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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion describe el estudio quimico y biologico de cuatro
especies fungicas: Parengyodontium album (ACA-14), Malbranchea dendritica, M. flocciformis

y M. arcuata.

Los microorganismos fiingicos se obtuvieron de dos diferentes fuentes: P. album (ACA-14)
se obtuvo de una muestra de arena en el estado de Guerrero, México, mientras que Malbranchea
dendritica, M. flocciformis y M. arcuata se obtuvieron de la American Type Culture Collection,

con los nimeros de catalogo 34527, 34530 y 34523, respectivamente.

Los microorganismos fingicos se cultivaron en diferentes medios y se aislaron diversos
metabolitos de las 4 especies estudiadas. De P. album se obtuvieron las xantonas-antraquinonas
JBIR-99 (154) y JBIR-97 (152); de M. dendritica los metabolitos gymnoascélido A (46),
adenosina (55), eritroglaucina (57), sydowinina A (120), sydowinina B (121), AGI-B4 (124),
orcinol (162), desoxiadenosina (163), timidina (164) y uridina (165); de M. flocciformis se
aislaron los compuestos 46, 55, un trimero de acido antranilico (105) y un derivado hidroxilado
del trimero de 4cido antranilico (106); finalmente de M. arcuata se aislaron la citosina (166) y un
péptido no identificado (RM11PEP).

El microorganismo ACA-14 se identifico a priori como una especie de Malbranchea, sin
embargo, su estudio filogenético mostro su identidad como Parengyodontium album, por lo que
su estudio quimico fue detenido, no obstante, se analiz6 su potencial biologico entrandose que el
compuesto JBIR-99 (154) es un agente citotéxico frente a células cancerigenas de prostata. Su

estructura se demostré inequivocamente por un analisis de difraccion de rayos-X.

Del hongo M. dendritica se obtuvieron dos compuestos bioactivos: el ggmnoascolido A
(46), un inhibidor de las a-glucosidasas in vitro e in vivo; y la sydowinina B (121), inhibidor de la
enzima PTP-1B. Ambos compuestos fueron estudiados con herramientas de libre acceso
(SwisADME vy Osiris Property Explorer) para predecir in silico su similitud a formacos. Como
resultado de este andlisis, se propuso la reducciéon del doble enlace del compuesto 46, y asi
mejorar de sus caracteristicas de biodisponibilidad. La reduccién catalitica con Pd/C de 46 gener6
una mezcla enantiomérica de los derivados reducidos, 167a (35,4S) y 167b (3R,4R). Estos
derivados también presentaron actividad inhibitoria in vitro frente a las enzimas a-glucosidasas.
Los estudios de acoplamiento molecular con la subunidad C-terminal de la enzima humana
maltasa-glucoamilasa permitieron predecir que 46 se une a un sitio diferente que los derivados

dihidrogenados; pero ninguno de los tres compuestos se une al sitio catalitico, como la acarbosa.
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Sin embargo, la energia de union de del isdmero 167a (3S,4S) por la enzima fue mejor que la de

la acarbosa (-7.1 vs-6.3 kcal/mol, respectivamente).

Del hongo M. flocciformis se obtuvo el compuesto 105 que mostr6é actividad como
inhibidor de la enzima PTP-1B, también se utilizaron las herramientas SwisADME y Osiris
Property Explorer y se propuso la reducciéon de la imina presente en 105, lo que llevo a la
obtencion del derivado dihidrogenado 168, que también mostré actividad como inhibidor de la
PTP-1B. Los compuestos 105 y 168 demostraron un efecto significativo in vivo en pruebas de
tolerancia oral a la glucosa e hipoglucemiante, disminuyendo los niveles de glucosa posprandial y

en condiciones de ayuno controlado.

Finalmente se demostro el potencial antifingico de M. arcuata, de cuyo medio de cultivo

se aislo un péptido minoritario que se encuentra en proceso de caracterizacion.
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ABSTRACT

This work describes the chemical and biological study of four fungal species:

Parengyodontium album (ACA-14), Malbranchea dendritica, M. flocciformis and M. arcuata.

The fungi were obtained from two different sources: P. album (ACA-14) was obtained from
a sand sample in Guerrero, Mexico. At the same time, M. dendritica, M. flocciformis and M.

arcuata were purchased from the American Type Culture Collection, with the catalog numbers

ATCC 34527, 34530 y 34523, respectively.

The fungal microorganisms were cultivated in different media and some metabolites were
isolated. From P. album, the xanthones-anthraquinones JBIR-99 (154) and JBIR-97 (152) were
obtained; from M. dendritica, gymnoascolide A (46), adenosine (55), erythroglaucin (57),
sydowinins A and B (120, 121), AGI-B4 (124), orcinol (162), deoxyadenosine (163), thymidine
(164) and uridine (165) were characterized. Compounds 46, 55, and two anthranilic acid peptides
(105 and 106) were isolated from M. flocciformis. Finally, cytosine (166) and an unidentified

peptide (RM11PEP) were isolated from M. arcuata.

The microorganism ACA-14 was identified initially as a Malbranchea species. However, a
phylogenetic study showed its identity as Parengyodontium album; compound JBIR-99 (154)
showed potential as an antitumoral agent against prostate cancer cells. The chemical structure of

154 was unequivocally demonstrated by X-ray diffraction analysis.

From M. dendritica, two bioactive compounds were isolated: gymnoascolide A (46) which
showed in vitro and in vivo activity against a-glucosidases; and sydowinin B (121) with in vitro
PTP-1B inhibitory activity. Both compounds were analyzed with web free tools, SwissADME and
Osiris Property Explorer, to predict in silico their drug-likeness. As a result of this analysis, the
reduction of the double bond of compound 46 was proposed to improve its bioavailability
characteristics. Catalytic reduction with Pd/C of 46 generated an enantiomeric mixture of the
reduced derivatives, 167a (3S,4S) and 167b (3R,4R). These derivatives also showed in vitro
inhibitory activity against a-glucosidase enzymes. Molecular docking studies with the C-terminal
subunit of the human maltase-glucoamylase enzyme predicted that 46 binds to a different site
than dihydrogenated derivatives. However, none of the three compounds binds to the catalytic site
like acarbose. However, the binding energy to the enzyme of the 167a (3S,4S) isomer was better

than that of acarbose (-7.1 vs. -6.3 kcal/mol, respectively).

From M. flocciformis, compound 105 was obtained, and it showed activity as a PTP-1B

inhibitor. SwissADME and Osiris Property Explorer tools were also used, and the reduction of the
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imine present in 105 was proposed; the dehydrogenated derivative 168 also showed activity as a
PTP-1B inhibitor. Compounds 105 and 168 demonstrated a significant effect in vivo in
hypoglycemic and oral glucose tolerance tests, lowering postprandial glucose levels and under

controlled fasting conditions.

Finally, the antifungal potential of M. arcuata was demonstrated and a minor peptide,

which is in characterization process, was isolated.
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I. Antecedentes

1. Homeostasis de la glucosa
El buen funcionamiento del cuerpo humano depende de un balance en los niveles de
glucosa en sangre, el cual resulta de la accion de distintas hormonas y neuropéptidos liberados del

cerebro, pancreas, muasculo, higado, intestino y tejido adiposo.

Tras la ingesta de alimentos, los carbohidratos son hidrolizados por la amilasa salival y por
las a-glucosidasas en el tracto gastrointestinal, liberando glucosa y otros monosacaridos en el
lumen del intestino delgado. En este sitio se lleva a cabo la absorcién de la glucosa mediante el
transportador Na*/Glucosa (SGLT1), el cual permite el ingreso de la glucosa a los enterocitos.
Posteriormente la glucosa es liberada en sangre mediante difusion facilitada por el transportador

GLUT2 como se muestra en la Figura 1 (Blanco & Blanco, 2017).
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Figura 1. Representacion esquematica del transporte de la glucosa en los enterocitos. Imagen creada en
BioRender.com

Una vez que la glucosa esté en torrente sanguineo, es distribuida a diferentes 6rganos,
entre ellos, las células B-pancreaticas, donde la glucosa ingresa a las células mediante el
transportador GLUT-2. Una vez dentro de la célula, se lleva a cabo el metabolismo de la glucosa,
que incluye la glucolisis, ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa, en consecuencia, aumentan los
niveles de ATP dentro de la célula. El incremento del cociente ATP/ADP provoca el cierre de los
canales de K* dependientes de ATP. El cierre de estos canales produce la despolarizaciéon de la
membrana y la apertura de los canales de Ca2* dependientes de voltaje. El incremento en la
concentracion de calcio intracelular desencadena la fusién de los granulos de insulina en la
membrana, provocando su liberacion en torrente sanguineo (Blanco & Blanco, 2017; Roder et al.,

2016).
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Figura 2. Esquema de liberacion de insulina en las células 3-pancreaticas. Imagen creada en BioRender.com

>
Preproinsulina

La insulina es una hormona compuesta por 51 aminoacidos (AA); se sintetiza en los
ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso, primero como preproinsulina, que tiene 109 AA.
Posteriormente, el péptido inicial pierde 24 AA para formar la proinsulina que contiene tres
cadenas, péptidos A-C. La proinsulina se pliega mediante puentes disulfuro, y pasa al aparato de
Golgi donde se encapsula en vesiculas. Dentro de las vesiculas, mediante la acci6on de
endopeptidasas, la proinsulina se convierte en insulina al perder el péptido C, y mantener las
cadenas A y B unidas con dos puentes disulfuro (Nesterova et al., 2020). La liberacion de insulina

a partir de las células B-pancreéaticas se encuentra esquematizada en la Figura 2.

Una vez que se da la sefial para la fusién de los granulos de insulina para su liberacion en
torrente sanguineo, la hormona llega a sus 6rganos blancos (musculo y tejido adiposo) donde se
une a su receptor y permite la captura de glucosa en estos 6rganos. La captura de glucosa en estas
células se da mediante la translocaciéon del transportador de glucosa GLUT4, el cual es
dependiente de insulina para trasladarse a la membrana de la célula y permitir asi la entrada de

glucosa.
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Al unirse a su receptor, la insulina desencadena una cascada de senalizaciéon (Figura 3); el
receptor es un tetradmero con dos subunidades alfa y dos subunidades beta. La insulina se une a
las subunidades alfa en el exterior de la célula induciendo un cambio conformacional en las
subunidades beta y llevan a la autofosforilacion del receptor. Esta autofosforilacion provoca el
reclutamiento del sustrato del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en inglés) el cual se fosforila
e induce la activacion de PI3K, que activa Akt, que a su vez induce la produccion de las vesiculas

donde se encuentra el transportador GLUT4 se mueva hacia la membrana (Norton et al., 2022).
Insulina .
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Figura 3. Esquema de la accion de la insulina en tejidos blanco y traslocacion del transportador GLUT4.
Imagen creada en BioRender.com

Una vez que el transportador GLUT4 esta en la membrana permite la entrada de la glucosa
a las células para su uso como fuente de energia. En musculo esquelético la glucosa se sigue
metabolizando por fosforilacion oxidativa para su uso como fuente de energia. Por otro lado, en
tejido adiposo la insulina provoca la sintesis de triglicéridos y la supresion de la lip6lisis (Roder et

al., 2016).

La insulina también es utilizada por el higado, donde inhibe de primera instancia la
glucogenolisis, mediante la accién de PI3K/Akt al activar la fosfatasa sintasa de glucogeno (PP1)
que a su vez estimula la glucégeno sintasa, favoreciendo la sintesis de glucogeno en lugar de su
degradacion (glucogenolisis). Asimismo, la insulina inhibe la gluconeogénesis en higado,

favoreciendo el uso de la glucosa proveniente de la dieta (Norton et al., 2022).
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2. Diabetes mellitus
La diabetes mellitus es una condicion seria, crénica que ocurre cuando existen niveles
elevados de glucosa en sangre debido a la disminucién o ausencia en la produccion de insulina o

una falla en la accién de esta hormona (IDF, 2021).

La diabetes mellitus puede clasificarse en cuatro tipos principales: Diabetes mellitus tipo 1
(DT1), diabetes mellitus tipo 2 (DT2), diabetes gestacional (DG) y un cuarto grupo que engloba

otras formas de diabetes (American Diabetes Association, 2020).

La DT1, anteriormente llamada diabetes juvenil o insulina-dependiente, es una
enfermedad autoinmune, en la cual hay destrucciéon de las células B-pancreaticas por el propio
organismo, por lo que no hay produccion alguna de insulina (Figura 4). Este tipo de diabetes
abarca del 5 al 10% de los casos totales de diabetes en el mundo, y es mas comin su detecciéon en
nifios y jovenes, aunque puede detectarse también en adultos. Sus sintomas principales son

polidipsia, poliuria, polifagia, pérdida de peso, cansancio extremo, etc. (IDF, 2021).

La DT2 es el tipo mas comiin de diabetes, su prevalencia es del 9o al 95% de los casos
totales de la enfermedad. La DT2 se da por dos razones principales: una disminucion en la
produccion o utilizacion de insulina en forma eficiente en el organismo (Figura 4). La etiologia de
esta enfermedad es desconocida, en contraste con la DT1 con sus implicaciones autoinmunes, sin

embargo, existen factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad.

Condiciones normales Diabetes Tipo 1 Diabetes Tipo 2

- - C ) p C : 4 0
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Receptorde = =="
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Figura 4. Diferencias entre la diabetes tipo 1y la diabetes tipo 2. Imagen creada con BioRender.com

Los factores de riesgo de la DT2 se pueden dividir en modificables y no modificables.
Dentro de los primeros esta la mala alimentacion, tener sobrepeso u obesidad, el sedentarismo,
tabaquismo, alcoholismo, hipertension arterial y estrés. Por otro lado, estan los factores no

modificables como antecedentes familiares; los subgrupos étnicos, por ejemplo: afroamericanos,
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nativos americanos, hispanos/latinos y asidtico-americanos; mujeres que presentaron diabetes

gestacional o sindrome de ovario poliquistico (American Diabetes Association, 2020).

El tercer tipo de diabetes es la gestacional (DG), la cual se define como cualquier alteraciéon
en el metabolismo de los carbohidratos detectada por primera vez durante el embarazo y que se
espera que desaparezca después del parto. Este tipo de diabetes se da en mujeres con alguna
deficiencia en la secrecion de insulina ya que la produccién de hormonas en la placenta conlleva a
una ligera resistencia a la insulina, que el cuerpo no puede compensar. La importancia de este tipo
de diabetes radica en que las mujeres con este padecimiento tienen mayor riesgo de desarrollar
DT2 y complicaciones durante el embarazo, incluyendo preeclampsia. Adema4s, los bebés nacidos
de mujeres con DG tienen también mayor riesgo de ser obsesos y desarrollar DT2 (American

Diabetes Association, 2020; IDF, 2021).

Finalmente, el cuarto grupo engloba tipos de diabetes que son causados por un agente
conocido, por ejemplo: a) diabetes causada por enfermedades del pancreas (pancreatitis, cAncer
de pancreas, etc.); b) diabetes inducida por farmacos (por ejemplo, estreptozotocina o aloxano);
c) diabetes causada por desoérdenes endocrinos, por ejemplo el sindrome de Cushing; d) diabetes
autoinmune diferente a la diabetes tipo 1; €) diabetes relacionada con destruccion de células
pancreaticas causada por infecciones virales; f) otros sindromes genéticos asociados a diabetes,
por ejemplo sindrome de Down, sindrome Prader-Willi, y ataxia de Friederich, entre otros (IDF,

2021).

La falla en la produccién de la insulina o la inhabilidad de los 6rganos blancos a responder
provocan los altos niveles de glucosa en sangre, es por ello, que es el principal indicador de esta

enfermedad.

Diagnéstico

De acuerdo con la Asociacién Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) y la
Norma Oficial Mexicana (NOM-015-SSA2-2010), para establecer un diagnoéstico de diabetes se
debe presentar sintomas clasicos de hiperglucemia (poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso,
entre otras), y al menos una de estas pruebas positivas: niveles de glucosa en sangre en ayuno >126
mg/dL (=7 mmol/L); glucemia casual >200 mg/dL ((>11.1 mmol/L) o después de una prueba de
tolerancia a la glucosa oral (PTGO), la cual consiste en administrar una carga de glucosa (75 g) y
medir los niveles de glucosa en sangre dos horas después. Si no se presentan los sintomas clasicos

de hiperglucemia, entonces se deben presentar dos pruebas positivas.
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No obstante, existe una condicién llamada prediabetes, la cual se caracteriza por tener
niveles elevados de glucosa en sangre, pero sin llegar al estado de diabetes. Cuando la glucosa en
ayuno es >100 mg/dL y < 125 mg/dL, se presenta GAA (Glucosa Anormal en Ayunas); por otro
lado, cuando la glucemia en sangre esta ente 140 mg/dL y 200 mg/dL después de una PTGO,
entonces se presenta Intolerancia a Glucosa (ITG) (NOM-015-SSA2-2010). Por otro lado, un
indicador adicional para el diagnostico de un estado de prediabetes son los niveles de hemoglobina

glucosilada (HbA1c) cuando se encuentran de 39-47 mmol/mol (5.7%-6.4%) (IDF, 2021).

Glucosa Intolerancia a
Diabetes Anormal en la Glucosa
Ayunas (GAA) (ITG)
L ] L ] L ]
[_ Glucemia 2126 mg/dL 100-125 mg/dL <126 mg/dL
? en ayunas (2 7.0 mmol/L) (6.1-6.9 mmol/L) (< 7.0 mmol/L)
1] . v
Glucemia = 200 mg/dL < 140 mg/dL 140-200 mg/dL
2 hrs PTGO (= 11.1 mmol/L) (< 7.8 mmol/L) (7.8-11.0 mmol/L)
¥ . b v
2 6.5% 57-6.4 % 57-6.4 %
HblAc
(> 48 mmol/L) (39-47 mmol/L) (39-47 mmol/L)
» 9

Glucemia 2 200 mg/dL
(ﬁ casval (= 11.1 mmol/L)
Cuadro 1. Criterios de diagnostico de diabetes (IDF, 2021).
La importancia de la prediabetes radica en que se tiene mayor riesgo de que estos estados
alterados en el metabolismo de glucosa se conviertan en DT2 en los cinco afios siguientes, ademas
se tiene un aumento en el riesgo de desarrollo de enfermedades cardiovasculares, sin embargo, la

deteccién oportuna de estos estados es util para que se puedan realizar acciones preventivas para

evitar su progreso a DT2 (IDF, 2021).

Complicaciones
La falta en la produccién o accion de la insulina en los pacientes diabéticos incrementa el

riesgo de desarrollar complicaciones en su salud. Estas complicaciones pueden ser:

a) Retinopatia diabética, la cual se desarrolla como un dafio en los vasos sanguineos de la
retina y que puede llevar a la ceguera, también se tiene el mayor riesgo de presentar

cataratas y glaucoma.

10
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b) Nefropatia diabética, los altos niveles de glucosa en sangre pueden llegar a dafar los
rifiones lo que puede terminar en una insuficiencia renal importante.

¢) Neuropatia diabética,que involucra un dafio en los nervios, principalmente afecta a los
pies y piernas lo que puede llevar al llamado pie diabético, que se caracteriza por
presentar pérdida en la sensibilidad con infecciones dificiles de controlar y que pueden
llevar incluso a la amputacion del miembro.

d) Enfermedades cardiovasculares, como infartos, derrames cerebrales y enfermedad
vascular periférica. Estas complicaciones son las mas graves ya que son las principales

causas de muerte en pacientes con DT2 (Du et al., 2020).

Las complicaciones (Figura 5) generalmente se dan a largo plazo y pueden no tener ningtin
sintoma, por lo que el control médico continuo en personas diabéticas es importante, asi como
cambios en los hébitos de vida para mejorar la salud de estas personas (CDC, 2021). Las

complicaciones mas comunes son la nefropatia y la neuropatia.

Complicaciones
de la diabetes

Glaucoma

Figura 5. Complicaciones cronicas de la diabetes. Imagen modificada de
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Panorama mundial de la diabetes

De acuerdo con el estudio mas reciente de la Federacion Internacional de la Diabetes,
actualmente existen 537 millones de personas con diabetes en el mundo (Figura 6), representado
una prevalencia del 10.5 % de la poblaciéon adulta global. Ademas, provoco la muerte de 6.7
millones de personas en el afio 2021, siendo una de las principales causas de muerte en el mundo
(IDF, 2021).

<100 mil
100-500 mil
500 mil- 1 millén
1-10 millones
10-20 millones
>20 millones
No hay datos

Figura 6. Mapa mundial con el nimero estimado de personas con diabetes en 2021. Modificado del Atlas de
la Diabetes 2021.

En México, existen 14.1 millones de personas con diabetes, por lo que nuestro pais ocupa
el séptimo lugar de paises con mayor prevalencia de diabetes en el mundo, solo detras de Brasil a
nivel Latinoamérica. Por otro lado, de acuerdo con cifras del INEGI, en el primer semestre del
2021 fue la tercera causa de muerte con 74 418 personas fallecidas, solo con el COVID-19 y las
enfermedades del corazén siendo el primer y segundo lugar, respectivamente. Es importante
mencionar que ademas, la tasa de mortalidad por diabetes ha aumentado, de 8.4 en 2019 a 11.95

en 2020, por cada 100 mil habitantes (INEGI, 2021b; 2022).

Tratamiento
Actualmente, no existe cura para la diabetes, sin embargo, su tratamiento depende del tipo

de diabetes que se padezca. En el caso de la DT1, al haber una carencia absoluta de insulina, el

12
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tratamiento consiste en la administracion exogena de esta hormona, la cual es insulina

recombinante.

Por otro lado, de acuerdo con la ADA, el tratamiento de la DT2 consiste en un cambio en
los habitos de vida y, ademas, tratamiento farmacologico. El cambio en los habitos de vida reside
en mantener un plan alimenticio saludable, con una disminucién en la ingesta de alimentos ricos
en fructosa y sacarosa, practicar ejercicio, dormir al menos siete horas al dia, controlar el consumo
de alcohol, evitar el consumo de tabaco y finalmente, recibir ayuda psicologica ya que esta

enfermedad aumenta el riesgo de padecer ansiedad y depresion (Garber et al., 2020).

Es importante mencionar que el tratamiento farmacologico debe ser individualizado,
considerando el estado actual del paciente y debe tener los siguientes objetivos: disminuir el riesgo
de hipoglucemia, favorecer la pérdida de peso y/o evitar el aumento de peso en pacientes con
obesidad y mantener la hemoglobina glucosilada < 6.5 %. Los farmacos utilizados para el

tratamiento de la DT2 tienen distintos sitios de accion como puede observarse en la Figura 7.

Agomstas
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a-glucosidasas

lnhlbldores de
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Figura 7. Sitios de accion de los farmacos utilizados en el tratamiento de la DT2. Imagen creada con
BioRender.com

a) Metformina (1)

Es el farmaco de primera linea indicado para los pacientes en monoterapia. La metformina

actia disminuyendo la producciéon de glucosa por el higado, inhibiendo la gluconeogénesis;
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mejora la sensibilidad a la insulina en los 6rganos periféricos, como el musculo esquelético y

disminuye la absorcion de la glucosa en el intestino (Rena et al., 2017).

El mecanismo de accion de la metformina consiste en la inhibicién del Complejo I de la
cadena respiratoria en la mitocondria, lo que disminuye la produccion de ATP y un cambio en la
relacion AMP/ATP. El aumento en la concentraciéon de AMP en la célula inhibe la accion de la
enzima fructosa 1,6-bifosfatasa inhibiendo la gluconeogénesis en el higado. De manera adicional,
el aumento en la concentracién de AMP también activa la AMPK, inhabilitando la sintesis de
lipidos, favoreciendo la 3-oxidacion y la translocacion del transportador de glucosa GLUT4 (Rena

et al., 2017), por lo que se da una sensibilizacion a la insulina en sus 6rganos blancos.
b) Sulfonilureas

Previo a la aprobacion de la metformina por la FDA, las sulfonilureas eran el tratamiento
de primera linea para los pacientes diabéticos. Actualmente existen tres sulfonilureas en el
mercado, glibenclamida (2), glipizida (3) y glimepirida (4), sin embargo, su mayor uso es en
terapias combinadas con metformina. Las combinaciones que existen en el mercado son

glibenclamida/metformina y glipizida/metformina (Dahlén et al., 2022).

Las sulfonilureas son secretagogos de insulina, lo que indica que su mecanismo de accion
lleva a la liberaci6én de insulina por las células 3-pancreéaticas de forma independiente a los niveles

de glucosa en sangre, por lo que existe un riesgo de hipoglucemia.

En el lumen de las células  se encuentra el receptor de sulfonilureas (SUR1), el cual, al
interactuar con su ligando, las sulfonilureas, permite el cierre del canal de potasio sensible a ATP,
lo que permite la repolarizacion de la célula y por ende los canales de calcio dependientes de voltaje
se abren, permitiendo la entrada de Ca2*, el cual favorecera la fusiéon de los granulos de insulina a

la membrana y su liberacion a torrente sanguineo.
¢) Tiazolidindionas

Las tiazolidindionas son fArmacos que actian como sensibilizadores de insulina al activar
los receptores PPAR que son receptores nucleares. Estos firmacos al interactuar con sus
receptores PPAR-a y PPAR-y, con mayor expresion en tejido adiposo y miusculo esquelético,
favorecen la expresion de genes cuyos efectos celulares son: el aumento de adiponectinas, la
disminucién de la gluconeogénesis y un incremento en la captura de glucosa por el tejido adiposo

y el musculo liso.
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Actualmente existen dos de este tipo de farmacos: la rosiglitazona (5) y la pioglitazona (6),
cuyo uso en monoterapia es muy limitado y prefieren utilizarse en combinacion con la metformina.

El principal efecto adverso de este tipo de farmacos es el incremento de peso (Dahlén et al., 2022).
d) Terapias dependientes de incretinas

El sistema incretina se basa en una mayor liberacién de insulina cuando se consumen
carbohidratos por via oral. Esto se debe a que en el intestino se liberan dos hormonas incretinas:
el péptido similar al glucagon 1 y el polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GLP-1y
GIP, por sus siglas en inglés, respectivamente). Particularmente la incretina GLP-1 llega a los
islotes pancreaticos y se une a su receptor (GLP1R), el cual favorece la liberaciéon de insulina y
detiene la liberacion de glucagon. Es importante mencionar que las incretinas tienen una vida
media muy corta, ya que existe una enzima que se encarga de hidrolizar las hormonas, llamada

dipeptidilpeptidasa-4 (DPP-4) (Upadhyay et al., 2018; Dahlén et al., 2022).
Las terapias dependientes de incretinas incluyen dos tipos de farmacos:
1) Miméticos de GLP-1

Actualmente en el mercado existen seis farmacos agonistas del receptor GLP1R: exenatida
(7), un péptido obtenido del monstruo de Gila (Heloderma suspectum), liraglutida (8),
dulaglutida (9), albiglutida, lixisenatida y semaglutida. Estos péptidos actiian como miméticos del
GLP-1 y llevan a una mayor liberaciéon de insulina por las células pancreéticas. Ademas, se ha

comprobado su efecto para la disminuciéon de peso y como cardioprotectores.
ii) Inhibidores de la DPP-4

Los inhibidores de la DPP-4 acttian bloqueando la accion de la enzima que degrada las
incretinas, por lo que aumentan el tiempo de vida media de estas hormonas y con ello su efecto.
Hoy en dia existen cuatro de este tipo de firmacos: sitagliptina (10), saxagliptina (11), linagliptina
(12) y alogliptina (13). Son ampliamente utilizados a pesar de no tener efecto en la disminucién
de peso de los pacientes y una principal desventaja es el posible riesgo de complicaciones

cardiovasculares.
e) Meglitinidas

Las meglitinidas son fairmacos que actian de forma muy similar a las sulfonilureas, su
mecanismo de accion es basicamente el mismo, ya que promueven la liberacién de insulina al
unirse al receptor SUR en las células pancreéaticas, sin embargo, las meglitinidas se unen en un

sitio diferente al de las sulfonilureas. Actualmente existen dos farmacos de este tipo: nateglinida
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(14) y repaglinida (15), el primero posee una accién farmacologica sensible a la glucosa. Sin
embargo, este tipo de fArmacos tiene un alto riesgo de hipoglucemia, ademas de estar asociadas a

ganancia de peso y el desarrollo de hiperinsulinemia (Dahlén et al., 2022).
f) Inhibidores del co-transportador de sodio glucosa (SGLT2)

La glucosa al estar en circulacién inevitablemente debe pasar por los rifiones, donde es
filtrada y reabsorbida en el tubulo proximal de la nefrona. La cantidad de glucosa que es filtrada
es proporcional a la glucosa en circulacion, sin embargo, el transporte de glucosa tiene un limite
en donde ya no es capaz de reabsorber el exceso de glucosa en sangre. En condiciones normales,
la glucosa es completamente reabsorbida, por lo que no hay presencia de glucosa en la orina

(glucosuria).

La reabsorcion de la glucosa se da mediante el transportador SGLT2, por lo que, al inhibir
al transportador, se favorece la glucosuria y, por ende, la disminucion de glucosa en sangre. Los
inhibidores de SGLT2 también pueden favorecer la pérdida de peso en los pacientes y mejorar las
condiciones cardiovasculares de los pacientes. La principal desventaja de estos farmacos es la

mayor susceptibilidad a infecciones en vias urinarias (Dahlén et al., 2022; Upadhyay et al., 2018).

Actualmente existen cuatro farmacos en el mercado, los cuales pueden utilizarse en
monoterapia o en combinacién con otro tipo de fArmacos. Los inhibidores de SGLT2 que estan en

el mercado son canagliflozina (16), dapagliflozina (17), empagliflozina (18) y ertugliflozina (19).
g) Inhibidores de a-glucosidasas

Los carbohidratos consumidos en la dieta deben ser hidrolizados en monosacaridos para
que puedan ser absorbidos. Las enzimas encargadas de llevar a cabo esta reaccion son las a-
glucosidasas, las cuales permiten la absorcion de los carbohidratos en forma de glucosa. Los
inhibidores de las a-glucosidasas, se encargan de bloquear la accidon de estas enzimas, con la
finalidad de evitar el aumento en la concentracion de glucosa en sangre después de consumir

alimentos (aumento de la glucosa posprandial).

Los inhibidores de a-glucosidasas actualmente en el mercado son la acarbosa (20), el
miglitol (21) y la voglibosa (22), farmacos que han demostrado poseer buena eficacia y pérdida de
peso en pacientes con alteraciones en el metabolismo de glucosa. También se ha observado que su
combinacion con metformina disminuye el riesgo cardiovascular en los pacientes (Du et al.,
2020). Sin embargo, estos farmacos tienen distintos efectos adversos como son diarrea,

flatulencias y distension abdominal (Dahlén et al., 2022).

16



/

Metformina
NH NH

NP NN

N N7 NH,
| H

\. 1 °

Tiazolidindionas

= o
Oys O\/\N/Q s © Ny
HNVV@ | i L
© 6

Inhibidores de DPP-4

\

O H
N~ [
HO NH, H
7
N/
11
o
0 =
N N J\)LN/
=N
N | J—N HN N N/§O
ZT o7 N7 N

| NH,

Antecedentes

/ Miméticos de GLP-1 \

HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS
7

HAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEEFIAWLVRGRG

8

HGEGTFTSDVSSYLEEQAAKEFIAWLVKGGGGGGGSGGGGSGGGE
GSAESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCY
VVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

o ’ %
2

4 Meglitinidas
0 0 o
><:>—-5N o N JL@ﬁLOH
\_ 14 15

HO
HO 2 O [s\ O F
HO OH

16

HO cl o._~
Hg
OH

Inhibidores de SGLT2

HO cl o)
o
HO \C HO,,
HO o
18

HO cl o
g AL
OH
Lorl
19 )

o

Inhibidores de alfa-glucosidasas

J
N\

HO™ ™ NES 21
OH o o OH Ho
Qo % Ho
OHg HO
HO OH
HN

HO OH OH OH
20 20
22 OH/

Cuadro 2. Farmacos utilizados actualmente para el tratamiento de la DT2.
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h) Nuevos blancos moleculares
Actualmente existen muchos otros blancos moleculares para el desarrollo de nuevos

farmacos para el tratamiento de DT2. La mayoria de estos blancos moleculares son receptores y
enzimas. En la Tabla 1 se muestran ejemplos de moléculas en desarrollo con estos nuevos blancos

moleculares.
Tabla 1. Ejemplos de moléculas con nuevos blancos moleculares para el tratamiento de la DT2.
Compuesto Blanco molecular Referencia
N
Agonista GPR119 (Kim et al., 2021)
Activador AMPK (Wang et al., 2020)
Cl
N 0 Inhibidor FBP1 (Bie et al., 2015)
N H
cl N o
25
(0]
O\/\ o
HO
5 Inhibidor PTP-1B (Yang et al., 2020)
=
HO” 0
26

A. Agonistas del receptor GPR119.
El receptor acoplado a proteina G (GPR119) se encuentra en las células [-pancreéaticas.

Cuando un ligando se une a este receptor (Ga) se aumenta la concentracién de AMPc y por ende

se estimula la secrecion de insulina (Kerru et al., 2018; Dahlén et al., 2022).
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B. Activadores de AMPK

Los activadores de la enzima AMPK promueven la captacion de glucosa en musculo

esquelético y reduce la gluconeogénesis en higado (Dahlén et al., 2022; Sharma et al., 2021).
C. Inhibidores de la fructosa 1,6-bifosfatasa 1 (FBP1)

La FBP1 es una enzima involucrada en la gluconeogénesis en el higado. Su inhibicion
produce una disminucion indirecta en los niveles de glucosa en personas con DT2 (Dahlén et al.,

2022; Sharma et al., 2021).
D. Inhibidores de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B)

La enzima PTP-1B es una enzima involucrada en la retroalimentaciéon negativa de la
cascada de senalizacion de la insulina y la leptina. Los inhibidores de esta enzima amplifican la
fosforilacion del receptor de insulina y del sustrato del receptor de insulina, mejorando la accion

de la insulina en sus 6rganos blancos (Sharma et al., 2021; Kerru et al., 2018).

3. Inhibidores de a-glucosidasas
Generalidades de las enzimas glic6sido-hidrolasas

Los carbohidratos constituyen la mayor fuente de energia para el cuerpo, estos son
consumidos mediante oligosacaridos y disacaridos por la dieta. Para que estos componentes
puedan utilizarse por el cuerpo es necesario que se hidrolicen en monosacaridos, esta funcion la

realizan las glicosido-hidrolasas.

El primer paso para la simplificacién de los carbohidratos se da por la amilasa salival y los
jugos pancreéaticos, sin embargo, la importancia de las glicésidos-hidrolasas predomina en el
intestino, donde se llevan a cabo las reacciones para la digestiéon de los carbohidratos y su

absorcion (Blanco & Blanco, 2017).

Las glicésido-hidrolasas presentes en el borde del intestino son la maltasa glucoamilasa
(MGAM), sacarasa-isomaltasa (SI), lactasa (LPH) y trehalasa (TREH). Estas hidrolasas pueden
mantener o invertir la configuracion del carbono anomérico. El mecanismo por el cual las
glicosidos-hidrolasas catalizan la reaccion de hidrdlisis involucra la participacion de dos acidos
carboxilicos presentes en el sitio catalitico de la enzima, uno acttia como donador de protones y el

otro como base nucleofilica (Elferink et al., 2020).
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Las a-glucosidasas, como la MGAM y SI, hidrolizan enlaces alfa y mantienen la
configuracién del enlace glucosidico, por lo que liberan a-glucosa; la enzima LPH, es una (-
glucosidasa, la cual hidroliza enlaces [ manteniendo la configuracion 3; y finalmente, la enzima
TREH, hidroliza enlaces alfa, pero invirtiendo la configuracion del carbono anomérico, por lo que
el residuo hidrolizado tiene configuraciéon . En el Esquema 1 puede observarse el mecanismo de

reaccion de las glicosido-hidrolasas presentes en el intestino.
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Esquema 1. Mecanismo de hidrolisis de las glicosido-hidrolasas presentes en el intestino humano. A) a-
glucosidasas con retencién de la configuracion; B) B -glucosidasas con retenciéon de la configuraciéon y C) a-
glucosidasas con inversion de la configuracion. Tomado de Kotzler et al., 2014.

a-glucosidasas presentes en el intestino humano

e Maltasa-Glucoamilasa (MGAM), realiza el 20 % de la actividad maltasa (hidrdlisis a 1 —4).
Contiene dos subunidades, la subunidad N-terminal con actividad maltasa y la subunidad C-
terminal con actividad glucoamilasa (hidrélisis de oligosacaridos de maltosa). Esta enzima
representa el 2 % de las enzimas presentes en el borde del intestino delgado, ademas la mayor
cantidad de estas enzimas se encuentran en el ileon distal (Elferink et al., 2020; Blanco &
Blanco, 2017).

¢ Laenzima Sacarasa-Isomaltasa (SI), constituye el 80 % de la actividad maltasa que se da en el
intestino, particularmente en el yeyuno; esta enzima también posee dos subunidades, la

subunidad C-terminal tiene actividad sacarasa y la subunidad N-terminal, actividad
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isomaltasa (hidrolisis a 1 »6). Es importante mencionar que esta enzima tiene baja afinidad
por la hidrolisis de oligosacéaridos y representa el 10 % de las proteinas totales expresadas en
el borde del intestino (Blanco & Blanco, 2017; Elferink et al., 2020).

e Finalmente, la enzima Trehalasa (TREH), la cual es especifica para hidrolizar el carbohidrato
trehalosa, presente en alimentos de origen fliingico, se encuentra en cantidad muy limitada ya
que representa el 0.3 % de las enzimas expresadas en el intestino (Elferink et al., 2020; Blanco

& Blanco, 2017).

Inhibidores de a-glucosidasas

Los inhibidores de a-glucosidasas (IAG), tienen como objetivo evitar la accidn catalitica de
las enzimas MGAM y SI, encargadas de romper los oligosacaridos y liberar glucosa, que
posteriormente se absorbe y pasa a la circulacion sistémica, por lo que evitan el pico posprandial.

Este mecanismo puede observarse en la Figura 8.

También se ha observado que los IAGs indirectamente promueven la liberacion de
incretinas (GLP-1 especificamente), ya que, al retardar la digestién de los carbohidratos, sus
concentraciones a nivel intestinal se mantienen elevadas por mayor tiempo, favoreciendo asi la

liberacion continua de GLP-1, y por consiguiente de insulina (Hossain et al., 2020).

Oligosacérido

@980 Acarbosa

o—glucosidasa

Microvellosidades

Enterocito

Figura 8. Mecanismo de accién de los inhibidores de a-glucosidasas.

El mayor impacto de los IAGs radica en evitar el pico posprandial, mismo que ocasiona
estrés oxidativo, y los consiguientes danos. El estrés oxidativo se presenta en las personas con DT2
cuando los tejidos independientes de insulina absorben mas glucosa de la necesaria debido a la

hiperglucemia crénica y a la resistencia a la insulina en el musculo esquelético, tejido adiposo e
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higado. El exceso de glucosa dentro de estas células disminuye la relacion de NADPH/NADP+y la
concentracion de glutation (GSH); por otro lado, se favorece la produccion de productos finales
de glicacion avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés), con la consecuente disminucion de agentes

antioxidantes, y un aumento en especies reactivas de oxigeno (Hossain et al., 2020).

El uso de IAGs en combinacion con metformina y algunas glitazonas disminuyen el riesgo
de complicaciones cardiovasculares, causadas por el dafio en el endotelio vascular debido a la
disminucién de 6xido nitrico en los estados de hiperglucemia posprandial (Du et al., 2020; Chan
et al., 2018). También se ha reconocido que el tratamiento de la condiciéon prediabética con IAGs

retrasa la progresion a DT2 (Mangan et al., 2018).

Los IAG que actualmente estan en el mercado son la acarbosa, el miglitol y la voglibosa
(Cuadro 3). Estos tres farmacos son productos naturales o derivados. Asi, la acarbosa (20), aislada
del actinomiceto Actinoplanes utahensis, es un tetrapseudosacarido que inhibe también la
actividad frente a la a-amilasa. El miglitol (21), un derivado de la nojirimicina (2), obtenido de
Streptomyces roseochremogenes y la morera (Morus sp, Moraceae) asimismo favorece el gasto
energético en el tejido adiposo. Ambos productos escinden todos los enlaces a-glicosidicos.
Finalmente, la voglibosa (22), un derivado N-sustituido del producto natural valiolamina (28)
obtenido del microorganismo Streptomyces hygroscopicus, tiene una actividad especifica para las

a-glucosidasas intestinales, principalmente contra las disacaridasas (Ghani, 2015; Hossain et al.,

2020).
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Cuadro 3. Inhibidores de a-glucosidasas y los productos naturales de los cuales se derivaron.

Como se puede observar, los microorganismos son una excelente fuente de obtencion de

compuestos bioactivos, particularmente de IAGs. En la Tabla 2 se indican algunos metabolitos de
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origen microbiano descubiertos en los ultimos afios con actividad inhibitoria de las de a-

glucosidasas.

Tabla 2. Ejemplos selectos de inhibidores de a-

glucosidasas de origen fingico.

Compuesto Fuente de obtencion Referencia
38.9 + 4.9 uM Penicillium brefeldianum F4a (Bai et al., 2021)
12.6 + 0.9 UM Talaromyces sp. CY-3 (Yang et al., 2021)
2.2 + 0.4 UM Aspergillus terreus ASM-1 (Wu et al., 2021)
Aspulvinona V (31)
S o
/@fji 13 uM Daldinia eschscholtzii HJoo4  (Liao et al., 2019)
HO (0]
7-hidroxi-5-metoxi-2,3-
dimetil cromona (32)
30.07 + 0.75 UM Phomopsis asparagi (Zhou et al., 2021)
Phomopsina A (33)

4. Generalidades sobre la enzima PTP-1B

La fosforilacion y desfosforilacion de las proteinas de tirosina son mecanismos regulatorios

para la diferenciacion y crecimiento celular. Estos procesos estan regulados por dos tipos de

enzimas, las proteinas tirosinas cinasas y fosfatasas (PTK y PTP, por sus siglas en inglés,

respectivamente).
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La familia de las PTP puede clasificarse en cuatro clases; las clases I-III tienen como base
la cisteina. Las enzimas clase I, son las clasicas fosfatasas conocidas como fosfotirosinas (pTyr) y
estas se subdividen en dos grupos: las PTPs intracelulares y las transmembranales. Las enzimas
clase II tiene una especificidad dual, y las de clase III son conocidas como Cdc25 fosfatasas. Por
otro lado, las PTP clase IV son a base de aspartato, tienen bajo peso molecular y estan expresadas

en varios tipos de tejidos (Tamrakar et al., 2014; Singh et al., 2022).

La proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B) es una de las enzimas mas importantes de la
familia de las PTP, pertenece a la clase I y es una proteina intracelular; se encuentra en la cara del
citoplasma del reticulo endoplasmico en los tejidos sensibles a insulina, como higado, masculo y

tejido adiposo (Singh et al., 2022).

La PTP-1B es enzima monomeérica con 431 aminoacidos, de los cuales, los aminoacidos 30-
278 comprenden el sitio catalitico. Los 35 aminoacidos presentes en el carboxilo terminal son ricos

en prolina y estan involucrados en el anclaje de la enzima en el reticulo endoplasmico.

El mecanismo de accion catalitico de la PTP1B consta de dos pasos, en el primer paso se
lleva a cabo una reaccion nucleofilica por parte del azufre del residuo catalitico Cys215 al grupo
fosfato; también se adiciona un protén de la Asp181 a la tirosina fosforilada. En este punto se
forma un intermediario cisteina-fosfato. El segundo paso inicia con el residuo GIn262 que se
coordina con una molécula de agua, y el residuo Asp181 actia como una base que hidroliza el
enlace formado en el intermediario cisteina-fosfato, y como resultado se libera fosfato. mecanismo

de la reaccién se muestra en el Esquema 2.
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Esquema 2. Mecanismo de acciéon de la PTP-1B. Modificado de Sharma et al., 2020.
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La enzima tiene varias caracteristicas estructurales. Las mas importantes se resumen a

continuacion:

(1) La base del sitio catalitico es un motivo PTP (con los aminoacidos 214-221) y en él se
encuentra los residuos cataliticos Cys215 y Arg221, cuya funcion consiste en reorientar
el sustrato para favorecer las interacciones de puente salino en el sitio catalitico.

(i1) El “loop” WPD (aminoacidos 179-187), sitio altamente conservado entre las PTPs, cuya
funcion consiste en abrir o cerrar el “pocket” del sitio catalitico para que pueda llevarse
a cabo la reaccion, ademas en este loop se encuentra el Asp181, aminoacido necesario
para la reaccion enzimaética.

(iii)  Otro motivo es el loop Q que contiene al aminoacido GIn262 y el loop pTyr que
contiene el residuo de tirosina que es fosforilado (Tyr46) (Tonks, 2003; Sharma et al.,

2020; Johnson et al., 2002).

La PTP-1B esta involucrada en la regulacion negativa de la sefializacion de la insulina y la
leptina (Figura 9). La PTP-1B cataliza la desfosforilacion del receptor de insulina (IR) y del sustrato
del receptor de insulina (IRS) interrumpiendo la cascada de senalizacion de PI3K y Akt y por ende
disminuyendo la traslocacion del transportador GLUT4, por lo que la sensibilidad de los tejidos a

la glucosa se ve disminuida (Singh et al., 2022).

Insulina

Glucosa Leptina
==
IR GLUT4 Ob-R
Membrana celular
IpTyr- -pTyr pTyr- -pTyrl
Saus Captura de glucosa pTyr- -pTyr
— Ty - (P T & —
o 5
AKT

f

PI3K _ STAT3

PTP1B

Figura 9. Accién de la enzima PTP-1B en las vias de sefializacion de la insulina y la leptina. Modificado de
Singh et al., 2022.

Y

En cuanto a la senalizacion de la leptina, en condiciones normales, la leptina llega a su
receptor ObR y se autofosforila, posteriormente se fosforila la proteina JAK2 que traduce senales

a la proteina STAT3. STAT3 se transloca al nacleo e induce la transcripcion de genes que




Antecedentes

promueven la disminucién de accion de la enzima acetil coenzima A carboxilasa (ACC), malonil
coenzima A y de la sintesis de acidos grasos, por lo que se favorece la -oxidacion de los acidos
grasos. La PTP-1B desfosforila la proteina JAK2, evitando la oxidacion de grasas y favoreciendo la

sintesis de 4cidos grasos (Johnson et al., 2002).

Inhibidores de PTP-1B
Por la accion que tiene la PTP-1B en las vias de senalizacion de la leptina y la insulina, se
ha sugerido que la inhibiciéon de esta enzima favoreceria la sensibilizacion de la insulina y

disminuiria la obesidad en pacientes con DT2.

Esta alternativa es bastante novedosa, sin embargo, existe una alta conservacion del sitio
catalitico de la enzima PTP-1B con otras PTPs, particularmente de la proteina tirosina fosfatasa de
células T (TCPTP), ya que existe un 74% de identidad en sus secuencias (Figura 10), ademas de
una gran similitud en sus sitos activos. Es por eso por lo que el descubrimiento de inhibidores
alostéricos en lugar de inhibidores cataliticos podria favorecer la selectividad para su uso sobre la
PTP-1B.

Figura 10. Estructuras de rayos X de las enzimas TCPTP y PTP-1B. En la imagen central se observa el
traslape de las enzimas PTP-1B en rosa y TCPTP en rojo. Imagen tomada de Johnson et al., 2002.

Actualmente el descubrimiento y sintesis de inhibidores de PTP-1B ha cobrado fuerza, y se
han obtenido varias moléculas con potencial para el tratamiento de DT2. Particularmente existen
cuatro compuestos que llegaron a fases clinicas pero que desafortunadamente tuvieron que ser
suspendidos debido a efectos adversos considerables. Estos compuestos son el ertiprotafib (34)
desarrollado por la compania farmacéutica Takeda & Wyeth (Zhang & Lee, 2003); la
trodusquemina (35), un producto natural aislado del tiburén Squalus acanthias (Lantz et al.,
2010) y JTT-551 (36), un compuesto sintetizado por la compafiia Japan Tobacco Central

Pharmaceutical Research Institute (Fukuda et al.,, 2010). Finalmente, el cuarto producto es el
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oligonucle6tido ISIS-113715 (37), desarrollado por la compaiia ISIS Pharmaceuticals (He et al.,

2014; Swarbrick et al., 2009). Las estructuras de estos inhibidores pueden observarse en el Cuadro

4.

@)

H
B0 ey
S H
Br
35
34
Ho\fo
NN
%C% wo 5'-GCTCCTTCCACTGATCCTGC-3
N\ |
N 37
36

Cuadro 4. Inhibidores de PTP-1B que llegaron a evaluarse en estudios clinicos.

A pesar del desafortunado destino de estos cuatro inhibidores, actualmente existe una
amplia biblioteca de compuestos de sintesis, extractos de origen natural y metabolitos secundarios
(Tabla 3) con buena actividad frente a la PTP-1B, por lo que se podria pensar que alguno de ellos

pueda alcanzar nuevamente los estudios clinicos y ser aprobado para su uso contra la DT2 y la
obesidad.

Tabla 3. Ejemplos selectos de inhibidores de PTP-1B a partir de fuentes naturales.

Ainsliaea
26.26 + 0.88 uM macrocephala (Ren et al. 2021)
(planta)

Penicillium sp. 1Q-429  (Martinez-Aldino

8.8+ 1.0uM (hongo) et al., 2021)

Xantoepocina (39)
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Cl
eSS
Cl
O

Streptomyces sp.
OH O OH 2.11 + 0.54 pM N12W1565 (Huo et al., 2020)
O h (actinobacteria)
cl

OH
Naftacemicina B1o (40)

Acremonium sp. SF-

22.8 + 1.1 uM 7394 (Kim et al., 2021)
(hongo)
Acrepseudoterina (41)
OH
Myoporum insulare (Kjaerulff et al.,
974 uM (planta) 2020)

Myoporulatano A (42)

5. Antecedentes del género Malbranchea

El género Malbranchea fue creado por Saccardo en 1882 con una Unica especie,
Malbranchea pulchella. Este género se caracteriza por poseer artroconidios alternados y
ramificaciones curvas o arqueadas en sus hifas. La descripcion de este hongo se realizo
complementando el trabajo de A. Malbranche, un naturalista francés que realizé sus estudios
botanicos y micolégicos en Normandia; por lo que Saccardo nombroé el género en su honor
(Rodriguez-Andrade et al., 2021). En la Figura 11 puede observarse el deposito original de M.

pulchella en el Herbario de la Universidad de Padua en Italia.

Posteriormente en 1964, Cooney y Emerson identificaron a M. pulchella como una especie
mesofila, y a M. sulfurea como una especie termofila (M. sulfurea actualmente es conocida como
M. cinnamomea). Aos mas tarde, en 1976, Sigler y Carmichael agregaron 11 nuevas especies al

género.

Como caracteristicas principales, las especies de Malbranchea son comunes en el suelo y
tienen una distribucion global. Las especies pueden ser mesdfilas, termotolerantes o terméfilas y

con actividad queratinolitica o celulolitica (Sigler & Carmichael, 1976).
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Figura 11. Malbranchea pulchella, encontrada en una cartulina htimeda, los dibujos en tinta pertenecen a
A. Malbranche y los dibujos en lapiz a P. A. Saccardo. Imagen tomada de Rodriguez-Andrade et al., 2021.

De acuerdo con el Species Fungorum, perteneciente al Index Fungorum, gestionado por el
Jardin Botanico Real de Kew en el Reino Unido, el Instituto Landcare Research de Nueva Zelanda
y el Instituto de Microbiologia de la Academia China de Ciencias, el género Malbranchea consta

de 23 especies, mismas que se enlistan a continuacion:

e Malbranchea albolutea Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea arcuata Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea aurantiaca Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea californiensis (G.F. Orr & Kuehn) Rodr.-Andr., Stchigel & Cano (2021)

e  Malbranchea chlamydospora (M. Solé, Cano & Guarro) Rodr.-Andr., Cano & Stchigel (2021)
e  Malbranchea chrysosporioidea Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea circinata Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e  Malbranchea compacta (G.F. Orr & Plunkett) Rodr.-Andr., Cano & Stchigel (2021)

e  Malbranchea concentrica (M. Solé, Cano & Guarro) Rodr.-Andr., Stchigel & Cano (2021)
e Malbranchea dendritica Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea filamentosa Sigler & J.W. Carmich. (1982)

e  Malbranchea flava Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea flavorosea Sigler & J.W. Carmich. (1976)
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e  Malbranchea flocciformis Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea fulva Sigler & J.W. Carmich. (1976)

e Malbranchea graminicola Sigler & J. Lacey (1982)

e Malbranchea kambayashii Kambay. (1934)

e Malbranchea longispora (Stchigel, Y. Marin, Guarro & Cano) Rodr.-Andr., Stchigel & Cano (2021)
e  Malbranchea multicolor Mannina & Mosca (1984)

e Malbranchea ostraviensis (Hubka, DobiaSova & M. Kolaiik) Rodr.-Andr., Cano & Stchigel (2021)
e Malbranchea pseudauxarthron (G.F. Orr & Kuehn) Rodr.-Andr., Stchigel & Cano (2021)

e Malbranchea pulchella Sacc. & Penz. (1882)

e Malbranchea pulchella var. sulfurea (Miehe) Cooney & R. Emers. (1964), (= Malbranchea

cinnamomea)

De acuerdo con la literatura, el género Malbranchea es una fuente importante de
metabolitos con actividad bioldgica y con una gran variedad estructural, incluyendo esteroides
modificados designados con el nombre trivial de antraesteroides (43-45), alcaloides inddlicos
(74-77, 80-82), purinas (55), terpenoides (49-54), eremofilanos (79), dimeros de compuestos
C6C3-C6-C2 (46-48), y policétidos varios.

Malbranchea filamentosa

De M. filamentosa se han aislado diversos tipos de compuestos, entre ellos los
malsterdsidos A-C (43-45). Estos compuestos tienen como caracteristica principal que el anillo B
del nucleo esteroidal es de caracter aromatico, y ademas son glicdsidos. Los malsterosidos Ay C
(43 v 45) demostraron efectos citostaticos contra las lineas celulares HeLa y A549 (carcinoma de
pulmon), mientras que el malsterosido B (44) no presenté actividad. Esto indica que la presencia
de un hidroxilo libre en el anillo A es fundamental para la actividad biolégica (Wakana et al,,

2014).

OH OH OH

HOU,\\OH

HOH,C" ~0” 0

HOU_\\OH

HOH,C" ~0” "0

HOU'\\OH

HOH,C" Y0~ "0

CH,OH
HO, A
Ho " ﬁHAcO Ho
Malstero6sido A (43) Malsterosido B (44) Malsteroésido C (45)

Cuadro 5. Antrasteroides aislados de M. filamentosa.
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Otros metabolitos aislados de esta especie incluyen dimeros de compuestos C6C3-C6C2
(46-48), los cuales presentan una lactona de cinco miembros a, B-insaturada. El ggmnoascdélido
A (46) es el mas simple de estos productos y posee actividad vasodilatadora (Hosoe et al., 2005),
los malfilamento6sidos A (47) y B (48) son de naturaleza glicosidica; el malfilamentoésido A (47)

es el glucosido del gymnoascolido A (Wakana et al., 2008a).

OH

(Q\\N HAc H:)\\NHAC

Gymnoascoélido A (46) Malﬁlamentos1do A(47) Malﬁlamentos1do B (48)
Cuadro 6. Derivados C6C3-C6C2 de M. filamentosa.

También se han aislado terpenoides de la especie M. filamentosa. El primer grupo incluye
a los sesquiterpenoides llamados malfilanoles A (49) y B (50) los cuales presentaron actividad
antifangica contra Cryptococcus neoformans y actividad citotoxica en la linea celular HUVEC
(células endoteliales de corddon umbilical) (Wakana et al., 2009). Otros terpenoides, son los
malbranquedsidos A-D (51-54), triterpenoides modificados, que contienen D-glucosamina como

glicona (Wakana et al., 2008b).

MeOH,C  OH

Malbranqueésido A (51) Malbranqueésido B (52)
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HOH,C  ©OH HOH,C  OH

Malbranqueosido C (53) Malbranqueosido D (54)

Cuadro 7. Terpenoides de M. filamentosa.

También de M. filamentosa se aisl6 la purina adenosina (55) que present6 actividad como
inhibidor de la agregacion plaquetaria (Moriyama et al., 2009), la amauromina (56), un alcaloide
indo6lico con el ndcleo dicetopiperazina (Wakana et al., 2008a) y la antraquinona eritroglaucina

(57) (Hosoe et al., 2005).

NH,
N O OH
4 N 0
e Reoee
HO.
b ° A
! 1 OH O OH
OH
Adenosina (55) Amauromina (56) Eritroglaucina (57)

Cuadro 8. Otros metabolitos aislados de M. filamentosa.

Malbranchea cinnamomea

Malbranchea cinnamomea es una especie termofila del género; previamente se conocia
como M. pulchella var. sulfurea o M. sulfurea. Esta especie sintetiza una gran variedad de
compuestos, entre ellos los malbranpirroles A-F (58-63), metabolitos secundarios con anillos tipo
a- o y-pironas. Estos compuestos tienen actividad citotoxica en las lineas celulares PANC-1
(carcinoma epitelioide de pancreas), HepG2 (carcinoma hepatocelular) y MCF-7 (adenocarcinoma

de glandula mamaria).

Malbranpirrol A (58) Malbranpirrol B (59) Malbranpirrol C (60)
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0
Malbranpirrol E (62)

Malbranpirrol D (61) Malbranpirrol F (63)

Cuadro 9. Malbranpirroles aislados de M. cinnamomea.

M. cinnamomea también biosintetiza benzoquinonas e hidroquinonas (64-70). De este
grupo, la molécula base es la malbranicina (64), que tiene actividad antibittica frente a bacterias
Gram positivas y citotoxica contra las lineas celulares P388 (linfoma de monocitos) y KB
(carcinoma/papiloma)(Chiung et al., 1993). El resto de los derivados son p-benzoquinonas con
excepcion del compuesto 69 que es una o-benzoquinona y Gnicamente la 7-metoximalbranicina
(66) present6 actividad inhibitoria del activador transcripcional del retrovirus HTLV-I causante

del linfoma de Hodking (Schlegel et al., 2003a).

(0] OH (0]
(0]
(0] (0] -~ 0]
o o o
o] OH (0]
Malbranicina (64) Dihidromalbranicina (65) 66
0 OH o~
0] 0]
- OH - o OFg
o o o
o] OH o)
67 68 69

Cuadro 10. Benzoquinonas e hidroquinonas aisladas de M. cinnamomea.

Otros metabolitos aislados de M. cinnamomea son el compuesto Tf-26Vx (70), un dimero
de dihidroisocumarinas con actividad antibitica frente a bacterias Gram positivas y Gram
negativas estrictamente anaerobias (Saito et al, 1979). También se aisl6 el 7-metoxi-2,3-
dimetilbenzofuran-5-ol (71), que present6 actividad antioxidante frente a la xantina oxidasay a la
peroxidasa (Schlegel et al., 2003b) y el acido indol acético (72) (Sujatha et al., 2002). Finalmente,
también se ha descrito la presencia de antibibticos peptidicos como la penicilina G (73) y las
malbranchinas A y B. Aunque la estructura de estos compuestos atin no se determina, los autores
describieron que la malbranchina A es un péptido ciclico compuesto por valina, leucina, alanina y

glicina, y que esta es activa frente a bacterias Gram positivas (Premabai & Narasimharao, 1966).
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HO
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Tf-26Vx (70)

71
HO mn
S
s T X<
O <

o
N 3
H O//\ OH
Acido indol acético (72) Penicilina G (73)

Cuadro 11. Metabolitos varios de M. cinnamomea.

Malbranchea aurantiaca

De M. aurantiaca se aislaron las malbranqueamidas (74-77), una serie de alcaloides de
tipo indol-terpenoides los cuales derivan de una unidad de L-tript6fano, una L-prolina y un
residuo isopreno y que presentan un biciclo[2.2.2]diazaoctano (Martinez-Luis et al., 2006;

Figueroa et al., 2011; 2008)

Esta familia de compuestos representa los tnicos metabolitos con el sistema de anillo
biciclico [2.2.2] diazaoctano obtenidos de una fuente fingica fuera de los géneros Penicillium y
Aspergillus; ademdas son los Unicos que presentan halogenacién en el anillo inddlico. Se
caracterizan también por la presencia de una monocetopiperazina en el biciclo y la configuracion

syn en el puente del biciclo (Finefield et al., 2012).

En cuanto a su actividad biologica, las malbranqueamidas son inhibidoras de la
calmodulina, en particular los productos 74-76 (Figueroa et al., 2011; Figueroa, Gonzalez, and
Mata 2008). La malbranqueamida (74) posee ademas propiedades fitotdxicas ya que inhibe la
germinacion y el crecimiento radicular de semillas de A. hypochondriacus (Martinez-Luis et al.,
2006). Més recientemente se comprob6 su efecto vasorrelajante en aorta de rata, el efecto fue
dependiente de la concentracion, y fue mayor en presencia del endotelio (Madariaga-Mazon et al.,

2015) y su efecto antihiperglicémico (Rangel-Grimaldo et al., 2020).
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H
N Cl
\ cl
Q N
N
Malbranqueamida (74) Malbranqueamida B (75)
H H
N N
\ cl \
Q N Q N
N N
Isomalbranqueamida B (76) Premalbranqueamida (7777)

Cuadro 12. Malbranqueamidas aisladas de M. aurantiaca.
Ademés de los indol-alcaloides aislados, también se obtuvieron compuestos como el 4cido

penicilico (78) con propiedades fitotéxicas y un eremofilano (79) también con actividad como

inhibidor de la calmodulina (Martinez-Luis et al., 2005).

OH
(@)
HO~ X —o ° o
S
H,CO
Acido penicilico (78) 79

Cuadro 13.0tros metabolitos aislados de M. aurantiaca.

Malbranchea graminicola
Malbranchea aurantiaca no es la tnica especie de Malbranchea capaz de sintetizar
alcaloides con el nucleo biciclo [2.2.2] diazaoctano; de M. graminicola también se aislaron una

serie de malbranqueamidas (74-77), incluyendo la espiromalbramida (80).

La adicion de sales de bromo al medio de cultivo de M. graminicola llevaron al aislamiento
de otros derivados de la malbranqueamida, con la particularidad de que presentan bromo en lugar
de cloro en el anillo aromatico de su estructura quimica. Estos metabolitos fueron llamados

malbranqueamida C (81) e isomalbranqueamida C (82) (Watts et al., 2011).

H H
Hoocl | H
\ Cl \ cl
N N
N N

Malbranqueamida (74) Malbranqueamida B (75) Isomalbranqueamida B (76)
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Cl
Premalbranqueamida (7777) Espiromalbramida (80) Malbranqueamida C (81)
H
N
0 \ Br

N
N

Isomalbranqueamida C (82)

Cuadro 14. Indol-alcaloides aislados de M. graminicola.

Malbranchea flavorosea

Malbranchea flavorosea es una especie que se caracteriza por la biosintesis de policétidos,
de esta especie se han aislado compuestos con el nticleo espiro como las masarigeninas B (83) y C
(84) y la rosigenina (85); la masarilactona B (86), el xylarinol A (87), el 8-cloroxylarinol A (88)
y los xylarinoles B: arabino-xylarinol B (89) y ribo-xylarinol B (90). Cabe mencionar que de estos
metabolitos el compuesto 84 demostr6 tener una buena actividad como inhibidor de a-

glucosidasas in vitro e in vivo (Verastegui-Omaia et al., 2017).

(@]
HO  oH
Masarigenina B (83) Masarigenina C (84) Rosigenina (85) Masarilactona B (86)
OH OH
OH OH o .
o cl 0 N OH
0] o) O O
— —
OH OH
Xylarinol A (87) 8-cloroxylarinol A (88) arablno(—sxgl)arlnol B ribo-xylarinol B (90)

Cuadro 15. Policétidos de M. flavorosea.

También se han aislado acetofenonas como el clavatol (91) y la 4-hidroxi-2-O-a-

ribofuranosil-5-metilacetofenona (92), y lactonas novedosas como el flavorroseosido (93) y el
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flavorroseo6sido B (94). Finalmente se aislé también un péptido de la familia de las ciclopeptinas,
con un residuo de triptéfano, llamado (S)-3,4-dihidro-3-(1H-indol-3-ilmetil)-4-metil-1H-1,4-
benzodiazepin-2,5-diona (95), este compuesto también resulté ser un buen inhibidor de a-
glucosidasas, sin embargo, solo se realizaron experimentos in vitro para este compuesto

(Rebollar-Ramos et al., 2018).

o) O HO
OH OH - __.OH
OH O/,' < //’/, o//, '
o lO H
o 0 e} OH
OH OH OH O OH
Clavatol (91) 92 Flavorroseésido (93)
HO H 0
cl > o NK
‘. O/,,(I/ Y
Oq‘:ﬁj 0~ \OH QFN\ TQ

O OH o N
Flavorroseésido B (94) 95

Cuadro 16. Otros metabolitos de M. flavorosea.

Malbranchea circinata

El estudio quimico de M. circinata demostr6 que esta especie produce metabolitos de
distinta naturaleza, se aislaron varias antraquinonas (96-100) glucosiladas, una xantona
prenilada (101), un dimero de 5,8-dihidroxi-4-metoxi-a-tetralona (102), la arugosina N (103) y

otra antraquinona modificada relacionada (104).

OH O OH OH O OH OH ©
H AC?IOAC A Ac
*O‘O O‘O *O‘O
96 98

AcO OH OH O OH

B LD
O

AcO OAc
el O‘O ‘O oo

101
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OH o HO
O O N OH o HO
ﬁi‘
/ OH 0
OH
Arugosina N (103) 104

Cuadro 17. Policétidos aislados de M. circinata.

Adicionalmente se aislaron dos derivados de acido antranilico (105-106) y nuevamente
los alcaloides malbranqueamida (74) y amauromina (56), metabolitos también presentes en

Malbranchea aurantica y M. flocciformis, respectivamente.

HN
© —N
0
(@)
105
H
N Cl
\ cl
Q N
N
Malbranqueamida (74) Amauromina (56)

Cuadro 18. Derivados de acido antranilico y alcaloides aislados de M. circinata.

De este grupo de compuestos, los metabolitos 105, 106, 96, 56 y 74 presentaron una
actividad moderada frente a las enzimas a-glucosidasas de levadura. Por otro lado, los compuestos
102-104 presentaron mejor actividad como inhibidores de la PTP-1B, sin embargo, el resto de los
compuestos presentaron una actividad moderada frente a esta enzima (Rangel-Grimaldo et al,,

2020).

Malbranchea albolutea

Malbranchea albolutea demostré poseer metabolitos tipo ardeeminas, las llamadas
alboluteinas A-C (107-109), metabolitos novedosos que resultaron poseer actividad frente a la
enzima PTP-1B, siendo la alboluteina B el metabolito méas potente como inhibidor (Diaz-Rojas et

al. ,2021).
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Alboluteina A (107) Alboluteina B (108) Alboluteina C (109)

Cuadro 19. Metabolitos tipo ardeeminas aisladas de M. albolutea.

Ademés de las alboluteinas, se aislaron metabolitos muy sencillos como el 1H-indol-3-

carbaldehido (110) y el 4cido antranilico (111) de los cuales no se present6 actividad bioldgica.

H. 0O 0]
OH
74
HN NH
1H-indol-3-carbaldehido (110) Acido antranilico (111)

Cuadro 20. Otros metabolitos de M. albolutea.

6. Antecedentes de la especie Parengyodontium album

Parengyodontium album ha tenido diversos nombres y ha cambiado de género en varias
ocasiones, lo cual es muy comin al momento de realizar la taxonomia a nivel molecular de los
hongos. En primer lugar, este hongo fue identificado en 1940 como Tritirachium album, especie
Unica en el género recién creado Tritirachium. Posteriormente fue cambiado al género Beauveria
y renombrado como Beauveria alba. Luego, en 1978, se cre6 un nuevo género denominado
Engyodontium, y B. alba cambi6 su nombre a Engyodontium album. Finalmente en 2016, Tsang
y colaboradores realizaron un estudio donde se encontrd que por caracteristicas filogenéticas y
quimiotaxon6micas, la especie E. album, era muy diferente a las demdas especies de
Engyodontium, por lo que se cre6 un nuevo género: Parengyodontium, donde actualmente se

clasifica la especie Parengyodontium album (Leplat et al., 2020; Tsang et al., 2016).

Este hongo ha sido poco estudiado quimicamente, y contiene xantonas (112-124),

derivados fendlicos (125-146), antraquinonas (147-151) y dimeros xantona-antraquinona (152-

159).
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De P. album se aislaron 8 xantonas nuevas las cuales fueron nombradas como
engyodontiumonas A-H (112-119), junto con otras cinco previamente descritas (120-124). De
estos compuestos, Gnicamente 119 y 124 presentaron actividad citotéxica en las lineas celulares
U937 (linfoma histiocitico humano), ademas de actividad antibacterial contra Escherichia coli'y
Bacillus subtilis. Por otro lado los compuestos 123 y 124 inhibieron el crecimiento de la larva

Balanus amphitrite (Yao et al., 2014).

|
0.__0 0.__0 0.0
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Engyodontiumona G (118) Engyodontiumona H (119) Sydowinina A (120)
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OH O 00 OH O 00 OH O © gH
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Sydowinina B (121) Pinselina (122) Aspergilusona B (123)

AGI-B4 (124)

Cuadro 21. Xantonas aisladas de P. album.
Ademas de las xantonas descritas, en ese mismo estudio se aislaron los derivados fenoélicos
(125-130); particularmente el compuesto 126 presentd actividad frente a Balanus amphitrite

(Yao et al., 2014).
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Cuadro 22. Derivados fenoélicos obtenidos de P. album.
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Otros derivados de &cidos fendlicos (131-146) han sido aislados de P. album,
particularmente se han encontrado algunos compuestos con actividad antimicrobiana, por
ejemplo, la engyodontiumina A (131) present6 actividad a moderada frente Aspergillus niger,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Vibrio vulnificus, Vibrio rotiferianus y
Vibrio campbellii (Wang et al., 2017b); el compuesto 138 present6 actividad moderada en MRSA

y el compuesto 139 en Vibrio rotiferianus (Wang et al., 2017a).

Otro grupo importante de metabolitos aislados de esta especie son antraquinonas, como la
torubielina (147-148) y la torubielina B (149), dimeros modificados, ademas de las antraquinonas
emodina (150) y el &cido emddico (151). Los tres compuestos tipo torubielina presentaron buena

actividad antibacterial frente a MRSA (Liu et al., 2021).

OH O OH OH O OH
/O
~o \ OH
OH
OH O OH (0] (0] OH OH O OH
Parengyomarina A (147) Parengyomarina B (148) Torubielina B (149)
OH O OH OH O OH
UL W 00
OH OH
0 o 0
Emodina (150) Acido emodico (151)

Cuadro 23. Antraquinonas aisladas de P.album.

Parengyodontium album también biosintetiza dimeros de xantonas-antraquinonas
unidos mediante un puente [3,2,2]-biciclononano, las engyodontochonas A-E (153, 155-159),
ademas de los compuestos 152 y 154, que presentan el mismo nucleo y se aislaron previamente
de Tritirachium sp. SpBo81112MEf2 (Ueda et al., 2010). Los metabolitos 152-155 presentaron

buena actividad como antibacterianos frente a MRSA (Wu et al., 2016).

JBIR-97/98 (152) Engyodontochona A (153)
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Engyodontochona C (156) Engyodontochona D (157)

0]
OH O HO \JL OH

Engyodontochona E (158) Engyodontochona F (159)

Cuadro 24. Dimeros xantona-antraquinona obtenidos de P. album.
Finalmente, otros compuestos aislados de esta especie son un alcaloide indélico llamado

1-(4-hidroxibenzoil) indol-3-carbaldehido (160) (Meng et al., 2016) y el metil palmitato (161)
(Wang et al., 2017a).

160 161

Cuadro 25. Otros metabolitos producidos por P. album.
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II. Justificacion

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, existen 537 millones de personas
con esta enfermedad a nivel mundial. Ademas, la diabetes fue responsable de la muerte de 6.7
millones de personas en el 2021. La diabetes tipo 2 (DT2) es la causante del 95% de estos casos y
ademas de ser un problema de salud serio tiene un alto impacto econémico, a nivel mundial el

gasto sanitario empleado en diabetes fue de 966 mil millones de dolares (IDF, 2021).

Meéxico no esta exento de esta situaciéon ya que ocupa el séptimo lugar en paises con mayor
prevalencia de DT2, al contar con 14.1 millones de personas enfermas y de acuerdo con los datos
estadisticos mas recientes, es la tercera causa de muerte con 99 mil personas fallecidas en el 2020
(INEGI, 2021a; IDF, 2021)

El tratamiento de la DT2 tiene como proposito controlar la hiperglicemia croénica,
mantener el control metabolico, y prevenir las complicaciones agudas y cronicas (NOM-015-SSA2-
2010). Lo més comun es seguir una dieta baja en carbohidratos, hacer ejercicio regularmente y
complementar con farmacos orales que controlen la hiperglucemia. Los mas utilizados son las
sulfonilureas y la metformina. Otros firmacos incluyen a las tiazolidinedionas, la insulina, los
analogos del péptido similar al glucagoén-1 (GLP-1) y los inhibidores de las enzimas dipeptidil
peptidasa 4 (DPP-4), y del cotransportador de glucosa y sodio de tipo 2 (SGLT-2). Lo més
conveniente para el tratamiento de la enfermedad es la combinacion de dos o mas de estas terapias

(Umpierrez et al., 2018).

Los inhibidores de a-glucosidasas inhiben la hiperglucemia posprandial y muchas
complicaciones de la diabetes. En los algoritmos actuales para el tratamiento de la DT2 los
inhibidores de a-glucosidasas no tienen una posicién clara per se debido al costo-beneficio. Sin
embargo, estos productos en combinacion con los hipoglucemiantes orales antes mencionados o
la insulina, sobre todo en aquellas regiones donde la ingesta de carbohidratos es muy alta, como
es el caso de México (Joshi et al., 2015; Umpierrez et al., 2018) han resultado muy exitosos. Varios
estudios clinicos han demostrado que la combinacion de estos productos con otros agentes como
la metformina y las glitazonas, disminuyen el riesgo de enfermedades cardiovasculares en
pacientes diabéticos (Derosa & Maffioli, 2012; Chan et al., 2018; Du et al., 2020; Garber et al.,
2020), y el uso a largo plazo de estos inhibidores reduce el 0.7-0.8% de la hemoglobina glucosilada
(HbA1c), en particular el miglitol (Upadhyay et al., 2018; Ghani, 2015). Recientemente BTI-320
(PAZ320) se desarroll6 como un nuevo producto inhibidor de las a-glucosidasas, lo cual revela el

interés por la continua btsqueda de este tipo de farmacos (Dahlén et al., 2022).
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Por otro lado, la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B) es una enzima que actia como
regulador negativo del receptor de insulina, la sobreexpresiéon de PTP-1B promueve resistencia a
la insulina en higado, musculo, tejido adiposo, pancreas y cerebro. Es considerada como uno de
los blancos terapéuticos mas prometedores para el desarrollo de nuevos farmacos. Por ello es
necesario intensificar la bisqueda de agentes que regulen negativamente a esta proteina, para
mejorar la sensibilizacion de los tejidos a la insulina y normalizar los niveles de glucosa en sangre

(Kerru et al., 2018; Genovese et al., 2021).

Entonces, la alta incidencia de diabetes a nivel global, asi como el costo y los efectos
adversos de los de los inhibidores de uso actual justifican la bisqueda de nuevos firmacos
antidiabéticos con estos blancos de accion. En este contexto nace el presente proyecto de
investigacion, el cual esta enfocado en la bisqueda de prototipos estructurales para el desarrollo
de farmacos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas y PTP-1B a partir de cuatro especies de

Ascomicetos: M. dendritica, M. flocciformis, M. arcuata y ACA-14.

El género Malbranchea biosintetiza una gran diversidad de metabolitos secundarios
biodinamicos, por ejemplo, M. flavorosea produce policétidos y péptidos con propiedades
inhibitorias de a-glucosidasas evaluadas in vivo e in vitro (Verastegui-Omana et al., 2017;
Rebollar-Ramos et al., 2018). M. circinata produce péptidos, antraquinonas glucosiladas y
tetralonas con actividad inhibitoria frente a las enzimas a-glucosidasas y PTP-1B (Rangel-
Grimaldo et al., 2020). Finalmente, M. albolutea biosintetiza derivados de ardeeminas con efectos

inhibitorios frente a la enzima PTP-1B (Diaz-Rojas et al., 2021).
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III. Hipotesis

El criterio de preseleccion quimiotaxonémico en conjunto con una serie de evaluaciones

enzimaticas preliminares sugieren la presencia de inhibidores de a-glucosidasas y PTP-1B en ACA-

14, M. dendritica, M. flocciformis y M. arcuata.

IV. Objetivos

Objetivo General

Descubrir nuevos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas y PTP-1B de utilidad potencial

para el desarrollo de fArmacos antidiabéticos a partir de al menos dos especies de Malbranchea y

ACA-14 obtenidas de diferentes sustratos.

Objetivos Particulares

Obtener los microorganismos a partir de diferentes sustratos. Parte de esta actividad estuvo a
cargo de la Dra. Maria del Carmen Gonzalez del Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México.

Cultivar en pequena escala los microorganismos flingicos utilizando diferentes condiciones de
cultivo (medios, temperatura, co-cultivos, etc.) seleccionados de la literatura especializada,
con la finalidad de elegir las especies y condiciones més adecuadas para la obtencion de
inhibidores de las enzimas a-glucosidasas y PTP-1B. Para ello se considerara la mejor actividad
observada mediante ensayos enzimaticos utilizando a-glucosidasas provenientes de raspado
intestinal de rata y Saccharomyces cerevisiae, asi como de un enzima recombinante PTP-1B.

Cultivar en mediana escala las especies seleccionadas con la finalidad de obtener los productos
naturales bioactivos mediante la aplicacién de procedimientos convencionales.

Elucidar la estructura quimica de los compuestos activos aplicando diversas técnicas
espectroscopicas y espectrométricas. Es altamente probable que el cumplimiento de este
objetivo conduzca a la obtencion de esqueletos novedosos que pueden constituir un punto de
partida valioso para el desarrollo de nuevos prototipos estructurales con actividad
antidiabética.

Evaluar la interaccion de los principios activos puros con las a-glucosidasas y PTP-1B
utilizando ensayos enzimaéticos.

Realizar estudios de acoplamiento y dindmica molecular para predecir el sitio de interaccion
de los principios activos y el comportamiento o evolucién de la interacciéon con las enzimas a

través del tiempo.

46



Hipotesis // Objetivos

Comprobar in vivo el efecto de inhibicion de las a-glucosidasas mediante pruebas de tolerancia

a la sacarosa.

Realizar experimentos in vivo que apoyen la inhibicion de compuestos selectos contra la PTP-
1B.

Predecir in silico la similitud a farmacos de los compuestos obtenidos utilizando programas de

libre acceso como SwisADME y Osiris Property Explorer.
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V. Metodologia Experimental

1. Procedimientos cromatograficos generales
Los anélisis cromatograficos en capa fina (CCF) de tipo analitico o preparativo, se
realizaron en placas de aluminio o vidrio (0.25 mm de grosor) de x 20 cm recubiertas con gel de

silice 60 F254 (Merck).

La cromatografia en columna tipo “flash” se realiz6 en un cromatégrafo Teledyne ISCO
CombiFlashRf+Lumen equipado con dos detectores, uno de arreglo de fotodiodos (PDA) y otro
evaporativo de dispersion de luz (ELSD); como fase estacionaria se utilizo silice RediSepRf high
performance GOLD y como fase movil diferentes mezclas de disolventes en orden creciente de
polaridad entre Hex-CHCl;-MeOH.

Los analisis cromatograficos en columna abierta (CCA) se realizaron utilizando como fases
estacionarias gel de silice 60 (Merck) [Hex-AcOEt-CHCl;-MeOH-Acetona], Sephadex LH-20
[CH.Cl,-MeOH] o gel de silice C-18 (fase reversa) [H.O-MeCN].

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE), se realizd6 en un cromatografo
marca Waters (Waters Corp.) equipado con una bomba 2535, un detector PDA 2998 y un
recolector de fracciones automatico, empleando una columna XBridge Shield RP C18 (tamaio de
particula: 5 um; 19.0 x 250 mm) o Gemini C18 110A (tamafio de particula: 5 pm; 10 x 250 mm).
La elucion se realiz6 en un sistema gradiente con una mezcla binaria constituida por MeCN (A) y
H.O (B; 0.1% acido formico) y diferentes gradientes de elucién, y un flujo de 17.06 mL/min o 4.72
mL/min, respectivamente. También se utiliz6 un método con mezclas binarias constituidas por
MeOH (A) y H.O (B; 0.1% acido formico) y diferentes gradientes de elucion, con un flujo de 3.78
mL/min. Las longitudes de onda ()) utilizadas para la detecciéon de los compuestos fueron 254 y

365 nm.

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM) se realiz6 en un
equipo Agilent G3171A (Agilent Technology) equipado con un detector de masas (LECO-TOF).
Todos los analisis se realizaron en una columna capilar 5% fenilmetilsilicona (30 m x 0.25 mm x
0.25 um), utilizando un flujo de 0.5 mL/min He, la temperatura del inyector fue de 300 °C, la
temperatura inicial del horno 70 °C (2 min, isoterma), rampa: 15°C/min, temperatura final del

horno 300 °C, isoterma final 10 min.
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2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas vy
espectrométricas

Los espectros en el IR se obtuvieron por la técnica de reflectancia en un espectrofotometro
Perkin-Elmer 400. Los anélisis por espectrometria de masas de baja resolucion se realizaron en
un cromatografo de liquidos de ultra eficiencia Acquity UPLC-H Class® marca Waters equipado
con un detector PDA acoplado a un detector de masas SQD2 utilizando la técnica de ionizacion
por electrospray (UPLC-EM-ESI) en los modos positivo (ESI+) y negativo (ESI-). Las muestras se
analizaron por inyeccién directa o mediante el sistema cromatografico utilizando una columna
Acquity® BEH C18 (1.7 um; 2.1 x 100 mm), y como fase moévil una mezcla binaria de MeCN (A) y
H.O (B; 0.1% acido férmico) en un gradiente de elucion lineal: 0 min 15% A; 8 min 100% A; 10
min 100% A; 10.5 min 15% A; flujo: 0.3 mL/min, volumen de inyeccion: 3 mL. Las condiciones de
analisis del detector SQD2 fueron las siguientes: voltaje capilar: 2.5 kV positivo (ESI*) y 2.0 kV
negativo (ESI'); voltaje cono: 30 V; temperatura de solvatacion: 400°C; gas de solvatacion:
nitréogeno (N>) 650 L/h; gas cono: 10 L/h; PDA: 200-400 nm con una resoluciéon de 4 nm. El
control del equipo, adquisicion y procesamiento de los datos se realizaron utilizando el programa

MassLynx 3.0 (Waters Corp.).

Los analisis de rotacion optica se realizaron en un polarimetro Anton-Paar o Perkin Elmer
343 a 20°C en MeOH y a la longitud de onda de la linea D-sodio (A=589 nm). Los espectros de
dicroismo circular electronico se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-810 en MeOH.
Estos experimentos fueron realizados en colaboraciéon con la Dra. Esperanza Carcache de Blanco,
Colegio de Farmacia, de la Universidad Estatal de Ohio en Columbus, o en el Instituto de Quimica,
UNAM.

Los espectros de resonancia magnética nuclear protonica y de carbono se registraron en
distintos equipos con diferentes resoluciones, se utilizaron los equipos Bruker AVANCE III HD
(700 MHz), JEOL ECZ600R (600 MHz), Bruker AVANCE III (400 MHz) y Varian VNMRS (400
MHz) con CD;0D, CDCl; o DMSO-ds como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como estandar

interno.

Los anélisis de difraccion de rayos X se realiz6 a 296 K en un equipo Bruker, modelo Smart
Apex o D8 Venture, equipado con radiaciéon de Mo (A=0.71073 &) o de Cu Ka (A=1.54,178 A) a
296K.
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3. Obtencion del material fiangico
3.1 ACA-14

El cultivo axénico del hongo designado con la clave interna ACA-14 fue obtenido a partir
de una muestra de arena recolectada en la Playa Tlacopanocha, en la bahia de Acapulco, Guerrero,
México (N16°50'42” vy W99°54’26"”) por la Dra. Maria del Carmen Gonzalez del Instituto de
Biologia de la UNAM. Un cultivo de referencia fue depositado en la coleccion de hongos del
Herbario Nacional de México (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM, identificado con el nimero
MEXU 30054. A priori sin evidencias moleculares se indic6 que este hongo era del género

Malbranchea (Figura 12), por lo cual fue incluido en el presente estudio.

3.2 Malbranchea dendritica, M. flocciformisy M. arcuata
Las especies fungicas, M. dendritica, M. flocciformis y M. arcuata (Figura 12) fueron
adquiridas en la American Type Culture Collection (ATCC, por sus siglas en inglés) con los

numeros de catalogo 34527, 34530 y 34523, respectivamente.

Cada microorganismo fue activado individualmente siguiendo el protocolo descrito por el
proveedor. Brevemente, las esporas liofilizadas se activaron adicionando 1 mL de agua estéril
desionizada y una posterior incubacién a temperatura ambiente durante una noche. Enseguida, la
suspension homogénea fue sembrada en cajas Petri con medio agar papa-dextrosa (APD) para su

conservacion y resiembra posteriores.

P. album M. dendritica M. flocciformis M. arcuata
ACA 14 ATCC 34527 ATCC 34530 ATCC 34523

S

Figura 12. Especies fungicas objeto de estudio. A) ACA 14; B) M. dendritica (ATCC 34527), C) M.
flocciformis (ATCC 34530), y D) M. arcuata (ATCC 34523).

3.3 Identificacion taxonémica de los hongos objeto de estudio
Los estudios de identificacion molecular de los hongos se realizaron en colaboracion con
el Dr. Huzefa A. Raja de la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Carolina del Norte,

EE. UU. Para realizar esta identificacion se secuenci6 el espaciador transcrito interno (ITS, por
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sus siglas en inglés), que es la region espaciadora de los genes que codifican las dos subunidades

ribosomales de los hongos.

En primer lugar, se realiz6 la amplificacion del ADN y su secuenciacion utilizando el
método descrito por Sanger. Posteriormente se realizdé un analisis comparativo BLAST de las
secuencias obtenidas con aquellas descritas en la base de datos del GenBank del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) y se realiz6 un analisis de maxima verosimilitud (maximum
likelihood) con un IQ-Tree para la construccion del arbol filogenético de los hongos estudiados

(Raja et al., 2017).

Los datos de la secuenciacion de las especies fingicas fueron depositados en la base de
datos GenBank del NCBI, con los niimeros de acceso MZ486089 para M. dendritica y OP256775
y OP256776, para la especie M. flocciformis.

Finalmente, la identidad taxon6mica del hongo ACA-14, se estableci6 como la especie P.
album. Esta especie anteriormente descrita como perteneciente al género Engyodontium, ha sido
clasificada recientemente dentro del género Parengyodontium, con base en diferentes estudios

filogenéticos y quimiotaxon6micos descritos en la literatura (Tsang et al., 2016).

4. Condiciones de cultivo de los hongos, obtencion y fraccionamiento de los
extractos organicos
4.1 Parengyodontium album
El hongo ACA-14, P. album, fue cultivado en medio semisoélido de arroz (400 g x 800 mL

de agua) durante 30 dias.

4.1.1 Preparacion del extracto organico ACA-14

Al término de la incubacién, se prepar6 el extracto organico mediante la técnica de
maceraciéon utilizando 1.0 L de una mezcla de disolventes de CHCl;-MeOH (8:2). La mezcla
anterior se mantuvo a temperatura ambiente durante 24 horas. Al cabo del proceso de extraccion,
el extracto resultante se filtr6 y concentro6 a sequedad. El extracto organico resultante (EOPA, 800
mg) fue resuspendido con 50 mL de una mezcla de MeCN-MeOH (1:1) y sometido a un proceso de

reparto con hexano (3 x 50 mL).

4.1.2 Fraccionamiento del extracto organico EOPA
4.1.2.1 Aislamiento del compuesto JBIR-99 (154)

A partir del extracto organico desgrasado precipitaron de manera espontanea 400 mg del

compuesto JBIR-99 (154) como un sélido amarillo (p.f. 227-229°C).
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4.1.2.2  Aislamiento del compuesto JBIR-97 (152)
El remanente del extracto organico desgrasado (300 mg) se fraccion6 mediante una
columna abierta de gel silice C18 [20g; H.O-MeCN]. Este proceso cromatografico (Esquema 3)

gener6 un conjunto de nueve fracciones primarias (PA;-PArx).

EOPA Columna abierta
Precipitacion Gel de silice fase reversa
esponténea MeCN-H,0 (1:1) 0.1% AF.
JBIR-99 | PA-PA, | [ PA, | | PAu-PA

(154)

CLAE: Gemini 5 pm C18 1104,
Recristalizacién 20:80 - 0:100 H,0, 0.1% AF.-MeOH (15 min)
CH,Cl,-MeOH-MeCN

(1:1:) JBIR-97
(152)

Esquema 3. Resumen del fraccionamiento del extracto organico de P. album.

La resoluciéon cromatografica por CLAE de la fraccion PVI (Esquema 3), permitio el
aislamiento y la purificacion del compuesto JBIR-97 (152) (2 mg; tr= 7.8 min). [Columna: Gemini
C18 110 A (5um; 10 x 250 mm); Fase moévil: gradiente de 80:20 MeOH (A)-H.o0 (B; 0.1% A.F.) a
100% MeOH (A) en 15 minutos: Flujo: 3.78 mL/min.

4.2 Malbranchea dendritica

La especie fungica fue cultivada en dos medios diferentes: caldo papa-dextrosa (CPD) y
medio semisolido de cebada. Asi, en primer lugar, se realizaron los cultivos axénicos del
microorganismo, resembrando en cajas de Petri con medio APD que se dejaron en crecimiento
durante dos semanas. Posteriormente, se realiz6 la preparacion de los inéculos primarios en
medio liquido CPD (100 mL) que se mantuvieron en agitacién durante siete dias. Finalmente,
estos preinoculos fueron utilizados para la realizar la preparacion de los cultivos en medio escala

en los medios CPD (6 litros) y de cebada (100 g/200 mL de H.0).

4.2.1 Preparacion del extracto organico ELMD

El cultivo en medio CPD se realiz6 en condiciones estaticas durante 4 semanas. Al término
de este tiempo, el medio fue inactivado adicionando 600 mL de MeOH y posteriormente sometido
a un proceso de reparto con CHCl;-MeOH (8:2; 3 x 600 mL). Las fases organicas obtenidas fueron
reunidas, secadas sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron a presién reducida.
Posteriormente, el extracto resultante fue resuspendido en 100 mL de una mezcla de MeCN-

MeOH (1:1) y sometido a un proceso de particién con hexano (6 x 100 mL) con la finalidad de

52



Metodologia Experimental

remover las grasas provenientes del medio de cultivo. La fraccion de MeCN-MeOH (1:1) resultante
fue concentrada in vacuo, obteniéndose 200 mg de un residuo café oscuro y se identific6 como el

extracto desgrasado del medio liquido de M. dendritica (ELMD).

4.2.2 Fraccionamiento del extracto organico ELMD
El extracto ELMD se fraccioné mediante una CCA de Sephadex LH-20 [CH.Cl.-MeOH
(2:8)], del cual se obtuvieron dos fracciones principales ELMDr, y ELMDg., (Esquema 4).

ELMD CCA Sephadex LH-20
CH,Cl,-MeOH (2:8)

ELMDg, ELMDg,

Gymnoascélido A (46) CLAE: XBridge C18
70:30-15:85 H,0 0.1% A.F.-MeCN (20 min)

Sydowinina A Sydowinina B ACGI-B4 Orcinol
(120) (121) (124) (162)

Esquema 4. Fraccionamiento del extracto ELMD.

4.2.2.1 Aislamiento del compuesto gymnoascoélido A (46)
De la fraccion primaria F1, precipitaron de forma espontanea 60 mg del compuesto

gymnoascolido A (46) como un sélido blanco.

4.2.2.2 Aislamiento y purificacion de los metabolitos presentes en la fraccion ELMDy»
Con la finalidad de obtener los principios mayoritarios presentes en la fracciéon primaria
ELMDr, (60 mg), se realiz6 una separacion mediante CLAE. El cromatograma resultante se ilustra
en la Figura 13, y como se puede observar, la fraccion contenia cuatro picos principales,
identificados como AGI-B4 (124, 2.0 mg, tr= 5.5 min), sydowinina (121, 4 mg, tg= 8.5 min),

sydowinina A (120, 1 mg, tr= 11.0 min) y orcinol (162, 2 mg, tg= 13.5 min).

2.50
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1.50
2
<
1.00q

0.50

0.00+
000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 17.00 1800 19.00 2000 21.00
Minutes

Figura 13. Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccion ELMDr,. Condiciones de anélisis:
Columna XBridge Shield RP C18; Fase movil: gradiente de elucion MeCN (A)-H20 (B; 0.1% acido formico)
30:70 a 85% A en 20 minutos; Flujo: 17.06 mL/min; Detector UV /visible, A= 254 y 365 nm.
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4.2.3 Preparacion del extracto organico ESMD
El medio de cultivo s6lido de cebada se dej6 fermentar durante 28 dias, posteriormente se
preparo6 el extracto organico a partir del medio de cultivo mediante la técnica de maceracion

utilizando AcOEt como disolvente.

4.2.4 Fraccionamiento del extracto organico ESMD

El extracto soluble de AcOEt se concentré in vacuo, obteniéndose 1.4 g de extracto.
Enseguida, el extracto resultante fue desgrasado siguiendo la misma estrategia indicada en el
inciso 4.2.1 de esta seccion experimental, obteniéndose 900 mg del extracto desgrasado ESMD

(Esquema 5).

4.2.4.1 Aislamiento del compuesto eritroglaucina (57)
Durante el proceso de reparto con hexano, del extracto organico ESMD precipitaron de

forma espontanea 11 mg del producto eritroglaucina (57) como un s6lido rojo.

4.2.4.2 Aislamiento y purificacion de los compuestos desoxiadenosina (163), adenosina
(55), timidina (164) y uridina (165)

El extracto ESMD (900 mg, Esquema 5) fue fraccionado mediante una CCA utilizando gel
de silice desactivada al 10% con un gradiente en orden creciente de polaridad entre mezclas de
hexano-CHCl;-acetona. Este proceso cromatografico permiti6 la obtencion de un conjunto de 11
fracciones primarias (ESMDg,-ESMDgyy).

El aislamiento y la purificacion de los constituyentes individuales presentes en la fraccion
ESMDFS8 se realiz6 mediante una CCF [30 mg, AcOEt-MeOH (85:15)]. Este proceso permiti6 la
obtencion de 2 mg de desoxiadenosina (163), 1.5 mg de adenosina (55), 3 mg de timidina (164, 3

mg) y 1.5 mg de uridina (165).

ESMD
CCA gel de silice
Hex-CHCl;-Acetona
Eritroglaucina | ESMDg-ESMDy, | | ESMDgg | | ESMD¢y-ESMDgy
(57) CCF preparativa
AcOEt-MeOH (85:15)
Desoxiadenosina Adenosina Timidina Uridina
(163) (55) (164) (165)

Esquema 5. Fraccionamiento del extracto ESMD.
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4.3 Malbranchea flocciformis

El hongo M. flocciformis fue cultivado en medio liquido CPD (6 L) enriquecido con
nicotinamida (NA, 50 uM). La NA es un inhibidor de las desacetilasas de histonas dependientes
de NAD+*, por lo que su uso induce modificaciones epigenéticas que activan genes que en

condiciones normales se encuentran silenciados (Asai et al., 2016).

4.3.1 Preparacion del extracto organico de M. flocciformis

Los medios de cultivo de CPD (dos matraces de 6 L) se dejaron en agitacion constante (100
rpm) durante 2 semanas. Al término de este tiempo fueron extraidos exhaustivamente mediante
un proceso de reparto utilizando AcOEt como disolvente. El extracto de AcOEt obtenido (2.0 g)
fue desgrasado siguiendo la misma metodologia que en el inciso 4.2.1 y posteriormente

concentrado in vacuo, obteniéndose 850 mg de extracto desgrasado (EOMF).

4.3.2 Fraccionamiento del extracto organico

El extracto de AcOEt se someti6 a un fraccionamiento primario mediante una
cromatografia en columna tipo flash (Figura 14) utilizando gel de silice como fase estacionaria (24
g) y un gradiente creciente de polaridad entre Hex-CHCl;-MeOH. Este proceso cromatografico

permiti6 la obtencién de un conjunto de 10 fracciones primarias y se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Gradiente de polaridad utilizado en el fraccionamiento primario del extracto de M. flocciformis.

Dlzlg\(;;on % Disolvente B | Disolvente A | Disolvente B | Fracciones/Rendimiento
0.0 100.0 CHCl, Hexano MFF [1-27] 40 mg
6.0 0.0 CHCI, Hexano MFr: [28-40] 200 mg
3.0 0.0 CHCl, Hexano MFs; [41-57] 30 mg
3.0 0.0 CHCI, MeOH MFr, [58-61] 50 mg
4.0 2.0 CHCl, MeOH MFg; [62-65] 40 mg
4.0 4.0 CHCl, MeOH MFr6 [66-69] 40 mg
8.0 10.0 CHCI, MeOH MF¥, [70-76] 30 mg
8.0 20.0 CHCl, MeOH MF¥s [77-88] 120 mg
2.0 100.0 CHCI, MeOH MFry [89-112] 300 mg
2.0 100.0 CHCl, MeOH MFry6 [113-117] 60 mg
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Figura 14. Cromatograma obtenido del fraccionamiento en columna flash del extracto organico desgrasado
de M. flocciformis.

4.3.2.1 Aislamiento y purificacion de los compuestos gymnoascolido A (46), trimero de
acido antranilico (105), el trimero de acido antranilico hidroxilado (106) y
adenosina (55)

La resolucion cromatografica de la fraccion MFr. (200 mg) mediante una columna de
Sephadex LH-20 [50 mL; CH.Cl.--MeOH (2:8)], permiti6 la obtencion de dos conjuntos de
fracciones de interés, la MFr.-o5 (8 mg) y MFr.-15 (80 mg). El analisis por CCF de la fraccién MFr..-
15 permitio identificar al compuesto mayoritario presente en esta muestra como gymnoascoélido A

(46) aislado previamente M. dendritica.

Por otra parte, el analisis por CLAE de las fracciones primarias MFy, (50 mg) y MFrs (40
mg) [XBridge C18; Fase movil: gradiente de elucion MeCN (A)- H.O (B; 0.1% acido féormico)
(85:15) a 50% A en 20 minutos; Flujo: 17.06 mL/min], condujo al aislamiento de 5 mg de un
trimero de acido antranilico (105) (tr = 12.09 min) y 1 mg de un derivado hidroxilado del trimero

de acido antranilico (106) (tr = 15.37 min), respectivamente.

Finalmente, 14 mg de adenosina (55) fueron aislados a partir de sucesivos
fraccionamientos cromatograficos por columna de Sephadex LH-20 [MeOH; MFrgy.15, MFrg-20 ¥
MFry-4,] y de gel de silice [40 mg; MFry5,, CH.Cl.-MeOH (9:1 a 8:2)] a partir de la fraccion
primaria MFr, (300 mg) (Esquema 6).
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EOMF

CCA flash
Hex-CHCl;-MeOH

MF
MFe, MFee Sephadex LH-20 s

o O T

Sephadex LH-20

MFep15 MFgo 25 | 105 I | 106 | MFros MFeg 2, MFeo_37
CCA gel de silice
CCF CLAE: XBridge C18 CH,Cl,-MeOH
— 85:15-»50:50 H,0 0.1% AF.-MeCN 9:1a 8:2 :
Gymnoascélido A 20 min) S (91282) | Adenosina
(46) (55)

Esquema 6. Fraccionamiento del extracto EOMF.

4.4 Malbranchea arcuata
El hongo M. arcuata fue cultivado en medio semiso6lido de arroz (15 g de arroz/ 30 mL de
agua x matraz); la incubacion se realiz6 temperatura ambiente durante 60 dias. Este proceso se

repitid en varias ocasiones hasta completar los 100 matraces.

4.4.1 Preparacion del extracto organico de M. arcuata

Los medios de cultivo de arroz fermentados durante 60 dias fueron extraidos
exhaustivamente mediante un proceso de maceracion utilizando una mezcla de CHCl;-MeOH
(1:1). Enseguida, el extracto organico obtenido fue desgrasado siguiendo la misma metodologia
que en el inciso 4.2.1 y posteriormente concentrado in vacuo obteniéndose 2 g de extracto
(EOMA).

4.4.2 Fraccionamiento del extracto organico EOMA

El extracto organico de M. arcuata (EOMA, 2 g) fue fraccionado mediante una columna de
gel de silice (80 g) tipo flash (Figura 15), utilizando gel de silice como fase estacionaria (80 g) y un
gradiente creciente de polaridad entre Hex-CHCl;-MeOH. Este proceso cromatografico permitié

la obtencion de un conjunto de 11 fracciones primarias y se resume en la Tabla 5.

Tabla 5.Gradiente de polaridad empleado para el fraccionamiento primario del extracto de M. arcuata.

Du(rCa\c];on % Disolvente B | Disolvente A | Disolvente B | Fracciones/Rendimiento
0.0 100.0 CHCI, Hexano MAr, (1-30) 25 mg
2.0 50.0 CHCl, Hexano MAg; (31-42) 300 mg
2.0 30.0 CHCI, Hexano MAr; (43-50) 10 mg
2.0 15.0 CHCl, Hexano MAg, (51-102) 60 mg
2.0 0.0 CHCI, Hexano MAr; (103-106) 100 mg
4.0 0.0 CHCl, MeOH MArs (107-118) 250 mg
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5.0 5.0 CHCl, MeOH MAr, (119-132) 130 mg
9.0 10.0 CHCI, MeOH MArs (133-146) 100 mg
9.0 20.0 CHCI, MeOH MAr, (147-159) 80 mg
3.0 100.0 CHCI, MeOH MAr;o (160-164) 80 mg
2.0 100.0 CHCI, MeOH MAgr;; (165-172) 350 mg
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Figura 15. Cromatograma obtenido del fraccionamiento en columna flash del extracto organico desgrasado
de M. arcuata.

4.4.2.1 Aislamiento y purificaciéon de los metabolitos secundarios presentes en M.
arcuata

De acuerdo con la similitud cromatografica presentada en las fracciones primarias MAgr, a

MAp,, estas fueron reunidas y designadas con la clave interna MA;.

La fraccion MA; (500 mg) fue sometida a una CCA sobre gel de silice desactivado al 10%
(500 g) utilizando como fase movil mezclas entre Hex-CH.Cl.-MeOH, este fraccionamiento

generd un conjunto de 10 fracciones secundarias (Esquema 7).

EOMA
CCA flash

Hex-CHCI,-MeOH

l l | |

L MAes | [ MAs | [ Mas | [ Mas J[ MAs || MAm || MAwy |

| | | | I

Citosina
MA, CCA silice (166)
Hex-CH,Cl,-MeOH
: | | ! 1
[MA, | [Rvm232] [ mMac | [ MA, | [ Ma. |
Sephadex LH-20 Sephadex LH-20

MeOH 100% MeOH100% | |
[t | [ ] (o, ]

CLAE: Gemini
65:35»45:55 H,0 0.1% A.F.-MeCN
20 min

| RM11PEP I

Esquema 7. Fraccionamiento del extracto EOMA.
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De este fraccionamiento se obtuvieron 15 fracciones, de las cuales la fraccion secundaria
MAg permitio el aislamiento de un compuesto (RM11232), sin embargo, este se descompone a

temperatura ambiente y en exposicién a la luz, por lo que no pudo ser caracterizado.

La fraccion secundaria MAc fue fraccionada mediante una columna de Sephadex con una
fase movil 100% MeOH, de aqui se obtuvieron 4 fracciones, una de las cuales se identificé como el

compuesto RM11234.

Finalmente, la fraccion secundaria MAip fue fraccionada mediante una columna de
Sephadex en 100% MeOH, de este fraccionamiento se obtuvieron cuatro fracciones, una de ellas
designada como MAjp, fue separada mediante CLAE utilizando una columna Gemini C18
semipreparativa, una fase movil de 65:35 H,O 0.1% A.F.-MeCN en gradiente a 45:55 H.O 0.1%
A.F.-MeCN en 20 minutos, con un flujo de 4.72 mL/min. De este fraccionamiento se obtuvo un

compuesto RM11PEP (1.5 mg, tr= 12.46 min).

4.4.2.2 Aislamiento de la citosina (166)
A partir de la fraccion primaria MAgs precipitaron de forma espontanea 30 mg del producto
identificado como la citosina (166) purificada mediante sucesivos lavados con MeOH, como

un soélido blanco.

5. Sintesis de los compuestos
5.1 Reduccion del compuesto gymnoascélido A (46)

La reduccion del compuesto 46 se realizo siguiendo la metodologia descrita por Deangelis
y colaboradores (2012). Brevemente, en un matraz bola de 10 mL se adicionaron 0.17 mmol del
compuesto 46, 1 mL de AcOEt y Pd/C (10 % mol) en atmésfera de hidrogeno. Esta mezcla de
reaccidon se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 20 horas (Esquema
8). Al término de este tiempo, la atmosfera de hidrogeno fue evacuada y se colocd argdn para el
transporte del matraz de reaccion, posteriormente la mezcla de reaccion fue filtrada y lavada

exhaustivamente con acetato de etilo para la desadsorcién del carbono utilizado (Pd/C).

O

Pd/C (10%mol), H o O
AcOEt, t.a., 20 h

Esquema 8. Sintesis del compuesto 167.
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El producto de la reaccion libre de carbono fue concentrado in vacuo, obteniéndose 34 mg.
El compuesto reducido del gymnoascolido A (167) fue purificado mediante una columna de gel de
silice desactivada al 5%, utilizando como fase movil Hex-CH.Cl. (1:9), este proceso permitio la

purificacion de 29 mg del compuesto puro.

5.2  Sintesis del compuesto 105

La sintesis total del trimero de acido antranilico (105) se realizé empleando la metodologia
descrita por Chatterjee y Ganguly (1968) (Esquema 9). Para ello, en un matraz bola de 10 mL se
colocaron 500 mg de 4cido antranilico (111) y 1.5 g de P,O; en xileno. La mezcla de reaccion se

puso a reflujo durante 3 horas.

0]
OH P,0s, xileno N

3 Nw,  Refuio3n O N

Esquema 9. Sintesis del compuesto 105.

Al término de la reaccion se adicion6 hielo a la mezcla de reaccion y se realizé un reparto
con benceno (100 mL). Enseguida, la fase organica de benceno fue sometida a un proceso de
reparto con HCI 6N (3 x 40 mL). La fase acida fue neutralizada con NH,OH y posteriormente se
realiz6 un segundo proceso de reparto con CHCl;. (3 x 100 mL). Las fases organicas fueron
reunidas y concentradas in vacuo. De esta fraccion organica precipit6é un soélido blanco, el cual fue
lavado exhaustivamente con CHCl;, obteniéndose 200 mg de un compuesto idéntico en todas sus

propiedades fisicas y cromatograficas con aquellas descritas para el producto 105.

5.3 Reduccion del trimero de acido antranilico (105)

La obtencion del producto de reducciéon del compuesto 105 se realizo siguiendo la
metodologia descrita por Eguchi et al. (1992) que involucra la reduccién de los grupos imina
presentes en un tetramero de 4cido antranilico. Para ello, en un matraz bola de 50 mL, se colocaron
0.15 mmol de la materia prima (105) y 10 mL de acido acético glacial, posteriormente se
adicionaron 1.5 mmol NaBH,;CN en frio. La mezcla de reacciéon se dejo en agitacion en atmosfera

de N, a 60°C durante 48 horas. La reaccion efectuada se muestra en el Esquema 10.
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N—<\ N—
0] N 0] NH

NaBH;CN, AcOH

60°C, 48 h

Esquema 10. Reduccion de la imina del compuesto 105.

Al término de este tiempo, la reaccion fue detenida con hielo y se adicion6 NaOH acuoso
hasta neutralizar la mezcla. Posteriormente, la solucion neutralizada fue sometida a un reparto
con AcOEt (3 x 100 mL) y las fases organicas fueron reunidas y concentradas in vacuo. La mezcla
de reaccion asi obtenida fue purificada en una CCA sobre gel de silice utilizando un gradiente de
elucion de CH.Cl, a 97:3 CH.Cl,-MeOH. Este proceso permitié la purificacion de 20 mg del

compuesto puro reducido del trimero de acido antranilico (168).

6. Evaluaciones in vitro de los compuestos y/o extractos
6.1 Evaluacion enzimatica de las a-glucosidasas

Los extractos y compuestos fueron evaluados mediante un ensayo
espectrofotocolorimétrico para establecer su actividad inhibitoria contra la enzima a-glucosidasa
de S. cerevisiae (Rangel-Grimaldo et al., 2020). Esta evaluacién se realiz6 en una placa de 96
pozos y las lecturas se tomaron con un lector de placas iMark (BioRad) a una longitud de onda de

415 nm.

Para la evaluacion, se prepararon diferentes soluciones de los extractos, el control positivo
(acarbosa) y los compuestos a ensayar en buffer de fosfatos (100 mM, pH=7) o MeOH, a las
concentraciones de 10,000 ppm, 10 mM y 10 6 30 mM, respectivamente. Para el ensayo, en cada
pozo se colocaron alicuotas crecientes de 0-10 pL del analito de prueba (inhibidor) y 20 L de la
enzima a-glucosidasa (1 U/mL). La placa se incub6 durante 10 minutos a 37°C y posteriormente
se adicionaron 10 pL de sustrato [a-D-glucopiranésido de p-nitrofenilo (p-NPG, por sus siglas en
inglés)] a una concentracion de 10 mM. Se tomo6 la lectura al tiempo cero e inmediatamente
después la placa con la mezcla de reaccion se incub6 20 minutos a 37°C. Al término de este tiempo

se registro la lectura final.

Los valores de absorbancia se obtuvieron mediante el programa Microplate Manager 6, y
con los datos obtenidos se calcul6o el porcentaje de inhibiciéon con la siguiente ecuacion

matematica:

61



Metodologia Experimental

Arp—A;
% Inhibicion = [1 - M] x 100 Ecuacién 1
Afc_Aic

Donde Ay, (pozo de prueba) corresponde al valor de absorbancia final (30 minutos), Aj;, al
valor de absorbancia al tiempo cero de cada muestra y A« y Ac a las absorbancias finales e iniciales

correspondientes al pozo sin inhibidor (control).

Los datos obtenidos de fueron procesados con GraphPad Prism 6 para el calculo de la
concentracion inhibitoria media (CI;,) mediante una regresion no lineal utilizando la ecuaciéon de
Hill-Langmuir:

% Inhibicion = Ecuacioén 2

Clsgg
1+_I
Donde I es la concentracion de inhibidor y ClI;, es la concentracion inhibitoria media

(Copeland, 2000).

6.1.1 Estudios de cinética enzimatica

Los ensayos de cinética enzimatica se realizaron con curvas de saturacion por sustrato con
concentraciones de p-NPG en el rango de 0.4-2 mM y diferentes concentraciones de los
inhibidores [0.4, 0.5 y 0.6 mM de gymnoascolido A (46) y 0.33, 0.35 y 0.38 mM del
dihidroderivado del gymnoascélido A (167)].

En este experimento se obtuvieron los parametros cinéticos Km, Ki y Vmax al realizar el
andlisis no lineal de las curvas de saturaciéon por sustrato, empleando el programa GraphPad
Prism 6 y se determiné graficamente el tipo de inhibicion a través del andlisis de los graficos de

dobles reciprocos de las curvas de saturacion.

6.2 Evaluacion enzimatica sobre la Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP-1B)

Los extractos y compuestos fueron evaluados mediante un ensayo
espectrofotocolorimétrico en la enzima recombinante humana de la proteina tirosina fosfatasa 1B
(PTP-1B) (Diaz-Rojas et al., 2021). El ensayo se realizd de forma anéloga a la descrita para las
enzimas a-glucosidasas, ya que se conserva el principio de la deteccién a 415 nm del ion p-
nitrofenolato a partir de la hidroélisis del sustrato, que en este caso es p-nitrofenilfosfato (p-NPP,

por sus siglas en inglés) a una concentraciéon de 3 mM.

La preparacion de las soluciones de prueba se realizé utilizando buffer de Tris (100 mM,
pH=6.8) 0o DMSO a las mismas concentraciones descritas previamente. El control positivo (acido

ursolico) se preparé a 1 mM y la enzima se prepar6 a 1.56 mg/mL, ambos en el buffer de trabajo.
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El procedimiento experimental fue el mismo con la excepcién del tiempo y temperatura de

incubacion ya que estos cambiaron a 20 minutos y a temperatura ambiente, respectivamente.

Las lecturas de absorbancia fueron obtenidas a través del programa Microplate Manager
6, el calculo del porcentaje de inhibiciéon y de la CI;, se realizd con las Ecuaciones 1y 2,

respectivamente.

6.2.1 Estudios de cinética enzimatica
Los ensayos de cinética enzimatica se realizaron con curvas de saturacion por sustrato con
concentraciones crecientes de p-NPP (0.3-3 mM) y diferentes concentraciones del inhibidor

(0.03, 0.07y 0.1 mM del compuesto 121).

Se obtuvieron los parametros cinéticos Km, Ki ¥ Vmax con el programa GraphPad Prism 6 y
se determiné graficamente el tipo de inhibicién a través del analisis de los graficos de dobles

reciprocos de las curvas de saturacion.

6.3 Ensayo en células INS-1E

La evaluacion in vitro de las células se realizd con la linea celular INS-1E (insulinoma de
rata), las cuales fueron donadas por los Profesores C. B. Wollhein y Pierre Maechler de la
Universidad de Ginebra (Suiza). EL cultivo de las células se realiz6 en medio de RPMI 1640, con
suero fetal bovino (10%), piruvato de sodio (1 mM), 2-mercaptoetanol (50 uM), glutamina (2 mM),
HEPES (10 mM), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pug/mL) en condiciones estandar
de incubacion (37°C, 95% 0., 5%CO.). Las células con una confluencia de 70-90% fueron utilizadas

para los experimentos.

6.3.1 Secrecion de insulina en células INS-1E

El experimento se realiz6 en placas de 24 pozos, donde se sembraron las células INS-1E,
48 horas después de la siembra se adicionaron los compuestos 105 y 167 a una concentracion
final de 5y 10 uM durante 2 h. Posteriormente las células fueron lavadas con solucién de Krebs-
Ringer (KRBB) y se formaron dos grupos, el grupo I fue tratado con medio KRBB enriquecido con
glucosa 2.5 mM, mientras que el grupo II con medio KRBB enriquecido con glucosa 8.3 mM.
Ambos grupos se incubaron durante 90 minutos y al término de este tiempo, el medio se separo y
se determind la concentracién de insulina empleando un kit de ELISA para rata/ratén de 96 pozos
(EDM, Millipore)

Estos experimentos se realizaron en colaboraciéon con la Dra. Claudia Tovar (Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, INCMNSZ).
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7. Evaluaciones in vivo

Los sujetos de experimentacion, ratones macho de la cepa CD-1 de 25-45 g de peso, se
adquirieron a través de la Universidad Autonoma Metropolitana unidad Xochimilco o con el
proveedor Circulo ADN (Circulo A.D.N. S.A. de C.V.). Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (25°C), con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y acceso ad libitum a

agua y alimento.

Todos los estudios se realizaron siguiendo los principios y recomendaciones de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). Y los protocolos experimentales fueron aprobados por
los Comités Institucionales para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de
Quimica de la UNAM (FQ/CICUAL/429/21) y de la Universidad Auténoma Metropolitana
(Protocolo UAM 182).

La toma de las muestras sanguineas se realizo6 mediante una pequeiia incision en la parte
final de la cola del rat6n, obteniéndose sangre de la vena caudal. La determinacién cuantitativa de
los niveles de glucosa en sangre se realiz6 con un glucémetro comercial One Touch Ultra 2
(Johnson & Johnson).

7.1  Protocolo de induccion de hiperglucemia en los sujetos de experimentacion

La inducciéon del estado hiperglucémico en los animales se realiz6 de acuerdo con la
metodologia descrita por Ventura-Sobrevilla y colaboradores (2011) realizando la administracion
por via intraperitoneal (i.p.) de tres dosis consecutivas de 40 mg/kg de estreptozotocina en
soluciéon amortiguadora de citratos 100 mM (pH 4.5) a los animales de experimentacion. Después
de veintitin dias de la induccioén, se cuantificaron los niveles de glucosa en sangre y se determiné
la ventana de uso de animales hiperglucémicos de 21 a 28 dias posteriores a la primera

administracion.

7.2  Prueba de tolerancia a la sacarosa oral (PTSO)

Los animales de experimentacion se dividieron en cinco grupos (n= 8). Después de 4 horas
de ayuno, se midieron los niveles de glucosa basales y se administraron los diferentes tratamientos
por via intragéastrica (i.g.). Al grupo 1 se le administré vehiculo (solucion salina al 0.9%), al grupo
2, el farmaco de referencia y control positivo acarbosa (ACA, 5 mg/kg) y los grupos 3-5 fueron
administrados con las dosis de 3.16, 5.62 y 10 mg/kg del compuesto gymnoascolido A (46). Treinta
minutos después de los tratamientos, los animales fueron administrados con una carga de

sacarosa (1.5 g/kg) por via i.g.
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Los niveles de glucosa en sangre fueron determinados a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos
posteriores a la administraciéon del carbohidrato. Se calculé el porcentaje de variacion de la

glucemia de acuerdo con la siguiente ecuacion:

N : G- Gj .
% Variacion de glucemia = % x 100 Ecuacion 3

1

Donde, Gi es el valor de la glucemia inicial y G; es el valor de la glucemia al tiempo de

determinacion (minutos) posterior a la administracion del tratamiento.

Finalmente, se realizaron las graficas de curso temporal de variacion de la glucemia y el

calculo de area bajo la curva (ABC) del curso temporal.

7.3  Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO)
Este experimento se realiz6 de manera analoga a la PTSO, utilizando como farmaco de
referencia y control positivo a la metformina (MET, 200 mg/kg) y el carbohidrato administrado

cambia a glucosa (dosis de 1 g/kg).

De nueva cuenta los animales de experimentacion fueron divididos en cinco grupos. Los
tratamientos fueron administrados via i.g., al grupo 1 se administro el vehiculo, al grupo 2 se le
administro6 el control positivo (MET 200 mg/kg) y los grupos 3 a 5 se les administraron las dosis
de 3.16, 5.62 y 10 mg/kg en el caso del compuesto 46 y de 5.62, 10 y 31.2 mg/kg para el compuesto

105, respectivamente.

Los niveles de glucosa en sangre fueron determinados a los mismos tiempos que en el
ensayo de TSO, y el calculo del porcentaje de variacién de glucemia también se realizd con la
Ecuacion 3. Se elaboraron las graficas de los cursos temporales y las ABC de los cursos temporales

totales y/o del pico posprandial.

7.4  Prueba de efecto hipoglucemiante

Para esta prueba los animales se mantuvieron en un ayuno de cuatro horas previo a la
administracion de los tratamientos, los cuales se realizaron via i.g. Para esta evaluacion, los sujetos
de experimentacion fueron divididos en cinco grupos, al grupo 1 se le administr6 el vehiculo
(solucidn salina al 0.9%), al grupo 2 el farmaco control positivo glibenclamida (GLI, 15 mg/kg) y
a los grupos 3-5 las dosis de 5.62, 10 y 31.2 mg/kg del compuesto 105. Se midieron los niveles de
glucosa a los 45, 90, 180 y 300 minutos posteriores a la administraciéon de los tratamientos. El
calculo de porcentaje de variaciéon se realizo con la Ecuacion 3 y se realizo el curso temporal del

experimento, asi como el grafico de ABC de este.
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7.5  Analisis estadistico

Los resultados son mostrados como el promedio + el error estandar de la media (EEM). Se
realizo el analisis estadistico mediante un analisis de varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés)
de una o dos vias, seguida de una prueba post hoc de Dunnett para el establecimiento de diferencia
significativa entre los tratamientos respecto al vehiculo. Los analisis estadisticos se realizaron con

el programa GraphPad Prism 6.

8. Estudios in silico
8.1 Calculos de dicroismo circular electréonico

Los estudios de dicroismo circular electronico (DCE) del compuesto 167 se realizaron para
determinar la configuraciéon absoluta de los dos centros estereogénicos presentes en la molécula.
De acuerdo con las caracteristicas del compuesto 167 se establecieron como tnicas posibles
configuraciones a los enantiomeros 3S, 4S (167a) y 3R, 4R (167b) del compuesto reducido del

gymnoascolido A, esto debido a la naturaleza de la reaccién empleada para su sintesis.

Los enantiémeros fueron dibujados en el programa Spartan’o8 (Wavefunction Inc.), se
realizé la minimizacion de energia y la busqueda conformacional mediante calculos de mecanica
molecular MMFF (Merck Mechanics Force Field). Los conférmeros con una energia relativa

menor a 5 kcal/mol fueron seleccionados.

Posteriormente, cada conféormero fue optimizado con el programa Gaussian 09 (Gaussian
Inc.) con el método de teoria de funcionales de la densidad B3LYP (DFT, por sus siglas en inglés)
con la base DGTZVP. Se obtuvieron los conférmeros optimizados y estos fueron utilizados para el
calculo del DCE. Este calculo se realizé empleando un método dependiente del tiempo DFT B3LYP
(TD-SCF, Time Dependent Self Consistent Field) con la base DGTZVP, MeOH como disolvente y

con 15 estados excitados.

Para la construcciéon de la grafica de DCE se utiliz6 el programa SpecDis 1.71 (JIMDO,
Berlin, Alemania) (Bruhn et al., 2013) que emplea la fraccion mol de cada conférmero para

obtener el espectro final combinado.

8.2 Herramientas bioinformaticas para la determinacion de las propiedades
fisicoquimicas, farmacocinéticas, de quimica farmacéutica y toxicologicas de
los compuestos bioactivos.

Debido a la buena actividad observada en los estudios in vivo e in vitro de los compuestos

bioactivos, se realizaron estudios de “drug-likeness” con ayuda de los softwares SwissADME
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(Swiss Institute of Bioinformatics, (Daina et al., 2017) y Osiris

Property Explorer (Organic Chemistry Portal, ).

El software SwissADME se utiliz6 para la prediccion de propiedades fisicoquimicas,

farmacocinéticas y de quimica farmacéutica.

Asi, en primer lugar, se calcularon las propiedades fisicoquimicas, las cuales incluyen
lipofilicidad (LIPO): -0.7< XLOGP3 <5.0; tamafio (SIZE): 150 g/mol< masa molar <500 g/mol;
polaridad (POLAR): 20 A2 < 4rea de superficie polar (TPSA) < 130 A2; insolubilidad (INSOLU): o
< log S (solubilidad estimada) <6; insaturaciones (INSATU): 0.25 < proporciéon de carbonos sp3
<1; y flexibilidad (FLEX): 0 < ntimero de enlaces rotables < 9. Estas propiedades estan resumidas
en un radar de biodisponibilidad. En este grafico, el area en color rosa representa el rango 6ptimo
de cada propiedad para tener un buen desempeno como farmaco, mientras que la linea roja

representa los valores de las seis propiedades calculadas del farmaco.

Posteriormente se calcularon las propiedades farmacocinéticas que incluyen la
permeabilidad gastrointestinal y de la barrera hematoencefalica, asi como la susceptibilidad del
compuesto en la glicoproteina p (gp-P). El resumen de estas propiedades se muestra en un grafico
de “huevo hervido” (BOILED-Egg). En este mismo apartado se realizé la prediccion de la

interaccion de los compuestos bioactivos con las isoformas principales del citocromo P450.

Las propiedades de quimica farmacéutica incluyeron la estimacién de los compuestos
como PAINS (pan-assay interference structural fragments, compuestos que dan falsos positivos
como moléculas bioactivas), alertas Brenk, violaciones “lead-likeness” y cinco reglas clasicas
(Lipinski, Egan, Veber, Muegee y Ghose) que determinan la factibilidad de un producto de

convertirse en farmaco.

Finalmente, el riesgo de toxicidad se estim6 con el programa Osiris el riesgo de

mutagenicidad, tumorigenicidad, irritaciéon y efectos reproductivos.

8.3 Estudios de acoplamiento molecular
Para el estudio de acoplamiento molecular se utilizaron los programas AutoDock4 y
AutoGrid 4. Las estructuras de las proteinas cristalizadas se obtuvieron del “Protein Data Bank”

(PDB) y los ligandos fueron construidos en el programa Spartan’o8.

Los ligandos y proteinas fueron preparados con el programa AutoDockTools 1.5.6, la
proteina fue tratada eliminando las moléculas de agua, los cofactores y ligandos que pudieran estar
presentes en el archivo obtenido del PDB. Se adicionaron hidrégenos polares, cargas de Kollman

y los atomos fueron asignados tipo AD4. Los ligandos se prepararon adicionando cargas de
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Gasteiger y se eliminaron los hidrégenos no polares. Primero se realiz6 un acoplamiento ciego y
se estableci6 el espacio de bisqueda inicial en una caja de dimensiones x-y-z de 126x126x126 Ay
un espaciado de 0.5 A. El andlisis se realizé con un algoritmo genético Lamarckiano, con 100

corridas.

Se refin la caja de bisqueda a 60x60x60 A y un espaciado de 0.375 A, centrada en la
conformacion de menor energia obtenida del estudio ciego y se siguié el mismo algoritmo
realizando el mismo niimero de corridas. De los resultados obtenidos, se seleccion6 el complejo
ligando-proteina de menor energia y se visualiz6 en el programa PyMOL (The PyMOL Molecular

Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC).

El establecimiento de las interacciones entre el ligando y la proteina de los complejos de
menor energia se realiz6 con la herramienta bioinformatica Protein Ligand Interaction Profiler

(PLIP) desarrollada por la Universidad de Dresde (Salentin et al., 2015; Adasme et al., 2021).

8.4 Estudios de dindmica molecular

A partir de los resultados obtenidos en los estudios de acoplamiento molecular, los
complejos ligando-proteina fueron validados con el script pdbgamber. Posteriormente, estos
complejos se prepararon para la generacion de topologias adecuadas para el modulo LEaP de

AMBER 19 (Case et al., 2012; 2005).

En cada caso, a los complejos se les adicionaron hidrégenos y K+ como contraiones para la
generacion de un sistema neutro. Los complejos fueron solvatados en una caja octaédrica con
moléculas de agua tipo TIP3P y los limites de esta caja se establecieron a 12 A de la superficie de

la proteina.

Las simulaciones de dindmica molecular (DM) fueron llevadas a cabo a 1 atm y 315 K, estas
condiciones se mantuvieron con el uso del bar6stato y termostato Berendsen y se utilizaron los

parametros de campo de fuerza leapre.protein.ffigSB para todos los residuos.

El protocolo consisti6é en la minimizacion de energia inicial de la estructura, seguida de
500 ps de estabilizacion de las condiciones de temperatura y presion. La DM se registré durante
50 ns para cada complejo y se tomaron imagenes (cuadros) de la trayectoria cada 10 ps. El analisis
de estos cuadros se realizo con CPPTRAJ (Roe & Cheatham, 2013) parte de las utilidades de
AMBER 19 y OriginPro 9.1.

Los calculos de la desviacién media cuadratica (RMSD) se realizaron considerando los

atomos C, CA y N. Los graficos se construyeron con OriginPro 2018 SR1 y las lineas de tendencia
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se ajustaron con la funcién de suavizado de linea. Los programas VMD y PyMOL se utilizaron para
la visualizaci6n de las im4genes obtenidas de la dinAmica molecular.

Los estudios de dindmica molecular se realizaron en colaboracién con el Dr. Martin
Gonzalez Andrade de la Facultad de Medicina de la UNAM.
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VI. Resultados y Discusion

Parengyodontium album
Estudio quimico del hongo

El fraccionamiento del extracto organico obtenido del medio sélido de arroz llevo al
aislamiento de dos compuestos, JBIR-99 (154) y JBIR-97 (152). A continuacion, se realiza la

descripcion de la caracterizacion de los metabolitos obtenidos de P. album.

JBIR-99 (154)

El compuesto JBIR-99 (154) fue aislado como un sé6lido amarillo. Los espectros de 3C-
RMN y 'H-RMN mostraron la presencia de 33 carbonos y 28 protones (Tabla 6), con sefiales
caracteristicas de un nudcleo xantona-antraquinona (Wu et al.,, 2016). La recristalizacion del
compuesto en una mezcla de MeCN-MeOH-CH.Cl. permitio la obtencion de cristales apropiados
para el anélisis por difraccion de rayos X, experimento que permitié confirmar inequivocamente

la estructura del compuesto 154 (Cuadro 26).

Cuadro 26. Estructura quimica del compuesto JBIR-99 (154).

Cabe mencionar que este metabolito ya ha sido aislado de Tritirachium sp.
SpBo81112MEf2 (Ueda et al., 2010) donde se le adjudic6 el nombre de JBIR-99 y posteriormente
se aislo del hongo Engyodontium album LFo69 (Wu et al., 2016), donde se determind su
configuracion absoluta como (9R, 10S, 128, 24R, 25S5), esta configuracion absoluta fue confirmada
mediante el parametro de Flack [0.04(12)], que indic6 que la estructura es idéntica a la

representacion ORTEP (Figura 16) del compuesto 154.

Los datos cristalograficos del cristal fueron depositados en el Centro de Datos
Cristalograficos de Cambridge (CCDC, por sus siglas en inglés,

http://www.ccdc.cam.ac.uk/data request/cif) con el nimero de acceso: CCDC 1910121.
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Tabla 6. Datos espectroscdpicos de RMN para los compuestos 154 y 152 en CDCl; (*H a 400 MHz y 13C a

Posicion

© X 3N S kA W N K

< . R - D T
a & W N = O

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29
30
31
32
33

dc

161.5
119.4
135.9
121.9
136.7
114.9
185.6
106.4
41.2
73.1
186.5
43.3
141.8
125.2

35.7

147.8
114.7
154.9
105.2
160.2
114.2
186.8
101.3
85.1
72.0
24.1

27.7
178.5
20.8
170.2
53.3
170.4
21.2

100 MHz).
154

Ou (J en Hz)
6.99 dd (8.1, 0.9)

7.45 dd (8.4, 7.5)
7.07dd (7.3, 0.8)

5.97s
4.57d (1.5)
5.65 m

2.75d (17.8)
2.67d (17.8)

6.12s

4.40 dd (12.2, 5.1)

2.22m

2.67dd (14.4, 9.5)

1.90d (1.4)

3.718

2.00s

8¢
161.7
119.4
135.9
122.1
136.9
115.1
185.8
105.9
41.3
73.2
187.1
42.6
141.7
125.4
35.8

148.1
117.0
159.0
104.9
157.0
111.1
186.6
101.2
84.5
71.9
23.9

27.7
178.3
21.1
170.1
534
170.6

21.3

152
Ou (J en Hz)

6.99 dd (0.8, 8.5)

7.45 dd (7.6, 8.2)
7.07d (7.4)

5.958

4.57d(1.4)

5.66t (1.4)

2.77d (17.7)
2.59d (17.7)

6.08 s

4.24 dd (4.8, 12.4)
2.15m
2.07 m
2.65 m
1.91d (1.3)

3.72's

2.00s
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Figura 16. Estructura ORTEP generada por el analisis de difraccion de rayos X del compuesto 154.

JBIR-97 (152)

5 :
~OH
o—< o0 0

Cuadro 27. Estructura quimica del compuesto JBIR-97 (152).

El compuesto 152 se obtuvo como un polvo amarillo amorfo, el analisis de RMN revel6
nuevamente la presencia de 33 carbonos y 28 protones (Tabla 6), y permitio6 establecer la identidad
del compuesto 152 como JBIR-97 (Cuadro 27), un analogo del metabolito JBIR-99 (154); la
diferencia entre los dos compuestos radica en la fusiéon de los precursores, en el caso del
compuesto 154, la fusién de la xantona con la antraquinona se realiza utilizando los carbonos para
y meta (al hidroxilo en C-20), mientras que en el compuesto 152, se realiza con los carbonos orto

y meta (al hidroxilo en C-18) (Figura 17).
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Figura 17. Ruta biosintética propuesta para la sintesis de los compuestos JBIR-99 (154) y JBIR-97 (152).
Tomado de Wu et al., 2016.
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Identidad taxon6mica del hongo

El hongo denominado con la clave interna ACA-14, resulté que no era Malbranchea como
se asumio al inicio del proyecto, sino Parengyodontium album. En la Figura 18 se muestra el arbol
filogenético obtenido. Es importante mencionar que la region ITS secuenciada demostré un 100%

de identidad con la cepa E. album LF069 descrita en 2016 por Wu y colaboradores.

PhyML In(L)=-1810.1 559 sites GTR 4 rate classes 201 ,
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- LN808961_Engyodontium_album
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LC092879_ Pucuz\odomnnu album

MLC092883 Parengyodontium_album
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LN by

KM036092, _Engyodontium :nlbum
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Figura 18. Arbol filogenético obtenido donde se muestra la identidad de ACA-14 como Parengyodontium
album.

Con base en la informacion molecular obtenida se descart6 este microorganismo como
objeto de estudio, ya que, a pesar de presentar actividad preliminar inhibitoria frente a las enzimas
blanco, no sigue el criterio quimiotaxonémico establecido en los antecedentes del proyecto. Sin
embargo, el compuesto mayoritario 154, fue evaluado como agente antitumoral en células de
cancer de prostata, mostrando resultados favorables y derivando en una publicacion de
colaboracion con la Dra. Esperanza Carcache, de la Universidad Estatal de Ohio, Estados Unidos
de América.
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Malbranchea dendritica
El hongo M. dendritica, obtenido de la ATCC (34527) se cultivo en dos diferentes medios,
el primero de ellos fue caldo papa-dextrosa (CPD, 6 L) en condiciones estaticas, y el segundo,

medio so6lido de cebada.

La evaluacion preliminar de la actividad de los extractos del hongo frente a las enzimas a-
glucosidasas (AG) y PTP-1B (Tabla 7) indic6 que el extracto del medio de cultivo CPD tenia
metabolitos con buena y moderada actividad frente a las enzimas blanco, mientras que el extracto

obtenido de medio de cebada contenia metabolitos inactivos.

Tabla 7. Actividad del extracto CPD frente a las enzimas a-glucosidasa y PTP-1B.

Medio CPD a-glucosidasas PTP-1B

[1000 ppm]

% Inhibicion 76.65 20.60
Desv. Estandar 2.23 4.17

Primero se realizard la descripcién de los metabolitos aislados y posteriormente se

indicaran los resultados de la actividad biologica de los mismos.

Estudio quimico del hongo
Medio de cultivo CPD

Del medio de cultivo liquido se obtuvieron cinco metabolitos secundarios, cuyas
estructuras se indican en el Cuadro 28, los metabolitos obtenidos se identificaron como

gymnoascolido A (46), sydowinina A (120), sydowinina B (121), AGI-B4 (124) y orcinol (162).

| |
© OO OH © OO OH
0 o
OH O O OH
(@) o
120 121
HO
OH
124 162

Cuadro 28. Metabolitos secundarios obtenidos del extracto liquido de M. dendritica.
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Gymnoascolido A (46)
El compuesto 46 se aislé como un sélido vitreo transparente. Los espectros de 3C-RMN y
'H-RMN (Tabla 8) mostraron la presencia de dos anillos aromaticos, un carbonilo de lactona, un

metileno base de oxigeno, dos carbonos de doble ligadura y un metileno bencilico.

La elucidacion del compuesto 46 fue relativamente sencilla, permitiendo su identificacion
como el gymnoascolido A (Cuadro 28), metabolito aislado previamente de M. filamentosa
(Wakana et al., 2008a; Hosoe et al., 2005) y de Gymnoascus reessii (Clark et al., 2005) y cuyas

caracteristicas espectroscopicas fueron idénticas.

Tabla 8. Datos espectroscopicos de RMN para el compuesto 46 en CDCl; (*H a 700 MHz y 3C a 175 MHz).

Posiciéon 8¢ 6u (J en Hz)

2 173.3

127.6
4 159.8
5 71.1 4.718
6 34.0 3.98 s
1 136.1
2’ 128.5 7.17d (7.3)
3 129.2 7.36 1 (7.5)
& 127.4 7-31t(7.4)
1’ 129.7
2”7 128.9 7.55d (7.2)
3” 128.7 7-491(7.6)
4”7 128.8 7-43t(7.4)

Sydowinina A (120)

El compuesto sydowinina A (120) fue aislado como un s6lido vitreo amarillo, su
caracterizacion estructural se realizo mediante el analisis de sus espectros de RMN (Tabla 9) los
cuales indicaron que el producto se trataba de una xantona (Hamasaki et al., 1975a; 1975b). El
compuesto 120 fue aislado por primera vez del hongo Aspergillus sydowii (Hamasaki et al.,
1975a; 1975b) sin embargo, se han encontrado reportes de esta xantona en otras especies de
Aspergillus (Trisuwan et al., 2011), Penicillium (Pang et al., 2019) y de hongos provenientes de
suelo marino como E. album (Yao et al., 2014), Neosartorya fischeri (Tan et al., 2012), y

Arthrinium (Bao et al., 2018), entre otros.
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Tabla 9. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto 120 en CDCl; (*H a 700 MHz y 3C a 175 MHz).

Posicion Oc Ou (J en Hz)
1 162.0
2 108.4 6.79 s
3 151.9
4 104.4 7.00 8
4a 156.2
5 119.7 7.56 dd (1.0, 8.5)
6 135.1 7.77 dd (7.3, 8.5)
i 122.8 7.33 dd (1.0, 7.3)
8 133.5
8a 117.1
9 180.8
9a 108.2
10a 156.2
11 64.6 4.79 S
12 169.8
13 53.3 4.02'8
OH-1 12.21s
OH-11 5.30S

Sydowinina B (121)

El compuesto 121 fue aislado como un sélido vitreo amarillo; a diferencia del producto
120, 121 no es soluble en CHCl;. La elucidacion estructural del metabolito 121 fue sencilla, ya que
al analizar comparativamente los desplazamientos de RMN (Tabla 10) de 120 y 121, se observo
una diferencia en la posicion 7 del anillo de la xantona, al compararla con el compuesto 120. La
sefial en C-7 del anillo de la xantona. La sefial en C-7 (6¢ 122.8) se desplaz6 paramagnéticamente
a &c 151.0 en el espectro de 3C-RMN. Ademas, en el espectro de *H-RMN se observo una senal en
6n 10.65 consistente con un protén de un grupo hidroxilo unido a un anillo aroméatico. Ambas
evidencias indican la presencia de un grupo hidroxilo en C-7, por lo que el compuesto se identifico
como sydowinina B (Cuadro 28). Este compuesto ha sido aislado solo o junto a su analogo
sydowinina A de las mismas fuentes naturales (Bao et al., 2018; Trisuwan et al., 2011; Yao et al.,

2014).
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Tabla 10. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 121 en DMSO-6¢ (*H a 700 MHz y 13C a 175

MHz).
Posicion Oc Ou (J en Hz)
1 160.5
2 107.1 6.74 s
3 154.1
4 103.9 7.00 s
4a 155.5
5 120.3 7.63d (9.1)
6 125.4 7-49d (9.1)
151.0
8 117.0
8a 117.2
9 180.3
9a 106.6
10a 148.8
11 62.3 4.59 S
12 166.8
13 52.2 3.85s
OH-1 12.21s
OH-7 10.65 s s.a.
OH-11 5.628

AGI-B4 (124)

El compuesto 124 fue aislado como un sélido vitreo color amarillo pélido, la identificacion
de este compuesto fue relativamente sencilla ya que también presentaba el nticleo xantona, al igual
que 120 y 121. Se determiné que el compuesto 124 es un derivado dihidrogenado de la sydowinina
B (121), ya que en los espectros de RMN (Tabla 11) los desplazamientos quimicos de los carbonos
C-7y C-8 cambiaron de 6¢c 151.0 a 6¢c 65.2, y de 6¢c 117.0 a S¢ 44.9, respectivamente, lo que indica
la eliminacion de la doble ligadura; sin embargo, los sustituyentes en los carbonos afectados
permanecieron igual. De tal manera, las sefiales para H-7y H-8, se observaron en 6u 4.87y 6u 4.31
en el espectro de *H-RMN, y el hidroxilo en C-7 en éu 5.44. De acuerdo con las constantes de
acoplamiento observadas (J= 3.0 Hz) entre H-7 y H-8 se determino la disposicion trans de los
sustituyentes en esas posiciones al igual que en el producto AG1-B4 (Kim et al. 2002) cuya

estructura se determind por rayos X.

77



Resultados y Discusion

Cabe mencionar que este metabolito se aisl6 por primera vez de la especie de Aspergillus
sp- Y80118 y en esa ocasion se identifico a este metabolito como un inhibidor de la proliferacion
de células endoteliales de la vena umbilical humana (linea celular HUVEC) inducida por el factor

de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Kim et al., 2002).

Este metabolito se ha aislado solo y en conjunto con las sydowininas, de otras especies de

Aspergillus (Trisuwan et al., 2011; Tian et al., 2015) y otros ascomicetos marinos.

Tabla 11. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 124 en CDCl; (*H a 700 MHz y 13C a 175 MHz).

Posicion  &c¢ Ou (J en Hz)
1 160.7
2 109.1 6.74 s
3 149.9
4 104.6 6.91d (4.9)
4a 155.9
5 122.9 6.46 d (9.9)
6 138.5 6.65dd (4.9,9.9)
7 65.2 4.87m
8 44.9 4.31t(3.0)
8a 110.4
9 181.3
9a 109.9
10a 158.9
11 64.7 4.74 s
12 170.9
13 53.0 3.72's
OH-1 12.3 s
OH-7 5.44 s
OH-11 5.30s

Orcinol (162)

El compuesto 162 fue identificado como el policétido orcinol de acuerdo con los
desplazamientos obtenidos por la técnica de RMN (Tabla 12), este compuesto estad ampliamente
distribuido en la naturaleza, y se ha aislado de plantas como Rhododendron dauricum (Iwata et
al., 2004), hongos, particularmente del género Aspergillus (Mohamed et al., 2020; da Silva et al.,

2020) y liquenes como Parmotrema mesotropum (Mallavadhani et al., 2019), entre otros.
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Tabla 12. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 162 en CDCl; (*H a 400 MHz y 3C a 100 MHz).
Posiciéon Oc Ou (J en Hz)

1 158.3

2 103.6 6.30s

3 156.6

4 112.4 6.41d (5.3)

5 141.1

6 111.3 6.41d (5.3)

7 21.6 2.26 s
OH-1 3.49s
OH-3 3.49s

Medio de cebada
Del medio de cultivo de cebada, que no present6 actividad frente a las enzimas objeto de
estudio, se aislaron cinco metabolitos (Cuadro 29), de los cuales uno pertenece al grupo de las

antraquinonas, mientras que los cuatro restantes son nucleo6sidos.

O OH
R’
OH O OH
0] (0]
f\ f NH HN
HO OH

Cuadro 29. Metabolitos secundarlos obtenidos del extracto s6lido de M. dendrltlca.
Eritroglaucina (57)

Del medio solido de cebada se aislé un soélido rojo identificado como la antraquinona
eritroglaucina (57), mediante la comparaciéon de los desplazamientos de las sefiales de RMN
(Tabla 13) con los de la literatura cientifica. Es importante mencionar que este metabolito se ha
aislado de diversas especies del género Aspergillus (A. glaucus, A. cristatus y A.repens), Eurotium
(anamorfo de Aspergillus), Dreschlera, Curvularia lunata, entre otras (Fouillaud et al., 2016;

Caro et al., 2012).
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También es importante mencionar que este metabolito, ha sido aislado previamente de

otra especie de Malbranchea, M. filamentosa (Wakana et al., 2008a).

Tabla 13. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 57 en CDCl; (*H a 700 MHz y 3C a 175 MHz).

Posicion

1

8a

9a
10
11
12
OH-1
OH-4
OH-5

Desoxiadenosina (163)

éc
158.1
140.9
129.5
157.4
110.7
165.4
110.8
107.1
166.6
107.6
135.3
186.7
112.0
189.1

16.7
56.2

Ou (J en Hz)

7.14 s

6.71d (2.5)

7.43 d (2.5)

2.36d (0.9)
3.95s
13.38 s
12.38 s
12.47 s

El nucledsido desoxiadenosina (163) se obtuvo como un polvo blanco; su caracterizacion

estructural se realiz6 comparando los desplazamientos obtenidos mediante RMN (Tabla 14) con

los previamente descritos en varias publicaciones (Ciuffreda et al., 2007). La identificacion del

nucleo purina se determiné mediante la presencia de las sefiales en 6u 8.21 y 6u 8.35, en los

espectros de 'H-RMN correspondientes a los protones de las iminas del ntcleo. Por otro lado, el

carbohidrato se identifico como desoxirribosa, al comparar los desplazamientos en la posicion C-

2’/H-2’ (6c41.6 /0u2.44) y las demaés sefiales con las descritas previamente (Pretsch et al., 2020).
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Tabla 14. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 163 en CD;0D (*H a 700 MHz y :3C a 175 MHz).

Posiciéon Oc

153.5
4 150.0
5 120.9
6 157.5
8 141.6
1 87.2
2' 41.6
3' 73.1
4' 89.9
5' 64.7

Adenosina (55) y Uridina (165)

Ou (J en Hz)

8.21s

8.35s
6.43 dd (6.1,7.9)
2.44 ddd (2.7, 6.1, 13.5)
2.84 ddd (5.8, 8.0, 13.6)
4.61dt (2.6, 5.5)
4.10q(3)
3.78 dt (3.3, 12.2)
3.88dd (3.0, 12.3)

Los compuestos 55 y 165 fueron obtenidos en mezcla como polvos blancos. Mediante la

técnica de RMN se observo la presencia de dos sistemas de sefales, uno de la adenosina (55) y el

otro de la uridina (165).

La adenosina se identificoé por comparacion de los espectros de RMN (Tabla 15) con el de

la desoxiadenosina (163), donde se observo el mismo ntucleo de purina; en este caso el residuo de

azucar se identific6 como el de la ribosa ya que presentaba los desplazamientos para C-2’ y H-2’

se observaron 8¢ 75.5 y Ou 4.77, respectivamente en los espectros de RMN.

Tabla 15. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 55 en CD;OD (*H a 700 MHz y 13C a 175 MHz).

Posicion Oc

153.5
150.0
121.1

157.6
142.0

® & u s

H<

91.3
75.5
72.7
88.2

- -

-

A W N

5' 63.5

Ou (J en Hz)

8.22s

8.34s
6.00d (6.4)
4.77dd (5.2, 6.3)
4.36 dd (2.6, 5.1)
4.20t(3.9)
3.77 m
3.92dd (2.5, 12.5)

81



Resultados y Discusion

La elucidacion estructural de la uridina (165) fue sencilla; el espectro de 3C-RMN mostrd
sefiales para nueve carbonos que revelaron la presencia de una doble ligadura (Tabla 16) con
desplazamientos en 6c142.7 y 6c 102.6, un grupo carbamida en 6c 152.5 y las sefiales tipicas de la

ribosa (Moriyama et al., 2009; Pretsch et al. 2020).

Tabla 16. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 165 en CD;0D (*H a 700 MHz y 3C a 175 MHz).

Posicion 8¢ Ou (J en Hz)

152.5

4 142.7 8.04d(8.1)

5 102.6 5.73 d (8.1)

6 166.2

1' 90.7 5.93d (4.8)

2' 75.7 4.22m

3' 71.3 4.18 1 (5.0)

4' 86.4 4.04dt(2.9,4.7)

5 62.3 3.77m

3.87dd (2.8, 12.2)

Timidina (164)
Finalmente, la timidina (164) fue aislada como un cristal blanco el cual fue sometido a un
anélisis de difraccidon de rayos X, por lo tanto, identificado inequivocamente. La representacion

ORTEP de la estructura obtenida se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Representacion ORTEP obtenida por difraccion de rayos X del compuesto 164.

Es importante mencionar que tres de los metabolitos obtenidos de este hongo:
gymnoascoélido A (46), eritroglaucina (57) y adenosina (55), también se han aislado del hongo M.
filamentosa, esta consideracion es importante ya que esto nos indica la cercania
quimiotaxonémica entre las especies de Malbranchea, particularmente de M. dendritica y M.

filamentosa.
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Evaluacion de metabolitos aislados en la enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae
Los extractos desgrasados y compuestos puros fueron evaluados frente a las enzimas a-
glucosidasas de S. cerevisiaze mediante un ensayo espectrofotocolorimétrico descrito en la
metodologia experimental. El principio de este ensayo enzimético se basa en la deteccion del
producto de hidrélisis (p-nitrofenolato) a una longitud de onda de 415 nm liberado por la acciéon
de la enzima. La disminuciéon de la concentracion de este producto indica la inhibicion de la

enzima (Rangel-Grimaldo et al., 2020).

Debido al ensayo preliminar de los extractos, indicados en la Tabla 7, los metabolitos
aislados del medio liquido CPD (46, 120, 121, 124 y 162) fueron evaluados frente a la enzima a-
glucosidasa de levadura. Unicamente el compuesto 46 present actividad inhibitoria con una Cl,
de 0.556 + 0.009 mM (Figura 20) la cual fue comparable con el control positivo acarbosa [CI;, =

0.403 + 0.010 mM].

100
L4 Curva C-R delcompuesto 46
Ajuste de Hill
80 1
<
2
© 604
2
<
£ 404
X

Cl;=0.56+0.01 mM

r’=0.9912

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentracién 46 (mM)
Figura 20. Curva C-R del compuesto 46 sobre las enzimas a-glucosidasas de S. cerevisiae.

De acuerdo con los resultados, se procedi6 a determinar el tipo de inhibicién que ejerce
este compuesto sobre la enzima, y para ello se realizaron estudios de cinética enzimatica, que
experimentalmente consisten en realizar curvas de saturacion por sustrato de la enzima con
diferentes concentraciones de inhibidor; en este caso se utilizaron las concentraciones de 0.4, 0.5

y 0.6 mM de compuesto 46.

Las curvas de saturacion por sustrato fueron analizadas mediante la ecuaciéon no-lineal de
Michaelis-Menten (Figura 21, panel A), donde se determiné que el tipo de inhibiciéon que ejercia

el compuesto 46 sobre la enzima era mixto (r2=0.9546). También se realizo el grafico de dobles
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reciprocos de Lineweaver-Burk (Figura 21, panel B), para la determinacion grafica del tipo de

inhibicién y para la obtencion de los parametros cinéticos K y Viax-

La ecuacion que describe el grafico de Lineweaver-Burk es el reciproco de la ecuacion de

Michaelis-Menten, la cual se indica a continuacion:

1 Km \ 1 1 .,
—=( m)—+— Ecuacion 4
V Vmax [S] Vmax

Donde V es la velocidad de la reaccion enzimaética, [S] es la concentracién de sustrato, Vimax

es la velocidad maxima y Ky, es la concentracion de sustrato a la cual se alcanza la mitad de la

. ) . . K, . oz
velocidad maxima. La pendiente de esta ecuacion es ., por lo tanto, la interseccion de la recta

2
max

. . . s . 1 . . .,
en el eje de las y nos indica el valor numérico de ——, mientras que la interseccion de la recta en el
ax

m
1

Km’

eje de las x, nos indica ——, de esta forma se pueden obtener los parametros cinéticos de forma

maés sencilla (Engelking 2015).

Los cambios en la pendiente y la interseccion de las rectas (curvas de saturaciéon por
sustrato) en los ejes dependen de cada tipo de inhibidor, en este caso se observo que la interseccion
no se realizoé en ninguno de los ejes, por lo que el producto 46 es un inhibidor es mixto, esto
significa que tanto Ky como Vimax son alterados, y que el inhibidor se une tanto a la enzima libre
como al complejo enzima-sustrato, en un lugar distinto al sitio catalitico. Los parametros Vmax, Km

y Ki fueron 1.720 mM/min, 0.6426 mM y 0.7433 mM, respectivamente.

A B
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 1/p NPG](mM)‘l
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Figura 21. Graficos de A) Michaelis-Menten y B) Lineweaver-Burk de las curvas de saturacion por sustrato
de la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas a diferentes concentraciones del inhibidor 46.
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Evaluacion in vivo del compuesto 46
Con la finalidad de comprobar in vivo, el potencial antidiabético del compuesto 46, se
realizé una prueba de tolerancia oral a la sacarosa en ratones macho de la cepa CD-1 obtenidos de

la Universidad Nacional Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco.

El experimento consisti6 en administrar el tratamiento (diferentes dosis del compuesto
46), posteriormente se administr6 una carga de sacarosa, y se realizaron mediciones de los niveles
de glucosa a diferentes tiempos del estudio. Si el compuesto tiene propiedades
antihiperglucémicas, se observard una disminucion en el pico posprandial en las graficas del curso

temporal.

De acuerdo con los resultados de esta prueba, mostrados en la Figura 22, se puede observar
que el compuesto 46 disminuye significativamente el pico posprandial a las dosis de 5.6 y 10
mg/kg. Lo que indica que el compuesto 46 actiia como inhibidor de las enzimas a-glucosidasas,
ya que, al inhibir la accion hidrolitica de las enzimas, se evita que se libere glucosa y que ésta pueda

absorberse para incrementar los niveles posprandiales del carbohidrato.

=@~ VEH (NaCl0.9%)
S 40+ ACA (5 mg/kg)
£ —k— 46 (3.16 mg/kg)
8 =¥— 46 (5.62 mg/kg)
=) =&— 46(10 mg/kg)
o> 20+
)
= 4
<
) 0 ____51\ ...................... t
: \F\J )
= — 5—%?
s * I . ¥
> -20" *k*
X *
*k%k
kel *** P
-40 T T T 1
0 30 60 90 120

Tiempo (min)

Figura 22. Curva de tolerancia a la sacarosa en ratones. VEH: vehiculo; ACA: acarbosa. Cada punto
representa la media + EEM (n=8). *p < 0.05, **p < 0.01y *** p < 0.001 representa diferencia significativa
en una ANOVA de dos vias seguida de una prueba Dunnett para comparaciéon miultiple respecto al vehiculo.

Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas, de quimica-medicinal vy
toxicoldgicas de los compuestos 46, 167ay 167b

Debido a la buena actividad del compuesto 46 en los estudios in vivo e in vitro se
investigaron sus propiedades de “drug-likeness” utilizando los softwares SwissADME (Daina et

al., 2017) y Osiris Property Explorer (Sander, 2001).
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Primero se predijeron las actividades fisicoquimicas, las cuales estan resumidas en un
radar de biodisponibilidad. En este grafico, el rea en color rosa representa el rango 6éptimo de
cada propiedad para tener un buen desempefio como firmaco, mientras que la linea roja
representa los valores de las seis propiedades calculadas del farmaco. Como se puede observar en
la Figura 23, el compuesto 46 esta en el rango 6ptimo para cinco de las seis propiedades
(lipofilicidad, tamano, polaridad, solubilidad y flexibilidad), sin embargo, el namero

insaturaciones de la molécula result6 alto ya que se encuentra fuera del area rosa.
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Figura 23. Radar de biodisponibilidad de los compuestos 46, 167a y 1677b obtenidos con el programa
SwissADME.

Las propiedades farmacocinéticas mostradas en una grafica tipo BOILED-EGG (Figura 24)
mostraron una buena permeabilidad gastrointestinal y de la barrera hematoencefalica; también
se observo que el compuesto 46 no es sustrato de la glicoproteina P, lo cual es bueno ya que esta
es una proteina de eflujo relacionada con la resistencia a fArmacos. Otros resultados en esta area
mostraron que el compuesto 46 tiene la capacidad de inhibir las isoformas CYP1A2, CYP2C19 y
CYP2D6 del citocromo P450, lo cual indica una alerta para la posible interacciéon farmacologica

con otros farmacos.

SwissADME predice algunas caracteristicas farmacocinéticas y no considera la
biotransformacién de las moléculas como otros programas més especializados. Sin embargo, de
acuerdo con la literatura, los ésteres, ciclicos (lactonas) o no, generalmente sufren una hidrolisis
enzimatica que genera la apertura del anillo en el caso de las lactonas, y asi comprometer sus
propiedades farmacologicas (Yi et al., 2005). Por otro lado, en el caso de las estatinas la apertura
de la lactona es fundamental para el efecto hipocolesterolemiante; este mismo podria ser el caso
del gymnoascoélido A (46). Los estudios in vitro indicarian a priori que el compuesto acttia

directamente en el intestino como inhibidor de las enzimas antes de absorberse y sufrir
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biotransformacién alguna; sin embargo, no se puede descartar ain que el producto sufra una

biotransformacion, y luego su efecto.

EMiEBELEER Retrieve data @
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Figura 24. Gréfico tipo BOILED-EGG de los compuestos 46, 167a y 167b, donde se muestra la
permeabilidad en barrera hematoencefalica (BBB) indicada en color amarillo, la permeabilidad intestinal
(HIA) indicada en color blanco y si el compuesto es sustrato a la glicoproteina P (PGP+/PGP-).

Por otro lado, las caracteristicas de quimica farmacéutica mostraron que el compuesto 46
es un buen candidato a farmaco ya que no mostro6 alertas de Brenk, PAINS, ni violaciones “lead-
likeness”. Ademas, este producto sigue cinco reglas clasicas (Lipinski, Egan, Veber, Muegee y

Ghose) que determinan la factibilidad de un producto de convertirse en farmaco.

Finalmente, el riesgo de toxicidad se estim6 con el programa Osiris y los resultados no
mostraron alertas de mutagenicidad, tumorigenicidad, irritacién ni efectos reproductivos.

Ademas, en los estudios in vivo no se mostraron cambios conductuales ni irritantes en los ratones.

Derivado dihidrogenado del gymnoascolido A (167)

Con el objetivo de mejorar las propiedades fisicoquimicas, que impactan en la
biodisponibilidad del farmaco, se decidi6 reducir la insaturacion de la lactona presente en el
gymnoascolido A(46). Para llevar a cabo esa reaccion se realizd la hidrogenacion catalitica con
Pd/C del compuesto 46, reaccion que se muestra en la parte experimental. De acuerdo con el
mecanismo de esta reaccion, la adicion de hidrogeno es tipo syn, por lo que se pueden producir

Unicamente dos productos: 167a y 1677b, mostrados en el Cuadro 30.
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46 167a 167b

Cuadro 30. Compuesto 46 y sus derivados dihidrogenados 167a y 167b.

Ambos productos 167a y 167b, fueron analizados con las herramientas computacionales
y mostraron practicamente las mismas caracteristicas que el compuesto 46, sin embargo, en el
radar de biodisponibilidad ya no se mostro la linea roja fuera del area 6ptima color rosa (Figura
23), lo que indica que los compuestos 167a y/o 167b tienen mejores caracteristicas de

biodisponibilidad que el compuesto 46.

De manera adicional, es importante mencionar que la eliminacién del doble enlace en el
compuesto 46 evita la posibilidad de formar enlaces covalentes con moléculas endogenas (ADN o
proteinas) ya que las lactonas a,B-insaturadas son aceptores de Michael (Schwdbel et al., 2011),
por lo que los derivados 167a/167b podrian ser mejores candidatos a farmaco al tener un menor

riesgo de toxicidad.
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Figura 25. A) Cromatograma que muestra el pico correspondiente al sustrato de la reacciéon (46) con un tg=
25 min. B) Cromatograma donde se muestran los picos correspondientes al producto reducido (tg= 23.2
min) y al sustrato de la reaccion (tg= 25 min). C) Espectro de masas del compuesto 46 con un iéon molecular
en m/z 250. D) Espectro de masas del producto reducido (167), donde se puede ver el i6bn molecular en m/z
252, indicando la adicién de dos unidades de masa al peso molecular del sustrato.
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El compuesto 167 se obtuvo como un so6lido vitreo color blanco, este producto que en CCF
mostraba solo la presencia de una mancha fue analizada por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), donde se revel6 la presencia de una mezcla enantiomérica 8:2
de los compuestos 167ay 1677b y se comprobo la adicion de los dos hidrégenos en la doble ligadura

(Figura 25).

La caracterizacion del compuesto 1677a/167b se realiz6 mediante RMN, donde claramente se
pudo observar en los espectros la eliminacion del doble enlace ya que las senales 6¢159.8 (C-4) y
127.6 (C-3) en 46 fueron sustituidas por dos metinos en 6u/6c 4.06/50.3 (C-3) y 6u/6c 3.08/34.7,
respectivamente (Tabla 17). También el carbonilo (6c¢ 177.2) tuvo un desplazamiento

paramagnético debido a la eliminacién del doble enlace conjugado al carbonilo.

Tabla 17. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 167a/167b en CDCl; (*H a 400 MHz y 13C a 100

MHz).
Posicion 8¢ Ou (J en Hz)
2 177.2
3 50.3 4.06d (8.2)
4 34.7 3.08 m
5 70-3 4.14d(5.3,9.3)
4.26d (6.4, 9.3)
6 42.7 2.45dd (4.8, 14.1)
2.20 dd (11.4, 14.1)
1' 138.6
2', 6' 129.0 7.02d (7.1) s.a.
3.5 128.8 7.26 m
4' 126.8 7.20 m
1" 133.5
3", 5" 128.8 7.26 m
4" 128.0 7.34 m
2", 6" 129.4 7.30 m

El compuesto 167a/167b present6 un valor de rotacion o6ptica [a]3°=-4 (c= 1, MeOH),
donde se muestra un pequeno exceso de uno de los dos enantiémeros formados. Para determinar
cual de los dos enantiomeros era el predominante, se realizaron célculos computacionales de
dicroismo circular de los enantiomeros 3S, 4S (1677a) y 3R, 4R (167b) con ayuda de la herramienta

Gaussian 09. Los espectros de dicroismo tedricos obtenidos fueron comparados con el espectro
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experimental (Figura 26) y se determin6 que el signo y forma de los efectos Cotton corresponde

con el enantiomero 3R,4R (167b).

30 7
==° Experimental
2017 — 3R,4R 167b
< 10 — 3S,4S 167a
£
o
- OT—<r—T—=7T=————" r o 1
2 2 250 300 350 400
® -10 .
< A(in nm)
.20-
-30 -

Figura 26. Espectros de dicroismo circular electronico experimental para la mezcla 167a/167b (linea verde
punteada) y calculados para los enantibmeros 35,45 (rojo) y 3R,4R (azul) en metanol.

Evaluacion de la mezcla enantiomérica 167a/167b frente a la enzima a-glucosidasa

de levadura
El producto 167a/167b fue evaluado frente a la enzima a-glucosidasas de levadura y se

obtuvo una Cl5,=0.396 + 0.003 mM, la cual es ligeramente menor a la obtenida con el compuesto

46 (Figura 27).
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204 ’=0.9728
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Figura 27. Curva C-R del compuesto 1677a/167b sobre las enzimas a-glucosidasas de S. cerevisiae.
La cinética enzimatica (Figura 28) de este derivado también se realiz6 y se obtuvo el tipo

de inhibicion mixta (r2= 0.9397) al igual que el compuesto 46. Los parametros calculados Viay,

Km y Kj fueron 1.447 mM/min, 0.5361 mM y 0.6984 mM, respectivamente.
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Figura 28. Gréficos de A) Michaelis-Menten y B) Lineweaver-Burk de las curvas de saturacion por sustrato
de la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas a diferentes concentraciones del inhibidor 167a/167b.

Estudios de acoplamiento molecular de los compuestos bioactivos con las enzimas
a-glucosidasas

Una vez determinado el tipo de inhibicién de los compuestos 46 y 167a/167b sobre la
enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae, se realizaron estudios de acoplamiento molecular con la

finalidad de complementar la informacién obtenida de estos inhibidores.

Se utilizaron como blancos moleculares la isomaltasa de S. cerevisiae (PDB: 3A4A) debido
a los estudios de cinética enzimatica, y la subunidad C-terminal de la maltasa glucoamilasa

humana (CtMGAM) (PDB: 3TOP) considerando los estudios in vivo durante la PTSO.

La prediccion de las posibles conformaciones de los complejos enzima-ligando se realizo
con el programa AutoDock 4.2 mediante un algoritmo genético lamarckiano. El acoplamiento fue
analizado con AutoDockTools y la visualizacién del mismo se realiz6 en los programas PyMOL y

el programa PLIP (Adasme et al., 2021; Salentin et al., 2015).

Los resultados del acoplamiento con la enzima obtenida de S. cerevisiae se muestran en la
Figura 29 y la Tabla 18, donde se pueden observar el tipo de interacciones, los aminoacidos,
energias libres de union y constantes de inhibicién calculadas. Para el caso de la a-glucosidasa de
levadura, los compuestos 46, 1677ay 1677b se unen en sitios diferente al sitio catalitico con energias
de union muy similares (Tabla 8), esta informacion esta en armonia con los ensayos de cinética

enzimatica, donde se indic6 que el inhibidor no se unia al sitio catalitico de la enzima.
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Figura 29. Modelo estructural de los sitios de uniéon de la enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae (PDB:3A4A)
representada en caricatura azul claro, con los compuestos 46 (azul rey), 167a, 35,4S (amarillo) y 167b,
3R,4R (magenta). La acarbosa esta representada en color verde en el sitio catalitico de la enzima. Las
iméagenes fueron generadas con PyMOL.

Tabla 18. Analisis de resultados de docking para los compuestos 46, 167a y 167b en la enzima isomaltasa

(PDB: 3A4A).
Energia libre de ) . 3
Compuesto K; (uM) .. Residuos que interactiian
unioén (kecal/mol)
46 32.53 -6.1 aTrp15
167b (3R,4R) 38.54 -6.0 aJle262, alle272
167a (35,4S5) 9.94 -6.8 aJle262, 21Arg263, @Val266, alle272, aThr274
bTyr155, PGlu274, PGln276, PHis277,
Acarbosa 0.78 -8.3 Y

PAsp304, *Thr307, PArg312, cArg439

aInteraccion hidrofébica; b puente de hidrégeno; ¢ puente salino.

En el caso del estudio de acoplamiento del producto 46 con la subunidad C-terminal de la
enzima humana maltasa-glucoamilasa se encontr6 que se une a un sitio diferente que los
derivados deshidrogenados (Figura 30), pero ninguno de los tres compuestos se une al sitio
catalitico, como la acarbosa; las energias de union se muestran en la Tabla 19. Sin embargo, la
energia de union de del isomero 167a (35,4S) por la enzima fue mejor que la de la acarbosa (-7.1

vs-6.3 kcal/mol, respectivamente).
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El tipo de interacciones para 46, 1677a y 167b fueron en su mayoria hidrofébicas, sin

embargo, para la enzima CtMGAM también se observaron interacciones tipo n-stacking y puentes

salinos.
Trpl749
Charge Center
Aromatic Ring Center
o HyrophohIc Marachiorn Tyrl715 ;
17-Stackiy g - N — ¢
(parpandicular) ?/ Lys1625
« n-Stacking (paraley) -

St Brikpa

Tyr1618

Prol1658
(167a) 35,45 ‘eui622

Pro1658
%yrlns

Vall631

Tyr1618

Pro1359

‘ 167b) 3R,4R =
Val1361 5 ( ) ’ Trp1749 \./

Phe1358

Figura 30. Modelo estructural de los sitios de uniéon de la subunidad C-terminal de la maltasa glucoamilasa
de humano (PDB:3TOP) representada en caricatura verde claro, con los compuestos 46 (azul rey), 167a
(amarillo) y 1677b (magenta). La acarbosa esta representada en color rojo en el sitio catalitico de la enzima.
Las imagenes fueron generadas con PyMOL.

Tabla 19. Anélisis de resultados de docking para los compuestos 46, 167a y 1677b en la enzima CtMGAM

(PDB: 3TOP).
Energia libre de . ) 3
Compuesto  K; (pM) .. Residuos que interactiian
unioén (kecal/mol)
46 54.08 -5.8 aThri1325, *PPhe1358, aPro1359, 2Asp1360, *Val1361
aTyr1618, 2Leu1622, 2Val1631, aPro1658, aTyr1715,
167b (3R,4R) 16.52 -6.5 v r
abTrp1749
aTyr1618,2Leu1622, <Lys1625, 2Pro1658, aTyr1715,
167a (35,45) 5.98 -7.1
abTrp1749
aTrp1355, 2Phe1559, dAsp1157, dLys1460, dArg1510,
Acarbosa 23.18 -6.3

dAsp1526, dHis1584, dThr1528

aInteraccion hidrofébica, b n-stacking, ¢ puente salino, 4 puente de hidrogeno.
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Evaluacion enzimatica de los metabolitos en la enzima PTP-1B
El extracto liquido generado del medio CPD fue evaluado sobre la enzima PTP-1B, y mostro

una actividad inhibitoria moderada de la enzima (Tabla 7), por lo que sus metabolitos también
fueron evaluados. De ellos, el compuesto 121 present6 buena actividad con una concentraciéon
inhibitoria media de CI;= 0.08 £ 0.004 mM (Figura 31), este valor indica que el compuesto es
menos potente que el control positivo acido ursolico (AU) (Cls= 0.006 + 0.002 mM), sin

embargo, el compuesto inhibe a la enzima cerca del 90%.

1007
80

60 Clgy=0.08 + 0.004 mM

r’20.9917

Inhibicién

401

%

20+

®  Curva C-R delcompuesto 121

Ajuste de Hill

0 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6

Concentracién 121 (mM)

Figura 31. Curva C-R del compuesto 121 sobre la enzima PTP-1B.

Posteriormente se determiné el tipo de inhibicién que ejerce este compuesto sobre la
enzima, utilizando las concentraciones de 0.03, 0.07 y 0.1 mM, en una curva de saturaciéon por
sustrato. Se realizo el anilisis estadistico de los resultados y se encontr6 que el tipo de inhibicién
es no competitiva (r2=0.9923). Adicionalmente, en el grafico de dobles reciprocos de Lineweaver-
Burk (Figura 32) se observo la interseccion de las lineas en el eje x, lo que confirma el tipo de

inhibicién. Este tipo de inhibicion indica que el compuesto 121 se une a un sitio alostérico de la

enzima.
A } B
1.0 121 (0.00 mM) 129
—#- 121 (0.10 mM) 121 (0.00 mM)
0.84 * 121 (0.03mM) == 121 (0.03 mM)
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0.0 +4# T T T -4 -
0 1 2 3
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Figura 32. Graficos de A) Michaelis-Menten y B) Lineweaver-Burk de las curvas de saturaciéon por sustrato
de la inhibicion de la enzima PTP-1B a diferentes concentraciones del inhibidor 121.
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Estudios de acoplamiento y dinamica molecular del compuesto 121 en PTP-1B
El anélisis de acoplamiento molecular del compuesto 121 fue realizado con la enzima
humana recombinante PTP-1B (PDB: 1T49). Como se muestra en la Figura 33, el compuesto 121
se une a un sitio alostérico bien conocido (Li et al., 2014; Wiesmann et al., 2004) lo cual es
congruente con el tipo de inhibicién obtenida en los estudios de cinética enzimatica, y presenta
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno y n-stacking (Tabla 20).
Tabla 20. Anélisis de resultados de acoplamiento y dindmica molecular de los compuestos 121 y acido

ursolico en la enzima PTP-1B (PDB: 1T49).

Energia libre de AG . )
Compuesto K; (uM) . Residuos que interactiian
union (kcal/mol) (kcal/mol)

abAla189, 2Leu192, cPhe280,

121 4.26 -7.3 -20.58 £ 3.71
aGluz76
Acido
- 27.47 -6.2 -24.99 + 2.61 aPhe196, aPhe280, 2Ile281
ursélico

aInteraccion hidrofébica, P Puente de hidrégeno, ¢ n-stacking.

Sitio Alostérico

Leul92

Phe280
Water
Charge Center
Aromatic Ring Center

® Metal lon Sitio Catalitico

----- Hydrophobic Interaction
- MHydrogen Bond
m-Stacking (parallei)

Figura 33. Modelo estructural de los sitios de uniéon de la enzima PTP-1B (PDB:1T49) representada en
caricatura amarilla, con el compuesto 121 (verde agua). El 4cido ursdlico, control positivo, est4 representado
en color morado en el sitio alostérico de la enzima. Las imagenes fueron generadas con PyMOL.

También se realizaron estudios de dinamica molecular (Tabla 20 y en la Figura 34); los
resultados indicaron un valor de AG negativo y una interacciéon estable entre la enzima y el

compuesto 121 a través del tiempo.
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Figura 34. Modelos estructurales de la dindmica molecular en el sitio alostérico de la enzima PTP-1B con el
compuesto 121 y el control positivo 4cido ursélico (AU).

Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas, de quimica-medicinal vy
toxicoldgicas del compuesto 121.
El compuesto 121, al poseer propiedades bioactivas frente a la PTP-1B también fue

analizado con las herramientas computacionales SwissADME y Osiris.

Las propiedades fisicoquimicas, representadas en el radar de biodisponibilidad indicaron
buenos resultados excepto en la parte de insaturaciones. Las propiedades farmacocinéticas
también fueron favorables, ya que el compuesto 121 no es sustrato de la glicoproteina P, tiene
buena permeabilidad gastrointestinal, no atraviesa la barrera hematoencefalica (Figura 35), ni
inhibe ninguna isoforma del CYP450. Ademas, la xantona 121 es permeable a las membranas
gastrointestinales, sigue todas las reglas de “drug-likeness” y no muestra PAINS ni violaciones de

“lead-likeness”, sin embargo, se mostr6 una alerta debido a su niuicleo policiclico.
b

Finalmente, con el programa Osiris se evalu6 el riesgo de toxicidad del compuesto 121,
donde no se mostraron alertas de tumorigenicidad, pero si se indic6 una alerta de mutagenicidad,
de efectos irritantes y reproductivos, por lo que habria que completar est4 informacién predictiva

con estudios experimentales.
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Figura 35. Grafico tipo BOILED-EGG del compuesto 121, donde se muestra la permeabilidad en barrera

hematoencefalica (BBB) indicada en color amarillo, la permeabilidad intestinal (HIA) indicada en color
blanco y si el compuesto es sustrato a la glicoproteina P (PGP+/PGP-).

97



Resultados y Discusion

Malbranchea flocciformis

El hongo M. flocciformis fue obtenido de la ATCC (34530). Con base en las pruebas de
extraccion en pequena escala, se realizo el cultivo a mediana escala utilizando dos fermentadores
con 6 litros de caldo papa dextrosa enriquecido con nicotinamida (NA, 50 uM), esto con la
finalidad de estimular epigenéticamente la produccién de metabolitos secundarios. La
nicotinamida es un inhibidor de las desacetilasas de histonas dependiente de NAD*, por lo que al
utilizarlo se llevan a cabo modificaciones epigenéticas que activan genes que en condiciones

normales se encuentran silenciados (Asai et al., 2016).

Para este hongo, también se hara primero la descripcion de los metabolitos obtenidos y

posteriormente los resultados de la evaluacion biologica de los mismos.

Estudio quimico del hongo

Como se menciond en la parte experimental, se aislaron cuatro metabolitos del medio de
cultivo liquido CPD en agitacion con el aditivo NA. Estos metabolitos fueron los compuestos
gymnoascolido A (46), la adenosina (55) y los trimeros de acido antranilico 105 y 106, cuyas

estructuras se muestran en el Cuadro 31.

)

NHz 2 BNy 9 NH
1

N N/J ~ N5a N
HO N ¢ HO N
0 0] N o N

1 4
HO OH
55 105 106

Cuadro 31. Metabolitos aislados del hongo Malbranchea flocciformis.

Gymmnoascolido A (46)
De M. flocciformis también se aisl6 el compuesto gymnoascolido A (46), que como se
desprende de este trabajo estd presente en varias especies de Malbranchea (Malbranchea

filamentosa, M. dendritica y M. flocciformis).

Adenosina (55)
El compuesto adenosina fue aislado como un so6lido blanco, en esta ocasion fue obtenido
de forma pura y su elucidacion fue mas sencilla, ademas de que se observaron los mismos patrones

del nucleo purina que se describieron previamente.
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El compuesto 105 se obtuvo como un polvo blanco, la identificacién del compuesto se

realizo mediante la informacion de RMN, que se encuentra indicada en la Tabla 21,

particularmente el patron de las sefiales en el espectro de *H-RMN. Este compuesto fue

identificado como un trimero de acido antranilico aislado previamente del hongo M. circinata

(Rangel-Grimaldo et al., 2020).

Tabla 21. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 105 en CD;OD (*H a 400 MHz y 3C a 100 MHz).

Posicion

1
2

3
4
4a
5a
5b
6
7
8
9
9a
11
11a
12
13
14
15
15a
17
17a

Con la finalidad de obtener mayor cantidad de este compuesto, se realizo la sintesis de novo
del mismo, como se indico en la seccion de metodologia, y se pudo confirmar la estructura quimica
del compuesto 105. En las Figuras 36 y 37 se puede observar la comparacion de los espectros de

RMN del producto natural y del producto de sintesis. Las diferencias en los desplazamientos

8¢
128.0
129.1
136.6
128.4
148.5
155.2
135.1
130.5
129.1
132.6
127.4
137.7
171.9
134.7
128.7
131.2
132.2
129.6
135.5
163.1
122.0

Ou (J en Hz)
8.28d (1.3, 8.2)
7.56 dd (3.1, 6.3)

7.90 ddd (2.6, 6.3, 11.0)
7.77 d (7.7)

7.63 td (1.0, 7.0)
7.20 m

7.43 td (1.5, 7.8)

7.16 dd (0.9, 8.0)

7.46-7.48 m

7.46-7.48 m

7.46-7.48 m
7.35td (1.1, 7.6)

quimicos que se aprecias se deben a que los espectros fueron adquiridos en disolventes diferentes.

Adicionalmente, la estructura quimica del compuesto 105 fue confirmada mediante

andlisis por difraccion de rayos X, la estructura ORTEP generada se muestra en la Figura 38.
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Producto natural

e 7 s o

A(m) G (m) H (m) E(m)||D (m) C(m)||B (m)
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Figura 36. Comparacion de los espectros de tH-RMN del producto natural adquirido en CDCl; y el producto
de sintesis adquirido en CD5OD.
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Figura 37. Comparacién de los espectros de 3C-RMN del producto natural adquirido en CDCl; y el
producto de sintesis adquirido en CD;0D.
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Figura 38. Estructura ORTEP generada por el analisis de difracciéon de rayos X del compuesto 105.

Trimero de acido antranilico hidroxilado (106)

El compuesto 106 fue obtenido como un polvo blanco, la elucidacion estructural del

metabolitos fue sencilla ya que los desplazamientos de 'H y 3C-RMN eran muy similares a los del

compuesto 105, sin embargo habian diferencias importantes (Tabla 22), como el cambio en los

desplazamientos en H-12, H-13 y H-14 de 6u 7.46-7.48 a 6u 6.88, 6u 7.25 y Ou 6.88,

respectivamente; asi como la ausencia de la senal de hidrogeno en la posicion C-15, que ahora se

encuentra sustituido por un grupo hidroxilo, como lo sugiere su desplazamiento quimico (8¢ 152.5)

en el espectro de 3C-RMN.

Tabla 22. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 106 en CD;0OD (*H a 400 MHz y 3C a 100 MHz).

Posicion

1
2

3
4
4a
5a
5b
6
7
8
9
9a
11

11a
12

8¢
127.9
129.0
136.4
128.3
148.7
155.9
135.3
129.9
129.1
132.6
127.6
137.8
172.2
135.7
118.5

Ou (J en Hz)
8.27dd (1.1, 8.0)
7.61 m
7.90 td (0.8, 7.6)
7.76 d (7.8)

7.61m
7.36 td (1.2, 7.6)
7.44 td (1.7, 7,7)
7.15dd (1.0, 7.9)

6.88 m
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13 132.4 7.25 m
14 119.1 6.88 m
15 153.9

15a 123.1
17 162.4

17a 121.9

Evaluacion biolégica del compuesto 105

De acuerdo con los estudios previos realizados por Rangel-Grimaldo et al. (2020), 105
posee actividad como inhibidor de las enzimas a-glucosidasas y PTP-1B, con Clzo= 144.5 + 4.9 uM
y 106.2 + 1.6 uM, respectivamente, por lo que se evalu6 su potencial como agente antidiabético in
vivo mediante una serie de evaluaciones en ratones macho de la cepa CD-1 obtenidos del
proveedor Circulo ADN S.A. de C.V. Los experimentos se realizaron en ratones normo e

hiperglucémicos.

Prueba de tolerancia a la sacarosa oral

Con la finalidad de comprobar in vivo el efecto inhibitorio sobre las a-glucosidasas, se
realiz6 una prueba de tolerancia a la sacarosa oral. El experimento consistié en administrar el
tratamiento (diferentes dosis del compuesto 105) por via i.g. y treinta minutos después se
administr6 una carga de sacarosa (2 g/kg). Se realizaron mediciones de los niveles de glucosa a

diferentes tiempos del estudio.

80 A —8— VEH (NaCl0.9%)
—#= ACA (5 mg/kg)

60 =k= 105 (5.6 mg/kg)
=¥= 105 (10 mg/kg)

40 == 105 (17.7 mg/kg)

20 A

% Variaciéon de glucemia

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tiempo (min)

Figura 39. Curva de tolerancia a la sacarosa en ratones del producto 105. VEH: vehiculo; ACA: acarbosa.
Cada punto representa la media + EEM (n=8). *p < 0.05y *** p < 0.001 representa diferencia significativa
en una ANOVA de dos vias seguida de una prueba Dunnett para comparacién multiple respecto al vehiculo.

De acuerdo con los resultados de esta prueba, mostrados en la Figura 39, el compuesto 105
no disminuye el pico posprandial tras la administracion de sacarosa. Este hallazgo apoya el pobre

efecto inhibitorio del compuesto 105 contra las enzimas a-glucosidasas de mamifero; en una
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prueba realizada in vitro se observé que el compuesto a 3 mM apenas inhibe en un 20 % la
actividad de estas enzimas. Por lo que este compuesto se descart6 como metabolito con potencial

antidiabético en este mecanismo de accion.

Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos in vitro de la inhibicién de la PTP-
1B, se realizaron una serie de experimentos in vivo que podrian evidenciar el posible efecto de la
inhibicién de esta enzima, pero aplicada a modelos murinos. En primer lugar, se realiz6 una

prueba de tolerancia a la glucosa oral.

Prueba de tolerancia a la glucosa oral

El experimento se realizo en ratones normo e hiperglucémicos. En general el estudio
consistié en administrar el tratamiento (diferentes dosis del compuesto 105) por via intragastrica
a los animales de experimentacion, treinta minutos después se administr6 una carga de glucosa (1

g/kg) i.g., y se realizaron mediciones de los niveles de glucosa a diferentes tiempos.

De acuerdo con los resultados de esta prueba, mostrados en la Figura 40, se puede observar
que el compuesto 105 disminuye significativamente el pico posprandial a todas las dosis tanto en
ratones normoglucémicos como en los hiperglucémicos, lo que indica que el compuesto tiene una
accidon como sensibilizador de la insulina. Es posible que mediante la inhibicién de la PTP-1B, se
mantiene por mas tiempo la sefalizacion de la insulina y en consecuencia el transportador GLUT-
4 permanece en la membrana més tiempo, permitiendo la entrada de glucosa a los tejidos blanco

y por ende se observa la disminucién del pico posprandial.

A 1007 =@ VEH (0.9% NaCl) 2509 —@— VEH (0.9% NacCl)
s 804 - MET (200 mg/kg) ° B MET (200 mg/kg)
£ =k= 105 (5.6 mg/kg) 5200' —k— 105 (5.6 mg/kg)

; 60 ¥~ 105 (10 mg/kg) ;150_ =¥~ 105 (10 mglkg)

o o -~ 105 (31.6 I13

© 40- == 105 (31.6 mg/kg) ° ( mg/kg)

i ® 1004

o 207 ©

ER ST i

@ [

> S o e T — e

~ 204 -0 B

X =S * %

'40 L T T T T T T 1 50 T T T T T ‘I'I* T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120 0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 40. Curvas de tolerancia a la glucosa del producto 105 en A) ratones normoglucémicos y B) ratones
hiperglucémicos. VEH: vehiculo; MET: metformina. Cada punto representa la media + EEM (n=8). *p <
0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p<0.0001 representa diferencia significativa en una ANOVA de dos
vias seguida de una prueba Dunnett para comparacion multiple respecto al vehiculo.
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Prueba de efecto hipoglucemiante

Otra prueba de rutina, involucrada en el establecimiento del posible efecto antidiabético
de un compuesto es el experimento de efecto hipoglucemiante, el cual consiste en la
administracion de los tratamientos per os y la medicién de los niveles de glucosa desde el inicio
del experimento y hasta las cinco horas siguientes. Esto con el proposito de comprobar su efecto
hipoglucemiante en condiciones de ayuno.

En este caso el compuesto 105 presentd efecto hipoglucemiante tinicamente en ratones
normoglucémicos (Figura 41A) no asi en ratones hiperglucémicos (Figura 41B), lo que sugiere que
el mecanismo de accion de este compuesto requiere un funcionamiento adecuado de las células -
pancreaticas para la produccion normal de insulina, y aunque la dosis de STZ administrada fue la
misma que en el caso anterior, no se descarta una variabilidad biol6gica de los animales utilizados

en este experimento.

A

=

VEH (NaCl0.9%)
GLI (15 mg/kg)

—A— VEH (NaCl0.9%)
-
105 (5.6 mg/kg) 301 -
—
-.-

GLI (15 mg/kg)
105 (5.6 mg/kg)
105 (10 mg/kg)
105 (31.6 mg/kg)

207

105 (10 mg/kg) 20 -
105 (31.6 mg/kg)

101

tithe

10 A

270 315
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Figura 41. Curvas de efecto hipoglucemiante del producto 105 en A) ratones normoglucémicos y B) ratones
hiperglucémicos. VEH: vehiculo; GLI: glibenclamida. Cada punto representa la media + EEM (n=8). *p <
0.05, **p < 0.01, ¥** p < 0.001 y **** p<0.0001 representa diferencia significativa en una ANOVA de dos
vias seguida de una prueba Dunnett para comparacion multiple respecto al vehiculo.

Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas, de quimica-medicinal y
toxicoldgicas del compuesto 105.

Debido a la buena actividad observada en los estudios in vivo del compuesto 105,
nuevamente se realizaron estudios de “drug-likeness” de este compuesto utilizando los softwares

SwissADME (Daina et al., 2017) y Osiris Property Explorer.

Como ya se mencion6 en los otros metabolitos con buena actividad, primero se predijeron
las actividades fisicoquimicas, las cuales estdn resumidas en el radar de biodisponibilidad (Figura

42) donde se puede observar que el compuesto 105 esta en el rango 6éptimo para cinco de las seis
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propiedades, siendo nuevamente la propiedad de insaturaciones la que esta fuera del rango

optimo.
LiPO LIPO
FLEX SIZE FLEX SIZE
=
INSATU POLAR INSATU : POLAR
NSO msoLy
105 168
Figura 42. Radar de biodisponibilidad de los compuestos 105 y 168 obtenidos con el programa

SwissADME.

Las propiedades farmacocinéticas mostraron una buena permeabilidad gastrointestinal y
de la barrera hematoencefélica; también se observo que el compuesto 105 no es sustrato de la
glicoproteina P (Figura 43). Otros resultados en esta drea mostraron que el compuesto 105 tiene
la capacidad de inhibir las isoformas CYP1A2 del citocromo P450, lo cual indica una alerta para la

posible interaccidon farmacologica con otros farmacos.

Retrieve data &

Show Molecules Name

BBB
HIA
O PGP+

105 0 PGP—

o
g

168

Figura 43. Gréfico tipo BOILED-EGG de los compuestos 105 y 168, donde se muestra la permeabilidad en
barrera hematoencefalica (BBB) indicada en color amarillo, la permeabilidad intestinal (HIA) indicada en
color blanco y si el compuesto es sustrato a la glicoproteina P (PGP+/PGP-).

Por otro lado, las caracteristicas de quimica farmacéutica mostraron que el compuesto 105

es un buen candidato a farmaco ya que no mostro alertas de Brenk, PAINS, ni violaciones “lead-
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likeness”. Ademaés, este producto sigue cinco reglas clasicas (Lipinski, Egan, Veber, Muegee y

Ghose) que determinan la factibilidad de un producto de convertirse en farmaco.

Finalmente, el riesgo de toxicidad se estim6 con el programa Osiris y los resultados no
mostraron alertas de mutagenicidad, tumorigenicidad ni irritaciéon, sin embargo, se obtuvo una

alerta moderada de efectos en la reproduccion.

Nuevamente, con el objetivo de mejorar las propiedades fisicoquimicas, que impactan en
la biodisponibilidad del farmaco, se decidi6 realizar la reduccién de la imina presente en el

compuesto 105, lo que llevaria a la obtenciéon del compuesto 168 mostrado en el Cuadro 32.

o )
1:2 b NH o M NH
1
5a
s N 6 N
O N O NH

105 168

Cuadro 32. Compuesto 105 y su derivado reducido 168.

El compuesto 168, fue nuevamente analizado con las herramientas computacionales y se
mostraron practicamente las mismas caracteristicas que el compuesto 105, con excepcion de la
susceptibilidad del compuesto a la glicoproteina-P (Figura 43). En cuanto al radar de
biodisponibilidad, la linea roja fuera del 4rea 6ptima se vio un poco disminuida (Figura 42), lo que

indica que el compuesto 168 podria presentar una mayor biodisponibilidad que el compuesto 105.

Adicionalmente, el programa Osiris indic6 que no existe riesgo de toxicidad alguna para
para el caso del compuesto 168, eliminandose incluso la alerta moderada de efectos irritantes del

compuesto original 105.

Trimero de acido antranilico reducido (168)

El compuesto 168 fue preparado con la metodologia descrita por Eguchi y colaboradores
(1992) como se indico en la parte experimental. El compuesto 168 fue aislado como un polvo
blanco, el analisis de su espectro de masas ESI en modo positivo [M+H]* mostr6 una relacion m/z
de 342.124, en armonia con la adicion de dos unidades de masa por la reducciéon del doble enlace
de la imina. La rotacion éptica especifica obtenida fue [a]3°=+2.9 (c= 0.7, MeOH), lo que indica

que el compuesto se encuentra en forma de mezcla racémica, esto debido a la generacion de un
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centro asimétrico en la posicion 5a. La caracterizacion estructural se realiz6 mediante RMN,
donde se pudo observar la eliminacion de la imina con el cambio en el desplazamiento en 3C-RMN

de 6c 155.2 a 6¢ 75.04, ademas de la identificacion del proton adicionado en la imina con un 6ude

6.18 (Figuras 44 y 45).

E(d) D (m)

7.29

A(s)
107.92) L1618
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30 79 78 7.7 7.6 7.5 74 2.3 7.2 7.1 7.0 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 5.2 51 50 49 48
f1 (ppm)

Figura 44. Espectro de tH-RMN del compuesto 168 en CD;0D a 400 MHz.
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Figura 45. Espectro de 13C-RMN del compuesto 168 en CD;0D a 100 MHz.
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Evaluacion biologica del compuesto 168.

Con la finalidad de comprobar la mejora en la actividad biologica del compuesto 168
respecto al compuesto 105, se evaluaron ambos compuestos en la enzima PTP-1B in vitro, donde
se observd que el derivado hidrogenado present6 una mejor actividad frente a la enzima, el
compuesto 105 present6 actividad inhibitoria de 70% a una concentracion de 0.5 mM, mientras
que el compuesto 168 fue mas potente, al obtenerse una Cl;= 0.258 + 0.006 mM, la curva

concentracion respuesta se muestra en la Figura 46.

100

80 Cl5=0.258 £ 0.006 mM

r?=0.9343
60 -

Inhibicion

40
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20 A
Curva C-R del compuesto 168
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0 * T T T 1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Concentracién 168 (mM)

Figura 46. Curva C-R del compuesto 168 en la enzima PTP-1B.

Posteriormente, al igual que en el caso del producto 105, se realizd una prueba de
tolerancia a la glucosa oral con el compuesto 168 en ratones normo e hiperglucémicos, donde se
observo el abatimiento del pico posprandial al igual que el compuesto original (Figura 47), en este
caso también se observd un mejor efecto en los ratones hiperglucémicos, lo que muestra su
potencial como agente antidiabético. Es probable que el efecto observado in vitro de la inhibicion

de la PTP-1B esté relacionado a los efectos mostrados in vivo.

A 150 - B«s 160 - =@~ VEH (NaCl0.9%)
© —@— VEH (NaCl0.9%) 2 40 WET (200 malka)
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Figura 47. Curvas de tolerancia a la glucosa en A) ratones normoglucémicos y B) ratones hiperglucémicos
para el compuesto 168. VEH: vehiculo; MET: metformina. Cada punto representa la media + EEM (n=8).
*p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p<0.0001 representa diferencia significativa en una ANOVA de
dos vias seguida de una prueba Dunnett para comparacién multiple respecto al vehiculo.
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Evaluacion de los compuestos 105 y 168 sobre la secrecion de insulina

Con la finalidad de continuar explorando el posible mecanismo de accién tanto del
compuesto 105 como de su derivado reducido (168), se realiz6 un ensayo de evaluacion de
secrecion de insulina a altas y bajas concentraciones de glucosa, tal como se indic6 en la parte

experimental.

Para el caso del compuesto 105 (Figura 48) a bajas concentraciones de glucosa no se
favorece la secrecion de insulina a ninguna de las concentraciones evaluadas; por otro lado, en el
caso de altas concentraciones de glucosa, se pudo observar que si se aumenta de forma
significativa la secrecion de insulina a la concentracion de 5 uM de compuesto 105, esto es
congruente con lo observado en los experimentos in vivo, donde se pudo observar un mejor

desempeno del compuesto 105 en la PTGO que en el experimento de efecto hipoglucemiante.

107 —
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E 105 (5uM)
EEE 105 (10 uM)

% secrecion de insulina

Baja concentracion Altaconcentraciéon
de glucosa de glucosa

Figura 48. Efecto del compuesto 105 en la secrecidon de insulina en células de insulinoma de rata. Cada barra
representa la media + EEM (n=4). *p < 0.05 representa diferencia significativa en una ANOVA de una via
seguida de una prueba Tukey para comparacion miltiple respecto al vehiculo.

Para el caso del compuesto 105 se puede observar que es necesaria la presencia de altas
concentraciones de glucosa para favorecer la secreciéon de insulina, es decir, no es un secretagogo
clasico como la glibenclamida. Los secretagogos clasicos liberan insulina de forma independiente
a las concentraciones de glucosa presente en el cuerpo (Dahlén et al., 2022) y el compuesto 105
es un tipo de secretagogo que requiere presencia de glucosa en el cuerpo para las células (-
pancreaticas liberen insulina, este compuesto podrian ser agonista del receptor GPR119 (Kerru et
al., 2018), o bien podria estar involucrado con el sistema de las incretinas, particularmente como
inhibidor de la DPP-4, ya que es un compuestos pequeifio y no un péptido largo como los analogos
de incretinas. Es necesario descartar o confirmar su papel en el sistema de incretinas mediante

estudios in vivo, por ejemplo, realizando una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal.
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Por otro lado, para el compuesto 168 (Figura 49), se pudo observar que, tanto a altas como
bajas concentraciones de glucosa, a una concentracion de 10 uM favorece la secrecion de insulina.
En el experimento a baja concentracion de glucosa no se pudo observar una diferencia significativa
debido a la dispersion de los datos del grupo control, pero a altas concentraciones si se observa
esta diferencia mas marcada. Este derivado podria funcionar como un secretagogo clasico ya que
funciona de forma independiente a la concentracion de glucosa en el cuerpo, seria necesario

realizar in vivo una prueba de efecto hipoglucemiante y confirmar su accién.

15+
E Control
168 (5 uM) *k
168 (10 uM) f TI
10+

% secreciéon de insulina

0- T T
Baja concentraciéon Altaconcentracién
de glucosa de glucosa

Figura 49. Efecto del compuesto 168 en la secrecion de insulina en células de insulinoma de rata. Cada barra
representa la media + EEM (n=4). **p < 0.01 representa diferencia significativa en una ANOVA de una via
seguida de una prueba Tukey para comparacion miltiple respecto al vehiculo.
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Malbranchea arcuata

El hongo M. arcuata fue obtenido de la ATCC (34523). El cultivo se realizo en varias series
ya que el rendimiento obtenido era muy pobre por cada matraz cultivado. La relevancia de este
hongo se identific6 debido a una contaminacién fortuita con otro hongo, donde se observ6 un halo

de inhibicion alrededor del micelio de M. arcuata (Figura 50).

Figura 50. Malbranchea arcuata con un halo de inhibicion frente a otro microorganismo fangico.

Por cuestiones de tiempo, solo se logro el aislamiento de 2 metabolitos, cuya descripcion

se realizara a continuacion.

Citosina (166)

El compuesto 166 (Cuadro 33) fue aislado como un soélido blanco, su caracterizacion se
realiz6 mediante analisis de RMN (Tabla 23), donde se pudieron identificar cuatro senales en el
espectro de 3C-RMN y cuatro en el espectro de *H-RMN donde se identifico el nicleo pirimidina.
En este caso se obtuvo la base nitrogenada ya que no se observo la presencia de un residuo de
pentosa, se realiz6 la comparacion de las senales con aquellas descritas en la literatura (Pretsch et

al., 2020) y se confirmé la identificacion del compuesto 166 como citosina.

NH,
N7 |

=

166

Cuadro 33. Estructura quimica de la citosina (166).

@)
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Tabla 23. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto 166 en DMSO-6s (*H a 400 MHz y 13C a 100

MH?z).
Posiciéon Oc Ou (J en Hz)
1 164.4
2 100.2 5.45d (J=7.6)
3 142.2 7.39d (J=7.6)
4 151.6
NH 11.01, 10.81

RM11PEP

El compuesto RM11PEP, fue aislado como un sélido blanco, se realiz6 su analisis de RMN
(Figuras 51y 52) donde se pudieron identificar aparentemente 38 sefiales de carbono y 27 senales
de protones, la relaciéon m/z en modo ESI positivo fue de 679.3926, lo que llevo a varias formulas
moleculares, sin embargo, ninguna se adaptaba completamente a lo observado en el espectro de
RMN. Se intent6 realizar la elucidacion estructural pero solo se obtuvieron fragmentos del
compuesto. No obstante, se pudieron identificar residuos de acido antranilico y del aminoacido

valina, entre otros.
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Figura 51. Espectro de *H-RMN del compuesto RM11PEP en DMSO-66 (700 MHz).
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Figura 52. Espectro de 3C-RMN del compuesto RM11PEP en DMSO-§s (175 MHz).

Para llevar a cabo la elucidaciéon correcta de este péptido, es necesario realizar
experimentos adicionales como la reacciéon de Marfey para observar la fragmentacion de los
residuos de aminoacidos y determinar la estereoquimica de los mismos (Aparicio-Cuevas et al.,
2019), también realizar un analisis por EM para determinar los fragmentos e identificar
correctamente los aminoacidos presentes en la estructura, para ello es necesario aislar mayor

cantidad del compuesto.

La presencia de citosina en este hongo no se relaciona con sus propiedades antifingicas y
la cantidad de péptido obtenido fue insuficiente para realizar estudio biolégico alguno.

Indudablemente este hongo plantea relevantes investigaciones a futuro.
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VII. Conclusiones

Se descubrieron nuevos inhibidores de las enzimas a-glucosidasas y PTP-1B de utilidad
potencial para el desarrollo de fArmacos antidiabéticos a partir de Malbranchea dendritica y
Malbranchea flocciformis. Este hallazgo respondi6 a la hipotesis planteada.

Desde el punto de vista quimiotaxonomico, este estudio representa una importante
contribucion a la quimica del género, ya que se confirma que la presencia de xantonas, el
gymnoascolido A, la antraquinona eritroglaucina y tripéptidos en varias especies de
Malbranchea. El gymnoascolido A (46) se ha aislado a la fecha de M. dendritica, M.
flocciformis y M. filamentosa. En tanto que la antraquinona se ha aislado de M. dendritica y
M. filamentosa; y la xantonas de M. dendritica y M. circinata. Finalmente, los trimeros de
acido antranilico (105 y 106) estan presentes en M. flocciformis y M. circinata; su hallazgo
en la primera constituye el segundo reporte de estos productos en la naturaleza. De estos
metabolitos caracteristicos el gymnoascoélido A (46) y el trimero de 4cido antranilico 105
resultan prometedores para el disefio de nuevos farmacos antidiabéticos.

Las propiedades inhibidoras de a-glucosidasas del gymnoascolido A (46) se demostraron in
vivo mediante una prueba de tolerancia a la sacarosa en ratones, e in vitro mediante analisis
enzimatico. La aplicacion de herramientas quimioinformaticas permiti6 proponer que los
dihidrogymnascolidos (derivados reducidos 167a y 167b) poseen una mayor similitud a
farmaco que el producto natural, y similar al de muchos productos comerciales.

La xantona sydowinina B (121), el compuesto 105y su derivado dihidrogenado 168 resultaron
inhibidores de la enzima PTP-1B. En el caso del tripéptido y su derivado reducido las pruebas
de tolerancia oral a la glucosa y su efecto hipoglucemiante in vivo podrian estar relacionados
con su inhibicion a la enzima PTP-1B. Las predicciones bioinformaticas para el producto 105
y la mezcla enantiomérica 168 indican que estos productos son buenos candidatos para el
desarrollo de farmacos, sobre todo porque la sintesis es accesible y permitiria la obtencién de
diferentes analogos.

Los estudios de acoplamiento y dindmica molecular permitieron predecir la forma y lugar de
interaccion de los principios activos con las enzimas blanco, y el comportamiento o evoluciéon
de la interaccion con las enzimas a través del tiempo.

Se realiz6 la identificacion taxonémica del hongo ACA-14 como la especie Parengyodontium
album, mediante métodos moleculares. Un analisis por difraccion de rayos X permitio
establecer la estructura del metabolito principal JBIR-99 (154), que demostré una potente

actividad antitumoral contra lineas celulares de cancer de prostata. Aunque el resultado escapa
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de los objetivos del presente estudio, los resultados son inéditos y valiosos para el

descubrimiento de farmacos antitumorales.

VIII. Perspectivas

e Continuar con el estudio quimico del hongo Malbranchea arcuata, con la finalidad de obtener
mayor cantidad del compuesto RM11PEP para llevar a cabo su elucidacién estructural y

determinar su posible actividad biol6gica como antifingico.
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Figura A1. Espectro de tH-RMN del compuesto JBIR-99 (154) en CDCl; a 400 MHz.
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Figura A2. Espectro de 3C-RMN del compuesto JBIR-99 (154) en CDCl; a 100 MHz.
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Figura A3. Espectro de tH-RMN del compuesto JBIR-97 (152) en CDCl; a 400 MHz.
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Figura A4. Espectro de 3C-RMN del compuesto JBIR-97 (152) en CDCl; a 100 MHz.
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Figura A8. Espectro de 13C-RMN del compuesto sydowinina A (120) en CDCl; a 175 MHz.
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Figura A10. Espectro de 3C-RMN del compuesto sydowinina B (121) en DMSO-86 a 175 MHz.




Apéndice

T T T
6.6 6.5 6.4

T T T
7.0 6.9 6.8

6.7
f1 (ppm)

H-13

T™MS —

OH-1

U I

T T T T T T T T T T T T T T T T

T T 4 T T
13.0 125 120 80 7.5 70 6.5 6.0 5.5 50 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 10 0.5 0.0 0.5

— AN

4.5
f1 (ppm)

Figura A11. Espectro de tH-RMN del compuesto AGI-B4 (124) en CDCl; a 700 MHz.
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Figura A12. Espectro de 3C-RMN del compuesto AGI-B4 (124) en CDCl; a 175 MHz.
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Figura A13. Espectro de tH-RMN del compuesto orcinol (162) en CDCl; a 400 MHz.
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Figura A14. Espectro de 3C-RMN del compuesto orcinol (162) en CDCl; a 100 MHz.
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Figura A15. Espectro de tH-RMN del compuesto eritroglaucina (57) en CDCl; a 700 MHz.
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Figura A16. Espectro de 13C-RMN del compuesto eritroglaucina (57) en CDCl; a 175 MHz.
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Figura A17. Espectro de tH-RMN del compuesto desoxiadenosina (163) en CD;0D a 700 MHz.
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Figura A18. Espectro de 3C-RMN del compuesto desoxiadenosina (163) en CD;0D a 175 MHz.

140



Apéndice

NH2 H-4'
N S !
57
. </ | N H-3' H-5'a H-5'b
N~ |\|/)2
4?4 4?3 4?2 471 4:!] 3‘9 3I.8 3'7
f1 (ppm)
<+«—MeOD
H-2
s H-1’ T™MS —
H-2’
1 Y J L|| " L.
i.’B BI.6 324 8i2 8:0 7:8 7j6 7.i4 7:2 710 6{8 6:6 614 6[2 61,0 SjB ?1‘6( 5‘)4 5I.2 510 418 4:6 4:4 4‘,2 4I.U 3:8 3t6 3C4 3i2 3‘.0 014 sz 0:0 ‘
ppm

Figura A19. Espectro de tH-RMN del compuesto adenosina (55) en CD;0D a 700 MHz.
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Figura A20. Espectro de :3C-RMN del compuesto adenosina (55) en CD;0D a 175 MHz.
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Figura A21. Espectro de *H-RMN del compuesto uridina (165) en CD;0D a 700 MHz.
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Figura A22. Espectro de 13C-RMN del compuesto uridina (165) en CD;0D a 175 MHz.
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Figura A24. Espectro de tH-RMN del derivado dihidrogenado (1677a/167b) en CDCl; a 400 MHz.
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Figura A25. Espectro de 13C-RMN del derivado dihidrogenado (167a/167b) en CDCl; a 100 MHz.
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Figura A26. Anélisis de espectrometria de masas de alta resolucion del derivado dihidrogenado
(167a/167b).
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Figura A27. Analisis de rotacion 6ptica del derivado dihidrogenado (167a/167b).
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Figura A28. Anélisis de IR del derivado dihidrogenado (167a/167b).
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Figura A29. Anélisis de UV del derivado dihidrogenado (167a/167b).
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Figura A 30. Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de quimica farmacéutica del compuesto 46,
calculadas mediante la herramienta de libre acceso SwissADME.
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Figura A31. Resultados predictivos de toxicidad del compuesto 46 obtenidos mediante la herramienta

Figura A32. Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de quimica farmacéutica del compuesto 167a,
calculadas mediante la herramienta de libre acceso SwissADME.
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Figura A33. Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de quimica farmacéutica del compuesto 167b,
calculadas mediante la herramienta de libre acceso SwissADME.
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Figura A34. Resultados predictivos de toxicidad de los compuestos 167a y 167b obtenidos mediante la

herramienta Osiris Property Explorer (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).

148


https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/

Apéndice

a1 ______________________________________________Jo
Wiater Solubility
— Log S(ESCL) 251
Solubility 8.55e-02 mg/ml ; 3.08e-04 mol’
o i Class Soluble
/ Log S {Ali} -4.42
’/ Solubility 1.20e-02 mg/ml ; 3.80e-0:5 mol
B Class Moderately soluble
oS e
—_— peian  Log S({SILICOS-T) -403
o4 Solubility 2.88e-02 mg/ml ; 8.442-05 mol®
Class Moderately soluble
. Phamacokinatics
SMILES COC{=0jcic(O)ccc2elc[=0)cicio2)ec{cc10iCO Gl absarption High
Physicochemical Properties BBE permeant Mo
Formula C18H1207 F-gp substrata Mo
Molecular weight 218.26 g/mal CYP1AZ inhibitor Mo
Murmn. heavy stoms 23 18 inhibitor Mo
Mum. arom. heavy stoms 14 B inhibitor Mo
Fraction Csp3 012 CYP2D4 inhibitor Mo
MNum. rotatable bonds 3 CYP2A4 inhibitor Mo
Num. H-bond acceptors 7 Log K, (skin permeation) -6.58 cms
Mum. H-bond donars 3 Drugliteness
Molar Refractivity 51.44 ) Lipinsks Yes: O violation
TRSA 117..23 ﬁ‘ - Choss Yas
Lipophilicity Viebar Yes
Log P, (ILOGP) 182 Egan Yas
Log P, (XLOGP3) 232 Muegge Yes
Log P, (WLOGF] 1.48 Bioavailability Score 0.55
Log P, (MLOGF) 0.20 Medicinal Chemistry
Log Py, (SILICOS-T) 228 PAINE O s
Brenk 1 alert: polycydic_aromatic_hydrocarbon_2
Consensus Log F,, 162 Leadiikensss Yes
Synthetic accessibility 3.04

Figura A35. Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de quimica farmacéutica del compuesto 121,
calculadas mediante la herramienta de libre acceso SwissADME.
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Figura A36. Resultados predictivos de toxicidad del compuesto 121 obtenidos mediante la herramienta
Osiris Property Explorer, también se indican los fragmentos que marcan alertas como posibles causante
de efectos reproductivos y mutagénicos (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).
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Thr307
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® Metal lon

= Hydrophobic Interaction
= Hydrogen Bond
Salt Bridge

Figura A37. Modelo estructural de los sitios de unién de la enzima a-glucosidasa de S. cerevisiae
(PDB:3A4A) representada en caricatura azul claro, con el control positivo acarbosa representada en color
verde en el sitio catalitico de la enzima.
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Figura A38. Modelo estructural de los sitios de union de la subunidad C-terminal de la maltasa glucoamilasa
de humano (PDB:3TOP) representada en caricatura verde claro, con el control positivo acarbosa,
representado en color rojo en el sitio catalitico de la enzima.
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Phe280 o L.
v Allosteric Site
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Phe196

..... Hydrophobic Interaction
= Hydrogen Bond

Na= g
Figura A39. Modelo estructural de los sitios de unién de la enzima PTP-1B (PDB:1T49) representada en

caricatura amarilla, con el 4cido ursélico, control positivo, el cual esta representado en color morado en el
sitio alostérico de la enzima.
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Figura A40. Espectro de tH-RMN del trimero de 4cido antranilico (105) en CD;0D a 400 MHz.
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Figura A41. Espectro de 3C-RMN del trimero de 4cido antranilico (105) en CD;OD a 100 MHz.
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Figura A42. Espectro de 'H-RMN del trimero hidroxilado de 4cido antranilico (106) en CD;0D a 400
MHz.
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Figura A43. Espectro de 13C-RMN del trimero hidroxilado de 4cido antranilico (106) en CD;0D a 100
MHz.

100 |
A e ’\ A
o | \ //

| KI "
| Y
v '|\ | ﬂg L||I A
5 K |
N I' | l [ E’L'“Ewlpr' sl {1
s i | B sl s
7 | I | |
| |
L | | jaz1 02 | s
|| " ‘ II | 60591
&5 | 1l f b ol |
| | || | A |
i I |I | |'| | l I| 1 |
ol | { !
55 III | "} 1151 |
| l | 1 LAl 111449 T5iss
0 P’ihl 5215 ‘ | |:. T8
&t |
T Ly
| |

N y .

. I/ »s | |T|J| |

0 ralEN | J

5 ‘ f| V " |11#1.1.1

w | |I w00 |

15 RMITHTA | i 138045

Dra. Rachel Mata [ 136235

1 FTIR por reflectancia ATR

Solicitud no. 9343934079 1205

5 20-junic-2022 165408

b Realizé: (. MGF 163136
oo, T T T T T T T T T T T T 1

20000 3600 30 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 00 00 4000

em-1

chdocuments and seflings'pesarice\my documents'zip i-wifamacis'ara. rechel mala2022em 1 1hia.asc

Figura A44. Espectro de IR del compuesto 168.
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Figura A45. Espectro de masas exactas del compuesto 168 obtenido mediante ESI en modo positivo.

@ ‘ INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM POLARIMETRIA

Muestra: _RM11-HTA Investigador:_Dra. Patricia Cano
Sanchez/Secretaria Técnica

Disolvente: _Metanol
Concentracion: 1.0 ma/mL

Longitud de celda: 1 dm o _+0.002 a 589 nm (Na)
Tiempo de Integracion: S5s
Observaciones:

OCperador: Dra. Adriana Romo Pérez
No. de registro:__ STE-9249
Fecha: _20/06/2022

Figura A46. Datos de rotacion 6ptica del compuesto 168 en metanol.
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Figura A47. Espectro de UV/Visible del compuesto 168 en metanol.
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Figura A48. Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de quimica farmacéutica del compuesto 105,

calculadas mediante la herramienta de libre acceso SwissADME.
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168 ®
o0 Vister Salubiity
T~ Log S (ESOL) 451
Solubility 1.05e-02 mg/ml ; 3.08e-05 mol
o FLEX 1 it Class Moderately soluble
o ™y Log S (Al) 420
HN W A I|l Solubility 2.14e-02 mgiml ; §.26e-05 mol
: ) / Class Moderately soluble
©/<u\ vy f pean  Log S (SILICOS-IT) 721
Solubility 2.12e-05 mgiml ; 8.21e-08 mol
Class Poorty soluble
o Phamacokinetics
SMILES O=C1NcZeeoec2C2M{cdelececd)C{=0)cc(N2)eoeet Gl absorption High
Physicochemical Properties. BBE permeant fes
Formula CZ1H15N302 P-gp subsirate es
Molecular weight 341.36 g/mol CYP1AZ inhibitor ]
Mum. heavy atoms 28 o s
Mum. arom. heavy atoms 18 C No
Fraction Csp3 0.05 o Wes
Mum. rotatsble bonds [1] C Mo
Mum. H-bond acceptors 2 Log K, {skin permeation) -6.08 cmis
Mum. H-bond donors 2 Druglikeness
Molar Refractivity 100.0 1_ Lipinski Yes: O violafion
TesA 61.44 Az chose ee
Lipophilicity \eber Yes
Log P, (ILOGF) 204 Egan ee
Log P, (XLOGF2) 324 Muegge Yes
Log P, (WLOGF) 217 Bicavailability Score 0.55
Log Py, (MLOGF) 331 Medicinal Chamistry
Log Py, (SILICOSHT) 234 e oz
_ _ Brenk 0 alert
Consensus Log P, 282 | eadiikensss Yes
Synthetic accessibility 218

Figura A49. Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de quimica farmacéutica del compuesto 168,
calculadas mediante la herramienta de libre acceso SwissADME.
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Figura A50. Resultados predictivos de toxicidad del compuesto 105 obtenidos mediante la herramienta
Osiris Property Explorer, también se indica el fragmento que marca alerta como posible causante de efectos
reproductivos (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).
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Figura A51. Resultados predictivos de toxicidad del compuesto 168 (ambos enantiomeros) obtenidos
mediante la herramienta Osiris Property Explorer (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/).
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Figura A52. Espectro de *H-RMN de la citosina (166) en DMSO-§6s a 400 MHz.
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Figura A53. Espectro de 33C-RMN de la citosina (166) en DMSO-66 a 100 MHz.
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0.1
Malbranchea albolutea ATCC 34522

(AB361630 Auxarthron alboluteum IFM 41545
(Malbranchea albolutea ATCC 34522
[AY 177304 Auxarthron alboluteum UMH 4119

KF887027 Auxarthron alboluteum F-1-60

| 'AY177303 Auxarthron alboluteum (Malbrachea albolutea) UAMH 2846 T

KC470854 Auxarthron conjugatum UAMH 3519

HF545313 Auxarthron conjugatum CBS 24758 T

KF938454 Auxarthron alboluteum 03CK019

KC253973 Auxarthron alboluteum UOA/HCPF 13850
AJ271574 Auxarthron compactum UAMH 2846 T
AY177307 Auxarthron zuffianum UAMH 4098

99 | 'AY177306 Auxarthron zuffianum UAMH 1875 T
AJ271568 Auxarthron reticulatum UAMH 2006

AJ271428 Auxarthron concentricum FMR 4054 T

AJ271427 Auxarthron concentricum FMR 4053

AJ426458 Auxarthron chlamydosporum FMR 7680

AJ271425 Auxarthron chlamydosporum RV 24809 T
AAJ271572 Auxarthron pseudoauxarthron IFQ 31701 T
AJ271423 Auxarthron pseudoreticulatum UAMH 3569
AJ426452 Auxarthron pseudoreticulatum UAMH 3117 T

AJ271417 Auxarthron kuehnii CBS 539.72 T

- ———— AF038352 Auxarthron californiense UAMH 1889 T

— AY 177305 Auxarthron thaxteri CBS 248 58 T

’IAYI'.'TSO] Auxarthron filamentosum UAMH 9987

00| “AY177298 Auxarthron filamentosum UAMH 4097 T

Malbranchea/Auxarthron spp.

HE974452 Auxarthron ostraviense CCF 4241 T
FR851848 Auxarthron umbrinum CCF 3968 Malbranchea dendritica ATCC 34527
FR839683 Auxarthron umbrinum CCF 4062

FR718876 Auxarthron umbrinum CCF 38355

AY 177309 Auxarthron umbrinum CBS 105.09 T
AI271421 Amauroascus oblatus UAMH 2296

Figura A54. Arbol filogenético de Malbranchea/Auxarthron, donde se confirma la identidad de
Malbranchea dendritica ATCC 34527.

Filograma del arbol més probable (-InL = 3070.036) de un analisis ML de 35 secuencias basadas en la region ITS (483
pb) usando IQ-TREE. Los ntmeros se refieren a valores de soporte de UFBootstrap > 90 % basados en 5000
repeticiones. Los nodos >95 se consideran fuertemente soportados. A la derecha se muestra un cultivo de 10 dias de
edad en medio de agar papa dextrosa. Como grupo externo se utiliz6 Amauroascus oblatus (UAMH 2296)1. Los
aislamientos de tipo Ex se designan con una barra T que indica las sustituciones de nucleotidos por sitio.

159



Apéndice

Tabla A1. Datos del cristal y refinamiento de la estructura de JBIR-99 (154).

Cadigo de identificacion
Férmula empirica

Formula (masa)

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen

Z

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F (000)

Tamafo del cristal

Rango Theta para coleccion de datos

Rangos de indice
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Integridad de theta = 67.679°
Correccién de absorcién
Max. y min. de transmisién
Método de refinamiento
Datos / restricciones / parametros
Calidad de ajuste en F?
indices R [I>2sigma(l)]
indices R (todos los datos)

Parametro de estructura absoluta
Dif. de pico y agujeros mas grande

438XYZ15

Ce9 Hss N Ozs
1299.14

296(2) K
1.54178 A
Ortorrombico
P212121
a=7.9424(2) A
b = 15.0840(3) A
c = 25.7179(6) A
3081.09(12) A3
2

1.400 Mg/m3
0.910 mm!
1354

0.341 x 0.089 x 0.053 mm?

3.397 a 68.318°.
-9<=h<=4, -18<=k<=18, -
30<=I<=30

22861

5627 [R(int) = 0.1141]

99.30%

Analytical

0.9617 y 0.8607

Full-matrix least-squares on F2
5627 /1 6/ 469

1.076

R1 =0.0516, wR2 = 0.1347

R1 =0.0581, wR2 = 0.1412

0.04(12)
0.214y -0.217 e.A3

o= 90°.
B= 90°.
y = 90°.
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Tabla A2. Coordenadas atémicas (x104) y parametros equivalentes de desplazamiento isotropico (A2 x103)

para JBIR-99 (154). U(eq) se define como un tercio de la traza del tensor ortogonalizado Uli.

X y z U(eq)
0(1) 6012(3) 10176(2) 10265(1) 33(1)
0(2) 8184(5) 11672(2) 10433(1) 54(1)
0O(3) 6131(5) 9566(2) 12077(1) 52(1)
O4) 5054(5) 8412(2) 11427(1) 51(1)
O(5) 3948(5) 7290(2) 10742(1) 51(1)
0O(6) 9070(4) 9745(2) 10065(1) 47(1)
Oo(7) 9840(5) 9643(3) 10889(1) 77(1)
0O(8) 8220(4) 9735(2) 8829(1) 46(1)
0(9) 8621(3) 8573(2) 8113(1) 45(1)
0O(10) 9019(4) 7170(2) 7522(1) 51(1)
0(11) 3541(4) 9111(2) 7608(1) 39(1)
0(12) 1488(5) 8478(3) 7132(1) 70(1)
C(2) 7110(5) 10228(2) 10707(1) 32(1)
C(3) 7292(6) 11227(3) 10830(2) 42(1)
C(4) 8248(7) 11360(3) 11338(2) 50(1)
C(5) 7441(6) 10886(3) 11794(2) 48(1)
C(6) 6661(5) 10014(3) 11663(1) 40(1)
C(7) 6391(5) 9735(3) 11166(1) 35(1)
C(8) 5513(5) 8927(3) 11063(1) 37(2)
C(9) 5130(5) 8723(2) 10526(1) 32(1)
C(10) 4344(5) 7914(3) 10385(2) 36(1)
C(11) 3970(5) 7748(3) 9869(1) 36(1)
C(12) 4321(5) 8372(2) 9483(1) 31(1)
C(13) 5083(4) 9181(2) 9612(1) 30(1)
C(14) 5438(4) 9351(2) 10136(1) 29(1)
C(15) 8842(5) 9833(3) 10565(2) 38(1)
C(16) 10717(6) 9419(4) 9908(2) 64(1)
Cc@) 3454(5) 8372(3) 7980(1) 35(1)
C(2) 4526(5) 7640(3) 7770(1) 37(2)
C(3) 3822(7) 6940(3) 7498(2) 49(1)
Cc4) 4857(8) 6328(3) 7255(2) 61(1)
C(5) 6578(7) 6417(3) 7262(2) 54(1)
C(6") 7322(6) 7121(3) 7533(2) 42(1)
C(7) 6311(5) 7726(3) 7800(1) 34(1)
Cc(8) 7031(5) 8439(3) 8120(1) 34(1)
C(9) 5958(4) 8932(2) 8453(1) 31(1)
Cc(10) 6623(5) 9518(2) 8806(1) 34(1)
c(11) 5461(5) 9908(2) 9208(1) 34(1)
C(12) 3794(5) 10173(3) 8960(1) 38(1)
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C(13)
C(14)
C(15)
C(17)
C(18)
C(19)
0(13)
C(17)
N(1)
C(17A)
C(18A)

3141(5)
4081(5)
3775(5)
2510(5)
2830(6)
3014(8)
6410(30)
7560(50)
6290(50)
7230(50)
8530(40)

9603(3)
8756(2)
8090(3)
9064(3)
9808(4)
11029(3)
2284(13)
2610(40)
2580(20)
2630(40)
2110(30)

8622(1)
8494(1)
8937(1)
7189(2)
6822(2)
9132(2)
9578(8)
9239(14)
9712(12)
9312(16)
8757(10)

35(1)
32(1)
36(1)
42(1)
54(1)
56(1)
77(4)
240(30)
101(9)
290(50)
185(13)
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Tabla A3. Tamafio de enlaces[A] y 4ngulos [°] para JBIR-99 (154).

Apéndice

0(1)-C(14)
0(1)-C(2)
0(2)-C(3)
O(2)-H(2)
O(3)-C(6)
O(3)-H(3A)
O(4)-C(8)
0(5)-C(10)
O(5)-H(S)
0(6)-C(15)
0(6)-C(16)
O(7)-C(15)
0(8)-C(10)
O(8)-H(8)
0(9)-C(8)
0(10)-C(6")
O(10)-H(10)
O(11)-C(17)
O(11)-C(1)
0(12)-C(17")
C(2)-C(7)
C(2)-C(15)
C(2)-C(3)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-C(5)
C(4)-H(4A)
C(4)-H(4B)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5A)
C(5)-H(5B)
C(6)-C(7)
C(7)-C(8)
C(8)-C(9)
C(9)-C(14)
C(9)-C(10)
C(10)-C(11)
C(11)-C(12)

1.366(4)
1.435(4)
1.412(5)
0.93(6)
1.330(5)
0.855(14)
1.269(5)
1.351(5)
0.852(10)
1.306(5)
1.455(5)
1.184(5)
1.311(5)
0.858(14)
1.279(5)
1.350(6)
0.848(14)
1.356(5)
1.470(4)
1.209(6)
1.509(5)
1.543(5)
1.547(5)
1.523(6)
0.9800
1.517(6)
0.9700
0.9700
1.493(6)
0.9700
0.9700
1.360(5)
1.430(6)
1.446(5)
1.403(5)
1.418(6)
1.383(5)
1.396(5)

C(11)-H(11)
C(12)-C(13)
C(12)-C(15))
C(13)-C(14)
C(13)-C(11))
C(16)-H(16A)
C(16)-H(16B)
C(16)-H(16C)
C(1)-C(2)
C(1)-C(14)
C(1)-H(1)
C(2)-C(3)
C(2)-C(7)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-C(5)
C(4)-H(4)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(6)-C(7)
C(7)-C(8)
C(8)-C(9)
C(9')-C(10)
C(9)-C(14)
C(10)-C(11)
C(11)-C(12)
C(11)-H(11)
C(12)-C(13)
C(12)-C(19)
C(13)-C(14)
C(13)-H(13))
C(14)-C(15)
C(15)-H(15A)
C(15)-H(15B)
C(17)-C(18))
C(18)-H(18A)
C(18)-H(18B)
C(18")-H(18C)

0.9300
1.402(5)
1.531(5)
1.399(5)
1.540(5)
0.9600
0.9600
0.9600
1.495(6)
1.527(5)
0.9800
1.385(6)
1.425(6)
1.385(7)
0.9300
1.374(8)
0.9300
1.400(6)
0.9300
1.398(6)
1.468(5)
1.420(5)
1.372(5)
1.518(5)
1.506(5)
1.523(6)
0.9800
1.327(6)
1.499(6)
1.516(5)
0.9300
1.538(5)
0.9700
0.9700
1.488(6)
0.9600
0.9600
0.9600
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C(19')-H(19A)
C(19)-H(19B)
C(19')-H(19C)
C(14)-0(1)-C(2)
C(3)-0(2)-H(2)
C(6)-O(3)-H(3A)
C(10)-0(5)-H(5)
C(15)-0(6)-C(16)
C(10)-O(8)-H(8)
C(6)-0(10)-H(10)
C(17)-0(11)-C(1")
O(1)-C(2)-C(7)
O(1)-C(2)-C(15)
C(7)-C(2)-C(15)
O(1)-C(2)-C(3)
C(7)-C(2)-CB)
C(15)-C(2)-C(3)
O(2)-C(3)-C(4)
O(2)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(2)
O(2)-C(3)-H()
C(4)-C(3)-H@®)
C(2)-C(3)-HB)
C(5)-C(4)-C3)
C(5)-C(4)-H(4A)
C(3)-C(4)-H(4A)
C(5)-C(4)-H(4B)
C(3)-C(4)-H(4B)
H(4A)-C(4)-H(4B)
C(6)-C(5)-C(4)
C(6)-C(5)-H(5A)
C(4)-C(5)-H(5A)
C(6)-C(5)-H(5B)
C(4)-C(5)-H(5B)
H(5A)-C(5)-H(5B)
O(3)-C(6)-C(7)
O(3)-C(6)-C(5)
C(7)-C(6)-C(5)
C(6)-C(7)-C(8)
C(6)-C(7)-C(2)

0.9600
0.9600
0.9600

116.4(3)

105(4)

103(4)

106(4)

115.6(4)

107(4)

100(4)

116.7(3)

111.3(3)

109.5(3)

109.5(3)

105.8(3)

110.7(3)

109.9(3)

107.8(4)

111.1(3)

110.6(3)

109.1

109.1

109.1

113.0(4)

109.0

109.0

109.0

109.0

107.8

114.5(3)

108.6

108.6

108.6

108.6

107.6

123.0(4)

113.5(3)

123.4(4)

121.0(4)

121.6(4)

0(13)-C(17)
N(1)-C(17A)
C(17A)-C(18A)
C(8)-C(7)-C(2)
O(4)-C(8)-C(7)
O(4)-C(8)-C(9)
C(7)-C(8)-C(9)
C(14)-C(9)-C(10)
C(14)-C(9)-C(8)
C(10)-C(9)-C(8)
0(5)-C(10)-C(11)
O(5)-C(10)-C(9)
C(11)-C(10)-C(9)
C(10)-C(11)-C(12)
C(10)-C(11)-H(11)
C(12)-C(11)-H(11)
C(11)-C(12)-C(13)
C(11)-C(12)-C(15")
C(13)-C(12)-C(15")
C(14)-C(13)-C(12)
C(14)-C(13)-C(11))
C(12)-C(13)-C(11")
0(1)-C(14)-C(13)
O(1)-C(14)-C(9)
C(13)-C(14)-C(9)
0(7)-C(15)-0(6)
0(7)-C(15)-C(2)
0(6)-C(15)-C(2)
0(6)-C(16)-H(16A)
O(6)-C(16)-H(16B)
H(16A)-C(16)-H(16B)
0(6)-C(16)-H(16C)
H(16A)-C(16)-H(16C)
H(16B)-C(16)-H(16C)
0(11)-C(1)-C(2))
0(11)-C(1)-C(14")
C(2))-C(1')-C(14")
O(11)-C(1')-H(1")
C(2)-C(1)-H(1)
C(14)-C(1)-H(1)

Apéndice

1.36(3)

1.273(14)

1.93(5)
117.3(3)
121.6(4)
120.9(4)
117.5(3)
118.3(3)
120.2(3)
121.3(3)
118.4(3)
121.9(3)
119.8(3)
121.2(3)
119.4
119.4
120.3(3)
114.1(3)
125.6(3)
118.3(3)
118.7(3)
123.0(3)
117.9(3)
119.9(3)
122.1(3)
125.1(4)
121.6(4)
113.3(3)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
107.3(3)
105.1(3)
114.0(3)
110.1
110.1
110.1
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C(3)-C(2)-C(7")
C(3)-C(2)-C(1)
C(7)-C(2)-C(1)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-H(3")
C(2)-C(3)-H(3")
C(57)-C(4)-C(3)
C(5))-C(4)-H(4)
C(3)-C(4)-H(4)
C(4)-C(5')-C(6")
C(4)-C(5")-H(5)
C(6')-C(5')-H(5)
0(10)-C(6")-C(7")
0(10)-C(6")-C(5")
C(7')-C(6')-C(5)
C(6)-C(7')-C(2)
C(6')-C(7')-C(8))
C(2))-C(7")-C(8)
0(9)-C(8)-C(9))
0(9)-C(8)-C(7")
C(9')-C(8)-C(7")
C(10)-C(9)-C(8")
C(10)-C(9)-C(14")
C(8)-C(9')-C(14)
0(8)-C(10)-C(9")
0(8)-C(10)-C(11")
C(9')-C(10)-C(11")
C(10)-C(11)-C(12))
C(10)-C(11)-C(13)
C(12)-C(11)-C(13)
C(10)-C(11)-H(11")
C(12)-C(11)-H(11")
C(13)-C(11')-H(11)
C(13)-C(12')-C(19")
C(13)-C(12)-C(11')
C(19)-C(12)-C(11')
C(12)-C(13)-C(14")
C(12)-C(13)-H(13)
C(14')-C(13)-H(13)
C(13)-C(14')-C(9")

119.9(4)
121.0(4)
118.7(3)
119.8(5)
120.1

120.1

121.3(4)
119.3

119.3

120.0(4)
120.0

120.0

123.2(4)
116.9(4)
119.8(4)
119.0(4)
122.0(4)
119.0(3)
121.1(4)
119.6(4)
119.2(3)
120.4(3)
116.4(3)
122.6(3)
124.3(4)
117.7(3)
118.0(3)
110.3(3)
107.8(3)
107.5(3)
110.4

110.4

110.4

126.1(4)
116.3(3)
117.5(4)
119.7(4)
120.1

120.1

110.6(3)

C(13)-C(14')-C(1)
C(9')-C(14)-C(1)
C(13)-C(14)-C(15")
C(9)-C(14")-C(15')
C(1)-C(14)-C(15')
C(12)-C(15)-C(14)
C(12)-C(15")-H(15A)
C(14')-C(15)-H(15A)
C(12)-C(15")-H(15B)
C(14')-C(15)-H(15B)
H(15A)-C(15")-H(15B)
0(12)-C(17')-0(11)
0(12)-C(17)-C(18)
0(11)-C(17)-C(18)
C(17)-C(18')-H(18A)
C(17)-C(18')-H(18B)
H(18A)-C(18")-H(18B)
C(17')-C(18')-H(18C)
H(18A)-C(18")-H(18C)
H(18B)-C(18")-H(18C)
C(12)-C(19)-H(19A)
C(12)-C(19)-H(19B)
H(19A)-C(19")-H(19B)
C(12)-C(19')-H(19C)
H(19A)-C(19")-H(19C)
H(19B)-C(19")-H(19C)
N(1)-C(17A)-C(18A)

110.4(3)
109.1(3)
108.2(3)
108.7(3)
109.9(3)
116.9(3)
108.1
108.1
108.1
108.1
107.3
122.7(4)
126.1(4)
111.2(4)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
152(5)
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Tabla A4. Parametros de desplazamiento anisotrépico (A2 x103) para JBIR-99 (154). El exponente del
factor de desplazamiento anisotropico toma la forma: -2n2 [h2a*2Ut+ ... + 2 h k a* b* U2].

ull u22 u33 u23 ul3 ul2
0(1) 31(2) 32(2) 35(2) -2(1) -3(1) -1(1)
0(2) 64(2) 45(2) 54(2) 2(2) -8(2) -17(2)
0(3) 60(2) 64(2) 31(2) -1(1) -2(1) 1(2)
0(4) 68(2) 52(2) 34(1) 7(2) 5(1) -5(2)
0o(5) 71(2) 44(2) 38(2) 10(1) -1(2) -16(2)
0(6) 34(2) 63(2) 45(2) -4(1) 11(1) 4(1)
o(7) 48(2) 128(4) 56(2) -17(2) -14(2) 32(2)
0(8) 35(2) 58(2) 46(2) -8(2) 2(2) -17(1)
0(9) 29(1) 58(2) 47(2) -6(1) 5(1) -2(1)
0(10) 46(2) 55(2) 51(2) -4(2) 4(1) 14(2)
0(11) 37(2) 47(2) 33(2) 4(1) -7(1) -4(1)
0(12) 53(2) 86(3) 71(2) 6(2) -26(2) -20(2)
C(2) 30(2) 33(2) 32(2) -3(2) -3(1) 4(1)
C(3) 44(2) 33(2) 49(2) -8(2) -3(2) 2(2)
C4) 55(3) 44(2) 50(2) -11(2) -4(2) -7(2)
C(5) 39(2) 59(3) 45(2) -15(2) -1(2) 0(2)
C(6) 31(2) 53(2) 37(2) -6(2) -1(2) 9(2)
C(7) 34(2) 39(2) 33(2) -4(2) 1(2) 5(2)
C(8) 35(2) 41(2) 34(2) 2(2) 6(2) 7(2)
C(9) 28(2) 36(2) 31(2) 3(2) 4(1) 2(2)
C(10) 39(2) 32(2) 38(2) 6(2) 5(2) -2(2)
C(11) 35(2) 33(2) 39(2) 4(2) 4(2) -9(2)
C(12) 29(2) 31(2) 34(2) 0(2) 5(2) 1(2)
C(13) 26(2) 31(2) 33(2) 3(2) 2(2) -3(1)
C(14) 21(2) 31(2) 35(2) 0(2) 2(2) 1(1)
C(15) 31(2) 40(2) 44(2) -7(2) 0(2) 2(2)
C(16) 34(2) 86(4) 74(3) -10(3) 19(2) 2(2)
C(1) 32(2) 38(2) 34(2) 3(2) -3(2) -8(2)
C(2) 41(2) 38(2) 32(2) 3(2) 0(2) -5(2)
C(3) 53(3) 46(2) 48(2) -5(2) -4(2) -12(2)
C(4") 80(4) 44(2) 59(3) -17(2) 0(3) -13(2)
C(5) 72(3) 44(2) 47(2) -7(2) 5(2) 6(2)
C(6" 51(2) 39(2) 36(2) 2(2) 2(2) 3(2)
C(7) 39(2) 34(2) 31(2) 2(2) 1(2) 1(2)
C(8) 34(2) 38(2) 31(2) 4(2) -1(1) -1(2)

166



C(9)
C(10)
C(11)
C(12)
C(13)
C(14)
C(15)
C(17)
c(18)
C(19)
0(13)
C(17)
N(1)
C(17A)
C(18A)

26(2)
33(2)
43(2)
45(2)
30(2)
28(2)
36(2)
31(2)
51(3)
72(3)
65(7)

150(30)
81(12)
120(30)
150(20)

34(2)
37(2)
28(2)
34(2)
40(2)
35(2)
36(2)
59(2)
68(3)
39(2)
102(11)
400(70)
140(20)
250(60)
270(40)

32(2)
33(2)
31(2)
35(2)
36(2)
31(2)
36(2)
38(2)
44(2)
59(3)
63(9)
170(30)
83(15)
490(120)
136(18)

-1(1)
4(2)
0(2)
3(2)
4(2)
1(1)
-2(2)
1(2)
10(2)
-1(2)
26(8)
100(40)
12(12)
140(70)
40(20)

1(1)
0(2)
1(2)
6(2)
-1(2)
1(1)
2(2)
-2(2)
-4(2)
2(2)
14(7)
80(30)
7(11)
-90(40)
-13(18)
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-4(1)
-10(2)
-7(2)
1(2)
5(2)
-4(2)
-8(2)
3(2)
13(2)
12(2)
32(8)

-60(30)

42(15)
80(40)
30(30)
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Tabla As. Coordenadas de hidrégeno (x104) y pardmetros de desplazamiento isotrépico (A2 x103) para
JBIR-99 (154).

X y z U(eq)
H(2) 7370(80) 11850(40) 10190(20) 65
H(3A) 5590(70) 9130(30) 11940(20) 62
H(5) 4230(70) 7510(40) 11035(11) 61
H(8) 8700(60) 9520(30) 8557(13) 56
H(10) 9170(70) 7660(20) 7675(19) 61
H(3) 6169 11490 10863 50
H(4A) 9391 11145 11295 59
H(4B) 8307 11989 11414 59
H(5A) 8290 10793 12060 57
H(5B) 6581 11268 11941 57
H(11) 3477 7212 9778 43
H(16A) 11566 9836 10011 97
H(16B) 10742 9346 9537 97
H(16C) 10928 8858 10072 97
H(1) 2287 8169 8017 42
H(3) 2658 6881 7479 59
H(4') 4377 5848 7084 73
H(5" 7249 6009 7088 65
H(11) 5989 10421 9376 41
H(13) 2110 9722 8466 42
H(15A) 2581 7956 8947 43
H(15B) 4359 7544 8851 43
H(18A) 2456 9644 6480 81
H(18B) 4013 9936 6813 81
H(18C) 2226 10324 6935 81
H(19A) 3584 11515 8968 85
H(19B) 3113 11083 9503 85

H(19C) 1846 11036 9036 85




Tabla A6. Enlaces de hidrégeno para JBIR-99 (154) [Ay °].

D-H..A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
0(2)-H(2)...0(13)#1 0.93(6) 1.88(6) 2.77(2) 160(5)
0(3)-H(3A)...0(4) 0.855(14) 1.77(3) 2.560(5) 153(5)
O(5)-H(5)...0(4) 0.852(10) 1.82(3) 2.596(4) 151(6)
O(8)-H(8)...0(9) 0.858(14) 1.83(4) 2.561(4) 142(5)
0(10)-H(10)...0(9) 0.848(14) 1.83(3) 2.625(4) 156(6)
O(10)-H(10)...0(12)#2  0.848(14) 2.62(5) 2.956(5) 105(4)

Transformaciones de simetria utilizadas para generar atomos equivalentes: #1 -x+1,-y,-z+2
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Cadigo de identificacion
Férmula empirica

Formula (masa)

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de la celda unitaria

Volumen

Z

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcion
F (000)

Tamafio del cristal

Rango Theta para coleccion de datos

Rangos de indice
Reflexiones colectadas
Reflexiones independientes
Integridad de theta = 25.242°

Correccién de absorcion

Max. y min. de transmisién

Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Calidad de ajuste en F2

indices R [I>2sigma(l)]
indices R (todos los datos)
Dif. de pico y agujeros més grande

075XYZ22

C22 H17 N3 O3
371.38

296(2) K
0.71073 A
Monoclinico

P2in

a=9.7351(2) A
b=12.7268(3) A
c=14.9207(4) A
1817.05(8) A3

4

1.358 Mg/m3

0.092 mm-1

776

0.38 x 0.18 x 0.14 mm3

2.119a27.621°.
-12<=h<=12, -16<=k<=16, -
19<=I<=19

30915

4216 [R(int) = 0.0445]
99.8%

Semi-empirical from
equivalents

0.7456 y 0.7011

Full-matrix least-squares on
F2

4216/2 1260

1.080

R1=0.0438, wR2 =0.1174
R1=0.0468, WR2 =0.1198
0.347y-0.278 e.A-3

Apéndice

Tabla A7. Datos del cristal y refinamiento de la estructura del trimero de 4cido antranilico (105).

o= 90°.
B= 100.6050(10)°.
v = 90°.
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Tabla A8. Coordenadas atémicas (x104) y parametros equivalentes de desplazamiento isotrépico (A2 x103)
para el trimero de acido antranilico (105). U(eq) se define como un tercio de la traza del tensor
ortogonalizado Ui,

X y z U (eq)

o(1) 6139(1) 2750(1) 2708(1) 21(1)
c(1) 11391(2) 5876(1) 4366(1) 19(1)
0(2) 10093(1) 4882(1) 2685(1) 20(1)
c(2) 11901(2) 6360(1) 5189(1) 20(1)
C(3) 10974(2) 6795(1) 5701(1) 20(1)
C(4) 9549(2) 6757(1) 5389(1) 18(1)
C(4A) 9023(2) 6297(1) 4537(1) 15(1)
N(5) 7589(1) 6345(1) 4207(1) 15(1)
C(5A) 7121(1) 5970(1) 3403(1) 14(1)
C(5B) 5619(1) 6143(1) 3008(1) 14(1)
C(6) 5155(2) 7177(1) 2844(1) 17(1)
C(7) 3746(2) 7379(1) 2525(1) 21(1)
c(8) 2801(2) 6555(1) 2373(1) 22(1)
C(9) 3255(2) 5524(1) 2526(1) 19(1)
C(9A) 4664(2) 5315(1) 2843(1) 16(1)
N(10) 5108(1) 4254(1) 3044(1) 16(1)
C(11) 5900(1) 3688(1) 2565(1) 16(1)
C(11A) 6438(1) 4253(1) 1816(1) 15(1)
C(12) 5985(2) 3896(1) 925(1) 18(1)
C(13) 6449(2) 4371(1) 201(1) 21(1)
C(14) 7349(2) 5223(1) 354(1) 21(1)
C(15) 7805(2) 5593(1) 1236(1) 18(1)
C(15A) 7357(1) 5103(1) 1959(1) 14(1)
N(16) 7939(1) 5458(1) 2873(1) 14(1)
C(17) 9400(1) 5348(1) 3156(1) 15(1)
C(17A) 9946(2) 5847(1) 4033(1) 15(1)
0(3) 5859(1) 6788(1) 5482(1) 29(1)
C(18) 5334(2) 7795(1) 5202(1) 29(1)




Tabla Ag. Tamafio de enlaces[A] y dngulos [°] para el trimero de 4cido antranilico (105).
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O(1)-C(11)
C(1)-C(2)
C(1)-C(17A)
C(1)-H(1)
0(2)-C(17)
C(2)-C(3)
C(2)-H(2)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-C(4A)
C(4)-H(4)
C(4A)-N(5)
C(4A)-C(17A)
N(5)-C(5A)
C(5A)-N(16)
C(5A)-C(5B)
C(5B)-C(9A)
C(5B)-C(6)
C(6)-C(7)
C(6)-H(6)
C(7)-C(8)
C(7)-H(7)
C(8)-C(9)
C(8)-H(8)
C(2)-C(1)-C(17A)
C(2)-C(1)-H(1)
C(17A)-C(1)-H(1)
C(1)-C(2)-C(3)
C(1)-C(2)-H(2)
C(3)-C(2)-H(2)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-H(3)
C(2)-C(3)-H(3)
C(3)-C(4)-C(4A)
C(9A)-C(5B)-C(5A)
C(6)-C(5B)-C(5A)
C(7)-C(6)-C(5B)

1.2269(18)
1.382(2)
1.404(2)
0.9300
1.2151(17)
1.399(2)
0.9300
1.381(2)
0.9300
1.4072(19)
0.9300
1.3933(18)
1.397(2)
1.2938(18)
1.3836(17)
1.4884(19)
1.398(2)
1.3979(19)
1.391(2)
0.9300
1.387(2)
0.9300
1.390(2)
0.9300
119.99(14)
120.0
120.0
119.91(14)
120.0
120.0
120.74(13)
119.6

119.6
119.69(14)
122.11(12)
118.09(12)
120.06(14)

C(9)-C(9A)
C(9)-H(9)
C(9A)-N(10)
N(10)-C(11)
N(10)-H(10)
C(11)-C(11A)
C(11A)-C(15A)
C(11A)-C(12)
C(12)-C(13)
C(12)-H(12)
C(13)-C(14)
C(13)-H(13)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
C(15)-C(15A)
C(15)-H(15)
C(15A)-N(16)
N(16)-C(17)
C(17)-C(17A)
0(3)-C(18)
O(3)-H(3A)
C(18)-H(18A)
C(18)-H(18B)
C(18)-H(18C)
C(3)-C(4)-H(4)
C(4A)-C(4)-H(4)
N(5)-C(4A)-C(17A)
N(5)-C(4A)-C(4)
C(17A)-C(4A)-C(4)
C(5A)-N(5)-C(4A)
N(5)-C(5A)-N(16)
N(5)-C(5A)-C(5B)
N(16)-C(5A)-C(5B)
C(9A)-C(5B)-C(6)
C(12)-C(13)-C(14)
C(12)-C(13)-H(13)
C(14)-C(13)-H(13)

1.391(2)

0.9300
1.4324(18)
1.3524(18)
0.894(9)
1.5021(19)
1.3944(19)
1.3972(19)
1.384(2)
0.9300
1.387(2)
0.9300
1.392(2)
0.9300
1.3843(19)
0.9300
1.4495(17)
1.4140(18)
1.4631(19)
1.415(2)
0.853(10)
0.9600
0.9600
0.9600
120.2
120.2
121.94(12)
118.41(13)
119.59(13)
118.12(12)
124.13(13)
117.75(12)

118.07(12)
119.73(13)
120.05(13)
120.0
120.0
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C(7)-C(6)-H(6)
C(5B)-C(6)-H(6)
C(8)-C(7)-C(6)
C(8)-C(7)-H(7)
C(6)-C(7)-H(7)
C(7)-C(8)-C(9)
C(7)-C(8)-H(8)
C(9)-C(8)-H(8)
C(8)-C(9)-C(9A)
C(8)-C(9)-H(9)
C(9A)-C(9)-H(9)
C(9)-C(9A)-C(5B)
C(9)-C(9A)-N(10)
C(5B)-C(9A)-N(10)
C(11)-N(10)-C(9A)
C(11)-N(10)-H(10)
C(9A)-N(10)-H(10)
O(1)-C(11)-N(10)
O(1)-C(11)-C(11A)
N(10)-C(11)-C(11A)
C(15A)-C(11A)-C(12)
C(15A)-C(11A)-C(11)
C(12)-C(11A)-C(11)
C(13)-C(12)-C(11A)
C(13)-C(12)-H(12)
C(11A)-C(12)-H(12)

120.0
120.0
119.93(14)
120.0
120.0
120.38(14)
119.8
119.8
120.03(14)
120.0
120.0
119.87(13)
119.47(13)
120.57(12)
124.84(12)
118.4(12)
116.3(12)
122.28(13)
121.02(13)
116.66(12)
118.69(13)
123.96(12)
117.35(12)
120.57(14)
119.7
119.7

C(13)-C(14)-C(15)
C(13)-C(14)-H(14)
C(15)-C(14)-H(14)
C(15A)-C(15)-C(14)
C(15A)-C(15)-H(15)
C(14)-C(15)-H(15)
C(15)-C(15A) C(11A)
C(15)-C(15A)-N(16)
C(11A)-C(15A)-N(16)
C(5A)-N(16)-C(17)
C(5A)-N(16)-C(15A)
C(17)-N(16)-C(15A)
0(2)-C(17)-N(16)
0(2)-C(17)-C(17A)
N(16)-C(17)-C(17A)
C(4A)-C(17A)-C(1)
C(4A)-C(17A)-C(17)
C(1)-C(17A)-C(17)
C(18)-0(3)-H(3A)
0(3)-C(18)-H(18A)
0(3)-C(18)-H(18B)
H(18A)-C(18)-H(18B)
0(3)-C(18)-H(18C)
H(18A)-C(18)-H(18C)
H(18B)-C(18)-H(18C)

120.12(14)
119.9
119.9
119.58(13)
120.2
120.2
120.97(13)
117.89(12)
121.03(12)
121.98(11)
121.15(11)
116.58(11)
120.73(12)
125.46(13)
113.80(12)
120.01(13)
119.73(13)
120.26(13)
105.0(15)
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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Tabla A10. Parametros de desplazamiento anisotropico (A2 x103) para el trimero de 4cido antranilico (105).
El exponente del factor de desplazamiento anisotrépico toma la forma: -2r2 [h2a*2Ut+ ... + 2 hka* b* U2].

ull U22 u33 U23 Ul3 ul2
o(1) 26(1) 13(1) 24(1) 2(1) 2(1) 1(1)
C(1) 18(1) 20(1) 18(1) 3(1) 3(1) -2(1)
0(2) 17(1) 23(1) 20(1) -3(1) 5(1) 2(1)
C(2) 19(1) 21(1) 19(1) 5(1) -1(1) -5(1)
C@3) 27(1) 15(1) 15(1) 2(1) -2(1) -5(1)
C(4) 24(1) 13(1) 15(1) 1(1) 2(1) 0(1)
C(4A) 19(1) 11(1) 14(1) 2(1) 1(1) -2(1)
N(5) 18(1) 13(1) 15(1) 1(1) 3(1) 0(1)
C(5A) 16(1) 11(1) 15(1) 2(1) 4(1) -1(1)
C(5B) 16(1) 16(1) 13(1) 0(1) 4(1) 2(1)
C(6) 20(1) 16(1) 17(1) 0(1) 5(1) 1(1)
c(7) 24(1) 19(1) 19(1) 4(1) 6(1) 7(1)
C(8) 16(1) 28(1) 20(1) 4(1) 4(1) 6(1)
C(9) 16(1) 22(1) 18(1) 1(1) 4(1) -2(1)
C(9A) 18(1) 16(1) 14(1) 1(1) 5(1) 1(1)
N(10) 18(1) 13(1) 18(1) 3(1) 5(1) -1(1)
C(11) 15(1) 15(1) 15(1) -1(1) -1(1) -2(1)
C(11A)  16(1) 12(1) 16(1) 0(1) 3(1) 2(1)
C(12) 20(1) 14(1) 19(1) -3(1) 1(1) 2(1)
C(13) 25(1) 21(1) 15(1) -4(1) 1(1) 4(1)
C(14) 26(1) 23(1) 15(1) 2(1) 7(1) 2(1)
C(15) 19(1) 17(1) 19(1) -1(1) 6(1) -1(1)
C(15A)  14(1) 15(1) 14(1) -2(1) 2(1) 2(1)
N(16) 15(1) 14(1) 13(1) -1(1) 3(1) -1(1)
C(17) 15(1) 14(1) 16(1) 1(1) 4(1) -2(1)
C(17A)  18(1) 13(1) 14(1) 2(1) 2(1) -2(1)
0(3) 36(1) 30(1) 28(1) 6(1) 19(1) 7(1)
c(18) 31(1) 29(1) 29(1) -1(1) 12(1) 4(1)
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Tabla A11. Coordenadas de hidrégeno (x104) y parametros de desplazamiento isotrépico (A2 x103) para el
trimero de 4cido antranilico (105).

X y z U (eq)
H(1) 12004 5569 4034 22
H(2) 12860 6398 5402 24
H(3) 11322 7112 6258 24
H(4) 8940 7034 5740 21
H(6) 5789 7730 2948 21
H(7) 3438 8067 2414 25
H(8) 1857 6692 2167 26
H(9) 2618 4973 2417 23
H(10) 4743(18) 3928(14) 3476(10) 19
H(12) 5366 3334 817 22
H(13) 6157 4118 -388 25
H(14) 7647 5549 -134 25
H(15) 8408 6165 1340 21
H(3A) 6374(19) 6617(17) 5101(12) 35
H(18A) 5137 8175 5720 43
H(18B) 4491 7723 4757 43
H(18C) 6016 8172 4939 43

Tabla A12. Enlaces de hidrégeno para el trimero de 4cido antranilico (105) [Ay °].

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(10)-H(10)...0(3)#1  0.894(9) 1.981(10) 2.8713(16) 173.7(17)
0(3)-H(3A)...N(5) 0.853(10) 1.970(10) 2.8206(16) 175(2)

Transformaciones de simetria utilizadas para generar &tomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z+1
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a-Glucosidase and PTP-1B Inhibitors from Malbranchea dendritica
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ABSTRACT: An extract from a PDB static culture of Malbranchea
dendritica exhibited a-glucosidase and PTP-1B inhibitory activities.
Fractionation of the active extract led to the isolation of
gymnoascolide A (1), a y-butenolide, and xanthones sydowinin A
(2), sydowinin B (3), and AGL-B4 (4), as well as orcinol (5).
Compound 1 exhibited important inhibitory activity against yeast
a-glucosidase (ICg, = 0.556 = 0.009 mM) in comparison to
acarbose (ICg, = 0.403 + 0.010 mM). Kinetic analysis revealed that
1 is a mixed-type inhibitor. Furthermore, compound 1 significantly
reduced the postprandial peak in mice during a sucrose tolerance
test at the doses of 5.16 and 10 mg/kg. Compound 1 was reduced Malbranchea dendritica
with Pd/C to yield a mixture of enantiomers la and 1b; the

mixture showed similar activity against a-glucosidase (ICs, = 0.396

+ 0.003 mM) and kinetic behavior as the parent compound but might possess better drug-likeness properties according to
SwissADME and Osiris Property Explorer tools. Docking analysis with yeast a-glucosidase (pdb: 3A4A) and the C-terminal subunit
of human maltase-glucoamylase (pdb: 3TOP) predicted that 1, 1a, and 1b bind to an allosteric site of the enzymes. Compounds 1—
5 were evaluated against PTP-1B, but only xanthone 3 moderately inhibited in a noncompetitive fashion the enzyme with an ICy, of
0.081 =+ 0.004 mM. This result was consistent with that of docking analysis, which revealed that 3 might bind to an allosteric site of
the enzyme. From the inactive barley-based semisolid culture of M. dendritica, the natural pigment erythroglaucin (6) and the
nucleosides deoxyadenosine (7), adenosine (8), thymidine (9), and uridine (10) were also isolated and identified.

% Inhibition

B INTRODUCTION Based on the above considerations, we have established a

In 2019, the International Diabetes Federation (IDF) systematic program to discover new AG and PTP-1B inhibitors
. ! 1. from fungi of the genus Malbranchea. Thus, Malbranchea
estimated that more than 450 million people suffered from . . . .
. ) . flavorosea Sigler & Carmichael yielded a few polyketides and
type 2 diabetes melhtl}s (T2DM), causing more than 4.2 dipeptides with AG inhibitory activity, in vitro and in vivo 546
million deaths that year.” Thus, T2DM represents a significant pep v ! )

global health problem with a significant negative economic Malbranchea circinata Sigler & Carmichael produced peptides,
impact glycosylated anthraquinones, and tetralones with inhibitory

The treatment of T2DM includes a healthy lifestyle and the properties against AG and PTP-1B; the peptide malbranchea-

. . . 2 . mide was also active during an oral sucrose tolerance test
use of various drugs and insulin.” Nevertheless, there is a need . LT L .
. . R (OSTT) in mice.” Finally, Malbranchea albolutea Sigler &
for new, more efficient therapies targeting different or known

S ) > S Carmichael biosynthesizes ardeemin derivatives with potent
proteins involved in glucose absorption or signaling cascades

e . ) . . PTP-1B inhibitory effects.”
implicated in this complex disease. Protein tyrosine phospha- - . . .

) K : Malbranchea dendritica Sigler & Carmichael is a fungus
tase 1B (PTP-1B), a negative modulator of insulin and leptin . : > 9 .
O . > X 1 isolated from soil worldwide.” From the chemical and
signaling, is a highly validated pharmacological target against

harmacological point of view, this species has not been
insulin resistance and obesity.3 PTP-1B plays a critical role in P . & b ’ p L. I,
. investigated. However, other Malbranchea species, in addition
the control of glucose and energy homeostasis. Thus, many

to those indicated above, biosynthesize different types of
research programs are looking for new selective inhibitors of ’ 7 oP

PTP-1B. Regarding a-glucosidases (AGs), these enzymes
hydrolyze larger carbohydrate molecules to glucose; their
inhibition can delay the liberation of glucose from dietary
carbohydrates, retarding glucose absorption and lowering the
postprandial blood glucose peak. In combination with first-
choice drugs, AGs reduced the incidence of cardiovascular
complications.”
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Figure 1. Chemical structures of compounds 1—10 isolated from the fungus M. dendritica and derivatives.

bioactive compounds, including peptides,'’™"* sesquiterpe-
L1 14,15 156 : .
noids, polyketides,”” benzoquinones and hydroqui-
1617 . 1018 c 3. 19 .
nones, triterpenoids, anthrasteroids,”” aromatic com-
20,21 7022
pounds, and pyrrole alkaloids.

Herein, we report a few PTP-1B and AG inhibitors from M.
dendritica obtained from the American Type Culture
Collection (ATCC, strain 34527), including their activities,
kinetic behavior, drug-likeness, and other in silico properties.
The identity of the fungus was also confirmed using molecular
sequencing.

B RESULTS AND DISCUSSION

Fungal Strain and Identification. The identity of the
type strain of M. dendritica ATCC 34527 (UAMH 2731,
CBS2731, DPG141) was confirmed using molecular sequenc-
ing of the ITS rDNA (ITS1, 5.8S, and ITS2) using the primer
combination of ITSIF and ITS4.”>** Results of the BLAST
search and maximum likelihood analysis with IQ-Tree (Figure
S1) confirm that strain ATCC 34527 is M. dendritica
(Onygenales; Onygenaceae; Ascomycota).

Isolation of Compounds 1-10. A CHCl;—MeOH
extract from a potato dextrose broth (PDB) static culture of
M. dendritica showed activity against yeast AG and PTP-1B,
with an inhibition of 76 and 30% at 1000 ppm, respectively.
Sephadex purification of the active extract led to two major
fractions (F1 and F2). F1 yielded pure compound 1, identified
by nuclear magnetic resonance (NMR) and spectrometric
analyses (Figures S2 and S3 and Table S1), as gymnoascolide
A, a vasodilating y-butenolide previously isolated from
Malbranchea filamentosa™*' and Gymnoascus reessii Baran.”
The second fraction (F2) was subjected to high-performance

liquid chromatography (HPLC) analysis, which resulted in the
isolation of the xanthones sydowinin A (2), sydowinin B (3),°
AGI-B4 (4),” and the polyketide orcinol (5).® Compounds
2—4 have been isolated from Asper§illus sydowii (Bainier &
Sartory) Thom and Church,”**” Engyodontium album
(Limber) de Hoog,> Neosartorya fischeri (Wehmer) Malloch
& Cain,”' and Arthrinium sp.,”” and compound § from
Trichoderma atroviride Karsten sensu Bissett™ and Aspergillus
sclerotiorum G.A. Huber.’* Their spectral properties agreed
with those previously reported (Figures S4—S11 and Tables
S2-S5).

From the inactive barley-based solid culture of M. dendritica,
the natural pigment erythroglaucin (6)*° and the nucleosides
deoxyadenosine (7), adenosine (8), thymidine (9), and
uridine (10) were isolated and identified by comparison of
their NMR data (Figures S12—S19 and Tables S6—S9) with
those in the literature;’' in addition, thymidine (9) was
identified by X-ray diffraction analysis (Figure S$20). All
isolated compounds are shown in Figure 1. This type of finding
is common since the variation of the culture conditions led to
the production of different metabolites.

Evaluation of Compounds 1-5 against Yeast AG.
Compounds 1—5 were evaluated against yeast AG using a
spectrophotocolorimetric assay,”” but only 1 exhibited an
important inhibitory activity (ICs, = 0.556 + 0.009 mM)
comparable to that achieved by acarbose (IC;, = 0.403 +
0.010 mM). Kinetic experiments were performed to determine
the type of inhibition of 1 against yeast AG. Thus, substrate
saturation curves at different concentrations of 1 were
performed to obtain a double reciprocal (Lineweaver—Burk)
plot (Figure 2), as described in the Experimental Section. This
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Figure 2. Lineweaver—Burk plot of yeast AG inhibition at different
concentrations of gymnoascolide A (1).

plot showed a typical mixed-type inhibition, with the
interception of the lines in the superior left quadrant; a
difference in both the slope and y-intercept was observed, and
when the inhibitor concentration increased, V., decreased
and K,, increased.” Calculated parameters V,., K, and K;
were 1.720 mM/min, 0.6426 mM, and 0.7433 mM,
respectively. The nonlinear regression (r* = 0.9546) for the
Michaelis—Menten (Figure S21) reinforced the mixed type of
inhibition.

In Vivo Evaluation of 1 during an Oral Sucrose
Tolerance Test. Compound 1 was also evaluated during an
oral sucrose tolerance test (OSTT) in CD-1 normoglycemic
mice (Figure 3), since yeast AG inhibition does not always
correlate well with AG mammal inhibition. The OSTT
monitors a reduction in glucose absorption associated with
AG inhibition by measuring blood glucose after sucrose
administration with and without the inhibitor.*® During this
experiment, compound 1 induced an important reduction of
the postprandial peak at the doses of 5.16 and 10 mg/kg, and
the antihyperglycemic effect lasted during the experiment. This
effect was similar to that observed for acarbose (S mg/kg), a
well-known AG inhibitor used as a positive control.

Compound 1 was further analyzed for its antidiabetic
potential during an oral glucose tolerance test (OGTT)”’
(3.16—10 mg/kg, p.o.) in normal mice, but only at the dose of
5.62 mg/kg, the postprandial peak decreased similarly to
metformin (200 mg/kg). Thus, compound 1 might also
improve insulin sensitivity (Figure $22).

Drug-Likeness, Pharmacokinetics, Medicinal Chem-
istry Friendliness, and Toxicity of Compounds 1, 1a,
and 1b. Considering the good activity shown by compound 1
in the OSTT along with its antihypertensive potential,20 the
drug-likeness of this lactone was analyzed using SwissADME*®
and Osiris Property Explorer’” free software.

The physicochemical properties of 1 were predicted, and the
results are summarized in Figure S23 as a bioavailability radar
plot. In the radar graphic, the pink area represents the optimal
range for each property of a good drug, and the red line
represents the values of the six calculated properties affecting
its oral bioavailability. According to the results of Figure 4,
compound 1 has good properties in terms of lipophilicity, size,
polarity, insolubility, and flexibility but showed a large fraction
of unsaturation.

The pharmacokinetic analysis predicted that compound 1
has a high chance of passively permeating the gastrointestinal
(gi.) and the blood—brain (BBB) barriers. In addition,
compound 1 was not a substrate of the permeability
glycoprotein (P-gp), a multidrug resistance protein that
actively ejects xenobiotics out of cells. These results were
graphically represented using the BOILED-Egg model (Figure
S24). The predicted results also revealed that 1 has higher
opportunities to be a CYP450 inhibitor of the isoforms
CYP1A2, CYP2C19, and CYP2D6 (Figure S23), which might
indicate adverse drug interactions with drugs that are
substrates of this isoenzymes.

On the other hand, medicinal chemistry analysis, showed
that compound 1 might be a good drug candidate because the
results showed no pan-assay interference structural fragments
(PAINS),* Brenk alerts,”" or lead-likeness violations.**
Furthermore, its synthetic accessibility is very good. Com-
pound 1 also showed an orally bioavailable score of 0.55 and
followed five drug-likeness rules, namely, Lipinski,43 Egan,44
Veber,*™ Muegge,46 and Ghose.*’

The toxicity risk assessment was estimated using the Osiris
Property Explorer and the results anticipated no mutagenicity,
tumorigenicity, or irritating or reproductive effects (Figure
$25). Further, during the in vivo studies with compound 1, no
behavioral changes or irritating effects were observed in the
mice.
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ACA (5 mglkg)
—4— 1(3.16 mg/kg)
=¥ 1(5.62mglkg)
——
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Figure 3. (A) Effect of compound 1 (3.16—10 mg/kg, p.o.) on blood glucose levels in normoglycemic mice during an OSTT. (B) Area under the
curve (AUC) obtained from temporal curves. VEH: vehicle and ACA: acarbose. Each point or bar represents the mean + SEM for six mice in each
group. *p < 0.05, ¥*p < 0.01, and ***p < 0.001 represent significantly different two-way ANOVA followed by Dunnett’s test for comparison with
respect to the vehicle control at the same time (panel A) or ANOVA followed by Dunnett’s test for comparison with respect to the vehicle control

(panel B).
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Figure 4. Bioavailability radar plot of compounds 1, 1a, and 1b using the free web tool SwissADME.

To improve the medicinal chemistry properties of 1, we
decided to eliminate one unsaturation from its @,f-unsaturated
lactone. Experimentally it can be achieved by catalytic
hydrogenation using Pd/C. With the syn addition of hydrogen
during this reaction, which takes place on the catalyst’s surface,
only two products, namely, la and 1b, might be obtained.
Thus, 1a and 1b were subjected to the same theoretic analyses
as 1, and the results are summarized in the Supporting
Information (Figures $26 and $27).

In general, 1a and 1b showed excellent pharmacokinetic and
drug-likeness profiles. The bioavailability radar plots of both
compounds showed no outliers (Figure 4), projecting better
bioavailability than the parent compound 1. Regarding the
medicinal chemistry properties, a slight variation of XLOGP3
was foreseen, but the consensus log P remained less than 3.5.
The Osiris Property Explorer also predicted no mutagenicity,
tumorigenicity, or irritating or reproductive effects for
compounds 1a and 1b (Figure S28).

Semisynthesis of Compounds 1a and 1b. To obtain a
derivative less unsaturated, compound 1 was catalytically (Pd/
C) reduced according to the procedure summarized in the
Experimental Section. The reaction was monitored by GC—
MS analysis (Figure S29), which revealed that the reaction
yielded an enantiomeric mixture (8:2) of 1a and 1b, consistent
with the syn addition of hydrogen to the double bond. The
small value of the optical rotation [a]¥ = —4 (¢ = 1, MeOH)
shows an enantiomeric excess of one of the two possible
enantiomers. The enantiomeric mixture showed an exact mass
of 253.12207 [M + H]* consistent with a molecular formula of
C,;H,,0, and was clearly identified by NMR analysis (Table 1
and Figures S30 and S31). The main differences with the
NMR of gymnoascolide A (1) were the absence of the signals
for the double bond & 159.8 (C-4) and 127.6 (C-3); instead,
signals for two methines at C-3 and C-4 in Jy/0c 4.06/50.3
and 3.08/34.7, respectively, were observed (Table 1), and the
carbonyl carbon (8c 177.2) chemical shift was paramagneti-
cally shifted due to the elimination of the double bond.

To determine which of the two enantiomers predominated
in the mixture, the ECD of the 35,45 (1a) and the 3R,4R (1b)
enantiomers were calculated using a DFT B3LYP level of
theory and compared with the experimental spectrum. Figure §
depicts the comparison of three spectra; the sign and shape of
the Cotton effects of the experimental spectrum is consistent

Table 1. 'H (400 MHz) and *C (100 MHz) NMR Data of
Compound 1a/1b in CDCl,

position S¢ 6y” (J in Hz)
2 177.2
3 50.3 4.06 d (82)
4 34.7 3.08 m
5 70.3 414 d (5.3, 9.3)
426 d (6.4,9.3)
6 427 245 dd (4.8, 14.1)
220 dd (114, 14.1)
1 138.6
2,6 129.0 7.02br d (7.1)
3,5 128.8 7.26 m
4’ 126.8 7.20 m
1” 133.5
3", 5" 128.8 7.26 m
4" 128.0 7.34 m
2, 6" 129.4 739 m

“Assigned with HSQC. Most aromatic protons are in the range of dy
7.2—7.39.

30+
--- Experimental

_ — 3R4R1b
.E 10 — 3S,4S1a
o
‘TE 0 ______ Teo== ™ 1
= 30 350 400
“@ 104 .
410 A (in nm)
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Figure S. Comparison of the experimental ECD spectrum of the
mixture 1a/1b (green dotted line) with calculated spectra for the
enantiomers 35,4S (red) and 3R,4R (blue).

with a predominancy of the 3R4R (1b) enantiomer in the
mixture.

Evaluation of Compound 1a/1b against the Activity
of Yeast AG. The unsaturated enantiomeric mixture la/1b
was evaluated against yeast AG, and the ICs, obtained was
0.396 + 0.003 mM. This result shows a slight improvement in
bioactivity compared to the parent compound. Kinetic
experiments were also performed and compound 1a/1b
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retained the mixed-type inhibition as 1 (Figure 6). Calculated
parameters V.., K, and K; were 1.447 mM/min, 0.5361 mM,

3 e~ 1a/1b (0.00 mM)
N . -= 1a/1b (0.33 mM)
-+ 1aMb (0.35 mM)
-+ 1a/1b (0.38 mM)

1/V (mM/min)’!

14
1/[p-NPG] (mM)"*

Figure 6. Lineweaver—Burk plot of yeast AG inhibition at different
concentrations of compound 1a/1b.

and 0.6984 mM, respectively. The Michaelis—Menten graph
(nonlinear regression for the mixed-type inhibition r*= 0.9397)
is shown in Figure S32.

Docking Studies of 1, 1a, and 1b. Docking analysis of
compound 1 and its analogs 1a and 1b was performed using
two different enzymes: yeast isomaltase (pdb: 3A4A)
considering that kinetic analyses were performed with this
enzyme, and the C-terminal subunit of human maltase-
glucoamylase (pdb: 3TOP) bearing in mind the in vivo results.
The results are shown in Figures 7 and 8 and Tables 2 and 3,
which include the type of interactions, binding amino acids,
binding energies, and calculated inhibition constants. In all
cases, the compounds bind to the noncatalytic site of the
enzymes.

For yeast AG, the three compounds 1, 1a, and 1b bind to an
allosteric site*® with almost identical binding energies (Table
2), and this information supports the kinetics experiments
carried out with this enzyme in vitro. In the case of the C-
terminal subunit of human maltase-glucoamylase, compound 1

attached to a different site from that of its derivatives 1a and
1b; in each case the binding site was different to the catalytic
region, and the binding energies were slightly better than that
of acarbose used as the positive control (Table 3).

The type of interactions 1, 1a, and 1b displayed with all
enzymes were predominantly hydrophobic. However, in the
case of the maltase-glucoamylase enzyme, 7 stacking and salt
bridge interactions were also observed (Figures 7 and 8 and
Tables 2 and 3). The interactions of acarbose are shown in
Figures S33 and S34.

PTP-1B Inhibitory Activity. Compounds 1-5 were
evaluated against PTP-1B, but only compound 3 moderately
inhibited the enzyme with an ICy, of 0.081 + 0.004 mM;
ursolic acid (UA) was used as the positive control (ICy, =
0.006 + 0.0002 mM). Kinetic analysis revealed that xanthone 3
inhibited PTP-1B in a noncompetitive fashion (the inter-
ception of the lines was observed at the x-axis); the estimated
K; was 0.02745 mM (Figure 9). Accordingly, a decrease in V,,,,
(1.308 mM/min) but no change in the K, parameter (1.360
mM) was observed. Furthermore, the r* value (0.9978)
estimated in the nonlinear regression analysis of the
Michaelis—Menten graph (Figure S35) endorsed a non-
competitive type of inhibition.

Docking and Molecular Dynamics Studies of Com-
pound 3. Docking analysis of compound 3 was performed
with a human recombinant PTP-1B (pdb: 1T49). As shown in
Figure 10, 3 might bind in a well-known allosteric site**® and
could display hydrophobic, H bonds and z-stacking
interactions with the amino acids in the site (Table 4). The
positive control, ursolic acid also binds to the allosteric site,
and interactions of this compound are shown in Figure S36.

The molecular dynamics (MD) results are also summarized
in Table 4 and Figure 11. The complex of compound 3-
enzyme resulted in a negative AG value. The calculated RMSD
for the complex of 3, UA, and PTP-1B (Figure 12) indicated
that they remain stable throughout the simulation time.

(1)

-« Hydrophobic Interaction
— Hydrogen Bond

1le262

Val266

Thr274

1le272

(1a) 35,48

‘
'

Ile%ﬁ
1le262

(1b) 3R, 4R

Figure 7. Structural models of the binding sites of the yeast AG-ligand complexes (pdb: 3A4A). In the center, the protein a-glucosidase is shown in
light blue cartoon, and compounds are shown in blue sticks (1), yellow sticks (1a, 35,4S), magenta sticks (1b, 3R,4R), and green sticks (acarbose).
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Figure 8. Structural models of the binding sites of the C-terminal subunit of human maltase-glucoamylase (pdb: 3TOP). In the center, the protein
a-glucosidase is shown in green cartoon and compounds are shown in blue sticks (1), yellow sticks (1a, 35,4S), magenta sticks (1b, 3R,4R), and

red sticks (acarbose).

Table 2. Docking Analysis Results from Compounds 1, 1a,
1b, and Acarbose in Yeast AG (pdb: 3A4A)

compound (ﬂlil/l) (kcaIIE/B 'mol) interacting residues

1 32.53 —6.1 Trp15®

1b (3R4R)  38.54 —6.0 Mle262%, Mle272%

1a (35,4S) 9.94 —68  1e262%, Arg263%, Val266°, 11e272°,
Thr274%

acarbose 0.78 -83 Tyrl55¢, Glu274¢, GIn276°, His277¢,

Asp304°, Thr307°, Arg312°,
Arg439”

“Hydrophobic interaction. “Hydrogen bond. “Salt bridge.

Table 3. Docking Analysis Results from Compounds 1, 1a,
1b, and Acarbose in the C-Terminal Subunit of Human
Maltase-Glucoamylase (pdb: 3TOP)

K EB

compound  (mM) (kcal/mol) interacting residues

1 54.08 —-58  Thr1325% Phel358“%, Pro1359%,
Asp1360°, Val1361°

1b (3R4R)  16.52 —-6.5 Tyr1618“, Leul622%, Val16317,
Pro1658“, Tyr1715%, Trp1749“"

1a (35,4S) 5.98 -7.1 Tyr1618“, Leul622“, Lys1625°,
Pro1658°, Tyrl715“ Trp1749™"

acarbose 23.18 —6.3 Trp1355“, Phel5597, Asp1157d,

Lys1460°, Argl510%, Asp15267,

His1584%, ThrlSZSd

“Hydrophobic interaction. bﬂ-Stacking. “Salt bridge. dHydrogen
bond.

These findings are consistent with the in vitro assays. Thus,
compound 3 binds to the allosteric site of the enzyme in a
noncompetitive fashion. Therefore, the formation of the
complex and the formation of the complex between 3 and
PTP-1B could result in the inhibition of the enzyme.

Drug-Likeness, Pharmacokinetics, Medicinal Chem-
istry Friendliness, and Toxicity of Compounds 1-10.

12+
o~ 3(0.00 mM)

- ol = 3(0.03mM)
€ -+ 3(0.07 mM)
£ . /'(_/' ~ 3(0.10 mM)
= |
g /00—0"//.
= i >

-4

1/[p-NPP] (mM)""*

Figure 9. Lineweaver—Burk plot of PTP-1B inhibition at different
concentrations of the substrate of sydowinin B (3).

Compound 3 was also subjected to bioinformatic analyses with
SwissADME®® and Osiris Property Explorer’® free software.

The predicted physicochemical properties depicted in the
bioavailability radar plot (Figure S37) showed an outlier at the
unsaturation parameter. The pharmacokinetic calculations
projected were favorable since 3 was not a substrate of P-gp
and could not pass through the BBB but it was permeable to
gi. membranes (Figure $38). In addition, this compound
would not inhibit any CYP450 isoforms. Xanthone 3 followed
the five drug-likeness rules and showed no PAINS or lead-
likeness violations; however, a Brenk alert was found because
of its polycyclic backbone.

Finally, the Osiris Property Explorer was used to evaluate the
toxicity risk for compound 3 and the results showed no
mutagenicity or tumorigenicity effects, but a slight alert for
irritating and reproductive effects (Figure S36) were foreseen.

B CONCLUSIONS

In summary, gymonascolide A (1) demonstrated in vivo, in
vitro, and in silico a-glucosidase inhibitory activity; its reduced
derivatives la and 1b showed comparable in vitro activity as
AG inhibitors, and according to their predicted drug-likeness
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Figure 10. Structural models of the binding sites of PTP-1B-ligand complexes (pdb: 1T49). The protein is shown in yellow cartoon, compound 3

in blue sticks, and positive control (UA) in purple sticks.

Table 4. Docking and Molecular Dynamics Analysis Results
from Compound 3 and UA in PTP-1B (pdb: 1T49)

K EB
compound (M)  (kcal/mol) AG (kcal/mol) interacting residues

3 426 -7.3 —29.58 + 371  Alal89*", Leul92%,
Phe280°, Glu276"
UA 27.47 —62 —2499 +2.61 Phel96“, Phe280°%,

Ile281¢
“Hydrophobic interaction. “Hydrogen bond. “z-Stacking.

and medicinal chemistry properties, they could be better lead
compounds for the development of new drugs. Compound 1
might also favor insulin sensitivity of resistance according to an
OGTT in mice. However, further investigation in vivo is
required to demonstrate these hypotheses. Its vasodilating
effect demonstrated by other authors might be useful in
diabetic patients with cardiovascular complications. The
xanthone sydowinin B (3) showed significant inhibitory
activity against the enzyme PTP-1B; nevertheless, its predicted
toxicological properties ruled out a further detailed inves-
tigation on this compound. As other Malbranchea species, M.
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Figure 12. RMSD as a function of time of the PTP-1B-3 and PTP-1B-
UA complexes.
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Figure 11. Structural models for molecular dynamics at the allosteric site of PTP-1B for compound 3 and UA.
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dendritica demonstrated to be a good source of potential
antidiabetic drugs.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. NMR spectra,
including bidimensional, were recorded in CD;OD, CDCI,,
or DMSO-§;4 solution on a Bruker Avance III HD or Bruker
BioSpin (Billerica, MA) spectrometer at either 700 or 400
MHz ('H) and 175 or 100 MHz (**C), using TMS as an
internal standard. High-resolution mass spectra, HRMS (ESI-
TOF"), were acquired with a JEOL AccuTOF JMS-T100LC
(Peabody, MA) spectrometer. Optical rotation was obtained
with an Anton Paar MCP 150 polarimeter. Gas chromatog-
raphy—mass spectrometry (GC—MS) determinations were
made using an Agilent 5975C system equipped with a 30 m
DB-SMS capillary column (0.25 mm id.; 0.25 mm).
Preparative HPLC was carried out with a Waters instrument
(Milford, MA) equipped with a 2535 pump and a 2998
photodiode array detector, using an XBridge Prep Shield RP-
C18 (19.0 X 250 mm? S mm particle size) packed column,
and different gradient systems of MeCN and 0.1% aqueous
formic acid, at a flow rate of 17.06 mL/min. Control of
equipment, data acquisition and processing, and management
of chromatographic information were performed using the
Empower 3 software package. Column chromatography (CC)
was carried out on silica gel 60 (Merck, Darmstadt, Germany)
or Sephadex LH-20 (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK.). Thin-layer chromatographic (TLC)
analyses were performed on silica gel 60 F254 plates (Merck)
and visualized using a Ce,(SO,); (10%) solution in H,SO,.

Fungal Strain and Identification. M. dendritica (strain
no. 34527) was obtained from ATCC (Manassas, VA). The
lyophilized fungus was resuspended with sterile water and left
overnight. Next, Potato Dextrose Agar (PDA) plates were
inoculated with the suspended fungi and were continuously
subcultured for preservation. The identity of the fungus was
confirmed using molecular sequencing. Detailed methods for
PCR amplification and sequencing were outlined previously.”’
A BLAST search with the fungi type and reference material
database in NCBI GenBank using the ITS region suggested
that ATCC 34527 displayed >99% sequence similarity with M.
dendritica UAMH 2731 REFSEQ, NR_111141 (AY177310).>
To place the strain ATCC 34527 in a phylogenetic framework,
we downloaded all types and other sequences from various
closely related Malbranchea and Auxarthron spp”>~>° and
performed a Maximum Likelihood analysis using methods
detailed recently.® ModelFinder*® predicted TIM3e+I+G4 as
the best fitting substitution model according to the Akaike
Information Criterion.”” The trimmed nucleotide alignment
after removing ambiguous nucleotide positions with
GBlocks***” was then used to run the Maximum Likelihood
analysis using IQ-Tree implemented using the program
PhyloSuite with 5000 Ultrafast bootstrapping.’”"®* Only
Ultrafast bootstrap values >95% for the clades were considered
strongly supported. The BLAST search and Maximum
Likelihood analysis with IQ-Tree (Figure S1) confirm that
strain ATCC 34527 is M. dendritica. A new sequence data
information was added to NCBI GenBank for the type strain
with the accession number MZ486089.

Fermentation, Extraction, and Isolation of Com-
pounds. M. dendritica was cultured in two different media,
potato dextrose broth (PDB) and semisolid barley medium.
First, the microorganism was cultured for 2 weeks in PDA

plates; next, small cubes of solid agar were used as the seed for
PDB media cultures (100 mL). These preinocula were
cultured for 1 week and served as the seed for the medium-
scale culture. In the first case, 6 L of PDB were inoculated and
cultured in static conditions. On the other hand, the solid
culture was carried out in Fernbach flasks containing barley
media (100 g/200 mL of water).

For the liquid medium, the fungus was grown for 28 days
and then it was exhaustively extracted with CHClL,;—MeOH
(8:2); the resulting extract was evaporated in vacuo. The
extract was resuspended in MeOH—MeCN (1:1) and
partitioned with n-hexane (6 X 200 mL).

Defatted liquid medium extract (200 mg) was then
fractionated with Sephadex CC using a mobile phase of
CH,Cl,—MeOH (2:8); this resulted in two major fractions, F1
which resulted in pure compound 1 (60 mg) and the rest of
the fractions were gathered in F2. F2 was then fractionated
with preparative RP-HPLC using a gradient of MeCN-0.1%
aqueous formic acid (30:70 to 85:15 in 20 min) to yield 2 (1
mg, tz 11.0 min), 3 (4 mg, t 8.5 min), 4 (2 mg, tx 5.5 min),
and § (2 mg, t; 13.5 min).

The solid medium culture was grown for 28 days and then it
was macerated for 12 h with EtOAc, and at the end of that
time, the solvent was evaporated to give the resulting extract.
The total solid medium extract was then resuspended with
MeCN—MeOH (1:1) and partitioned with n-hexane, and at
this stage, compound 6 (5 mg) precipitated spontaneously.
The defatted solid medium extract (900 mg) was then
fractionated in silica gel CC using a gradient of n-hexane—
CHCl;—acetone, to yield 11 primary fractions. Fraction 8 (30
mg) was then eluted in a preparative TLC, with a mobile phase
of EtOAc—MeOH (85:15) to yield compounds 7 (2 mg), 8
(1.5 mg), 9 (3 mg), and 10 (1.5 mg).

Synthesis of Compound 1a/1b. A mixture of compound
1 (0.17 mmol) in EtOAc (1 mL) and Pd/C (10 mol %) was
stirred under an atmospheric pressure of hydrogen for 20 h.
The solution was then filtered and washed exhaustively with
EtOALG, resulting in 34 mg of the crude reaction product.”® The
crude product was then purified by silica gel chromatography
CH,Cl,-Hex (9:1), to yield 30 mg of compound 1a/1b (82%
yield) (Scheme 1).

Scheme 1. Reduction of Compound 1
Pd/C (10%mol), Hy 0 O
AcOEt, rt, 4 h

W

1 1a/1b

Dihydrogymnoascolide A (1a/1b): a colorless glassy solid;
[a]y = —4 (c = 1, MeOH); UV 4, (loge) 206.9 (4.85) nm;
IR (FTIR) v, 3356, 1766, 1450, 1170, 697 cm™'; '"H NMR
(400 MHz, CDCl;), *C NMR (100 MHz, CDCL,), see Table
1. HRESIMS m/z 253.12207 [M + H]*, caled. for C;,H;,0,
253.12285 Appm = 3.1.

a-Glucosidase Activity Assay. The enzymatic assay was
carried out using our previously reported method.®” Briefly,
the fungal extract, compounds 1 and 1a/1b, and the positive
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control (acarbose) were dissolved in MeOH or phosphate
buffer solution (100 mM, pH = 7.0). Aliquots of 0—10 uL of
testing materials (triplicated) were incubated for 10 min with
20 puL of 1 U/mL a-glucosidase from yeast AG enzyme
solution. After incubation, 10 uL of p-nitrophenyl-a-p-
glucopyranoside (p-NPG S mM) was added and further
incubated for 20 min at 37 °C, and at the end of this time the
absorbance was measured at 415 nm. The inhibitory activity
was determined as a percentage compared to the blank
according to the following equation

A
%a — GHY = (1 - LS"] X 100%
A4l$c

where %a-GHY is the percentage of inhibition, A, is the
corrected absorbance of the samples under testing (A4isenqg —
Ayisinitia), and Aysp is the absorbance of the blank (A, sendblank
— Ayisimitiablank)- All assays were performed in triplicate. The
ICs, was calculated by regression analysis, using the following
equation

Al 00

I N
1+ ()

where A,y is the maximum inhibition, I is the inhibitor
concentration, ICsj is the concentration required to inhibit the
activity of the enzyme by 50% + SD, and s is the cooperative
degree.**

a-Glucosidase Kinetic Studies. Kinetic analyses were
performed for compounds 1 and 1a/1b. The assay was carried
out using different concentrations of yeast AG inhibitors (0.4,
0.5, and 0.6 mM for compound 1 and 0.33, 0.35, and 0.38 mM
for 1a/1b) with different concentrations of the substrate (0.4—
2 mM p-NPG). The results of these substrate saturation curves
can be transformed into a double reciprocal (Lineweaver—
Burk) plot. The equation for this plot is the following

1 [Km ]( 1 ) 1

===+ —

%4 Voo WS Vax
The slope for this equation is K,/ V,,,,, the point at which the
linear regression line intersects the y-axis is numerically
equivalent to 1/V,,,, and the point at which it intersects the
x-axis is —1/K,. Thus, a Lineweaver—Burk plot provides
identifiable x- and y-intercepts where the kinetic parameters
V.. and K,, can be obtained.*® The changes in slope and axis
intercepts are characteristic for each type of inhibitor. Kinetic
parameters (V,., K, K;) were obtained by the nonlinear
regression fit analysis using GraphPad Prism version 6 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, www.
graphpad.com).

In Vivo Oral Sucrose and Glucose Tolerance Tests.
CD-1 male mice, aged 4 weeks, were obtained from
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco
(approved protocol 182). Animals were kept under controlled
temperature (25 °C), and a 12 h light/dark cycle, and water
and food pellets (Lab Diet 5001 Rodent diet) were provided
ad libitum. The experimental animal protocol followed the
recommendations of the Mexican Official Norm for Animal
Care and Handling (NOM-062-Z00-1999) and was in
conformity with the International Ethical Guidelines for the
Care and Use of Laboratory Animals. The Ethical Committee
for the Use of Animals in Pharmacological and Toxicological

% inhibition =

Testing, Facultad de Quimica, UNAM (FQ/CICUAL/403/
20), approved the protocol on February S, 2020.

Mice were fasted 4 h before experimental handling, and they
were separated into S groups (I—V) of 8 animals each. All
groups were administered p.o.; the treatments were given as
follows, group I, the vehicle solution (VEH, saline solution
with 1% tween 80); group I, the positive control (acarbose,
ACA, S mg/kg in the case of OSTT or metformin, MET, 200
mg/kg in the case of OGTT), and groups III—V, compound 1
at three different doses: 3.16, 5.62, and 10 mg/kg. Thirty
minutes after the administration of the treatment, an oral
sucrose (1.5 g/kg) or glucose (1 g/kg) load was given to all
groups. Blood glucose levels were determined at 30, 60, 90,
and 120 min after the administration of the carbohydrate. The
percentage of glycemic variation (%) was determined with
respect to the basal level as follows

-G,
X 100%

i

% variation of glycemia =

where G; is the basal glycemia and G, is the different glycemia
values after treatment administration.

Statistical Analysis. Data are expressed as the mean =+
standard error of the mean. Statistical significance differences
were ascertained by means of one or two-way ANOVA
followed by Dunnett’s test for comparison with respect to the
vehicle control. GraphPad Prism software (version 6) was used
for statistical analysis.

Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP-1B) Activity
Assay. A recombinant human protein tyrosine phosphatase 1B
(PTP-1B) was used.” The fungal extract, isolated compounds,
and positive control (ursolic acid) were dissolved in DMSO or
tris buffer solution (100 mM pH = 6.8). Aliquots of 0—10 uL
of testing materials (triplicated) were incubated for S min with
20 pL of 1.56 mg/mL PTP-1B enzyme solution. After
incubation, 10 uL of p-nitrophenyl phosphate (p-NPP, 3
mM) was added and further incubated for 20 min at room
temperature; the absorbance was measured at 415 nm. The
inhibitory activity was determined as follows

A
%PTP — 1B=[1 - ﬂ] x 100%
415¢

where %PTP-1B is the percentage of inhibition, A, is the
corrected absorbance of the samples under testing (A4seng —
Ayisinia), and Aypsp is the absorbance of the blank (A, sendblank
— Ayisinitiaiblan)- All assays were performed in triplicate. The
ICs was calculated by regression analysis, using the following
equation

Ajgo
I N
1+ (@>

where Ay, is the maximum inhibition, I is the inhibitor
concentration, ICs is the concentration required to inhibit the
enzyme activity by 50% =+ SD, and s is the cooperative
degree.”

PTP-1B Kinetic Studies. Kinetic analysis was performed
for compound 3. The assay was carried out using different
concentrations of the inhibitor (0.03, 0.07, and 0.1 mM) with
varying concentrations of p-NPP (0.6—3 mM). Kinetic
parameters (V,., K., K;) were obtained by the nonlinear
regression fit analysis using GraphPad Prism version 6 for

% inhibition=
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Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, www.
graphpad.com).

ECD Calculations. Minimum energy structures from the
two compounds la and 1b were built using Spartan’ 08
software (Wavefunction Inc., Irvine, CA). Conformational
analysis was carried out with the Monte Carlo search protocol
under MMFF molecular mechanics approximation. Con-
formers with relative energy under 5 kcal/mol were submitted
to Gaussian 09 program (Gaussian Inc., Wallingford, CT)
calculation for geometry optimization using the DFT B3LYP/
DGTZVP level of theory and default model for MeOH as the
solvent. The same DFT method in MeOH was employed for
ECD calculations using the DFT-minimized conformers. The
calculated excitation energy (nm) and rotatory strength (R) in
dipole velocity (R,,) and dipole length (R,) forms were
simulated into an ECD curve. The calculated and weighted
ECD curves were all generated using SpecDis 1.71.°°

Docking Protocol. Docking analysis was done using a-
glucosidase yeast AG (pdb: 3A4A), the C-terminal subunit of
human maltase-glucoamylase (pdb: 3TOP), and PTP-1B from
Homo sapiens (pdb: IT49). Structures 1, la, 1b, and 3 were
constructed and minimized using Spartan software. AutoDock-
Tools 1.5.4 (http://mgltools.scripps.edu/) was used to prepare
the pdb files of both enzymes and compounds. Polar hydrogen
atoms and the Kollman united-atom partial charges were
added to the protein structures, while Gasteiger—Marsili
charges and rotatable groups were automatically assigned to
the structures of the ligands. First, a blind docking was carried
out with AutoDock4 version 4.2 (http://autodock.scripps.edu/
), and the grid box was set at 126 A X 126 A X 126 A in the x,
¥, and z dimensions with a spacing of 0.5 A; default parameters
for the Lamarckian genetic algorithm were also used. For the
docking refinement, a smaller grid was utilized with dimensions
of 60 A X 60 A X 60 A with a spacing of 0.375 A, centered at
the previously identified ligands’ binding site. Conformational
states were evaluated with AutoDockTools using cluster
analysis. The visualization of the best conformational states
was achieved using PYMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrddinger, LLC) and Protein—Ligand
Interaction Profiler (PLIP) software.®®

Molecular Dynamics Simulation. All of the structural
complexes were validated with the pdb4amber script previously
starting the preparation to generate suitable topologies from
the LEaP module of AMBER 19.°7°® In each case, the
structure and complex were subjected to the following
procedure: hydrogens and other absent atoms were added
using the LEaP module with the leaprc.protein.ff19SB
parameter set; K counter ions were also included to neutralize
the system. The complexes were solvated in an octahedral box
of explicit TIP3P model water molecules localizing the box
limits at 12 A from the protein surface. Molecular dynamics
(MD) simulations were performed at 1 atm and 315 K,
maintained with the Berendsen barostat and thermostat, using
periodic boundary conditions and particle mesh Ewald sums
(grid spacing of 1 A) for treating long-range electrostatic
interactions with a 10 A cutoff for computing direct
interactions. The SHAKE algorithm was used to satisfy bond
constraints, allowing the employment of a 2 fs time step for the
integration of Newton’s equations as recommended in the
Amber package.”*®” Amber leaprc.protein.ff19SB force field”’
parameters were used for all residues. All calculations were
made using a graphic processing unit (GPU)-accelerated MD
engine in AMBER (pmemd.cuda), a program package that

runs entirely on CUDA-enabled GPUs.”' The protocol
consisted of performing a minimization of the initial structure,
followed by S0 ps heating and pressure equilibration at 315 K
and 1.0 atm pressure, respectively. Finally, the system is
equilibrated with 500 ps before starting the production of MD.
The production of the MD consisted of 50 ns for each
complex. Frames were saved at 10 ps intervals for subsequent
analysis. All analyses were done using the CPPTRAJ”* part of
AMBER 19 utilities and OriginPro 9.1. The calculations of
RMSD were made considering the C, CA, and N. The charts
were built with OriginPro 2018 SR1, and the trends were
adjusted with the function processing smooth (method lowess
span). VMD and PyMOL were used to visualize and create the
images from the MD.

Bioinformatics Studies of Bioactive Compounds
Using the SwissADME Tool and Osiris Property Explorer
Software. Pharmacokinetic and drug-likeness properties of
the active molecules were analyzed with the SwissADME
online server (http://www.swissadme.ch/).*® Physicochemical
properties of compounds were collected and represented with
the bioavailability radar, where the pink area embodies the
optimal range of each property as plotted: lipophilicity
(LIPO): —0.7 < XLOGP3 < +5.0; SIZE: 150 g/mol < MW
< 500 g/mol; POLAR (polarity): 20 A* < topological surface
area (TPSA) < 130 A% INSOLU (insolubility): 0 < log$
(ESOL) < 6; INSATU (insaturation): 0.25 < fraction of Csp3
<1; and FLEX (flexibility): 0 < number of rotatable bonds < 9.
Compounds with an optimal drug-likeness must have the red
lines inside the pink area.

Passive human gastrointestinal absorption (g.i.), blood—
brain barrier (BBB) permeation, susceptibility for permeability
glycoprotein (P-gp) capacity, and interaction of molecules with
five major isoforms of the human cytochromes P450 were
predicted for bioactive compounds. Permeability information
was summarized using the BOILED-Egg construction model,
which was obtained via SwissADME software.

Medicinal chemistry properties such as pan-assay interfer-
ence compounds (PAINS), Brenk alerts, lead likeness, and
synthetic accessibility were also predicted using the software.

Osiris Property Explorer (http://www.organic-chemistry.
org/prog/peo/) free software was used to predict muta-
genicity, tumorigenicity, and irritative and reproductive effects
of the bioactive compounds. The toxicity risk alerts obtained
from the software must be taken into consideration because
the absence of risk alerts does not mean a completely free of
any toxic effect, but a risk alert also cannot be a fully reliable
toxicity prediction.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Natural products are a valuable source of anticancer agents, with many naturally derived compounds currently
used in clinical and preclinical treatments. This study aims to investigate the antiproliferative activity and po-
Fungi tential mechanism of action of the xanthoquinodin JBIR-99, isolated from fungi Parengyodontium album MEXU

Keywords:
Apoptosis

Cytotoxicity 30,054 and identified by single-crystal X-ray crystallography. Cytotoxicity of xanthoquinodin was evaluated in a
x;to;hondrla panel of human cancer cells lines and CCD-112-CoN normal colon cells, using the sulforhodamine B assay. PC-3
K|

prostate cancer cells were used in biochemical assays including cell cycle, mitochondrial transmembrane po-
tential (MTP), reactive oxygen species (ROS) and caspase activity. Expression levels of apoptosis-pathway-re-
lated proteins were analyzed by Western blot. The in vivo toxicity of xanthoquinodin was determined using a
zebrafish model. Xanthoquinodin showed cytotoxicity in all cancer cell lines but demonstrated relative selective
potency against PC-3 cells with an ICsq 1.7 uM. In CCD-112-CoN cells, xanthoquinodin was non-cytotoxic at
100 pM. In PC-3 cells, the compound induced loss of MTP, production of ROS, and cell cycle arrest in S phase.
The expression and activity of caspase-3 was increased, which correlates with the upregulation of Cyt ¢, Bax,
nuclear factor kappa-B (NF-kB) (p65) and IKKp, and downregulation of poly ADP ribose polymerase (PARP-1)
and Bcl-2. Lastly, xanthoquinodin did not cause any visible developmental toxicity in zebrafish at 50 uM. These
results demonstrate xanthoquinodin induces apoptosis in PC-3 prostate cancer cells by activation of both in-
trinsic and extrinsic apoptotic pathways. In addition, the non-toxic effect in vivo indicates that xanthoquinodin
could be a useful lead in the development of a novel, anti-cancer agent that is selective for prostate cancer.

1. Introduction

Prostate cancer is the most common malignancy in men and the
second leading cause of cancer-related deaths [1,2]. According to the
American Cancer Society, for 2019 in the United States an estimated
174,650 new cases and 31,620 deaths are caused by prostate cancer
[2]. There are more than twenty drugs approved by the Food and Drug
Administration (FDA) for prostate cancer treatment. However, in many
cases cancer becomes resistant to chemotherapy; thus, there is still a
lack of effective treatment [3]. PC-3 human prostate cancer cell line is
considered an androgen-independent cancer cell line. One of the most
aggressive prostate adenocarcinomas are androgen-independent,
making PC-3 cell line a good model for the discovery of new compounds

with potential anticancer activity for the treatment of prostate cancer
[4].

Natural products are a valuable source of anticancer agents, with
many naturally derived compounds currently used in clinical treatment
and others under preclinical evaluation [5]. Around fifteen compounds
of fungal origin have been studied in different clinical trials. Between
them; plinabulin (analogue of halimide) and PX-866 (analogue of
wortmannin) showed the best activity and safety profile regarding
toxicity, encouraging further studies and optimization. Presently, PX-
866 is under Phase II trials [6].

Despite the fact that several fungal isolates have shown anti-cancer
properties, there are no current approved fungi-derived anti-cancer
drugs [7]. In view of these considerations, we have investigated
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Fig. 1. ORTEP representation of the X-ray crystal structure of xanthoquinodin JBIR-99.

Parengyodontium album, formerly Engyodontium album [8], a fungus
found in different kinds of habitats, including marine sediments [9-11].
P. album biosynthesizes cytotoxic chromones [11], benzoate and phenyl
acetate derivatives [9], as well as anthraquinone-xanthone polyketides
including compound JBIR-99 with previously shown antimicrobial
properties and cytotoxic effects against cervical carcinoma (HeLa) and
malignant pleural mesothelioma (ACC-MESO-1) cell lines [12,13].
Herein, the antiproliferative activity of the xanthoquinodin JBIR-99
from P. album MEXU 30,054, isolated from a sandy soil sample col-
lected in Acapulco, Mexico, was demonstrated. The effect was analyzed
in a panel of human cancer cell lines, with relative selectivity in PC-3
prostate cells. Furthermore, in this preliminary study we report that the
antiproliferative mechanism of action of compound xanthoquinodin is
caused by the activation of intrinsic and extrinsic apoptotic pathways.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Staurosporine, cycloheximide, daunomycin, paclitaxel, sulforhoda-
mine B, propidium iodide (PI), 2’,7’-dichlorofluorescein-diacetate
(DCFH-DA), NaHCO3, all organic solvents used (analytical grade) and
fetal bovine serum (FBS) were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis,
Missouri, USA). Rocaglamide was purchased from Enzo Life Sciences
Inc. (Farmingdale, New York, USA). Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute's medium (RPMI-
1640), Eagle's Minimum Essential medium (EMEM), essential amino
acids solution, sodium pyruvate and antibiotic-antimycotic were pur-
chased from Gibco (Rockville, MD, USA). Tumor necrosis factor-a
(TNFa), SuperSignal™ west Femto kit and, Bradford protein assay kit
were obtained from Thermo Scientific (Rockford, Illinois, USA). The
mitochondrial transmembrane potential (MTP) assay kit, containing JC-
1, was purchased from Cayman Chemical Company (Ann Arbor,
Michigan, USA). SDS-PAGE Bis-Tris gel, SeeBlue® Plus 2 Pre-Stained
Standard Ladder and RNAse were obtained from Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA). PhosphoSafe ™ extraction reagent was obtained from
Novagen (Madison, WI, USA). Caspase-Glo 3/7¢ kit was purchased from
Promega corporation (Madison, WI, USA). The rabbit (anti-NF-kBp50,
anti-NF-xBp65, anti-IKKa, anti-IKKP, anti-caspase-3, anti-caspase-7,
anti-Bax, anti-cytochrome c, and anti-B-actin) and mouse (anti-Bcl-2,
and anti-B-actin) polyclonal or monoclonal primary antibodies were

purchased from Cell Signaling Technologies (Beverly, MA, USA). Anti-
rabbit or anti-mouse horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-
body was purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz,
CA, USA).

2.2. Fungal strain collection and identification

The MEXU 30054 strain Parengyodontium album was isolated from a
sandy soil sample collected from the Pacific Ocean Coast at N16°50742”
and W99°54’26” in the intertidal zone of a beach located in
Tlacopanocha, Acapulco, Mexico. The strain was deposited at the
fungal collection of Herbario Nacional de México, Universidad Nacional
Auténoma de México (Mexico City). The fungal strain was identified on
the basis of morphological characteristics and Maximum Likelihood
analysis of the internal transcribed spacers (ITS) region. For the iden-
tification of strain used in this study, the ITS region was sequenced.
Amplicons and sequences for the ITS1 —5.85S—ITS2 region were gen-
erated using primers ITS5 and ITS4. Sanger sequencing and phyloge-
netic analysis were the methods used for DNA extraction and PCR, and
they were detailed previously [14-17].

2.3. Extraction and isolation of compound xanthoquinodin JBIR-99

Parengyodontum album MEXU 30054 was cultured on potato dex-
trose agar (PDA) plates. Agar plugs were inoculated in potato dextrose
broth (PDB) and were cultured for 7 days at room temperature under
agitation conditions. Next, the broths were transferred to solid media
containing 100 g of rice and 200 mL of water (4 X 100 g). After 30 days
of fungal growth, the culture was exhaustively extracted with
CHClI3-MeOH (8:2) and concentrated in vacuo. The organic extract
(800 mg) was suspended in MeCN-MeOH (1:1), then partitioned with n-
hexane (3 X 50mL). From the defatted fraction spontaneously crys-
tallized compound xanthoquinodin, which upon recrystallization with
CH,Cl,-MeOH-MeCN (1:1:1) yielded 190 mg of pure xanthoquinodin
JBIR-99. Single crystal X-ray (Fig. 1) analysis allowed to establish un-
equivocally the structure of xanthoquinodin, including the absolute
configuration at the stereogenic centers [12,13]. The ORTEP re-
presentation is depicted in Fig. 1. Crystallographic data of xanthoqui-
nodin have been deposited in the Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC) with the accession number CCDC 1910121. These data
are available, free of charge, from the CCDC via http://www.ccdc.cam.
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ac.uk/data_request/cif (Tables S1-S6). A yellow crystal having ap-
proximate dimensions of 0.341 x 0.089 x 0.053 mm?® was mounted on
a glass fiber. The measurements were made on a Bruker D8 Venture
diffractometer spectrometer with Cu Ka radiation (A = 1.54,178 10\) at
296 K. The structure was solved by the SHELXS-2013 method and re-
fined using full-matrix least-squares on F2. Crystal data for xanthoqui-
nodin JBIR-99: CgeHseNO24, MW 1299.14, orthorhombic, space group
P2,2,2, with unit cell parameters a = 7.9424 (2) A, b = 15.0840 (3) A,
¢ = 25.7179 (6) 10\, a=90° 3=90° y=90°,Z=2, T =296 (2) K,
volume 3081.09 (12) A3, u(Cu Ka) = 0.910mm™*, F (000) = 1354,
density (caled) 1.400 Mg/m?>. Intensity data were collected in the range
of 3.397-68.318° using a w scan; 22,861 reflections collected, 5627
independent reflections [R (int) = 0.1141] were considered, observed,
and used in the calculations. The final R; indices were 0.0516
[T > 20(D]. The final wR, values were 0.1347 [I > 20(I)], with a data-
restraints-parameters ratio of 5627/6/469. The final R; values were
0.0581 (all data). The final wR, values were 0.1412 (all data). The
absolute structure parameter was 0.04 [13]. Spectroscopic data are
consistent with those previously reported and are included in appendix
A, supplementary data.

2.4. Sample preparation

Xanthoquinodin compound and controls paclitaxel, rocaglamide,
ellipticine and staurosporine were dissolved in 100% DMSO with a final
stock solution concentration of 10 or 4 mg/mL, then the stocks were
stored at —20°C until use. After several dilutions, the final con-
centration of DMSO was 0.2% for cell-based assays, 0.03% for Western
blot and zebrafish assays. In the case of xanthoquinodin, the con-
centrations were 0.05, 0.2, 0.5, 2, 5, 20 and 50 pM. These concentra-
tions were selected based on the ICsq value of xanthoquinodin in PC-
3 cells.

2.5. Cell culture

HT-29 (colon), MDA-MB-231 (breast), MCF-7 (breast), PC3 (pros-
tate), DU-145 (prostate), HeLa (cervical) cancer cells, and CCD-112CoN
normal colon cells were obtained from the American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA. Cells were either cultured in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM), Roswell Park Memorial Institute's
medium (RPMI-1640), or Eagle's Minimum Essential medium (EMEM)
containing 10% fetal bovine serum (FBS) and 10% antibiotic-anti-
mycotic. Sodium pyruvate, essential amino acids solution, and sodium
bicarbonate were added to EMEM. Cells were grown as a monolayer in
T75 tissue culture flasks and kept at 37 °C with 5% of CO,.

2.6. Cytotoxicity assays

The antiproliferative activity of xanthoquinodin JBIR-99 was eval-
uated in normal and cancerous human cell lines using a sulforhodamine
B (SRB) assay [18]. The principle of the assay is based on SRB staining
as a result of SRB complexing with amino acid residues from the protein
content of adherent or suspension cells. Cells were seeded in a 96-well
plate (5 x 10* cells/well) then cells were allowed to attach overnight to
be treated with the compound at various concentrations (3 X 10430
uM). Each cell suspension was incubated at 37 °C in 5% CO, for 72 h.
Then, cells were fixed with 100 pL of 20% trichloroacetic acid, washed
with tap water, and dried at room temperature. Cells were stained with
SRB (0.4%), and unbound dye removed with 1% acetic acid. After
drying, bound dye was solubilized with Tris-base (10 mM) and absor-
bance was read at 515 nm using a FLUOstar Optima plate reader (BMG
Labtech Inc., Durham, NC, USA). Paclitaxel or ellipticine were used as
positive controls. The 50% inhibitory concentration (ICso) values were
calculated by non-linear regression analysis using TableCurve 2Dv4
(System Software Inc., San Jose, CA, USA).
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2.7. Cell cycle analysis

Cell cycle analysis was carried out as previously reported [19].
Briefly, PC-3 cells were seeded on 6-cm plates and treated with com-
pound xanthoquinodin (0.5-50 uM) or paclitaxel (0.01 uM) for 24 h.
Cells were then washed with PBS and treated with trypsin, harvested,
centrifuged, and re-suspended in cold water. Cells were fixed using
ethanol (70%), washed, and re-suspended in PBS. RNAse (20 pug/mL)
was then added prior to incubation for 1hat 37 °C. Cells were stained
with propidium iodide (PI, 1.0 ug/mL) and protected from light until
analysis using a BD FACS Calibur cytometer at an excitation wavelength
of 488 nm and an emission wavelength of 617 nm. The cellular DNA
profile was analyzed using the software WinMDI version 2.8 (BD, USA).

2.8. Reactive oxygen species (ROS) assay

This assay was performed in accordance with a previously reported
procedure [20]. Prostate PC-3 cancer cells were seeded in a 96-well
black plate and treated for 5 h with either xanthoquinodin (0.5-50 puM),
vitamin C (0.5-50 uM), daunomycin (4 uM), or negative control (0.2%
DMSO, final concentration). After incubation at 37 °C, 2/,7’-dichloro-
fluorescein-diacetate (DCFH-DA, 10 uM) was administrated to detect
intracellular ROS. Fluorescence was recorded using a Fluostar Optima
fluorescence plate reader, with an excitation wavelength of 485 nm and
emission wavelength of 530 nm. All treatments were performed in tri-
plicate and data are representative of two independent experiments.

2.9. Mitochondrial transmembrane potential (MTP) assay

Cancer cells were used to determine the effect of xanthoquinodin on
MTP following a previously published protocol [20]. Briefly, cells were
seeded in black, 96-well plates. After incubation at 37 °C in 5% COa,
cells were treated for 5h with either xanthoquinodin (0.05-50 pM),
staurosporine (8 uM), or negative control (0.2% DMSO, final con-
centration). Then, 5,5,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimida-
zoylcarbocyanine iodide (JC-1 staining solution) was added, and in-
cubation was conducted 25 min under the same conditions as described
above. Finally, 100 pL of PBS buffer was added, and fluorescence ana-
lysis was carried out using a FLUOstar Optima plate reader. In healthy
cells, JC-1 forms aggregates that fluoresce intensely. These aggregates
were detected at an excitation and emission wavelength of 535 nm and
595 nm, respectively. In unhealthy (apoptotic) cells, JC-1 exists as
monomers that are detectable at an excitation and emission wavelength
of 485 nm and 535 nm, respectively.

2.10. Western blot analysis

PC-3 cells in DMEM medium were treated with xanthoquinodin at
varying concentrations (0.05-50 uM) for 15 h. Rocaglamide (3 uM) and
DMSO (0.03%, final concentration) were used as controls. Then, cells
were lysed using PhosphoSafe ™ extraction reagent and the protein
concentration was determined using the BCA method. For each lysed
sample, 20 ug were separated in Nu-PAGE 10% SDS-PAGE Bis-Tris gel
by electrophoresis using SDS-PAGE. Proteins were transferred to a
polyvinylidene fluoride membrane (PVDF) and blocked with 3% bovine
serum albumin (BSA). The membranes were incubated with the corre-
sponding primary antibodies overnight and with secondary antibodies
for 1h. Proteins were detected using chemiluminescent substrate
Supersignal Femto kit and band densities were analyzed using ImageJ
1.52a [21].

2.11. Caspase-3/-7 activity
Caspase-3 and -7 activities were measured in PC-3 (1 x 10*cells/

well) prostate cancer cells using a Caspase-Glo 3/7° kit. After 15h of
treatment in a white 96-well plate with either xanthoquinodin
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(0.2-20 uM), paclitaxel (0.01 uM), or DMSO/water. Caspase-Glo 3/7°
reagent was added to cells, and then were incubated for 2h [22]. Lu-
minescence was measured using a FLUOstar Optima plate reader.

2.12. Zebrafish toxicity

Zebrafish (Danio rerio) were provided by the Department of
Neuroscience at The Ohio State University. Experiments were com-
pleted under an approved animal protocol (Ohio State University
IACUC protocol number 2004A00000006, entitled “Vertebrate Model
for Natural Product Drug Discovery”; PL: Esperanza J. Carcache de
Blanco). Briefly, fish embryos were housed in an automated fish
housing system at 28 °C with a 14 h/10h light/dark cycle. Embryos at
24 h post fertilization (hpf) were treated with either xanthoquinodin
(50 uM), cycloheximide (50 uM), or vehicle (0.03% DMSO) for 24h
[23]. Zebrafish were then observed under an Axiovert 40 CFL Zeiss
microscope (magnifier Zeiss CP-Achromat 5x/0.12), and pictures were
taken using a ProgRes C10 plus camera.

2.13. Statistical analysis

Experimental results are presented as the mean *+ standard error of
the mean (SEM), and all measurements and analyses were carried out in
triplicate of two or three independent experiments. TableCurve 2D 4v
(System Software Inc., San Jose, CA, USA) was used for statistical
evaluations to obtain ICsq values. The statistical significance differences
were ascertained by either ANOVA and post-hoc Dunett's test, or an
unpaired Student's T-test using GraphPad Prism 5.0 software (San
Diego, California, USA). A value of *p < 0.05, **p < 0.01,
**¥*p < 0.001 indicated significant differences between groups against
to the controls.

3. Results

3.1. Cytotoxic activity of xanthoquinodin JBIR-99 in cancer and normal
cells

In an ongoing effort to identify bioactive secondary metabolites
from fungal sources, the antiproliferative effects of xanthoquinodin
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JBIR-99 (Figs. 1 and 2A) isolated from Parengyodontium album were
evaluated against colon (HT-29), cervical (HeLa), prostate (PC-3 and
DU-145) and breast (MCF-7 and MDA-MB-231) cancer cell lines using
the SRB assay. The results showed that xanthoquinodin displayed cy-
totoxic effects in a concentration-dependent manner with the following
ICsp values: 10.5, 15.5, 1.7, 12.6, 11.3 and 6.8 uM, respectively. How-
ever, xanthoquinodin proved non-cytotoxic at 100 uM in normal human
colon cells (CCD-112-CoN) (Table 1). These results indicate that after
72h of treatment, xanthoquinodin has potent relative selective cyto-
toxic activity against PC-3 prostate cancer cells (Fig. 2B). As seen in
Fig. 2C, xanthoquinodin decreased the number and proliferation of the
cells. Thus, these results suggest the hypothesis that xanthoquinodin
could induce apoptotic cell death in PC-3 cancer cells.

3.2. Xanthoquinodin JBIR-99 induces cell cycle arrest in PC-3 prostate cells

To explore whether xanthoquinodin regulates cell cycle distribu-
tion, PC-3cells were treated for 24h with either xanthoquinodin
(0.5-50 uM), paclitaxel (0.01 uM), or negative control. DNA distribu-
tion in treated cells was analyzed by fluorescence-activated cell flow
cytometry. In untreated cells, the distribution percent of cells in sub-Gj,
Gy, S, and Gy was 3.7 + 0.3,43 = 2.1,15.8 = 2.1 and 37.3 + 0.03,
respectively. The distribution percent for PC-3 cells treated with xan-
thoquinodin at 50 uM was 2.9 = 0.9, 42.9 + 0.4, 36.1 * 3.2 and
17.9 = 2.8, respectively. In case of paclitaxel (0.01 uM) used as posi-
tive control, the distribution was 10.5 * 0.8, 20.5 * 3.1, 11 * 5.3
and 57.8 = 9.3, respectively. These results demonstrate that xantho-
quinodin induced a significant cell cycle arrest in S-phase (p < 0.01)
and a subsequent decrease in G-phase distribution (p < 0.05) com-
pared to the control (Fig. 3).

3.3. Xanthoquinodin JBIR-99 induces loss of MTP in PC-3 prostate cells

The mitochondrial integrity was evaluated using the mitochondrial
trans-membrane potential (MTP) assay during initiation of apoptosis.
The fluorescent (JC-1) dye was administered to PC-3 cells treated with
xanthoquinodin to determine the loss of MTP. The fluorescent intensity
ratio of J-aggregates to monomers in control cells was considered as
100% mitochondrial integrity. Fig. 4 shows that xanthoquinodin

Fig. 2. (A) Structure of xanthoquinodin JBIR-99. (B) Cytotoxic activity of xanthoquinodin in PC-3 prostate cancer cells. (C) Microscopic view (magnifier Zeiss CP-

Achromat 5x/0.12) of PC-3 cells after 72 h of treatment.
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Table 1

Cytotoxic activity of xanthoquinodin JBIR-99 isolated from Parengyodontium album MEXU30054.
Compound HT-29 HeLa PC-3 DU-145 MDA-MB-231 MCF-7 CCD-112CoN
Xanthoquinodin 10.5 15.5 1.7 12.6 11.3 6.8 > 100
Paclitaxel® 0.001 0.005 0.005 0.003 0.01 23
Ellipticin® 0.8

ICso values are the concentration (uUM) required for 50% inhibition of cell viability after 72h incubation for a given test compound and were calculated using
nonlinear regression analysis with measurements performed in triplicate and representative of three independent experiments, where the values generally agreed

within 10%. ®Positive control.

induced loss of MTP in a concentration-dependent manner (p < 0.05) as
well as staurosporine (8 uM, p < 0.05) used as positive control. The
effective concentration estimated to trigger 50% of loss of MTP (ECsg)
calculated was 16.3 uM.

3.4. Xanthoquinodin JBIR-99 regulates intrinsic apoptotic-protein
expression in PC-3 prostate cells

To evaluate the involvement of some apoptosis-related protein ex-
pression, Western blot analysis was conducted on PC-3 cells after 15h
of treatment with xanthoquinodin. Fig. 5A and D illustrates that xan-
thoquinodin at 50 uM and rocaglamide (3 uM, positive control) down-
regulated expression levels of Bcl-2 and PARP-1 (p < 0.05) respect to
the control treatment. However, the treatment with xanthoquinodin
(50 uM, p = 0.05) induced a significant increment on protein expres-
sion of Bax and cytochrome c (Cyt c) as rocaglamide did (p < 0.05).
These results correlate the apoptotic effect of xanthoquinodin with the
downregulation of PARP-1 and Bcl-2 and upregulation of Bax and Cyt c.

3.5. Xanthoquinodin JBIR-99 induces ROS generation in PC-3 prostate cells

Oxidative stress, such as ROS have been involved in regulation of
apoptosis. To investigate the intracellular effects of xanthoquinodin in
ROS overgeneration, a fluorescence assay was implemented. Fig. 6
shows that after 5h of treatment with 50 uM of xanthoquinodin and
daunomycin (4 uM, positive control), a significant increase in the
overgeneration of ROS was observed when compared to the control
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Fig. 4. Effect of xanthoquinodin JBIR-99 on the mitochondrial outer membrane
potential (AWy,). Cells were treated with xanthoquinodin (0-50 uM) or staur-
osporine (8 uM) for 5 h. Data are expressed as the means + SEM (n = 3) of the
ratio of red to green fluorescence (aggregates/monomers) and analyzed by one-
way ANOVA using Dunnett's multiple-comparison test compared to control;
*p < 0.05, **p < 0.01.
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Fig. 3. (A) Effect of xanthoquinodin JBIR-99 on cell cycle distribution in PC-3 prostate cancer cells. Cells were treated for 24 h with xanthoquinodin (0-50 uM) and
then stained with PI, followed by flow cytometry. (B) Data represent percentage of cell distribution in each cell cycle phase. Paclitaxel (0.01 uM) was used as positive
control. The results are expressed as the means = SEM of two independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 for significant differences against

control treatment.
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positive control (3 uM). Data are expressed as the means + SEM (n = 3) and analyzed by one-way ANOVA using Dunnett's multiple-comparison test (*p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.01) of three independent assays.

(p < 0.05), in contrast with vitamin C (50 uM), which reduced the ROS
production (p < 0.01) in PC-3 prostate cells.

Then, a co-treatment with xanthoquinodin (50 uM) and vitamin C
(50 uM) was performed. The results showed that the ROS over-
production induced by xanthoquinodin was attenuated by vitamin C
(Fig. 6).

3.6. Xanthoquinodin JBIR-99 induces upregulation and activity of caspases
3 and 7 in PC-3 prostate cancer cells

To evaluate the effects of xanthoquinodin on caspase activity, a
luminescence assay caspase 3/7°GLO was used. The results in Fig. 7A
reveal that after treatment of PC-3 cells with varying concentrations of

xanthoquinodin (0-20 uM), xanthoquinodin induced caspase enzyme
activity in a concentration-dependent manner (p < 0.05). To further
characterize the effects of xanthoquinodin on the caspase pathway,
expression levels of caspases-3 and -7 were examined using Western
blot analysis. The results showed that xanthoquinodin significantly in-
creased protein expression of caspase-3 (p < 0.05) with no significant
effect on caspase-7 levels (Fig. 7B).

3.7. Xanthoquinodin JBIR-99 induces upregulation of NF-xB complex in
PC-3 prostate cells

To continue with the elucidation of the mechanism of action, xan-
thoquinodin was probed by examining its effect on NF-kB complex in
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Fig. 6. Evaluation of ROS inducing effect of xan-
thoquinodin JBIR-99 on PC-3 prostate cancer cells.
Daunomycin (4puM) and vitamin C (Vit C, 50 uM)
were used as controls. Co-treatment between xan-
thoquinodin and Vit C was performed at 50 uM for
both. Data are expressed as the means + SEM
(n = 3) and analyzed by one-way ANOVA using
Dunnett's multiple-comparison test compared to a
control; *p < 0.05, **p < 0.01.
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PC-3 cells. Western blot analysis was used to detect the expression of
NF-xB (p50 and p65) and IKK (a and P). The analysis showed that at
concentrations of 5 and 50 pM, xanthoquinodin increased the expres-
sion levels of NF-xB p65 (p < 0.05 and 0.001, respectively) with no
significant effect on NF-kB p50 levels (Fig. 8A). Furthermore, xantho-
quinodin (at 5 and 50 uM) selectively upregulated expression of IKKf3
(p = 0.05 and 0.001, respectively) without modifying IKKa levels
(Fig. 8B). These results indicate that xanthoquinodin activates the NF-
kB pathway which may contribute to its cytotoxic activity.

3.8. Xanthoquinodin JBIR-99 demonstrated non-toxicity in zebrafish

A zebrafish (Danio rerio) model was used to test in vivo potential
toxicity of xanthoquinodin. Zebrafish embryos at 24 h post fertilization
(hpf) were treated for 24 h with either xanthoquinodin (50 pM), cy-
cloheximide (positive control, 50 uM), or 0.03% DMSO (negative con-
trol). As shown in Fig. 9, xanthoquinodin did not produce any visible
developmental abnormalities, including those of the brain, vasculature,
heart, gut, trunk, or tail in the zebrafish. In contrast, cycloheximide
caused developmental delay when compared to the control. The data
collected from this experiment is the result of initial screening with a
single dose that could be used in future advanced toxicity studies.

4. Discussion

In accordance with above described studies, this investigation de-
monstrated antiproliferative activity of the xanthoquinodin in many
human cancer cell lines, with high selectivity against PC-3 prostate
cancer cells. The results obtained in this study suggest that xantho-
quinodin activated both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways,
which caused cell cycle arrest in S phase (Fig. 10). The molecular

mechanism by which xanthoquinodin induced intrinsic apoptosis was
through ROS production, loss of MTP, and an increase of caspase-ex-
ecutors activity. Xanthoquinodin also activated the extrinsic apoptosis
pathway through activation of the NF-kB complex.

Programmed cell death (apoptosis) is a process that normally occurs
in cells during development and aging, and its function is to maintain
homeostatic cell populations in tissues. This process is executed in an
organized, well-preserved molecular pathway [24, 25]. Xanthoqui-
nodin showed anti-proliferative activity in PC-3cells, causing mor-
phological changes indicative of a possible apoptotic event including
cell shrinkage.

The cell cycle is a conserved process by which eukaryotic cells re-
plicate themselves [26]. The failure to control any step of the cell cycle
process can lead to catastrophic effects, including uncontrolled cellular
growth resulting in cancer [27]. Given the importance of the cell cycle
in the proper functioning of the cell, pharmaceutical agents that target a
specific phase of the cycle have emerged as an attractive option in
cancer chemotherapy. Xanthoquinodin induced cell cycle arrest in the
S-phase followed by apoptosis towards PC-3 cells. Several anticancer
agents induce cell cycle intervention in the S-phase, including 5-fluor-
ouracil, gemcitabine, methotrexate, and irinotecan [28]. Many mole-
cules control progression through S-phase, such as cyclin-CDK com-
plexes, Polo-like kinase 1 (PLK1), Checkpoint kinase 1 (CHK1), and
Aurora kinases (Aurora A and Aurora B) [29,30]. The activation of
CDK-complex by cdc25 phosphatase family mediates the process to S-
phase to G,-phase, but, when DNA is damaged CHK1 is activated and
inhibits cde25 phosphatase, therefore S-phase arrest is induced. Thus,
compounds that induce cell cycle arrests in S-phase enhance sensibility
to cell death by DNA damage [31]. Therefore, it is suggested that
xanthoquinodin is involved in cell cycle regulation in PC-3 cells, pre-
venting proliferation and inducing apoptosis. Hence, further
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Fig. 7. Effects of xanthoquinodin JBIR-99 on caspase pathway in PC-3 prostate cancer cells. (A) Effects of xanthoquinodin (0-20 pM) on activity of caspase 3 and 7
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positive control (3 uM). Data are expressed as the means = SEM (n = 3) and analyzed by one-way ANOVA using Dunnett's multiple-comparison test (*p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.01) of three independent assays.

experiments are necessary to determine potential interactions of xan-
thoquinodin with any of these molecules involved in the regulation of
the progression through S phase.

Apoptosis can be activated by intrinsic or extrinsic pathways.
Intrinsic apoptosis induced by mitochondrial pathway, is controlled by
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP) [32]. MOMP
is mainly triggered by proapoptotic members of the B cell lymphoma-2
(Bcl-2) family and the mitochondrial permeability transition (MPT)
following the opening of the permeability transition pore complex [33].
MOMP results in the release of various cell death modulators, such as
cytochrome c (Cyt c), apoptosis-inducing factor (AIF), endonuclease G,
Smac/DIABLO, and Omi/HtrA, from the mitochondrial intermembrane
space [34]. Depending on which modulators are released, caspase-de-
pendent or caspase-independent apoptosis can be induced. In the cur-
rent study, xanthoquinodin induced a loss of membrane permeabiliza-
tion, and increased the protein expression of Cyt c. Thus, these results

suggest that xanthoquinodin could be activating the intrinsic pathway.

The Bcl-2 family can be divided into antiapoptotic proteins, such as
Bcl-2, Bcl-XL, Bel-w, Mcl-1, Al, Bcl-Rambo, Bcl-L10, and Bcl-G, and
proapoptotic proteins like Bax, Bak, and Bok [37]. It has been found
that Bcl-2 proteins play an important role in the resistance of cancer
cells to chemotherapy or radiation therapy. Bcl-2 promotes cell pro-
liferation by preventing normal cell turnover [36]. This is achieved by
inhibiting the release of the pro-apoptotic modulators Cyt ¢ and AIF
from the mitochondria [37]. The inhibition of anti-apoptotic Bcl-2
proteins could restore the apoptotic process in tumor cells. In this re-
gard, molecules with Bcl-2 inhibitory activity may represent a new class
of therapeutic agents for cancer treatment [38]. In apoptosis process,
the proteins Bax and Bak are inserted into the mitochondrial outer
membrane and together form a pore, which allow the release of Cyt c
from mitochondria to cytosol and directly activate caspase-3 [39]. In
this study, the treatment with xanthoquinidin reduced Bcl-2, and
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Fig. 8. Effects of xanthoquinodin JBIR-99 on the NF-kB signaling pathway in PC-3 prostate cancer cells. (A) Effects of xanthoquinodin on the protein expression of
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(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.01) of three independent assays.

Xanthoquinodin Cycloheximide Control

Fig. 9. Toxicity of xanthoquinodin JBIR-99 in zebrafish (Danio rerio) model. Animals were treated for 24 h at 50 uM with xanthoquinodin, or cycloheximide as the
positive control, with an untreated control also used.
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increased Bax and Cyt ¢ protein expression levels. Based on this in-
formation xanthoquinodin could be triggering intrinsic apoptosis.

Beyond the release of cell death modulators, MOMP also causes
inhibition of the respiratory chain and increased production of reactive
oxygen species (ROS) [40]. ROS are considered to be essential for the
regulation of normal cellular developmental processes, such as cell
cycle progression, proliferation, differentiation, migration and cell
death. Nonetheless, excess cellular levels of ROS result in damage to
proteins, nucleic acids, lipids, membranes, and organelles, which can
ultimately lead to activation of apoptosis [41]. Since the production of
excessive levels of ROS can induce apoptosis, the concentrations of ROS
in response to treatment with xanthoquinodin were evaluated in PC-
3cells. Treatment with xanthoquinodin resulted in a significant in-
crease in the levels of ROS. ROS can elicit apoptosis by activating
various kinases/pathways involved in the provocation of either cell
death or cell survival, such as nuclear factor kappa-light-chain B (NF-
kB) [42]. Additionally, excess mitochondrial levels of ROS provoke the
loss of MTP and opening of Bax and Bak channels, which ultimately
results in the release of Cyt ¢ [43]. Importantly, the ROS overproduction
induced by xanthoquinodin was inhibited in the co-treatment with vi-
tamin C, which is an antioxidant that stop the propagation of the in-
crease of oxygen concentrations and apoptosis [44]. These findings
suggest that xanthoquinodin could be directly correlated to changes in
the redox-state of cell elements.

ROS can also cause direct damage to nuclear and mitochondrial
DNA. Poly-(ADP-ribose) polymerases-1 (PARP-1) is a nuclear chro-
matin-bound enzyme, which main role is to repair DNA damage and
thus, maintaining genomic stability by catalyzing the polymerization of
ADP-ribose units [45]. PARP-1 is activated by DNA damage, and it has
been found to be overexpressed in various carcinomas [46]. Western
blot analysis revealed that treatment with xanthoquinodin significantly
reduced PARP-1 expression levels in PC-3 cells.

The release of Cyt c is essential for apoptosome formation. Once in
the cytoplasm, Cyt ¢ mediates the allosteric activation of apoptosis-

10

protease activating factor 1 (Apaf-1), and subsequent interaction with
caspase-9. This apoptosome complex in turn induces the maturation
and activation of executioner caspases, such as caspase-3 and caspase-7
[25,35,47]. The activation of caspases plays a major role in the ex-
ecution of apoptosis. Caspase-dependent apoptotic pathways consist of
upstream initiators like caspases-8, -10, —2 and —9 and downstream
effectors such as caspases-3, -6 and -7 [47]. The present study de-
monstrated that xanthoquinodin induced an upregulation of Cyt ¢ and
activation and increase in protein expression of caspase-3, but not
caspase-7. This suggests that xanthoquinodin activates the intrinsic
apoptosis pathway via activation and upregulation of caspase-3, which
is facilitated by the release of Cyt c.

The extrinsic apoptosis pathway is activated by external stimulation
of the membrane death receptors (DRs). The cascade of signaling of
these receptors induce caspase-8 activation to final apoptosis mediated
by caspase 3 activation [48]. TNF receptor 1 (TNFR1), a member of the
DRs, has an intracellular death domain (DD) which is responsible for
the generation of the cytotoxic death signals, as well as for the acti-
vation of NF-xB [49]. Dimers of NF-xB proteins form distinct protein
complexes, which upon induction, act as transcription factors for genes
that regulate a large array of cellular processes, like inflammation,
immunity, and cancer [50]. Members of this family include NF-kB1
(p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB, and c-Rel, all of which parti-
cipate in various dimer combinations [48]. Stringent regulation of NF-
kB is essential for the integrity of cellular functions. In general, inactive
NF-kB proteins are bound to a family of inhibitory proteins (IkB) in the
cytoplasm [51]. The phosphorylation of IkB by the IkB kinase (IKK)
complex induces ubiquitination and degradation of IkB, which results in
NF-kB activation [51]. Release of NF-kB dimers from the inhibitory
complex are activated by rapid nuclear translocation, where they can
interact with their target genes [51]. It is well known that the activation
NF-«B is involved in the pathophysiology of cancer. Signaling cascades
that trigger NF-xB activation are diverse and can thus induce either
apoptotic or anti-apoptotic pathways [52]. In this sense, NF-xB may
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activate the transcription of several genes involved in the suppression of
cell death by both mitochondrial (intrinsic) and death receptor (ex-
trinsic) pathways. Interestingly, treatment with compound xanthoqui-
nodin caused an upregulation of NF-kB p65 and the IKK( complex. It is
generally accepted that NF-kB activation is responsible for apoptosis
resistance. However, many reports suggest that the activation of spe-
cific NF-kB dimer combinations can mediate cell death [53]. In this
context, in most cells the active NF-kB dimer is p65/p50 [54]. Collet
and colleagues demonstrated that the apoptotic activity of curcumin, an
NF-kB inhibitor, is potentiated by the overexpression of p65 [55]. On
the other hand, the NF-kB pro-apoptotic activity has been also attrib-
uted to the expression of some member of TNFR superfamily, including
members such as CD95 (Fas), TRAIL-R1 (DR4), and TRAIL-R2 (DR5), or
their respective cognate death ligands, such as tumor necrosis factor
(TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). TRAIL is a member of
the TNF ligand family that is able to selectively induce apoptosis in
transformed cancer cells, but not in normal cells [56]. Further experi-
ments are needed for xanthoquinodin to explore if the lack of in vitro
cytotoxicity in normal human colon cells (CCD-112-CoN) and the in vivo
zebrafish non-developmental toxicity are involved in TRAIL activation.

5. Conclusion

This study demonstrated antiproliferative activity of the xantho-
quinodin JBIR-99, isolated from Parengyodontium album, in several
human cancer cell lines, with selective cytotoxicity towards human
prostate cancer (PC-3) cells. In contrast to its activity in cancer cell
lines, xanthoquinodin did not exhibit cytotoxicity in normal human
colon (CCD-112-CoN) cells and exhibited non-developmental toxicity in
zebrafish. As part of a preliminary mechanistic study using PC-3 cells,
xanthoquinodin induced apoptosis through both intrinsic and extrinsic
pathways, which was demonstrated by morphological and biochemical
changes. Xanthoquinodin also increased the expression levels of NF-xB
p65, with no significant effect on NF-kB p50 levels. Furthermore,
xanthoquinodin selectively upregulated expression of IKKB without
modifying IKKa levels. These results indicate that xanthoquinodin ac-
tivates the NF-kB pathway which may correlate to its cytotoxic activity.
Therefore, xanthoquinodin is an excellent lead for chemical and bio-
logical optimization, and for potential development of a novel antic-
ancer agent that selectively targets prostate cancer.
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