva de las enzimas a-
glucosidasas, reduciendo la hiperglucemia posprandial.'# Este grupo de farmacos
es altamente seguro.

2.2 Enzimas a-glucosidasas.

2.2.1 Generalidades.

Las glucésido-hidrolasas (GH) son enzimas capaces de hidrolizar enlaces
glucosidicos de polisacéridos, oligosacaridos o glicoconjugados, para producir
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glucosa y monosacaridos relacionados. Estas enzimas son especificas para cada
tipo de enlace y su actividad depende de la posicion de los grupos hidroxilo, asi
como la configuracion de los grupos involucrados en los enlaces glucosidicos.1®

Las a-glucosidasas (EC. 3.2.1.20) forman parte de las familias GH13 y GH31, las
cuales estan distribuidas en una gran variedad de organismos. Los diversos
origenes les confieren diferencias significativas en el reconocimiento de su sustrato.
Las enzimas de tipo | pertenecen a la familia GH13, las cuales muestran mayor
afinidad por sustratos heterogéneos, tales como sacarosa y p-nitrofenil-a-p-
glucopiranésido (p-NPG) y presentan muy poca actividad hacia los sustratos
maltosa y almidén. Estas enzimas se obtienen de bacterias, levaduras e insectos.
Las enzimas pertenecientes a la familia GH31 de tipo Il, se encuentran en
microorganismos fungicos. Estas enzimas hidrolizan con mayor facilidad sustratos
homogéneos y poliméricos, tales como el almidon y glucégeno. A nivel estructural,
las enzimas de tipo | y Il difieren en la region catalitica, por ejemplo, las de tipo |
presentan cuatro regiones, mientras que las de tipo Il Gnicamente tienen dos.”:18

En mamiferos estas enzimas se localizan en las microvellosidades del intestino
delgado, lugar donde se realiza el ultimo paso de la digestion de carbohidratos, y
son las responsables de la liberacion de glucosa.® De forma general las enzimas
a-glucosidasas participan en tres procesos bioquimicos; degradacion de glucégeno
en los lisosomas, la biosintesis de glicoproteinas en el reticulo endoplasmico vy
degradacion de los polisacaridos en la dieta.

2.2.2 Inhibidores de a-glucosidasas.

Los inhibidores de a-glucosidasas para el tratamiento de la diabetes son
importantes, puesto que estas moléculas retrasan considerablemente la liberacion
de glucosa proveniente de la dieta. Ademas, su uso a largo plazo reduce los niveles
de hemoglobina glucosilada, y al no absorberse por el tracto gastrointestinal no
existen efectos adversos sistémicos, como los presentados por hipoglucemiantes
orales.?0-23

Los inhibidores de enzimas de a-glucosidasas que actualmente se encuentran
disponibles en el mercado se muestran en la Tabla 1. La acarbosa es un pseudo-
tetrasacarido, formado por un dimero conocido como acarviosina y dos unidades de
glucosa, esta molécula fue aislada por primera vez de Actinoplanes sp.?* Otra
molécula que comparte mecanismo de accion con la acarbosa es la voglibosa, un
derivado de validamicina A, compuesto aislado de Streptomyces higroscopicus; y
por ultimo, el miglitol, un farmaco derivado de la desoxinojirimicina aislada de Morus
alba. Los efectos secundarios de estos medicamentos se producen por la



acumulacion de carbohidratos en el intestino y el colon, donde son degradados por
bacterias, causando flatulencias, diarrea, dolor y distensiéon abdominal.?32526

Tabla 1. Inhibidores de a-glucosidasa con uso en la terapéutica.?3-2¢
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Considerando lo anterior, la busqueda de nuevas moléculas dirigidas a esta diana
terapéutica a partir de fuentes naturales es prometedora, especialmente
considerando que los medicamentos que actualmente se emplean en la terapéutica
tienen su origen en productos naturales.?” En la Tabla 2 se resumen algunas
moléculas obtenidas a partir de dichas fuentes con actividad antidiabética.?”2®

Tabla 2. Moléculas con potencial antidiabético.?”-28
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2.3 Productos Naturales.

Desde el inicio de la humanidad, las fuentes naturales han tenido presencia como
remedios para enfermedades. Algunos documentos importantes que compilan dicha




informacion son los Papiros de Smith y de Ebers, con mas de 700 recetas y
remedios para mltiples padecimientos.?®

Sin duda alguna, una de las fuentes mas promisorias en la blusqueda de nuevos
prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos farmacos son los productos
naturales, en especial aquellos derivados de microorganismos. Asi, por ejemplo,
desde la obtencion de la penicilina a partir de Penicillium chrysogenum a principios
del siglo XX, los microorganismos fungicos se han convertido en una de las
principales fuentes de obtencién de moléculas biodinamicas. De tal forma que la
investigacion quimica y farmacolédgica del reino fangico es de gran interés. 130

Debido a su amplio genoma, los hongos tienen gran capacidad de producir una
amplia gama de productos naturales, de tal manera que a la fecha se tiene registro
de alrededor 15,800 moléculas obtenidas a partir de esta fuente natural.3%3! Algunos
metabolitos fungicos presentan actividades sobre diversas dianas terapéuticas,
tales que han permitido el desarrollo de agentes antifingicos (griseofulvina y
azoxistrobina), inmunosupresores (ciclosporina A), hipocolesterolemiantes
(mevastatina) y vasoconstrictores (ergolina), entre otros (Tabla 3).130.3233 Sjn
embargo, a pesar de que los productos naturales han sido tradicionalmente una
fuente importante de farmacos, per se 0 como moléculas lideres para el desarrollo
de productos mas eficaces, en las décadas comprendidas entre 1990 y 2010, la
industria farmacéutica se inclind por el desarrollo de nuevos farmacos a partir de
moléculas generadas a través del uso de técnicas de quimica combinatoria y el
escrutinio de librerias sintéticas mediante procesos de evaluaciones farmacoldgicas
de alto rendimiento (High-Throughput Screening, HTS por sus siglas en inglés). Las
razones principales de este cambio de estrategia incluyen: (i) el tiempo y costo
involucrado en los procesos de aislamiento y caracterizacion de productos
naturales; (ii) los bajos rendimientos de estos productos; (iii) el aislamiento continuo
de compuestos conocidos; (iv) la complejidad de muchas sustancias naturales que
dificulta su sintesis adecuada; (v) y finalmente, en muchos casos las propiedades
fisicoquimicas de estos compuestos resultan incompatibles con los sistemas
bioldgicos.30:31.34



Tabla 3. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios de origen flingico. 1:30:32.33
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La eficacia limitada de las técnicas de HTS y quimica combinatoria para la
generacion de moléculas lideres, asi como la prevalencia global de enfermedades
degenerativas como el cancer, la artritis reumatoide, la DM, y padecimientos
infecciosos resistentes a tratamientos de Ultima generacion, han traido como
consecuencia un interés renovado por la busqueda de productos naturales con
estructuras novedosas para solventar estos graves problemas de salud
contemporaneos. Cabe hacer notar que en este proceso de busqueda, algunas de
las estrategias mas exitosas involucran el estudio de organismos provenientes de
nichos ecoldgicos poco explorados, la implementacion de métodos analiticos que
permitan detectar rapidamente la presencia de moléculas conocidas, la
implementacién de bibliotecas de productos naturales y el desarrollo de ensayos
biolégicos que permitan evaluar el potencial farmacolégico de moléculas nuevas o
reposicionar moléculas con estructura conocida y finalmente, la obtencién de
analogos estructurales con propiedades farmacocinéticas deseadas a través de
procesos de sintesis parcial, biotransformacion y/o biosintesis dirigida.*35

Los humedales, por ejemplo, son regiones ricas en biodiversidad fungica, lo cual
implica que son una fuente valiosa para la obtencion de metabolitos secundarios
bioactivos. Algunas moléculas aisladas a partir de especies fungicas asociadas a
humedales son: brocalia A, retidenona E, viritina A (citotdxicos), aspergifuranona
(inhibidor de enzimas a-glucosidasa), alterporriol V  (antimicrobiano),
dehidroisopenicilida (hipocolesteromiante), entre otros (Tabla 4).4% En el caso de
México, el estudio quimico de estos ecosistemas ha sido practicamente nulo,
proyectandose como un nicho prometedor para el hallazgo de nuevos esqueletos
con potencial para el desarrollo de farmacos.*
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Tabla 4. Metabolitos flngicos aislados de humedales.*3°

—O
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Brocacina A (citotoxico)

Penicilium brocae

Ritidenona E (citotéxico)

Rhytidhysteron rufulum

Dehidroisopenicilida
(hipocolesteromiante)

Penicillium pinophium

OH

Alterporriol V (antimicrobiano)

Stemphylium sp.

Aspergifuranona (Inhibidor
de enzimas a-
glucosidasas)

Aspergillus sp.

“cl

Varitina A (citotoxico)

Aspergillus vesicolor
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2.4 Género Aspergillus.

El género Aspergillus se compone de mas de 340 especies y esta dividido en 6
subgéneros y 18 secciones. Aspergillus sp. se distribuye ampliamente tanto en
hébitats extremos, como en suelos, sedimentos marinos, asi como en material en
descomposicion, y representa uno de los géneros con la mayor cantidad de
aislamientos.®”~3° La relevancia de este género radica en la utilidad de algunas
especies para la produccion de sake (A. oryzae), acido citrico (A. niger), lovastatina
(Aspergillus terreus), y por otra parte, la produccion de micotoxinas de importancia
en la industria alimentaria y la salud.*°

Desde el punto de vista quimico, este género posee un alto potencial metabdlico y
proporciona un recurso significativo para el descubrimiento de moléculas prototipo
para el desarrollo de farmacos y/o agroquimicos. Actualmente se conoce que las
especies del género biosintetizan una variedad importante de esqueletos
carbonados, entre los que destacan los policétidos, péptidos, terpenos y alcaloides,
por tan solo mencionar algunos; por tal motivo, el género representa una fuente
invaluable para la obtencién de moléculas novedosas y funcionales (Tabla 5).4143

En particular las especies localizadas en la seccion Terrei, son conocidas por
producir compuestos Unicos y diferentes al resto de las especies del género,
algunos ejemplos incluyen las butirolactonas, la aspochalasinas, los asterriquinoles,
las citreoviridinas, las citrininas, las geodinas, las mevinolinas y los 4cidos terreicos.
En esta seccion se encuentra la especie A. terreus, un organismo ubicuo con
elevado potencial metabdlico (Tabla 6),%24445 capaz de producir butirolactona | (1),
gue es quiza el compuesto marcador de la especie; esta molécula ha dado origen a
una gran cantidad de derivados, mismos que han demostrado poseer actividad
biol6gica similar a la del producto natural, destacandose aquélla como inhibidores
de las enzimas a-glucosidasas (Tabla 7).3146:47
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Tabla 5. Productos naturales obtenidos del género Aspergillus sp.4143

Aflatoxina G1
(Cancerigeno)

A. parasiticus

Aurasperona A
(Antibacteriano)

A. niger

HO Cl
NH
(0]

HO (0]
[0)

Ocratoxina A
(Nefrotoxico)

A. ochraceus

Malformina A
(Inhibidor de
interleucina 1B)

A. niger

Gliotoxina
(Inmunosupresor)

A. fumigatus

Fumagilina
(Antibacteriano)

A. fumigatus

Aflaterma
(Insecticida)

A. flavus

Verruculogen
(Insecticida)

A. nidulans
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Tabla 6. Productos naturales aislados de Aspergillus terreus.?4445
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Tabla 7. Metabolitos con nucleo similar a la butirolactona I (1) producidos por

Aspergillus terreus.31:46:48

(+)-3',3"-di-(dimetilalil)-
butirolactona Il

Butirolactona Il

Aspérlida A

Asperndlida D
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2.5 Modificaciones estructurales.

Los productos naturales son una fuente valiosa para el descubrimiento de nuevos
farmacos, ya que poseen una diversidad estructural Unica, sin embargo, no siempre
poseen las caracteristicas fisicoquimicas, farmacologicas y/o toxicologicas
apropiadas para ser empleados de forma directa en medicina humana o veterinaria.
En este sentido, las modificaciones estructurales son la herramienta de primera
eleccion para enfrentar dicha problematica, puesto que permiten resolver las
limitaciones de solubilidad, inestabilidad quimica, toxicidad, problemas en el
proceso de liberacion, absorcion, metabolismo y eliminacién (LADME), y en algunos
casos, incrementan la potencia y selectividad de los productos de partida. Esta
estrategia ha contribuido significativamente (40%) al desarrollo de medicamentos,
especialmente en el periodo de 1981 a 2010.56

El descubrimiento de nuevas moléculas provenientes de fuentes naturales con
afinidad y selectividad sobre distintas dianas terapéuticas ha incrementado el
interés por desarrollar nuevos farmacos usando productos naturales como
estructura base. Un ejemplo exitoso es la ixabepilona (Figura 2)>¢ usada para el
tratamiento de cancer de mama, obtenida por semisintesis a partir de epothilona B
(Soragium cellulosum), una molécula con excelente actividad antineoplasica pero
con propiedades farmacocinéticas pobres, que impedian ejercer su efecto
terapéutico.

Ademas, las modificaciones estructurales de productos naturales han contribuido al
desarrollo de nuevos candidatos para el tratamiento de distintas enfermedades,
algunos ejemplos son la berberina (Berberis aristata), una molécula que posee
diversas actividades biol6gicas (antifungico, antineoplasico, antiinflamatorio,
antihiperglucémico y antihiperlipidémico), que dio origen a la cloroberberina (Figura
3), un producto menos toxico que el prototipo, con posible aplicacion en pacientes
hiperglucémicos.549:50
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Figura 2. Semisintesis de ixabepilona.
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Figura 3. Semisintesis de la cloroberberina.
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3. JUSTIFICACION

México ocupa el sexto lugar de prevalencia en DMTIl a nivel mundial. Esta
enfermedad y sus complicaciones representaron la segunda causa de muerte en la
poblacion mexicana en 2016, constituyendo uno de los mayores problemas de salud
publica en nuestro pais. Por esta razon, la busqueda de compuestos que prevengan
la aparicion de complicaciones asociadas a esta enfermedad y aumenten la calidad
y expectativa de vida de los pacientes, es una actividad primordial. La estrategia
planteada en este proyecto de investigacion tuvo como objetivo principal contribuir
al descubrimiento de nuevos agentes antihiperglucémicos, a través del estudio
guimico de microorganismos flungicos de habitats inexplorados y la generacion de
analogos estructurales como inhibidores de las enzimas a-glucosidasas.

4. HIPOTESIS

El estudio quimico del hongo Aspergillus terreus (IQ-046) en conjunto con
herramientas de semisintesis, permitira incrementar la diversidad estructural y
farmacoldgica de los metabolitos secundarios producidos por este microorganismo,
en la medida de lo posible, obtener nuevos candidatos para el desarrollo de
farmacos utiles en el tratamiento de la DMTII.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general.

Obtener metabolitos secundarios y derivados semisintéticos con actividad inhibitoria
sobre las enzimas a-glucosidasas a partir de Aspergillus terreus (1Q-046), para el
tratamiento de la DMTII.

5.2 Objetivos especificos.

e Aislar microrganismos del sedimento de humedal de la regién de Tamiahua-
El idolo, Veracruz, México.

e Cultivar la especie fungica Aspergillus terreus (IQ-046) en mediana escala
para obtener la mayor cantidad del extracto posible.

e Realizar el estudio quimico del extracto organico de la especie fungica A.
terreus (1Q-046).

e Determinar la estructura de los metabolitos secundarios aislados de A.
terreus (1Q-046).

e Realizar la modificacion estructural de un metabolito secundario
caracterizado previamente (Butirolactona I, 1).

e Evaluar el potencial de los derivados semisintéticos y productos naturales
como inhibidores de las enzimas a-glucosidasas.

e Determinar los probables sitios de union de los productos aislados con la
enzima a-glucosidasa (Codigo PDB: 3A4A), a traves de estudios de
acoplamiento molecular.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 Obtencién de muestras.

Las muestras biologicas (sedimento) para el aislamiento de microorganismos
fungicos se recolectaron en los humedales ubicados en la region de Tamiahua-El
idolo, Veracruz, México, coordenadas geogréficas: latitud 21°25'01.7"N y longitud
97°26'56.7"0 (Figura 4).
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Figura 4. Ubicacion del manglar en Tamiahua-El idolo (21°25'01.7"N
97°26'56.7"0).

6.2 Aislamiento y cultivo de microorganismos fungicos.

Los hongos 1Q-046 a 1Q-050 se aislaron de una muestra de sedimento. Para lograr
el aislamiento de microorganismos fungicos, se prepard una suspension de 1 g de
sedimento en 9 mL de agua estéril. A partir de la solucién stock se prepararon las
diluciones 102, 103, 10*y 10°® p/v. A continuacién, 200 pL de cada suspension se
vertieron en una caja Petri con Agar papa-dextrosa (APD) y amoxicilina (500 mg/L).
Este ultimo paso se realiz6 por duplicado. Las cajas se dejaron en crecimiento por
aproximadamente 48-72 horas a temperatura ambiente, y se monitored el
crecimiento de los organismos fangicos tratando de tomar un inéculo cada vez que
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se observara un nuevo crecimiento. Una vez aislados los microorganismos fungicos,
se les asignd una clave de identificacion alfanumérica.

Para cada microorganismo se prepararon dos cultivos semilla en tubos cénicos para
centrifuga de 50 mL con 15 mL de medio caldo papa dextrosa (CPD, marca
MCDLab®). Posteriormente, los cultivos semilla se vertieron a dos matraces
estériles 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-oscuridad.

6.3 Obtencion de los extractos organicos.

Después del periodo de fermentacion se obtuvo el extracto organico. Este
procedimiento consistio en afiadir 60 mL de una mezcla 1:1 de CH2Cl.:MeOH a cada
matraz, para luego fragmentar la biomasa y posteriormente dejar en maceracion
durante 12 horas a temperatura ambiente. Una vez terminado el periodo de
maceracion se procedio a filtrar al vacio cada cultivo, lavando los residuos fangicos
con 90 mL de CH:Clz. Posteriormente, se realizd un reparto con 75 mL de agua
destilada. Cada fraccion organica se concentré a presion reducida, mientras que las
fracciones acuosas fueron desechadas. Finalmente se reconstituyé cada extracto
organico con 100 mL de hexano y se realiz6 un segundo reparto empleando una
mezcla 1:1 de MeCN:MeOH, de este segundo reparto se conservaron las fracciones
de MeCN:MeOH, las cuales se concentraron a presion reducida. Las fracciones de
hexano fueron descartadas. El rendimiento de los extractos obtenidos se resume en
la Tabla 8.

Tabla 8. Extractos organicos de los hongos en medio de arroz y cereal.

Microorganismo . L Rendimiento . L Rendimiento
Fangico Medio Caodigo (mg) Medio Caodigo (mg)
1Q-046 01001-20-3 445 01001-20-8 273
1Q-047 01001-20-4 179.5 01001-20-9 90.0
1Q-048 Cereal | 01001-20-5 79.0 Arroz | 01001-20-10 124.2
1Q-049 01001-27-1 245.1 01001-20-7 268.8
1Q-050 01001-27-3 179.1 01001-27-4 65.9

6.4 Procedimientos cromatograficos generales.

Los analisis por cromatografia en capa fina (CCF), se realizaron empleando placas
de aluminio recubiertas con gel de silice 60 Fzs4 de Merck (tamafio de particula 3.5
a 7.0 ASTM y 0.25 mm de espesor). Para la elucion de las muestras se utilizaron
diversas mezclas de disolventes organicos (hexano, CH2Cl2, MeOH y AcOEt). La
visualizacion de las placas se realizé empleando una ldmpara de UV a 250 y 365
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nm. Se empled sulfato cérico amoniacal en acido sulfirico concentrado como
agente revelador.

Los analisis de cromatografia en columna abierta (CCA) se realizaron con gel silice
como fase estacionaria (Macherey-Nagel 230-400) y como fase mévil mezclas de
polaridad creciente de hexano:CH2Clz.

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizaron 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 auto-
muestreador (2707) y un moédulo de colector de fracciones (WFCIII). El control del
equipo, asi como la adquisicion y manejo de los datos se efectu6 con el programa
Empower version 3.0 Waters. Los analisis cromatograficos de tipo analitico se
hicieron en una columna Phenomenex Gemini NX-C18 (5 pum, 250 x 10 mm). Todos
los analisis se realizaron a temperatura ambiente. La deteccidén de los compuestos
se realiz6 a diferentes longitudes de onda (200-800 nm).

6.5 Determinacion de las constantes espectroscépicas y
espectrométricas.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN-H, 700 MHz)
y de carbono (RMN-13C, 175 MHz) se registraron en un equipo Bruker AVANCE llI
HD 700 MHz, empleando las sefiales residuales de cloroformo deuterado (CDClIs)
como referencia para los desplazamientos quimicos ().

Los espectros de masas se obtuvieron empleando ionizacion por “electroespray”
(EM-ESI-AR), en modo positivo y negativo, las determinaciones fueron llevadas a
cabo en un espectrometro de masas Thermo Q-Exactive (Thermo Fischer Inc., MA,
EUA.). El control del instrumento y el analisis de datos se realizaron con el programa
Excalibur 3.0 (Thermo). El registro de los espectros se llevo a cabo en la Universidad
de Carolina del Norte en Greensboro, UNCG, Carolina del Norte, EUA.

6.6 Ensayo de inhibicién de a-glucosidasas de Saccharomyces
cerevisiae.

Los estudios de inhibicion in vitro se efectuaron con la enzima a-glucosidasa de
levadura Saccharomyces cerevisiae (Sigma Aldrich®), a una concentracion de 1
U/mL. Como sustrato se empled p-nitrofenil-a-D-glucopiranédsido (p-NPG) a una
concentracion final de 0.5 mM. Los ensayos se realizaron en solucion amortiguadora
de fosfato 100 mM, pH 7.0. Se utiliz6 una solucién 30 mM de acarbosa como control
positivo. Las determinaciones se realizaron mediante un ensayo
espectrofotométrico a 405 nm en placas de 96 pozos a 37°C. Para llevar a cabo la
reaccion, a cada pozo se le adicionaron 83 L de buffer de fosfatos, 5 pL de enzima,
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10 L de sustrato y 2 pL de muestra (10 mg/mL), control positivo o metanol (blanco).
Las absorbancias se registraron en un lector de placas Synergy HT. La obtencion y
andlisis de datos se hizo con el programa Gen 5 y GraphPad Prism 6.0. El extracto
organico y las fracciones se evaluaron a 200 ppm, mientras que los compuestos
puros se valoraron a 100 ppm. El porcentaje de inhibicién se calcul6 de la siguiente
manera:

AsosMuest
sosMues ra>* 00

% de inhibicion aGHY = (1 T A, _Blanco
405

Donde % de Inhibicion de aGHY representa el porcentaje de inhibicidn enzimatica
de la enzima a-glucosidasa de levadura; AssMuestra representa la medicion al
tiempo cero menos la lectura después de 30 minutos y AsosBlanco representa la

medicion después de 30 min de incubacion a 37°C menos la lectura al tiempo cero.

6.7 Identificacion taxondmica del microorganismo seleccionado.

La identificacion taxonémica del hongo seleccionado (IQ-046) se realiz6 mediante
la secuenciacion molecular de la region espaciadora transcrita interna (ITS) del
ADNr. La region ITS se amplificOo usando los cebadores: forward ITS1 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) y reversa con ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") por la técnica de PCR. Las concentraciones
finales para las reacciones de PCR para una solucion de 25 pL fueron las siguientes:
10 ng de ADNr del microorganismo, 0.8 pM de cada cebador, 0.2 mM de dNTP, 2.5
mM MgClz, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brasil).
Las condiciones de reaccion fueron 94 °C durante 10 min; 35 ciclos de 45 a 94 °C,
45 a 58 °Cy 60 a 72 °C; y una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos
de PCR se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen,
Valencia, CA, EE. UU.) El material genético obtenido se secuencié en un analizador
genético ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) utilizando
el cebador ITS1.

La secuencia ITS del microorganismo 1Q-046 fue comprada con la biblioteca
GenBank empleando una busqueda con BLAST. Se obtuvo una coleccion de
muestras relacionadas taxonémicamente con el hongo, empleando la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Las secuencias de ADN
se alinearon con CLUSTAL X, se confirmaron visualmente en BIOEDIT. El analisis
de las secuencias por maxima verosimilitud se realiz6 con el programa PhyML. Se
seleccion6 el modelo GTR + G + | (a = 0.401 para la distribucion gamma; A = 0.18,
C =031, G =0.28, T = 0.23; p-inv = 0.281) para la construccién del arbol. Se
ejecutaron mil réplicas de arranque para evaluar la confianza en cada nodo.
Histoplasma capsulatum se utiliz6 como grupo control. La secuencia para la region
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ITS del aislado fangico 1Q-046 se encuentra en la base de datos GenBank con el
namero de acceso MT254737. El procedimiento anterior se realiz6é en colaboracion
con el Dr. Jesus Morales Jiménez del IPICyT, San Luis Potosi, México.

6.8 Estudio quimico del hongo 1Q-046.

6.8.1 Cultivo en mediana escala.

Para la realizacion de cultivos a mediana escala el hongo seleccionado se cultivd
en cuatro placas de APD por un periodo de cinco dias. Posteriormente el hongo Q-
046 se transfirid a ocho tubos conicos con 15 mL de medio CPD. El hongo se dejé
crecer en este medio durante cinco dias con periodos normales de luz-oscuridad a
temperatura ambiente. Al término de este periodo de tiempo cada tubo se vertio en
un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 10 g de cereal. El crecimiento en este medio
se llevo a cabo durante 28 dias con periodos normales de luz-oscuridad a
temperatura ambiente. La preparacion del extracto organico se realizé de acuerdo
con la estrategia indicada en el punto 6.3.

6.8.2 Fraccionamiento del Hongo 1Q-046.
Aproximadamente 2.5 g del extracto organico se fraccionaron mediante CCA en una
columna de vidrio empacada con gel de silice como fase estacionaria, y como fase
movil diversas mezclas de disolventes organicos con polaridad creciente entre
hexano y AcOEt. De este fraccionamiento se obtuvieron 193 fracciones, las cuales
se agruparon en 28 con base en su similitud cromatogréfica (Tabla 9).

Tabla 9. Rendimientos obtenidos del fraccionamiento primario.

Eluatos |Fraccion FEmEI i Eluatos | Fraccion FEmelli i
(mg) (mg)
1-10 Fi1 4.2 49-71 F7 8.8
11-14 F> 4 72-77 Fs 2.6
15-18 Fs 27.5 78-79 Fo 1
19-33 Fa 14.7 80-83 Fio 3.9
34-43 Fs 3.5 84-85 Fi1 0.9
44-48 Fs 1.9 86-91 Fio 2.6
92-101 Fi3 28.7 148-157 Fo1 30
102-111 F14 526.7 158-162 F22 5.8
112-115 Fis 240.7 163-175 F23 34.7
116-117 Fie 92.8 176-181 Foa 21.1
118-121 F17 132.4 182-186 F2s 12.3
122-127 Fis 192 187 F26 1.8
128-133 Fi9 26.8 188-189 Fo7 2.4
134-147 F20 148.8 190-193 F2s 5.2
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6.8.3 Aislamiento de la butirolactona | (1).
La butirolactona | (1) se aislé como un solido vitreo amarillo a partir de las fracciones
Fi14-F16. Su estructura se elucidd por comparacion de sus constantes

espectroscopicas (RMN-'H, RMN-13C, mono y bidimensionales) y espectrométricas
(EM-ESI-AR), con las reportadas en la literatura. 5154

6.8.3 Aislamiento de la butirolactona IV (7).
La butirolactona IV (7.9 mg) se aislé y purifico por CLAE en modo semipreparativo,
a partir de la fraccién F20 (17 mg). La fase estacionaria consistié en una columna
Phenomenex Gemini NX-C18 y como fase movil 45% de MeCN en acido férmico al
0.1 % en agua durante 10 min, con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma por CLAE (254 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento de la butirolactona IV (7).

6.8.4 Aislamiento de la chrisamida B (8).
La chrisamida B (4.6 mg) se aislo y purifico por CLAE en modo semipreparativo a
partir de la fraccion F2s3. La fase estacionaria consistié en una columna Phenomenex

Gemini NX-C18 y como fase mavil 45% de MeCN en acido formico al 0.1 % en agua
durante 25 min con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 6).

Figura 6. Cromatograma por CLAE (254 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento de la chrisamida B (8).

6.8.5 Aislamiento de la lovastatina (9).

La lovastatina (8.5 mg) se aisl6 y purificé por CLAE en modo semipreparativo a partir
de la fraccion F21. La fase estacionaria consistid en una columna Phenomenex
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Gemini NX-C18 y como fase mavil 50% de MeCN en acido formico al 0.1 % en agua
hasta 70% durante 30 min con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma por CLAE (254 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento de la lovastatina (9).

6.8.6 Aislamiento del 3,4,5-trimetoxi-2-(2-
(nicotinamida)benzamida) benzoato (10).
El 3,4,5-trimetoxi-2-(2-(nicotinamida)benzamida) benzoato (1.3 mg) se aisldé y
purific6 por CLAE en modo semipreparativo a partir de la fraccidon F2.. La fase
estacionaria consistio en una columna Phenomenex Gemini NX-C18 y como fase
movil 20% de MeCN en acido formico al 0.1 % en agua hasta 80% durante 30 min
con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 8).

Figura 8. Cromatograma por CLAE (254 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento del 3,4,5-trimetoxi-2-(2-(nicotinamida)benzamida) benzoato (10).
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6.9 Purificacion de derivados semisintéticos.

6.9.1 Purificacion de aspernélida A (2).
La asperndlida A (4.6 mg) se purifico por CLAE en modo semipreparativo. La fase
estacionaria consistio en una columna Phenomenex Gemini NX-C18 y como fase
movil 40% de MeCN en acido formico al 0.1 % en agua hasta 60% durante 30 min
con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma por CLAE (254 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento de la asperndlida A (2).

6.9.2 Purificacién de derivados obtenidos empleando
anhidrido propiénico (3 y 4).
Los derivados (3 y 4) se purificaron por CLAE en modo semipreparativo. La fase
estacionaria consistio en una columna Phenomenex Gemini NX-C18 y como fase
movil 40% de MeCN en acido formico al 0.1 % en agua hasta 60% durante 30 min
con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma por CLAE (254 -nm) en modo semipreparativo para el
aislamiento de los derivados 3y 4.
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6.9.3 Purificacion de la 5',3",5",2'""-tretrabromo
aspernolida A (5).
La 5',3",5",2"-tretrabromo asperndlida A (1.0 mg) se purific6 por CLAE en modo
semipreparativo. La fase estacionaria consisti6 en una columna Phenomenex
Gemini NX-C18 y como fase mavil 40% de MeCN en acido formico al 0.1 % en agua
y 30% de MeOH durante 30 min con un flujo de 4.6 mL/min (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma por CLAE (254 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento de la 5',3",5",2""-tretrabromo aspernolida A (5).

6.9.4 Purificacion de la asperteretona D (6).
La asperteretona D (1.4 mg) se purificd por CLAE en modo semipreparativo. La fase
estacionaria consistio en una columna Phenomenex Gemini NX-C18 y como fase
movil 40% de MeCN en acido férmico al 0.1 % en agua hasta 100% durante 30 min

con un flujo de 4.6 mL/min. (Figura 12).
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Figura 12. Cromatograma por CLAE (300 nm) en modo semipreparativo, para el
aislamiento de la asperteretona D (6).
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6.10 Acoplamiento molecular.

6.10.1 Proteina.

La estructura cristalografica de la enzima a-glucosidasa de levadura
(Saccharomyces cerevisiae, aGHY), se obtuvo de la base de datos Protein Data
Bank (PDB), con el cédigo 3A4A. La proteina fue preparada para los calculos de
acoplamiento molecular empleando la interfaz grafica AutoDock (AutodockTool
1.5.6, ADT), en esta plataforma se afadieron los &tomos de hidrogeno polares y las
cargas de Kolleman. Los archivos fueron guardados en un formato apropiado para
su posterior uso en Autogrid 4.0 y AutoDock 4.0.

6.10.2 Ligando.
Los ligandos fueron construidos en ChemBioDraw Ultra 13.0 y guardados en
formato “.mol”. Posteriormente se optimizé la geometria con el modelo semiempirico
AM1 mediante el programa Spartan’10 (www.wavefuntion.com). Las moléculas
fueron guardadas en formato “.pdb”.

6.10.3 Acoplamiento Molecular.

La prediccion de las conformaciones accesibles por ligandos se realizé con el
programa AutoDock 4.2 (http://autodock.scripps.edu/) empleando un Algoritmo
Genético Lamarckiano (LGA). Para la prediccion de los sitios y conformaciones de
union de menor energia, se realizé un estudio de acoplamiento molecular ciego en
una region de busqueda (grid) de 126 x 126 x 126 A centrada en la proteina. Todas
las simulaciones se realizaron con un LGA, un tamafio de poblaciéon de 150
individuos, 2.5 x 106 evaluaciones energéticas y 100 corridas. Los resultados fueron
analizados utilizando la interfaz ADT 1.5.6 y PyMol 2.2.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aislamiento y seleccion de microorganismos fungicos.

De las muestras de sedimento de humedal recolectadas se aislaron un total de cinco
microorganismos fangicos, entre los cuales se observan diferencias morfologicas
(Figura 13), poniendo en evidencia la amplia diversidad fungica de la zona, misma
gue se ve reflejada en la diversidad quimica de los metabolitos secundarios
producidos por las especies, como resultado de las complejas interacciones
ecoldgicas. 5556

1Q-046 1Q-047 1Q-048 1Q-049 ] I—050
Figura 13. Microorganismos aislados de suelo de manglar.

7.1.1 Determinacion de la capacidad inhibitoria de los extractos de
microorganismos fuangicos.
Cada uno de los extractos organicos obtenidos de los microorganismos fangicos
cultivados en arroz (A) y cereal (C) se evaluaron como inhibidores de la enzima
aGHY (Figura 14), a una concentracion de 200 ppm. Con base en los resultados
obtenidos se seleccion6 el microorganismo 1Q-046 para su posterior estudio
guimico, tomando en cuenta su excelente actividad bioldgica y rendimiento.

Control positivo (Acarbosa)
IQ-046A
IQ-046C
IQ-047A
IQ-047C
IQ-048A
IQ-048C
IQ-049A
1Q-049C
IQ-050A
IQ-050C

10019
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Figura 14. Porcentaje de inhibicidén sobre la enzima aGHY a 200 ppm de los
extractos organicos de microorganismos fungicos, obtenidos de dos medios de
cultivo; arroz (A) y cereal (C). Se empleé como control positivo la acarbosa.
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7.2 Identificacién taxondmica del microorganismo seleccionado.

El analisis filogenético de las secuencias ITS1 de 1Q-046 (Figura 15) permitié
clasificar a este microorganismo como miembro del género Aspergillus, con un 99%
de homologia. Adicionalmente, la distancia estimada (similitud del 97%) entre la
especie A. terreus y el hongo seleccionado, permitieron identificar el hongo 1Q-046
como A. terreus.

Histoplasma capsulatum isolate 06n (MN912626)

Aspergillus hancockii (NR_154725)

Aspergillus flavus (KX953881)

Aspergillus muricatus (NR_135392)

— Aspergillus neoniveus (NR_137474)

756 Aspergillus niveus (NR_137476)

2321 1Q-046 (MT254737)

970 Aspergillus terreus (MN559622)

Aspergillus terreus (MT077160)

Aspergillus terreus (1Q-046)

Aspergillus pulvinus (NR_135347)
929

_Eqspergillus arcoverdens (KY808749)
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Figura 15. Arbol de méxima verosimilitud de las regiones ITS del hongo 1Q-046.
Histoplasma capsulatum se utiliz6 como control. La barra de escala indica 5% de
divergencia de secuencia estimada. La confianza de cada nodo fue evaluada por

1000 réplicas.
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7.3 Estudio quimico del hongo 1Q-046 y modificaciones
estructurales.

El estudio quimico del microorganismo 1Q-046 permitid el aislamiento de cinco
metabolitos secundarios de distintos origenes biogenéticos: la butirolactona | (1), la
butirolactona IV (7), la chrisamida B (8), la lovastatina (9) y un derivado de &cido
antranilico (10). Todos los metabolitos aislados se caracterizaron por comparacion
de sus datos espectroscopicos y espectrométricos con aquellos reportados en la
literatura,®:48.61.51-54.57-60 Adicionalmente se logro la semisintesis de cinco derivados

(2-6) de butirolactona | (1), mediante distintos metodos (Figura 16).

5 0 1 !
» 12 4 0 , o NO,
6 5. 21 4"
< OH 70 TN N
g ~5' 6 11
4" OpNT10 8 T

2\ 14' 12'
13'

Crisamida B (8)

5 5'NH

Joo=l
0 71'\' o
N
6//
e
5

3,4,5-trimetoxi-2-
(2-(nicotinamida)benzamida)
benzoato (10).

Lovastatina (9)

Figura 16. Moléculas aisladas de Aspergillus terreus (1,7-10) y derivados
semisintéticos (2-6).
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7.3.1 Caracterizacion de la butirolactona | (1).
La formula molecular calculada para este producto fue de C24H2407, a través del
andlisis por EM-ESI-AR de la muestra en modo positivo m/z 447.1412 [M + Na]*
(Figura 17). En los espectros de RMN-'H, RMN-13C, y bidimensionales (HSQC y
HMBC) (Figuras 18-21 y Tabla 10) se observaron las siguientes sefales:

En el espectro de RMN-!H (Figura 18) la sefial en 0w 7.63 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-
2”’/6”) y 6.91 (2H, d, J = 8.9 Hz, H-3"”/5”) evidencian la presencia de un anillo
aromatico p-sustituido. Por otro lado, las sefiales en &+ 6.60 (1H, dd, J = 8.2, 2.2 Hz,
H-6’), 6.54 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5) y 6.52 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-2’) corresponden a
la presencia de un sistema aromatico tri-sustituido. En &n 3.78 (3H, s, 5-OCH3s) se
observa una sefial simple intensa, la cual es asignable a un grupo metoxilo de una
funcion éster, ademas las sefales en &1 3.56 (2H, d, J = 14.7 Hz, H2-6) y 3.50 (2H,
d, J = 14.7 Hz, H2-6) corresponden a un metileno con protones diasterotdpicos. En
on 3.14 (2H, d, J = 7.2 Hz, H2-1""), se observa una sefial asignable al metileno de la
posicion 1™ acoplado al metino en &+ 5.10 (1H, dddd, J = 8.7, 5.7, 2.8, 1.4 Hz, H-
2", finalmente, se observan dos sefiales para grupos metilo en &4 1.69 (3H, s, Hs-
5”)y 1.65 (3H, s, H3-4"").

En el espectro de RMN-3C (Figura 19), es posible apreciar un conjunto de 24
sefales, de las cuales 12 corresponden a carbonos aromaticos siendo dos de estas
sefiales base de oxigeno, ademas de sefiales a campos bajos las cuales
corresponden a carbonilos de éster en &¢ 169.6 (C-1) y 169.9 (C-5). Se observan
tres sefales olefinicas en dc 137.4 (C-2), 128.3 (C-3) y 121.6 (C-2’"), dos sefiales
gue pertenecen a metilenos en &¢c 38.7 (C-6) y 29.5 (C-1""), y dos sefales en &c
17.9 y 25.9 corresponden a metilos (C-4"" y C-5", respectivamente), y por ultimo,
dos sefiales de carbonos unidos oxigeno en &c 53.8 (5-OCHs) y 86.3 (C-4). La
estructura quimica de la butirolactona | (1) se confirmé a través del analisis detallado
de los espectros bidimensionales de HSQC y HMBC (Figuras 18-21 y Tabla 10) y
por comparacion de los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de
RMN-'H y RMN-13C con los reportados en la literatura. 51-54

Tomando como referencia estudios previos en los que se demuestra el potencial de
la butirolactona (1) como inhibidor de la enzima a-glucosidasa de levadura, se
prepararon derivados semisintéticos con la finalidad de aumentar su afinidad hacia
esta diana terapéutica. A continuacion, se describe la preparacion de los derivados
de butirolactona | (1) y su caracterizacibn estructural mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.
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01001-143-6 #1559 RT: 4.90 AV: 1 NL: 1.07E7
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [13

100 447.1412

80

60; 425 1595 1421864 450 1496

40

20 429.2249
] || 463.1360 479.1314
0 ‘ ‘ A ‘ ‘ \‘ : T ‘ . T T [ T
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Figura 17. Espectro de masas de alta resolucién por electrospray (EM-ESI-AR) en
modo positivo del compuesto 1.
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Figura 18. Espectro de RMN-'H a 700 MHz en CDCIz del compuesto 1.
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Figura 20. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 1.
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7.3.1 Preparacién de la asperndlida A (2) a partir de butirolactona
I (1).
Debido a que no fue posible el aislamiento de la asperndlida A (2) se planificé su
sintesis. La preparacion de (2) consistié en una ciclacion de la cadena de prenilo
del producto natural (1), para generar un anillo de dihidropirano en presencia de HCI
(1 N) y metanol como disolvente, a temperatura ambiente (Figura 22). La mezcla
de reaccion se monitore6 por CCF hasta el final de la reaccion.

o)
HCl
MeOH OO0 ) O0—
H >/ (R) o)
OH

Figura 22. Reaccion efectuada para la sintesis del compuesto 2.

Posterior a la sintesis de la asperndlida A (2) se realizo su caracterizacion quimica.
Su férmula molecular se establecio con base en los resultados obtenidos del analisis
por EM-ESI-AR en modo positivo, m/z 442.1860 [M + NHa4]*, como C24H2407
indicando 13 grados de insaturacion (Figura 23). Las diferencias mas relevantes
observadas en los espectros de RMN-'H y RMN-13C (Figuras 24-27 y Tabla 10)
respecto a la butirolactona | (1) se describen a continuacion:

En los espectros de RMN-'H y 3C (Figuras 24 y 25) se observa la ausencia del
hidrogeno olefinico en &4 5.10 (H-2""), asi como la pérdida de la sefial en el espectro
de carbono asociada a este hidrogeno, en cambio se observan sefiales en 61 1.72
(2H, t, J = 6.8 Hz, H2-2""). Por otra parte, la aparicion de una sefial en dc 32.8 indicé
la presencia de un anillo de dihidropirano fusionado con un anillo de benceno
trisustituido, en lugar de la cadena de prenilo presente en el compuesto 1. La fusion
de ambos anillos a través de C-1"" y C-2"” se establecid6 mediante el analisis del
espectro bidimensional de HMBC (Figura 27) en donde el protén en dn 2.59 (2H,
dt, J = 16.7, 6.8 Hz, H2-1"") y 2.62 (2H, dt, J = 16.7, 6.8 Hz, H2-1"’) presenta una
correlacion con &c 131.7, 120.5, 153.1, 328 y 743 ( 2, 3, 4, 27 y 37,
respectivamente) y el protén en én 1.72 (2H, t, J = 6.8 Hz, H2-2"") con C-1"", C-37,
C-4 y C-5" los cuales corresponden con &c 22.4, 74.3 y 27.0/26.9. Otro dato que
confirma la formacion de este anillo de dihidropirano es una variacion en la
multiplicidad de la sefial de H2-1"" con respecto al producto natural, ya que, en 1, se
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observa una sefal doble, mientras que en la asperndlida A (2) se observa una sefial
multiple en &1 2.59. Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de
RMN-'H y RMN-3C son congruentes con los reportados previamente, para este

compuesto.*®

01002-55-3 #1817 RT: 5.04 AV:1 NL: 3.23E8
T: FTMS + p ESI Full ms [2C
100, 442.1860

80

60

- 443.1893

- 444.1919
O “‘\““““‘\“‘\“‘\“‘“““\“‘\“‘A\“‘\
442 443 444

m/z

Figura 23. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 2.
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Figura 24. Espectro de RMN-'H a 700 MHz en CDCIz del compuesto 2.
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Figura 26. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 2.
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Figura 27. Espectro bidimensional HSQC (arriba) y HMBC (abajo) del compuesto 2.

7.3.1.1 Mecanismo para la formacion del compuesto 2.
El mecanismo de reaccion propuesto para la formacién del asperndlida A (2) a partir
de butirolactona | (1) inicia con el ataque nucleofilico de la doble ligadura sobre el
protén del acido clorhidrico, favoreciendo la formacién de un carbocatién terciario.
Posteriormente, los pares de electrones no compartidos del oxigeno fendlico atacan
al carbocatién formado mediante una reaccion intramolecular generando un anillo
de dihidropirano (Figura 28).
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Figura 28. Mecanismo para la formacion del compuesto 2.

7.3.2 Preparacién del éster 4',4"-dipropiénico de butirolactona |
(3).

Se tiene antecedente de la acilaciéon de butirolactona | (1) con anhidrido acético.®
Empleando una metodologia similar se plante6 incrementar el nimero de carbonos
de la cadena, utilizando como fuente del grupo acilo, anhidrido propidnico (Figura
39). Cabe destacar que la reaccién se llevo a cabo en condiciones no anhidras. De
esta reaccion se obtuvieron dos compuestos, uno de ellos como resultado de la
acilacion del producto natural (1) y el segundo como resultado de la participacion de
agua durante la formacién del producto (4). En esta seccion se describiran las
caracteristicas principales del compuesto 4',4"-dipropandico de butirolactona | (3).

Figura 29. Reaccion efectuada para la sintesis del compuesto 3.

La formula molecular para el compuesto 3 (CsoHs209) se calculd a partir del ion
molecular generado a través del analisis por EM-ESI-AR de la muestra, m/z
554.2383 [M + NH4]* (Figura 30). Las diferencias més relevantes observadas en los
espectros de RMN-'H y RMN-13C (Figuras 31-34 y Tabla 10) respecto a la
butirolactona | (1) se describen a continuacion:

En el espectro de RMN-'H (Figura 31) se observa la aparicion de sefiales
correspondientes a dos grupos propilo; en d41.29 (2H,t,J=7.6 Hz) y 1.24 (2H, t, J
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= 7.6 Hz), se observan las sefiales correspondientes a dos metilenos (8°/8”) y dos
grupos metilo (9'/9”) en dn 2.65 (3H, q, J = 7.6 Hz) y 2.57 (3H, q, J = 7.6 Hz). El
espectro de RMN-13C confirmé la presencia de los grupos propilo, al observar
sefiales en dc 173.0/172.7 (7°/7’), asociadas a dos carbonilos de éster. Cabe
destacar que tanto las sefiales de 8/8” y 9/9” mostraron correlaciones HMBC
(Figura 33-34) con los carbonos 7'y 7", corroborando de manera inequivoca la
estructura del producto.

01002-54-3 #2200 RT: 6.11 AV: 1 NL: 1.50E9
T: FTMS + p ESI Full ms [2C

100 554.2383
80
60
40 555.2413
20
556.2440
0 554.6574 } 557.2465
T T T T T T T T T T T
555 556 557
m/z
Figura 30. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 3.
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Figura 31. Espectro de RMN-H a 700 MHz en CDCI3 del compuesto 3.
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Figura 33. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 3.
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7.3.2.1 Mecanismo para la formacion del compuesto 3.
Para la formacion del compuesto 3, primero ocurre la activacion del grupo carbonilo
por adicién de la piridina a través de un ataque nucleofilico. Una vez activado el
grupo carbonilo, dos grupos sufriran un ataque por parte del par de electrones no
compartidos de los fenoles presentes en el compuesto 1, generando el producto 3

(Figura 35).
N . N
(0] (o O :0: O.
N e, S

Figura 35. Mecanismo para la formacion del compuesto 3.

7.3.3 Preparacion del A1"2"7-3’"’-hidroxi-4',4"-dipropiénico de
butirolactona | (4).
Con el fin de incrementar la polaridad del compuesto 3, se sintetizé el compuesto 4
en la misma mezcla de reaccion considerando la participacion del agua en el medio.
En esta seccion se describiran las caracteristicas del compuesto 4, molécula
obtenida mediante los procedimientos previamente descritos (Figura 36).
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Figura 36. Reaccion efectuada para la sintesis del compuesto 4.

El espectro de EM-ESI-AR en modo positivo para el compuesto 4 mostré un pico
base en m/z 570.2332, congruente con el aducto [M + NH4]* y una féormula molecular
calculada de C3oH32010 (Figura 37) Las diferencias mas relevantes observadas en
los espectros de RMN-'H y RMN-3C (Figuras 38-41 y Tabla 10) respecto a la
butirolactona | (1) se describen a continuacion:

En el espectro de RMN-'H (Figura 38) se observa la apariciéon de dos sefales
asignables a una doble ligadura trans en dn 6.41 (2H, d, J = 16.4 Hz, H-1"") y 5.90
(2H, d, J=16.4 Hz, H-2""). La doble ligadura formada, presenta correlaciones HMBC
con el carbono en &c 128.6 C-3’, 82.3 C-3"", 24.4/24.5 C-4"’/ 5’ también es posible
observar la correlacion entre el hidrégeno en &n 6.84 (2H, d, J = 1.3 Hz, H1=5'/6") y
el carbono en &c 123.4 C-1"", localizando la doble ligadura en la cadena de prenilo
unida al anillo aromatico trisustituido. Por otra parte, en el espectro de RMN-3C, se
observa la aparicion de una sefial en dc 82.3, que corresponde al carbono de la
posicion C-3".

Ademas de los datos anteriores, el espectro de RMN-'H revela nuevamente la
presencia de sefiales que corresponden a la acilacion de los fenoles, observandose
dos sefiales en &1 2.58 (2H, q, J = 7.6 Hz) y 2.63 (2H, q, J = 7.6 Hz) las cuales
corresponden a metilenos (8/8”), también se encuentran conectadas con dos
sefiales en &1 1.29 (3H, t, J = 7.6 Hz) y 1.26 (3H, t, J = 7.6 Hz) las cuales
corresponden a un metilo (9/9”), en el espectro de carbono se observan dos
sefales que pertenecen cada una a un grupo carbonilo en &¢c 173.1y 172.9 (7°/7”),
misma que muestran correlaciones HMBC (Figuras 40-41) con los metilos y
metilenos de 8, 8", 9'y 9".
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Figura 37. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 4.
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Figura 38. Espectro de RMN-!H a 700 MHz en CDClz del compuesto 4
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Figura 39. Espectro de RMN

Figura 40. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 4.
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7.3.3.1 Mecanismo para la formacion del compuesto 4.
Los mecanismos para la formacion de los compuestos 3 y 4 son similares. En el
caso de 4, la acilacion de los fenoles ocurre de la misma manera, sin embargo, este
presenta la adicidén de un hidroxilo en la posicion 3”’. El mecanismo propuesto para

la formacion de este producto inicia con la formacion de un intermediario per-
epoxido acilado, generado por un ataque nucleofilico de la doble ligadura hacia
oxigeno singulete y una posterior acilacion. Posteriormente, el agua del medio
permite la apertura del intermediario. Finalmente, el producto 4 se obtiene por un
mecanismo de eliminacion promovido por piridina (Figura 42).

Figura 42. Mecanismo para la formacion del compuesto 4.

7.3.4 Obtencion de la 5',3",5",2""'-tretrabromo asperndlida A (5).
De manera adicional se plante6 la sintesis de derivados de butirolactona | (1)
empleando Brz, debido a que en estudios previos se ha demostrado un aumento en
la actividad bioldgica con el uso de compuestos halogenados.*?*° Para la bromacién
del compuesto 1, se coloco la materia prima en presencia de Br2 empleando como
medio CHz2Cl2 y MeOH a temperatura ambiente. La reaccién fue monitoreada por
CCF hasta su término (Figura 43).

Figura 43. Reaccion efectuada para la sintesis del compuesto 5.

La férmula calculada para esta molécula se obtuvo empleado EM-ESI-AR en modo
negativo, la cual fue de C24H2007Brs. El espectro mostré un pico base de m/z
734.7877, este pico esta relacionado con la masa del compuesto 5y con un conjunto
isotdpico caracteristico para compuestos tetrabromados (Figura 44). Las
diferencias relevantes observadas en los espectros de RMN-'H y RMN-13C (Figuras
45-47 y Tabla 10) respecto a la butirolactona | (1) se describen a continuacion:
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En el espectro de RMN-'H (Figura 45), se observa la usencia de la sefial en dn 6.91
(H -3”/5”), lo cual esta asociado con la sustitucién de bromo en las posiciones meta
con respecto al anillo furano. Por otro lado, la desaparicion de la sefial en o1 6.54
(H-5), es debido a la sustitucion por parte de bromo en esta posicion.

De la misma manera que sucede en 2, se visualiza la formacion de un anillo de
dihidropirano y la ausencia del hidrégeno olefinico H-2"”. A diferencia de la sefial del
hidrégeno 2 en 2, el compuesto 5 presenta sefiales en o4 3.10 (2H, dd, J=17.0y
9.2 Hz, H2-1") y 3.26 (2H, dd, J = 17.0 y 6.0 Hz, H2-1""), estos cambios en
desplazamientos quimicos estan asociados a la unién de este proton al carbono
asimétrico formado por la sustitucién de bromo.

01002-49-4 #2181 RT: 6.15 AV: 1 NL: 1.21E8
T: FTMS - p ESI Full ms [201

100, 738.7835

80; 736.7856 | 740.7814
60
40—

20 7347877 741.7851
3 l l A h I 743.7825
0 - R | 1
L L L
735 740 745
m/z

Figura 44. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 5.
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7.3.4.1 Mecanismo para la formacién del compuesto 5.
La formacion del compuesto 5 se explica mediante el ataque de la doble ligadura al
bromo presente en el medio, como resultado de este ataque nucleofilico se forma
un ion bromonio, el cual es atacado por el fenol generando un anillo de
dihidropirano. A continuacion, el bromo en exceso se adiciona mediante una
sustitucion nucleofilica aromatica en las posiciones orto a las funciones fendlicas
(Figura 48).

Figura 48. Mecanismo para la formacion del compuesto 5.

7.3.5 Sintesis de asperteretona D (6) a partir de butirolactona |
(1).
La asperteretona D (6), un producto natural previamente aislado de A. terreus, se
obtuvo como el producto mayoritario de la reaccién del compuesto 1 en presencia
de dimetil carbonato (DMC) y yoduro de tetrabutilamonio (TBAI).®? Inicialmente se
planted la semisintesis del producto dimetilado de butirolactona I (1), sin embargo,
las condiciones de reaccion facilitaron la sintesis del producto 6 (Figura 49).
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Figura 49. Reaccion efectuada para la sintesis del compuesto 6.

La purificacion de la asperteretona D (6) se realiz6 mediante el procedimiento
previamente descrito en la seccion 6.9.4. La férmula molecular para este compuesto
se establecido como C23H240s, empleando EM-ESI-AR en modo positivo. El espectro
mostro un pico base en m/z 398.1959, asociado con el aducto [M +NH4]* (Figura
50). A partir de la comparacién de la butirolactona | (1) y el compuesto 5 resulta
evidente la pérdida de COz2, sugiriendo la descarboxilacion del producto de partida.
Las diferencias relevantes observadas en los espectros de RMN-'H y RMN-13C
(Figuras 51-54 y Tabla 10) respecto a la butirolactona | (1) se describen a
continuacion:

En el espectro de RMN-'H (Figura 51) se visualiza la ausencia del hidrégeno
olefinico en dn 5.10 y de igual forma como sucede con la molécula 2 se puede
apreciar la formacion de un anillo de dihidropirano. Otra diferencia es la
desproteccion del metino de la posicion C-4 (&n 5.50, s), atribuida a la formacion de
un enlace O-C-O.

Las diferencias mas importantes se observan en el anillo furano, a través del
espectro de RMN-13C (Figura 52). Este espectro proporciona toda la informacioén
sobre la desaparicion del éster de lactona. Ademas, en este espectro se observa
una sefal correspondiente a un grupo carbonilo en &¢c 171.1 asignable a C-1. Otra
sefial observada en &c 86.3, es atribuida al carbono C-2, misma que se desplaza a
campos bajos (6c en 129.1), como resultado de la formacion de una doble ligadura.
En conjunto, las diferencias observadas se generan como resultado del
reordenamiento del anillo furano.

Las correlaciones HMBC (Figuras 53-54) permitieron confirmar el reordenamiento
del anillo furano, al observarse las sefiales del protéon 5 en &4 3.58 (2H, d, J = 15.2
Hz, H2-5) y 3.98 (2H, d, J = 15.2 Hz, H2-5) con los carbonos en &¢c 102.4 (C-4), 129.8
(C-2’)y 127.8 (C-6’); del proton H-4 (dn 5.50, s) con los carbonos en &¢c 171.1 (C-1),
129.1 (C-2) y 156.3 (C-3) y finalmente, las correlaciones de 4-OCHs con los
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carbonos en &c 129.1 (C-2) y 102.4 (C-4). Los desplazamientos quimicos
registrados en los espectros de RMN-'H y RMN-13C son congruentes con los
reportados previamente.>®

01002-64-1 (3) #1953 RT: 543 AV: 1 NL: 2.10E8
T: FTMS + p ESI Full ms [200.0000-1800.0000]

o i
o i
_TE‘IOO—_ 398.1959
C
S i
0 .
< i
2 507
g ] 399.1993
x ] 1399_3589 400.2021
o-r——r—r—r—rr—rr T T T
398 399 400
miz

Figura 50. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 6.
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Figura 51. Espectro de RMN-H a 700 MHz en CDClIz del compuesto 6.
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Figura 53. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 6.
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6.

7.3.5.1 Mecanismo para la formacién del compuesto 6.
El mecanismo propuesto para la formacion de este compuesto involucra en un
primer paso la apertura del anillo de y-lactona promovida por la entrada del par de
electrones del enol, el cual en presencia de carbonato de dimetilo (DMC) genera un
éster. El siguiente paso consiste en el ataque nucleofilico del carbonilo del éster
hacia el grupo carbonilo mas desprotegido del intermediario, provocando la
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formacion de un anillo de y-lactona. El siguiente paso es una descarboxilacion de
tipo Krapcho, y finalmente, una tautomerizacion ceto-enol para generar el producto
final (Figura 55).

|
o
Ry= HO Ro= é BUN'T + ~o 0~
OH l j.L
S

|_CH3 + O (@)

Q.. o

R, P R2
R1 - (6] @ ’/“
—0 0 ° //' ) (@) /"‘ o O-CHj3 + CO, R - OH
— on ——=Ri=C "X - A\
O R ’ <|3 O ® a o e o]
Rz@ —0® —0 L
R2

Figura 55. Mecanismo para la formacion del compuesto 6.
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7.3.6 Caracterizacién de la butirolactona IV (7).

La férmula molecular para el compuesto 7 se calculé como C24H240g con base en
los resultados obtenidos por EM-ESI-AR en modo positivo. En el espectro se
observd un pico base en m/z 458.1807, como resultado de la formacién de un
aducto con NH4* (Figura 56). Este compuesto posee una estructura base semejante
a la de la butirolactona | (1) y asperndlida A (2), por lo cual se compar6 con ambos
compuestos. Las diferencias mas importantes observadas en los espectros de
RMN-H y RMN-13C (Figuras 57-59 y Tabla 10) se describen a continuacion:

En el espectro de RMN-'H (Figura 57) se observa la desaparicion del proton
olefinico y a diferencia del compuesto 2, el metino H-2"” se desplaza a campos bajos
on 4.53 (1H, t, J = 9.4, 8.6 Hz), como resultado de la formacion de un anillo furano
entre el residuo de isopreno y la funcion oxigenada en C-4’ (d¢ 159.0). La formacion
de este anillo se corrobor6 mediante las correlaciones HMBC del protén H-2' (&n
6.65, s) con el carbono 1’ cuya sefial se encuentra ubicada en dc 124.8. El protén
H-1"" en dn 3.02 (2H, dd, J = 15.6, 8.6 Hz) y 2.96 (2H, dd, J = 15.6, 9.4 Hz) tiene
correlaciones con los carbonos en 6c 159.0, 89.5 y 72.1 los cuales corresponden
con 4, 2’ y 3. Por ultimo, las correlaciones HMBC (Figuras 58-59) existentes
entre el proton H-2"" ubicado en 6+ 4.53 (1H, dd, J = 9.4, 8.6 Hz), con los carbonos

3,4, 47 y5” con dc 127.0, 159.0, 24.0 y 26.3, respectivamente confirmaron la
presencia del anillo furano el cual se encuentra unido al anillo aromético trisustituido.

En el espectro de RMN-13C (Figura 57), los carbonos en &¢ 89.5 (C-2")y 72.1 (C-
3”’) se encuentran desplazados a campos mas bajos como resultado de la
desproteccion debida a la formacion del anillo furano. Los desplazamientos
guimicos registrados en los espectros de RMN-'H y RMN-*3C son congruentes con
los reportados previamente.®>2

01002-43-2 #1467 RT: 4.02 AV:1 NL: 1.97E9
T: FTMS + p ESI Full ms [2C
100 458.1807

459.1836
458.4963 460.1861 461 1889
T T T T T T T T T T T T T
458 459 460 461
m/z

Figura 56. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 7.
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Figura 58. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 7.



] i 0
— b i
— i
_ ) !

— ]
— I}
' [
— # by
85 80 7.5 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
’ - LA VMM
Iy
. ' 123
" : ]
] ] ﬂ P
5] XY
[ -] ! ha
— 1

=
-
S -
B

L

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 0.0

2 (ppm)

10
+20
30
40
50
60
+70
80
90
100
+110
+120
+130
140
+150
L160

f1 (ppm)

20

L40

60

80

L 140

160

180

200

220

Figura 59. Espectro bidimensional HSQC (arriba) y HMBC (abajo) del compuesto

7.

61



Tabla 10. Datos espectroscopicos de butirolactona | (1), derivados (2-6) y butirolactona 1V (7) en CDCls.

l* 2 3** 4***
Posicion | & &u[mult,d (HD)]| 8¢ Su[mult,I(HZ)] | &c  Su[mult,d(H2)] | & &u[mult, J (H2)]
1 169.6 - 169.1 - 168.6 B 168.6 -
2 137.4 - 1372 - 138.0 - 138.0 -
3 1283 - 1276 - 1265 - 128.6 -
4 86.3 - 86.2 - 85.8 - 858 -
5 169.9 - 169.9 - 169.6 - 169.5 -
356 d (14.7), 3.44.d (14.8), 3.63d(14.7), 3.59d (14.8),
6 387 350d(1a7) | 388 3.54 d (14.8) 38.9 3.54 d (14.7) 387 364d(14.8)
7 1248 - 1237 - 130.5 5 130.7 -
2 132.0 6524 (2.2) 131.7 6.56 5 132.1 6.66 d (2.2) 122.4 6.87 5
3 126.7 B 120.5 B 133.4 i 128.6 -
4 1533 - 1533 - 148.3 : 1475 -
5 1153  654d(8.2) 116.8 6515 121.9 6.78 d (8.2) 122.4 6.84 d (1.3)
6 129.4 6.60dd (8.2,2.2)| 129.3 6.51 5 120.1  6.71dd (8.2,2.2) | 130.6 6.84 d (1.3)
1 1224 - 1226 - 1272 - 1273 -
/6" | 129.7 _ 7.63d (8.9) 129.7 7.61d (8.8) 129.0 7.72d (8.8) 129.0 7.72d(8.7)
35" | 1162 6.91d (8.9) 116.1 6.92 d (8.8) 122.4 7.20d (8.8) 122.6 7.21d(8.8)
4 156.7 B 156.4 B 151.3 i 1513 .
259 dt (16.7, 6.8)
1 295  3.14d(7.2) 224 o diier oe)| 285 3.04d (7.2) 1234  6.41d (16.4)
2 121.6 5512 dzdgdl(%?' 32.8 1.721(6.8) 1214 500t (7.2,15) | 1362  590d (16.4)
3 1346 - 743 - 1333 . 823 -
47 17.9 1655 27.0/26.9 1275 17.9 158d(1.3) | 24.4124.5 136 5
5" 25.9 1695 27.0126.9 127 s 258 167d(1.3) | 2441245 1365
5OMe | 538 378s 537 378s 53.8 379 s 53.9 382s

*Los protones del compuesto 1 asignados como 2-OH, 4’-OH y 4”-OH se encuentran en 64 6.68 s; 5.47 s y 5.99 s respectivamente.

** E| compuesto 3 presenta desplazamientos para 7°/7” en 6¢ 173.0/172.7, para la posicion 8'/8” en 64 2.65q (7.6) / 2.57 q (7.6) y en &¢c 27.8/27 .6,
finalmente para la posicion 9°/9” presenta desplazamientos en 64 1.29 t (7.6)/ 1.24 t (7.6) y en 6¢ 9.1/9.0.

***E| compuesto 4 presenta desplazamientos para 7°/7” en 6¢ 173.1/172.9, para la posicion 8'/8” en 64 2.58 q (7.6) / 2.63 q (7.6) y en &c 27.8/27.9,
finalmente para la posicion 9°/9” presenta desplazamientos en 64 1.291t(7.6) / 1.26 t (7.6) y en 8¢ 9.1/9.4.
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Tabla 10. Datos espectroscopicos de butirolactona | (1), derivados (2-6) y butirolactona IV (7) en CDCIls (continuacion).

1 5 6 7
Posicion & Gu[mult,d (HZ)] &c  Su[mult,d (HZ)] & Su[mult,d (Hz)] 8¢ &u[mult, J (H2)]
1 169.6 i 168.0 i 171.1 i 169.0 i
2 137.4 ; 138.9 ; 120.1 ; 137.2 ;
3 128.3 ; 125.6 ; 156.3 ; 127.6 ;
4 86.3 ; 85.7 ; 102.4 550 5 86.1 ;
358 (15.2)
5 169.9 i 169.1 i 319 Soslies | 1698 i
3.56d (14.7), 3.34d (15.0), 3.49 dd (14.9),
6 387 350d@47) | 38O 3.51d (15.0) i J 39.0 3.56 dd (14.9)
T 1248 ; 1245 : 1271 ; 1248 :
2> 1320 652d(22) | 130.2 6.55d (2.1) 1208 6.81d(2.2) 127.1 6.65 5
3 126.7 i 121.1 ; 121.6 i 127.0 ;
7y 153.3 : 149.1 : 153.3 ; 159.0 ;
5 1153 654d(82) | 1111 : 1179 6.72d(64) 108.6 6.52d (8.2)
6 1204 6.60dd (8.2, 2.2) | 133.4 6.83d (2.1) 127.8 6.88dd (8.3,2.3) | 130.2 6.57d (8.2)
1 122.4 : 1245 ; 121.8 ; 122.6 i
2°/6" | 129.7 _ 763d(89) | 1315 7795 1308 7.43d (8.6) 129.7 7.61d (7.2)
35" | 1162 6.91d(8.9) | 110.7 : 1157 6.90 d (8.6) 116.2 6.91d (7.2)
2 156.7 i 150.3 : 156.4 i 156.5 i
3.10dd (17.0, 9.2), 3.02 dd (15.6, 8.6),
1 29.5 314d(72) | 343 S UTNSY | 226 273t69) 07 30 ad(ing o
2 121.6 5'51_3"’2‘?3?1(%7' 51.7 418dd(9.2,56) | 328  1.791(6.8) 895  453dd (9.4, 8.6)
3" 134.6 § 785 : 745 : 721 :
4 17.9 1.65s 21.9 1.40's 27.0 133 s 24.0 1155
5" 25.9 1.69 s 27.1 1.55 27.0 1.33 5 26.3 1.30's
5.0Me | 538 3.78 s 54.0 3.83 57.30 3.58 50 53.7 3.78 s

D La sefial corresponde a 4-OMe, debido a que la molécula tiene un comportamiento diferente al resto derivados (2-6).
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7.3.7 Caracterizacién de la chrisamida B (8).
La formula molecular del compuesto 8 (C26H2sN4Os) se calculé empleando EM-ESI-
AR en modo positivo (m/z 525.1983 [M + H]*), indicando un indice de deficiencia de
hidrégenos de 15 (Figura 60).

En el espectro de RMN-'H (Figura 61) se observan dos sefiales correspondientes
con 8 metinos aromaticos asociados a las sefiales de los carbonos C-8, C-8', C-9,
C-9, C-11, C-11', C-12y C-12'en dn 7.53 (4H, d, J = 8.2 Hz, H1-8/12/8'/12’) y 8.27
(4H, d, J = 8.2 Hz, H1-9/11/9'/11’), dos senales correspondientes a metilenos base
de oxigeno en &n 3.22 (4H, sa, H2-1/1") y 4.28 (4H, s, H2-6/6’), ademas se observa
una sefial para metinos base de nitrogeno en &n 4.45 (2H, s, Hz, Hi1-2/2’) y dos
grupos metilo en 1.24 (6H, d, J = 6.9 Hz, H3-13/13’) y 1.31 (6H, s, H3-14/14’) (Tabla
12)

En el espectro de RMN-13C (Figura 62) es posible apreciar seis sefiales que
corresponden a un anillo aromético, una de estas sefiales es asignable a un carbono
aromatico no protonado el cual soporta una funcion nitro (6¢c 148.1, C-10/10’), un
carbono aromatico cuaternario en ¢ 141.3 (C-7/7’) y cuatro metinos aromaticos en
oc 127.6 (C-8/8'/12/12’) y 123.8 (C-9/9'/11/11’). Ademas, es evidente la presencia
de una sefial desprotegida en ¢ 168.9 (C-4/4’) asignable a un carbonilo de amida.
Las sefiales en &c 63.8 (C-5/5") y &6¢c 62.1 (C-6/6’) corresponden a un carbono no
protonado base de oxigeno y a un carbono con hibridacién sp® base de epoxido.
Las sefales en 6c 44.0 (C-1/1") y 50.0 (C-2/2’) corresponden con el metileno y el
metino que forman el anillo de piperazina. Finalmente, las sefiales mas protegidas
en este espectro son las correspondientes a los metilos en &c¢ 15.1 (C-14/14’) y 16.1
(C-13/13’).

El espectro de HMBC (Figuras 63-64) muestra correlaciones de H-8/8" (dn 7.53)
con &c 148.1 (C-10/10") y 123.8 (C-9/9'/11/11’), estas interacciones, asi como las
constantes de acoplamiento previamente mencionadas indican la presencia de un
anillo p-nitrofenilo. Las correlaciones provenientes de H-14/14°(61 1.31) y de H-6/6’
(®1 4.28) con &c 168.9 (C-4/4’) y 63.8 (C-5/5), sugieren un residuo de 2-metil-2,3-
epoxido, el cual se encuentra conectado con el carbono 7/7° del anillo aromatico,
esta conexion se confirmd a través de la correlacion de H-8/8 con &6c¢ 62.1 (C-6/6’)
y H-6/6’ con C-7/8/12/7°/8'/12’.

Los desplazamientos quimicos encontrados, asi como las correlaciones estan en
armonia con lo descrito previamente en la literatura para la chrisamida B (8), un
producto natural aislado de especies del género Penicillium.57.60

Este seria el primer trabajo donde se reporta la chrisamida B (8) de especies de
Aspergillus, trabajos previos, muestran que este género es capaz de producir
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compuestos nitrados. En la Tabla 11 se resumen los esqueletos de compuestos con
grupos nitro previamente aislados, mismos que difieren significativamente con el
compuesto aislado en el presente trabajo.

Tabla 11. Compuestos nitrados previamente aislados del género Aspergillus sp.%3-

67
N02 NOZ
Insulicolida A _ 14-hidroxi-68-p- 9a,14-dihidroxi-66-p-
nitrobenzoilcinamoélida nitrobenzoilcinamoélida.
A. insulicola A.versicolor A.versicolor
NO,
63,7a-dihidroxi-14-p- 6B,9a-dihidroxi-14-p- 6,14-dihidroxi-7a-p-
nitrobenzoilconfertifolina nitrobenzoilcinamolida dihidroxicinamoélida
A. versicolor A. ochraceus A. insulicola

01001-118-3 #1679 RT: 537 AV: 1 NL: 5.93E6
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000]
100 5251983

80
60
40 526.2014
20

Relative Abundance

, 5272039 5pg o087
0 T T T T T T T T T
525 526 527 528

m/z

Figura 60. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 8.
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Tabla 12. Datos espectroscopicos del compuesto 8 en CDCls.

Posicién Oc Ou [mult., J (Hz)] | Posicion Oc On [mult., J (H2)]
T 44.0 3.22 sa 8/8'/112/12 127.6 7.53d (8.2
212 50.0 4.45s 9/9°/11/11" 123.8 8.27d (8.2)
414 168.9 - 10/10° 148.1 -

5/5 63.8 - 13/13 16.1 1.24d (6.9)
6/6’ 62.1 4.28 s 14/14 15.1 131s
s 141.3 -
- [ I e L
11,9,11',9' 6,6'
8,12,12',8' ! }
' |
‘ 272.\‘ " |H|;3' 13

__,‘IL . - ‘ I.\,_ | - -‘I"I"‘L I‘ J_ L,_._,_;‘f\'., - ___h'u_._ iy "/ ' - ' ~—

g g g $4 § & 3@ L
BI.S 7 BV.D ‘ 7‘.5 7 7I,D l 6‘.5 7 6I,D l 57.5 ‘ S‘.O ‘ 47 4I.0 37.5 ‘ 3.0 2.5 ‘ 2‘.0 1.5 1.0

5
f1 (ppm)

Figura 61. Espectro de RMN-'H a 700 MHz en CDCls del compuesto 8.
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Figura 62. Espectro de RMN-3C a 175 MHz en CDClIz para el compuesto 8.

Figura 63. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para el compuesto 8.
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8.
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7.3.8 Caracterizacién de la lovastatina (9).
La formula molecular calculada para el compuesto 9 fue de C24H360s, con base en
el ibn molecular, m/z 422.2900 [M + NH4]*, obtenido del andlisis de la muestra por
EM-ESI-AR en modo positivo (Figura 65). La formula molecular calculada fue
consistente para la reportada para la lovastatina. 518 A continuacion, se describen
las sefiales mas importantes observadas en los espectros de RMN-H y RMN-13C
(Figuras 66-68 y Tabla 13) para la lovastatina.

En el espectro de RMN-'H (Figura 66) se visualiza un patrén caracteristico de 14
sefiales asignables a metinos en dn 1.69 (1H, m, Hi-1), 2.37 (1H, dd, J = 11.5, 5.5
Hz, Hi-2), 2.44 (1H, tt, J = 7.3, 3.2 Hz, H1-6), 2.34 (1H, m, Hi-2”), metilenos
afectadas por la presencia de centros quirales en 1.97 (2H, dd, J = 14.6, 3.9 Hz, Hz-
7A) 1.92 (2H, dd J = 7.9, 2.3 Hz, H>-7B ), 1.37 (2H, td, J = 12.3, 4.4 Hz, H>-9B) y
1.51 (2H, tt, J = 13.2, 4.2 Hz, H2>-9A), 1.28 (2H, tq, J = 14.9, 5.0 Hz, H2>-10A) y 1.86
(2H, dtd, J = 12.6, 7.8, 7.3, 3.8 Hz, H2-10B), 1.64 (2H, dd, J = 14.4, 7.2 Hz, H2-2’),
2.62 (2H,dd,J=17.6,5.1Hz, H2-4")y 2.73 (2H, dd J = 17.6, 3.8 Hz, H2-4’), metilenos
no afectados por un centro quiral en dn 1.44 (2H, m, H2-3”), esta sefal corresponde
al metileno ubicado en la cadena 2-metilbutano. Por dltimo, las tres sefiales
correspondientes a los grupos metilo se encuentran a campos mas altos en 0.89
(3H, m, Hs-4”), 0.87 (3H, d, J = 7.5 Hz, H3-2-Me), 1.07 (3H, d, J = 7.4 Hz, H3-6-Me)
y 1.10 (3H, d, J = 6.9 Hz, H3-2’-Me). Este patron de sefiales es muy caracteristico
de las estatinas.%8

Ademas, en el espectro de hidrégeno se observan sefiales a campos mas bajos que
corresponden con metinos base de oxigeno en dn 4.36 (1H, p, J = 4.0 Hz, H1-3’),
4.61 (1H, dtd, J = 13.7, 7.9, 7.0, 4.5 Hz, H1-1") y 5.38 (1H, g, J = 3.3 Hz, H1-8).
También se aprecian tres sefales correspondientes a protones olefinicos en &1 5.78
(1H, dd, J =9.7, 6.1 Hz, H1-3), esa sefial se encuentra acoplada con el protén en dx
5.99 (1H, d, J = 9.7 Hz, H1-4). La ultima sefal que se observa que correspondiente
a un protén olefinico que se encuentra en 5.52 (1H, t, J = 3.5, 3.5 Hz, H1-5). Todas
las sefiales fueron asignadas con su carbono empleando el espectro HSQC.

Mediante las correlaciones HMBC (Figuras 67-68) se determinaron los carbonos
cuaternarios, asi como la fusion de los dos anillos de hexano mediante el carbono
en &c 131.7 (C-4a), el cual tiene correlaciones provenientes de los protones H-3, H-
8y H-8a, ademas otras correlaciones que confirman esta fusion a través del carbono
en &c 37.45 (C-8a), son aquellas que tienen su origen en los protones H-1, H- 2 ,H-
3, H-4y H-5.

El anillo pirano presenta correlaciones en ¢ 36.8 (C-1) con los protones H-9 y H-10
por lo cual se dedujo que este anillo se encuentra unido al carbono 1.
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La cadena de 2-metilbutano se encuentra conectada a los anillos fusionados
mediante un éster, cuya sefial de carbonilo se observa en &¢c 176.96 (C-1") y tiene
correlaciones HMBC provenientes de H-17, H-2” y H-3". Los desplazamientos
quimicos registrados en los espectros de RMN-*H y RMN-13C son congruentes con

los reportados previamente, para este compuesto. 558

Figura 65. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 9.

01002-29-6 #2120 RT: 5.61 AV: 1 NL: 1.89E8

T: FTMS + p ESI Full ms [2C

100 422.2900

80—

60
40—

20

423.2933

4242962 455 9995

O— T T 1T T T T T T I T

422 423

m/z

424

Tabla 13. Datos espectroscopicos del compuesto 9 en CDCls.

(12.6, 7.8,7.3, 3.8)

Posicién oc Su [mult., J (H2)] Posicién Sc S [mult., J (H2)]
, 4.61 dtd (13.7, 7.9,
1 36.75 1.69m 1 76.45 7.0, 4.5)
2 30.83 2.37.dd (11.5,5.5) 2 36.34 1.64dd (14.4, 7.1)
3 133.21 5.78 dd (9.7,6.1) 3 62.83 4.36 p (4.0)
, 2.62dd (17.6, 5.1),
4 128.47 5.99d (9.7) 4 38.74 2.73 dd (17.6, 3.8)
4a 131.73 - 5 170.43 -
5 129.8 5.521 (3.5, 3.5) 1” 176.96 -
6 27.6 2441t (7.4,3.2) 27 41.65 2.34m
1.97 dd (14.6, 3.9),1.92 dd ”
32.83 (7.9. 2.3) 3 26.97 144 m
8 68.01 5.38q(3.3) 4’ 11.8 0.89 m
8a 37.45 2.26 dd (12.0, 3.0) 2-Me 14.03 0.87 d (7.45)
1.37td (12.3, 4.4),1.51 tt
9 24.42 (13.2.4.2) 6-Me 22.98 1.07d (7.4)
10 33.1 1.28tq (14.9, 5.0), 1.86 dtd 2"_Me 16.4 1.10d (6.9)

70




48°07

880
880
680

680~
20T~
80T
Bﬂ.ﬁ&
T
8T
]
LE'T
T
:.ﬂ%
s
ST
£9'T
o't
s9'T
99'T
99'T
19'T
69'T
o't
s8'T
81
6'T
6T
£6'T
£6'T
S6'T
s6'T
96'T
16T
86'T
sTT
STT
LT
e
££T
ye'T
SE'T
ez
ez —
5T
09z
19T
£9°T
£9°Z
we
e
vz
vz
9ty
-1
LEY
8€°6
685
z5'§
s ]
£5'S
8L's
6L'S
6L'S
86'S
-un...mg

e S N

TA

52

¥ N ‘6s°E
v g 7 .
z E - — JE8T
w& ﬁIl’j TSTE
a0 09T
& e
o== g1z
. =
" = 80T
= les0
N‘h BS'T
- < WHBW fZrT
O ~ a -
2= ) L - N sz

@ 09T \

@ === FIT /
= Tz 3 S ¥IT'e
SR = ¥t
<= r Ne Pert
@ [ Yee'T
N .ﬂmpwwtﬂ — Hs1T

f1 (ppm)

28272625242322212019181.7161.5141.3

34 6.2 6.0 5.8 5.6 54 5.2 5.0 48 4.6 44 42 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.¢

f1 (ppm)

4"

8 TT - 2, S
£0°PT — m 3 —
[ i -
86TT ]
[TR TN m B R
16°9T . o
og T ~
£8°0E S ~ R
£8Z7 ] -
or'ee | Ny, 7 ——=
<.
vE'9E N
s£9E”
sv'LE
veBE
S9°TH
£8779 — n
T0'89 - @
sv9L
86'9L /,k =
ovee]
vELL’
. |
)
88'TT
EOPT — O .M|M:,. || n
orot- = -
o 1
I le
N
2
sezz— g |
vz OE
69T o =
r8TE 0oLz -~ <
08'6ZT — gl [L=——————,
ELTET egoe - o LI S
1z'geT E8'ZE ", %Mw
OT'EE - - "
PEOEN iy m
s£9E— @
e
SYLET
ge T -]
vL8E ?
SOTh— . lL_
o !
EvOLT in
LE6'9LT - -

e ———— e S ] : . — —
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

—
200

Figura 66. Espectro de RMN-'H a 700 MHz (arriba) y RMN-13C a 175 MHz (abajo)

en CDClIs del compuesto 9.

71



, 0 L10
f

L 20
o - 30
L40
50

60

f1 (ppm)

+80

90

100

F110

+120

=1
-
-
w
o

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

mll

=
=]

i

6.0 5.5 50 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

Figura 68. Espectro bidimensional HSQC (arriba) y HMBC (abajo) del compuesto
9.

72



7.3.9 Caracterizacién del 3,4,5-trimetoxi-2-(2-
(nicotinamida)benzamida) benzoato (10).
La formula molecular para el compuesto 10 se calcul6 como C24H23N307, a través
del andlisis por EM-ESI-AR de la muestra en modo positivo, m/z 466.1620 [M + H]*
(Figura 69). A continuacioén, se describen los espectros de RMN-'H y RMN-3C
(Figuras 70-72 y Tabla 14) para la determinacion del 3,4,5-trimetoxi-2-(2-
(nicotinamida)benzamida) benzoato.

El espectro de RMN-'H (Figura 70) se observan nueve sefiales las cuales estan
asociadas a anillos aromaticos. Cuatro sefiales corresponden al anillo de piridina
por lo cual se observan a campos mas bajos en 6x 9.25 (1H, d, J = 1.6 Hz, H1-2),
8.73 (1H, dd, J = 4.8,1.7 Hz, H1-4’), 7.38 (1H, ddd, J = 8.0,4.8,0.9 Hz, H1-5") y 8.27
(1H, ddd, J = 7.9, 2.4, 1.6 Hz, H1-6’). Por el tipo de acoplamiento presentado, la
sustituciébn en el anillo de piridina se determind como meta al nitrégeno del
heterociclo.

El conjunto de seinales en &4 7.91 (1H, dd J = 7.4, 1.5 Hz, H1-2), 7.24 (1H, dd J =
7.6,1.2 Hz, H1-3), 7.62 (1H, ddd, J = 8.6, 7.3,1.5 Hz, H1-4) y 8.85 (1H, dd J = 8.4,1.2
Hz, H1-5), indicaron la presencia de un anillo aromético orto sustituido.

La sefial en &1 7.30 (1H, s, H1-2”), se encuentra asociada a un anillo aromatico penta
sustituido por tres metoxilos un éster metilico en éx 3.93 (3H, s), 3.99 (3H, s), 3.92
(3H, s) y 3.85 (3H, s) y dos amidas que son posibles observar debido a protones
correspondientes a nitrogenos en 9.22 s (1H, s, Hi- 6”-NH) y 12.25 s (1H, s, Hi- 6-
NH)

En el caso del espectro de RMN-13C (Figura 80) se observan tres sefales que
corresponden a carbonilos de grupo éster amida en &c 168.2 (C-7), 164.0 (C-7") y
167.2 (C-77).

Las correlaciones HMBC (Figuras 71-72) del protén H-2' y H-6’ con el carbono del
carbonilo C-7’, asi como las del proton 6-NH, con este mismo carbono y con C-5,
demuestran que la unién del anillo de piridina con el anillo o-sustituido (acido
antranilico), mediante una amida. De la misma manera el protén H-2 tiene
correlaciones con el carbono C-7 y el protdn 6’-NH (du 9.22 s) presenta las
correlaciones con C-7 y con C-1 (6c 120.4), confirmando la union del anillo
pentasustituido y el anillo o-sustituido mediante un enlace de tipo amida.

Los desplazamientos quimicos registrados en los espectros de RMN-'H son
congruentes con los reportados previamente, para este compuesto.®!
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01002-69-3 #1519 RT: 4.19 AV: 1 NL: 4.21E9
T: FTMS + p ESI Full ms [2C
100, 466.1620

80

. 467.1653

] 468.1678 4691705
T T T [ T T T T [ T T T T [ T 1

I
466 467 468 469

m/z

Figura 69. ESI-MS-AR en modo positivo del compuesto 10.

Tabla 14. Datos espectroscépicos de compuesto 10 en CDCls.

Posicién Oc Ou [mult., J (H2)] Posicidn oc Ou [mult., J (H2)]
1 120.4 - 1” 130.6 -
2 127.9 7.91dd (7.4,1.5) 2’ 108.7 7.30s
3 123.7 7.24dd (7.6,1.2) 3" 151.4 -
4 133.6 7.62 ddd (8.6, 7.3,1.5) 4" 151.4 -
5 121.8 8.85dd (8.4,1.2) 5” 146.9 -
6 140.4 - 6” 135.2 -
7 168.2 - 7 167.2 -
1 133.6 - 6-NH - 12.25s
2 149.3 9.25d (1.6) 6”-NH - 9.22s
3’ - -
4 152.6 8.73dd (4.8,1.7)
5 123.6 7.38 ddd (8.0, 4.8, 0.9)
6 135.2 8.27 ddd (7.9, 2.4, 1.6)
7 164.0 -

*Los protones de los metoxilos de 3”, 4”, 5” y 7” son intercambiables encontrandose
endr3.85s, 3.92 s, 3.93 sy 3.99 s ademas en el espectro de carbono se observan
en oc 61.2,56.4y 52.7.
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Figura 70. Espectro de RMN-'H (700 MHz arriba) y RMN-13C (175 MHz abajo) en

CDCIs del compuesto 10.
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Figura 71. Correlaciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 10.

L | 1Y S W W

1

|

[T N

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.512.011.511.010.510.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0

2 (ppm)

bl

I

I

N

T i

120 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0
f2 (ppm)

6.0 5.0 4.0

3.0 2.0 1.0

10
20
30
40
50
60
+70
80
90
100
F110
+120
+130
140
150

10
20
30
40
50
+ 60
+70
80
90
100
F110
+120
+130
140
+150
160
+170
180

f1 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 72. Espectro bidimensional HSQC (arriba) y HMBC (abajo) del compuesto

10.
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7.4 Estudios in silico y evaluacidén in vitro.

Para evaluar la actividad in silico de los compuestos aislados y derivados de
butirolactona | (1), se empled la estructura cristalografica de la enzima aGHY,
obtenida del Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/) [codigo PDB: 3A4A].

Estudios previos muestran que solo la isomaltosa se une al sitio catalitico de esta
proteina, lo cual le confiere especificidad por los sustratos que poseen enlaces a-1-
6.5%70 Una vez seleccionada la proteina se realizé el ensayo de acoplamiento como
se describe en la seccion correspondiente, obteniendo el valor de la constante de
inhibicion para cada compuesto, asi como un sitio de unién (Tabla 15).

Los sitios de union para la inhibicion de la enzima aGHY de los compuestos
estudiados, son diferentes. Las moléculas se pueden agrupar de acuerdo con sitios
de unidn como se visualiza de manera general (Figura 74). De lo anterior se obtiene
para el primer grupo de moléculas lo siguiente:

La butirolactona | (1), se une en un sitio de union conformado por los aminoéacidos:
LYS373, PRO488, SER490, ASN493, PHE494, PHE563, PRO567, LYS568,
VAL571, LEU561, GLY564 y TYR566.

La asperndlida A (2), se une con los aminoacidos: LYS373, PRO488, ASN489,
PHE494, GLU497, LYS563, GLY564, ASN565, TRY566 y LYS568.

El compuesto asperteretona D (6) con configuracion S, en el carbono 4 tiene
interaccion con los aminoacidos: LYS373, ASN489, PHE494, GLU497, PHES63,
GLY564, ASN565, TRY566, LYS568, PRO567 y LYS56.

La butirolactona IV (7) con configuracion R en la posicién 2’”, presenta inhibicion al
unirse con los aminoacidos: LYS373, ASN489, ASN493, PHE494, GLU497,
GLU562, PHES63, GLY564 y LYS568.

La chrisamida B (8), inhibe al unirse en los aminoacidos: LYS373, PROA488,
ASN489, PHE494, PHES563, GLY564, ASN565, TRY566, PRO567, LYS568 y
LYS569.

En resumen, la estructura de la butirolactona | (1), al sufrir modificaciones
estructurales cambia su tipo de inhibicién, hecho observable en los compuestos 3,
4y 5, los cuales interaccionan con aminoacidos semejantes a los que constituyen
el sitio de uniodn de la acarbosa, por lo cual su tipo de inhibicion se consideraria de
caracter competitivo.
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La configuracién de los centros quirales de la molécula también es otro factor para
considerar, puesto que se plante¢ el estudio para ambos centros quirales tanto para
un compuesto de semisintesis la asperteretona D (6) y para el producto natural
butirolactona 1V (7). De esta manera se obtuvo que para la asperteretona D (6) con
configuracion S en el carbono 4, el sitio de unién es diferente a la molécula con
configuracion R (inhibicion competitiva).

En el caso de la butirolactona IV (7), ninguna de las configuraciones planteadas es
semejante a la acarbosa, inclusive el sitio de uniébn de esta molécula con
configuracion S es diferente a todas las demas moléculas estudiadas en este
trabajo.

De lo anterior se comprueba que la proteina empleada tiene estereoespecifidad por
el ligando para su inhibicién, por lo cual es util para su empleo en la basqueda de
nuevos farmacos con potencial antidiabético.

La evaluacion sobre la actividad de la enzima a-glucosidasa de levadura (aGHY) se
llevé acabo de acuerdo con el procedimiento descrito previamente de la seccion
experimental. Para monitorear la actividad de esta enzima se emple6 el principio de
gue la actividad de la enzima a-glucosidasa correlaciona con la cantidad de sustrato
(a-D-glucopiranosido de p-nitrofenilo, pNPG) que hidroliza en presencia del
compuesto prueba. Asi la cantidad de p-nitrofenol (pNP) liberado a partir del sustrato
es inversamente proporcional a la inhibicién de la enzima (Figura 73).7*

OH OH
OH OH
H H HO
) )
N aGHY y
" — o2 +
H H

H H

OH OH NO,

OH o OH OH
NO,

Figura 73. Reaccidén de hidrolisis de pNPG en presencia de a-glucosidasa

Empleando como referencia la butirolactona | (1), se observa que los resultados
obtenidos de los ensayos in vitro (Figura 75), no correlacionan con los obtenidos a
partir de los estudios in silico. Por ejemplo, estos modelos predijeron una menor
afinidad de los compuestos 3, 4y 7 con la enzima, sin embargo, su actividad in vitro
fue mayor que la del compuesto de referencia (1). En contraste, para los
compuestos 5y 6 esta correlacion fue acertada.

La evaluacién in vitro (Figura 75) mostré un aumento en la actividad de la molécula
1 tratada con bromo (5) y la asperteretona D (6), en comparacion con la
butirolactona | (1). En cambio, la aspernélida A (2), presenta un valor similar de
porcentaje de inhibicion.
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Tabla 15. Modelo estructural para los compuestos aislados y conformaciones tedricas.
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Tabla 15. Modelo estructural para los compuestos aislados y conformaciones teéricas
(continuacion).
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Tabla 15. Modelo estructural para los compuestos aislados y conformaciones tedricas
(continuacion).
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Tabla 15. Modelo estructural para los compuestos aislados y conformaciones teoricas
(continuacion).
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Proteina completa con todas regiones donde se une alguna molécula

Sitio de union de las
moléculas 1 (Azul), 2
(Rosa), 6S (Verde limén),
7R (Verde pdlido) y 8
(Verde bandera)

Sitio de unibn de las Sitio de unién de la molécula
moléculas 3 (Rojo), 4 7S (Café)

(Rosa), 5 (Amarillo), 6R

(Anaranjado), 9 (Anaranjado

palido), 10 (Verde) vy

acarbosa (Morado)

Figura 74. Sitios de union a a-glucosidasa de las diferentes moléculas.
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En la literatura se ha demostrado que los compuestos halogenados,
predominantemente con cloro y bromo (~4000 moléculas obtenidas de fuentes
naturales) poseen actividad bioldgica relevante contra diversas dianas terapéuticas.
Este hecho, ha resultado en el desarrollo de estrategias sintéticas conducentes a la
incorporacion de halégenos en productos naturales, permitiendo el desarrollo de
futuros medicamentos mas eficaces.*>°° En cuanto a la molécula 6, también se
observé un aumento de la actividad biolégica en comparacion con el compuesto 1.
Este hecho se puede explicar tomando en cuenta las diferencias estructurales entre
ambas moléculas. Por ejemplo, el reacomodo en el anillo furano y la distribucién
espacial de los anillos aroméaticos y sustituyentes de las posiciones 1y 4 en el
producto 6 (configuracion 4R).

Control positivo
(Acarbosa)
Compuesto

60 =
Compuesto

Compuesto
40 -

Compuesto

20 4
Compuesto

Compuesto

de inhibicion

0 I
Control
negativo

Compuesto

%

Compuesto

1

2

3

4

Compuesto 5

6

7

8

9

204

1

Compuesto

Figura 75. Porcentaje de inhibicion de aGHY de los compuestos 1-10 evaluados a
100 ppm. Los datos mostrados son el promedio £ el sem de tres experimentos
independientes.
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8. CONCLUSIONES.

En este proyecto se demostré a través de la evaluacién in vitro de extractos
organicos, que los microorganismos fungicos aislados de humedales tienen un alto
potencial como inhibidores de la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces
cerevisiae.

El estudio quimico de hongo 1Q-046 identificado como Aspergillus terreus permitio
explorar la gran diversidad estructural de metabolitos secundarios producidos por la
especie, entre ellos, la butirolactona | (1), la butirolactona 1V (7), la lovastatina (9) y
un derivado del acido antranilico (10), moléculas que podrian funcionar como
marcadores de este microorganismo. Es importante mencionar que el presente
estudio representa el primer reporte del aislamiento de la chrisamida B (8) a partir
de una especie del género Aspergillus.

La exploracién de la reactividad quimica de la butirolactona | (1) permitidé la
formacion de nuevos compuestos a traves de la formacion de derivados empleando
reactivos convencionales. Las modificaciones estructurales de 1 (5 y 6) permitieron
mejorar el potencial inhibitorio sobre la enzima aGHY.

Los estudios de acoplamiento molecular indicaron que los compuestos 1, 2, 6S, 7y
8, se unen a la enzima a-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae en sitios
diferentes al dominio catalitico, mientras que el resto de los compuestos podrian
inhibir a la enzima de manera competitiva, al unirse en su sitio catalitico.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar la busqueda de posibles dianas terapéuticas con las cuales los nuevos
derivados semisintéticos de butirolactona (1) tengan mayor afinidad.

Plantear estrategias con mejores rendimientos para la sintesis de asperteretona D
(6) a partir de butirolactona | (1).

Explorar si existe una ruta de biotransformacion de butirolactona | (1) a
asperteretona D (6) en el hongo Aspergillus terreus.

Realizar el estudio del hongo 1Q-046 explorando todos los metabolitos secundarios
gue produce este microrganismo.
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