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RESUMEN

El presente estudio forma parte de un proyecto de mayor alcance que busca contribuir al
conocimiento de la diversidad fungica del territorio y a la bioprospeccion de estos organismos
como fuentes de moléculas Utiles como prototipo estructural para el desarrollo de farmacos para
el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), a través de la inhibicion de la enzima
hPTP1B1.-400.

En este sentido, a partir de una coleccién de algas colectadas en las costas oaxaquefias se aislo el
hongo identificado con el codigo 1Q-1687 (Ascomiceto; Daikarya; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycedae; Eurotiales; Aspergillaceae; Aspergillus), como enddéfito de la
macroalga Ahnfeltiopsis sp. Este organismo se cultivd en medio solido Cheerios ® vy
posteriormente, se obtuvo su extracto, el cual fue separado mediante cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). Este procedimiento condujo al aislamiento de
cuatro moléculas con actividad inhibitoria sobre la enzima hPTP1B1-400 (evaluados a 100puM), las
pseudaboydinas A 'y B (1 y 2; 43.3 y 12.6% de inhibicidn, respectivamente) y dos nuevos
compuestos en  mezcla  epimérica: la  (R)-6-Hidroxi-3-metil-3-((R)-5-hidroxi-4-
metilpentil)isobenzofuran-1(3H)ona (3a) y la (R)-6-Hidroxi-3-metil-3-((S)-5-hidroxi-4-
metilpentil)isobenzofuran-1(3H)ona (3b). Esta mezcla inhibi6 la actividad de la enzima en un
28.2%.

Palabras clave: Hongos endofitos, metabolitos secundarios, Ftalidas, Isobenzofuranonas, Enzima
hPTP1B1-400.
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1. INTRODUCCION

El estudio de metabolitos especializados biosintetizados por plantas, animales y
microorganismos se hace a través de la quimica de productos naturales; su importancia radica en
las aplicaciones que han demostrado tener, principalmente actividad farmacoldgica, pero también
nutracéutica, insecticida y psicoactiva, entre otras. Por lo tanto, el desarrollo de la industria quimica
tal y como lo conocemos no seria posible de no ser por la investigacion en quimica de productos

naturales.

El empleo de microorganismos fungicos como fuente de nuevos metabolitos especializados es un
campo con gran potencial de investigacion, principalmente, por la facilidad que existe en su cultivo
a pequefia, mediana y gran escala. Gran parte de los principios activos utilizados en la industria
farmacéutica proceden de organismos fungicos, esto por la enorme capacidad que tienen de

sintetizar metabolitos altamente especializados (Padhi et al., 2013).

Desde el afio 1981 hasta el 2019 el porcentaje de farmacos aprobados provenientes de productos
naturales fue de 4.6%, farmacos provenientes de un producto natural pero con alguna modificacion
semisintética fue de 18.9%, 14% para los obtenidos por vias completamente sintéticas pero
inspirados en la estructura de un producto natural y el 24.6 % también de vias sintéticas pero con
estructuras obtenidas al azar o modificaciones de compuestos ya existentes (Newman y Cragg,
2020); esto demuestra que un gran porcentaje de los farmacos aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration) para el tratamiento de enfermedades cronicas e infecciosas, provienen de
productos naturales.

Hoy en dia las causas de muerte han cambiado drasticamente por el actual estilo de vida de la
poblacion mundial, las enfermedades cronicas o enfermedades no transmitibles (ENT) son un
grupo de enfermedades que no son causadas por una infeccion aguda y son causantes del mayor
numero de defunciones al afio (71%), siendo responsables de 41 millones, cifra que aumenta afio
tras afio (OPS/OMS). Entre las principales ENT y con mayor mortalidad se encuentran las

enfermedades cardiovasculares, diabetes, canceres y enfermedades pulmonares.

La diabetes como enfermedad metabdlica se caracteriza por producir altos niveles de glucosa en
sangre y es la responsable de 1.5 millones de muertes a nivel mundial cada afio. La diabetes

mellitus tipo 2 (DMT2) es la mas comdn dentro de la poblacion mundial (méas del 95% de los



casos) y se caracteriza por presentar resistencia a la insulina (OPS/OMS), condicién directamente

ligada con la expresion de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B).

La PTP1B es una enzima que pertenece al grupo de las proteinas tirosina fosfatasas (PTP) y funge
como un modulador negativo de la sefializacion de insulina y leptina, siendo un blanco

farmacologico validado para tratamientos contra la diabetes y obesidad (Kerru et al., 2018).



2. ANTECEDENTES

2.1 Productos naturales de origen fungico (PNF)

Los organismos fungicos han sido objeto de explotacion por parte de las grandes
farmacéuticas ya que sus metabolitos secundarios cominmente sobrepasan los alcances puramente
sintéticos dentro del desarrollo farmacéutico. La obtencion de estos organismos para su estudio es
otra de las ventajas de trabajar con ellos, ya que se encuentran en todos los ecosistemas (terrestres
y acuaticos) y pueden desarrollarse en diversas condiciones ambientales, por ejemplo, se han
aislado organismos de naturaleza saprofita, patdgena y no patdgena, asi como relacionados por
interacciones simbioticas a otros organismos como plantas, protozoarios y algas como es el caso
de los hongos endofitos (Bhattarai et al., 2021).

Los hongos endofitos habitan dentro de organismos como plantas o algas sin causar una
enfermedad aparente. La relacion que ambos organismos tienen se considera de gran importancia,
ya que el organismo hospedero le brinda alimento y hospedaje al hongo, mientras este Gltimo a
cambio es capaz de producir metabolitos que benefician al hospedero, incrementando o
modificando sus mecanismos de defensa, de esta manera se incrementa la supervivencia de ambos
(Sanchez-Fernandez et al., 2013).

En ambientes acuaticos, un tercio de los hongos endéfitos estan asociados a algas. Estudios
quimicos realizados sobre hongos endofitos de algas llevaron a la obtencion de la
ascosalipyrrolidinona, microsphaeropsisina, mactanamida y acremonina A (Abdel-Lateff et al.,
2003) (Figura 1), metabolitos especializados con elevada diversidad estructural.

Existen diferentes clasificaciones de metabolitos secundarios de origen flngico, las cuales se
centran en las rutas biosintéticas de procedencia, por ejemplo, los policétidos (PK), péptidos no
ribosomales (NRPS), péptidos ribosomales, hibridos PKS-NRPS, péptidos sintetizados
ribosomalmente y post-traduccionalmente modificados (RiPPs), alcaloides indolicos, derivados de
dimetilaliltriptéfano (DMAT) y terpenoides (Bhattarai et al., 2021). En la Tabla 1, se muestran

algunos metabolitos secundarios de origen fungico y la actividad biolégica que presentan.
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Figura 1. Algunos metabolitos secundarios aislados de hongos enddéfitos de macroalgas.

Tabla 1. Metabolitos secundarios fungicos reportados con actividad bioldgica (Bhattarai et al., 2021).

Compuesto

Policétidos
Lovastatina

Griseofulvina

Depudecin

NRPS
Penicilina V
yG

Beauvericina

Organismo
aislado

Monascus
ruber,
Aspergillus
terreus

Penicillium
griseofulvum

Alternaria
brassicicola

Penicillium
rubens,
Penicillium
chrysogenum

Beauveria
bassiana

Actividad
bioldgica

Disminucién
de colesterol
en sangre

Antifangico

Inhibidor de
la histona
desacetilasa

Inhibidor de
la biosintesis
de
peptoglicano,
antibiotico

Antibiotico e
insecticida

Estructura

=z

o

Referencia

Zellery
Uvodich,
1988)

Chooi y
Tang, 2012)

(Chooi y
Tang,
2012)

(Curtis, et
al.,

1976) y
(Oka y
Hashizume.,
1980)

(Fornelli et
al.,
2004)



Tabla 1 (Continuacién). Metabolitos secundarios fangicos reportados con actividad biolégica (Bhattarai

etal., 2021).

Compuesto

PKS-NRPS
Acido
ciclopiazoénico

Equisetin

Pseurotin A

Terpenoides
Acido
lucidénico

Gibberellin

1,8-Cineole

Alcaloides
Acido
fusarico

Organismo
aislado

Aspergillus

oryzae,
A. flavus

Fusarium

heterosporum

Aspergillus
fumigatus

G. leucidum

Aspergillus
fumigatus,
Cladosporium

Hypoxylon sp.

Fusarium sp.

Actividad
biolégica

Inhibidor de
ATPasa-Ca*

Inhibidor de
laVIH
integrasa,
antibiético

Inmunosupre-
sor

Anticancer

Uso en
agricultura 'y
horticultura

Aditivo para
biocombus-
tibles

Inhibidor de la
dopamina f-
hidrolasa

Estructura

Referencia

(Chang et
al.,
2009)

(Hazuda et
al., 1999)

(Wenke et
al., 1993)

(Weng y
Yen, 2010)

(Khan et
al, 2011)

(Shaw et
al, 2015)

(Hldaka et
al,
1969)



Tabla 1 (Continuacién). Metabolitos secundarios fangicos reportados con actividad biolégica (Bhattarai

etal., 2021).
Compuesto  Organismo
aislado
Alcaloides
Psilocibina Psilocybe
azurescens,
P.
cyanescens
Oxalina Penicillium
oxalicum

Actividad
biol6gica

Alucina- ciones
y cambio en la
percepcion

Inhibidor de la
polimeriza-cion
de la tubulina

Estructura Referencia
)
5 S (Mahmood, 2013)
P=OH @N—
o] —
1/
o)
ZN
H
_ﬂf?_—‘*“:_\)_ (Koizumi et al.,
| L—_—J o 2004)
=NH
O/’ﬂ‘% ,N\/QO
R
(@] 'mw,eN\
.II:IL_N

Los PNF tienen una gran diversidad estructural, algunos de ellos presentan esqueletos base no

reportados en otras fuentes naturales, por ejemplo, los alcaloides lolina y sus derivados presentan

un nucleo base de 2-oxa-6-azatriciclo[4.2.1.0]nonano, asi como los alcaloides indoloditerpénicos

tipo lolitrem, que consisten en sistemas heterociclos de ocho anillos fusionados (Figura 2). Los

hongos endéfitos también producen metabolitos secundarios con estructuras terpénicas novedosas

y exclusivas; un claro ejemplo de la importancia de estos compuestos como fuente potencial de

farmacos es el taxol (Figura 2), un diterpeno aislado de un endéfito del tejo del Pacifico (Taxus

brevifolia, Taxaceae) utilizado en el tratamiento del cancer ovarico y de mama (Sanchez-

Fernandez et al., 2013).

Derivado de
Lolina

Lolitrem B

Figura 2. Ejemplos representativos de PNFs con esqueletos carbonados inusuales.



2.2 Proteinas tirosina fosfatasas y cinasas

Uno de los receptores mas importantes dentro de la comunicacion celular son los llamados
enzimaticos o acoplados a enzimas (Garcia Sainz, 2016), existen dos procesos muy importantes
relacionados con estos, de los cuales dependen casi todas las sefiales celulares desencadenadas por
la union receptor-ligando, estos son la fosforilacion y su contraparte la eliminaciéon de un grupo
fosfato (desfosforilacion) de blancos proteicos o de otra macromolécula. Estos procesos son de tan
alta importancia, que dependiendo del estado en que se encuentran estas proteinas o sefiales

bioquimicas, estaran activados o desactivados (Cortinas, 2011).

Las enzimas encargadas de realizar la fosforilacion se conocen como cinasas (0 quinasas) y algunas
pueden ser directamente receptores (como en el caso del receptor de insulina y varios factores de
crecimiento). Dependiendo del tipo de cinasa que sea, esta tendra la capacidad de fosforilar otras
proteinas, o incluso pueden fosforilarse a ellas mismas en diferentes aminoacidos como la serina,

treonina y la tirosina (Garcia Séinz, 2016).

Por otro lado, las enzimas proteina
fosfatasas, que igualmente pueden
encontrarse como receptores, tienen la il
funcion de desfosforilar sustratos. En la -
correcta sefializacion celular es importante 7 ()
que exista un equilibrio entre las funciones P 2l e -
de estos dos tipos de enzimas, ya que las ABP /‘Ci"asa fosfatasa H20
enzimas fosfatasas eliminan grupos fosfato \
de proteinas que anteriormente alguna P
L 4

proteina cinasa fosforilo. Generalmente, su _ _ _ _
Figura 3. Mecanismo de accion de las enzimas cinasas

actividad se centra en los aminoacidos y fosfatasas sobre las sefiales quimicas. (Garcia Séinz,

serina, treonina y la tirosina (PTP) (Garcia 2016).

Séainz, 2016), siendo este ultimo de mayor

importancia en el presente trabajo. Estas proteinas estan estrechamente relacionadas con la
sefializacion celular por modulacion negativa o positiva, algunas de ellas estan involucradas en
diferentes enfermedades, razon por la que existe gran interés en encontrar inhibidores selectivos

de estas, ya sea de tipo natural o sintético.



A partir del genoma humano se expresan 107 PTPs diferentes (Cho, 2013) y aproximadamente 90
proteinas cinasas con actividad sobre tirosina (Garcia Sainz, 2016). Las reacciones bioquimicas

catalizadas por estas enzimas se indican en la Figura 3.
2.3 Diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad cronica y metabdlica que se caracteriza por altos niveles de
glucosa en sangre, lo cual trae con el tiempo serios dafios al corazén, vasos sanguineos, 0jos,
Glceras, rifion y nervios (World Health Organization, 2023), estos elevados niveles son
ocasionados por deficiencia en la produccion y/o accion de la insulina (Abdel Raoof y Mohamed,
2018). Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) existen 422 millones de casos de
diabetes a nivel mundial, y se estima que para el afio 2040 la cifra se eleve a 642 millones ya que

la prevalencia de esta enfermedad incrementa afio con afio (Abdel Raoof y Mohamed, 2018).
Estadisticas de la Federacion Internacional de Diabetes (IDF) (IDF)

e Para el afio 2030 se proyecta que el numero de personas con diabetes se eleve a 643
millones y para el afio 2045 se proyecta que 1 de cada 8 adultos (aproximadamente 783
millones) padezcan esta enfermedad, esto representa un incremento del 46%.

e Mas del 90% de personas con diabetes padecen DMT2.

e Enelafio 2021 aproximadamente 537 millones de adultos (20 a 79 afios) padecian diabetes.

e 3 de cada 4 adultos con diabetes viven en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo.

La diabetes se ha clasificado en muchos tipos, sin embargo, los dos mas comunes son la Diabetes
Mellitus tipo 1 y tipo 2 (DMT1 y DMT2). La DMT1 se asocia a un dafio en la produccion de
insulina producido por la destruccion de las células S-pancreéticas a traves un proceso autoinmune
de los linfocitos T; mientras que en la DMT2 existe resistencia a la insulina por parte del
organismo, siendo este Gltimo el tipo m&s comudn y con la menor esperanza de vida por tener mayor

incidencia de enfermedades cardiovasculares y desordenes metabdlicos (Tan et al., 2019).



Estadisticas oficiales de diabetes en México por INEGI (INEGI, s. f.)

e En 2021, 13 % de las defunciones en México fueron por diabetes (140,729), de acuerdo
con las Estadisticas de Defunciones Registradas.

e De las personas que fallecieron por diabetes, 74.9 % no era insulinodependiente (DMT2)
y2.2%loera (DMTL).

e En 2021, del total de defunciones por diabetes, 51 % correspondié a hombres (71,330) y
49 % a mujeres (69,396).

e A nivel nacional, la tasa de mortalidad por diabetes mellitus fue de 11 por cada 10 mil

habitantes (Figura 4).

0.4%
Asociada a la

desnutricion 22%

_-Insulinodependientes

22.4%
No especificadas

Insulino-
dependientes

Figura 4. Defunciones en México por causa y por tipo de diabetes 2021(INEGI, s. f.)
Tratamientos contra la DM

En la Tabla 2 se resumen los farmacos empleados actualmente para el tratamiento de la diabetes,

con su nombre genérico y su mecanismo de accion.

Tabla 2. Agentes antidiabéticos actuales y su mecanismo de accién

Farmaco Nombre genérico Mecanismo de accion
tratamiento
DMT1
Terapia con insulina  Insulina Estimula la fosforilacion de los receptores de
insulina
Amilina Pramlinitida Actla mejorando el control glicémico,

prevencién de aumento posprandial en niveles
de glucagon y por sensaciones crecientes de
saciedad



Continuacién Tabla 2
DMT?2
Sulfonilureas Gliclazida, Glimepirida,

Gliburida

Meglitinidas Nateglinida, Repaglinida
Biguanidas Metformina
Tiazolidinedionas Pioglitazona, Rosiglitazona
(TZD)

Inhibidor de a- Acarbosa

glucosidasas

Inhibidores de la Linagliptina, Saxagliptina,

dipeptidil peptidasa = Sitagliptina,
4 Alogliptina
Agonista del péptido =~ Exenatida, Liraglutida,
GLP-1 Dulaglutida

Inhibidores del
cotransportador de
sodio-glucosa tipo 2

Canagliflozina,
Dapagliflozina,
Empagliflozina

2.4 Insulina y su sefializacion

La insulina es una hormona
polipeptidica producida principalmente
por estimulo de la glucosa ingerida en
la dieta, esta hormona se sintetiza
inicialmente en las células f del
pancreas como un precursor de cadena
Unica llamada proinsulina (Figura 5)
formada por una cadena A, una cadena
B y un péptido C conector de estas.

Posteriormente, en el aparato de Golgi

Estimula al pancreas para producir mas
insulina

Estimula al pancreas para producir mas
insulina

Reduce la produccion hepatica de glucosa
Incrementa la sensibilidad a la insulina por
parte de las células y reduce la produccion
hepatica de glucosa

Disminuye la absorcion de carbohidratos
ingeridos

Intensifica el efecto de las hormonas
intestinales (incretinas) involucradas en el
control del azlcar en sangre

Imita el efecto de las incretinas

Ayuda a eliminar glucosa en la orina

pi ! LNILEUSERG v 3
,aL‘gsu?’“Q‘;, ,F';"Aug;%;no(
) 2 T
—oLy—
o)
oL,
)

N
A o COOH ()

Figura 5. Proinsulina humana, mostrando sus cadenas A
y B, asi como el péptido conector C (Brunton et al.,
2007).

se transforma en insulina, perdiendo y liberandolo el péptido C al torrente sanguineo en cantidades

equimolares con la insulina. Los residuos no variables GlyA!, GluA%, GIn”S, TyrA1®, Asn??!, ValB?,

TyrBl8 GlyBZ, PheB?*, PheB? y TyrB% de las cadenas A y B de la insulina son los que interact(ian

con su receptor (Brunton et al., 2007).
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La secrecion de insulina es un proceso
regulado de manera estrecha, disefiado para
proporcionar — concentraciones estables de

glucosa en la sangre, tanto en ayuno como en la

@ alimentacion (Brunton et al., 2007). Al unirse
» con la insulina los receptores de insulina (IR)

§ tienen la capacidad de autofosforilarse para estar

en su forma “activa”, ademas fosforilan a su vez

(insulin receptor substrate). Fosforiladas estas

Nucleo
sy il
w a una familia de moléculas denominada IRS
J /®

(mAPK , . .. .
Q moléculas, adquieren afinidad para adherirse a

btar una serie de proteinas y asi llevar a cabo diversas
Proteinas funciones dentro de la sefializacion de la

insulina, como es el de estimular la expresion de
Figura 6. Mecanismo de accion del receptor de
insulina (IR) sobre las enzimas IRS (Garcia
Séinz, 2016).

ciertos genes (Figura 6) (Garcia Sainz, 2016).

Fosforilada la proteina IRS-1, activa a la fosfoinositido 3-cinasa (PI3K), como
consecuencia se cataliza la formacion de un tipo de fosfolipidos llamados fosfoinositidos con
fosfato en posicion 3 (PIP3), los cuales acttan atrayendo a la membrana a la proteina cinasa PKB
(o Akt), responsable de estimular que los transportadores de glucosa GLUT4 pasen de encontrarse
en membranas intracelulares a fusionarse a la membrana plasmaética permitiendo la entrada de la

glucosa a la célula (Figura 7) (Garcia Sainz, 2016).
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Figura 7. Modelo de activacion del transporte de glucosa por la insulina (Garcia Sainz, 2016).

2.5 Proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B)

Las PTPs catalizan reacciones de desfosforilacion a sustratos de naturaleza proteica con
residuo de tirosina fosforilada. La PTP1B es miembro de esta superfamilia enzimética. Fue
descubierta, identificada y purificada de placenta humana por Tonks y colaboradores en 1988.
(Zhao et al., 2018).

La PTP1B es clave en la regulacion de la sefializacién de las hormonas insulina y leptina, actuando
como modulador negativo y provocando una reduccion de la sensibilidad de estas o bloqueandola
por completo, ya que desfosforila el IR y al sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1 o IRS), asi
como al receptor de leptina (LepR) y la cinasa jano 2 (JAK2), por lo que estd relacionada
estrechamente con padecimientos como DMT2 y obesidad; pero también con cancer, diversas
inflamaciones y la enfermedad de Alzheimer (Zhao et al., 2018). En la Figura 8 se muestra el rol

de esta enzima en algunos de los sustratos mas importantes.
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Figura 8. Rol de la PTP1B en la sefializacién de la insulina y leptina (Quezada Suaste et al., 2023).

La PTP1B es la proteina prototipo de la familia de las PTPs y su estructura comprende 435
aminoacidos y 50 kDa (Bourdeau et al., 2005). Como en todas las proteinas pertenecientes a esta
familia, en la PTPIB existe un “loop-P’’ formado por la secuencia HCXXGXXRRS(T) (X
representa cualquier residuo de aminoécido), el cual es un motivo presente en el sitio catalitico,
igualmente, todas las PTPs comparten el mismo mecanismo catalitico; que consiste en una
desfosforilacion en dos pasos conocida como ping-pong donde el grupo tiol de la cisteina
conservada (Czis) actla nucleofilicamente sobre el &omo de fosforo formando un enlace
covalente, obteniéndose en este paso un intermediario enzimético tiofosfatado de forma
concertada, en este paso ocurre una reaccién acido-base entre el acido aspartico conservado (D1s1)
del “loop-WPD” protonando el grupo saliente y liberando asi el sustrato desfosforilado.
Posteriormente, con una molécula de agua se lleva a cabo la hidr6lisis del intermediario
tiofosfatado y la protonacion del acido aspartico, recuperando en este paso la enzima. La molécula
de agua en el segundo paso se coordina con el residuo de glutamina (Q2s2) del “loop-Q”
manteniendo asi la posicion éptima para el ataque nucleofilico sobre el &tomo de fosforo y realizar
la hidrdlisis correctamente (Crean etal., 2021). En la Figura 9 se muestran los dominios

estructurales y el mecanismo catalitico.
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Figura 9. Generalidades de la PTP1B A) Modelo tridimensional de la hPTP1Bi-400 B) Dominios

estructurales y C) mecanismo catalitico de la enzima PTP1B, tomada y editada de (Quezada Suaste et al.,
2023)

En la mayoria de estudios de inhibicion y/o comportamiento de esta enzima se han empleado
modelos mé&s cortos (modelos truncos) de 282, 298 o 321 aminoacidos (Quezada Suaste et al.,
2023), si bien esto ha conducido al aislamiento de una gran cantidad de inhibidores de origen

natural, metabolitos como fumosorinona, preaustinoid A6, barkeleyona C, fructigenina A y
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cyclopheno (Jiménez-Arreola et al., 2020); también ha originado la pérdida de informacion valiosa
referente a la interaccion enzima-ligando, ya que a pesar de que los modelos truncos de PTP1B
albergan los motivos de mayor importancia para la catalisis, también existen interacciones con
residuos importantes fuera del sitio catalitico (Choy et al., 2017); se sabe que estos modelos tienen
un comportamiento bioguimico diferente cuando son evaluados in vitro en comparacion con la
cadena completa de 435 aminoacidos (PTP1B1-400), por ejemplo, el acido ursélico se comporta
como un inhibidor competitivo frente a la hPTP1B trunca, pero como inhibidor no competitivo
frente a la proteina completa (Martinez Aldino et al., 2023). Debido a esto, en este grupo de trabajo
se expreso la proteina humana PTP1B1.400 en Escherichia coli (Rosetta, (DE3) pLysS™) para
llevar a cabo los ensayos de actividad de los extractos organicos, asi como de los compuestos puros

de origen microbiano.

2.6 Inhibidores de la PTP1B

La mayoria de los inhibidores disefiados para la enzima PTP1B se han enfocado en
modelos truncados, abarcando ligandos que se unen al dominio catalitico de manera similar o
diferente al sustrato, ademas de moléculas que interacttan con el sitio alostérico (Hjortness et al.,
2018).

Los inhibidores alostéricos tienen la capacidad de bloquear la PTP1B en su conformacion abierta,
evitando su cambio a la forma cerrada, esencial para la hidrélisis del sustrato (Wiesmann et al.,
2004). El cierre del bucle WPD se origina, en parte, por una serie compleja de interacciones de
enlaces de hidrogeno entre las hélices a-7, a-3 y a-6. Los inhibidores alostéricos interrumpen estas
interacciones al ubicarse entre estas hélices (Qian et al., 2016). Estudios de dinamica molecular
han demostrado que la hélice a-7 limita el movimiento de la hélice a-3 y facilita la dinamica del
bucle WPD (Choy et al., 2017).

Hasta la fecha, se han descubierto y desarrollado mas de 300 inhibidores dirigidos a modelos
truncos de PTP1B (PTP1Bi12¢7, PTP1B1.300, PTP1B1321) (Sharma etal., 2020), que incluyen

productos naturales, derivados semisintéticos y compuestos de sintesis total.

Existen dos grandes grupos de compuestos inhibidores de la PTP1B, los sintéticos y los de origen

natural, dentro de los primeros se han reportado la sintesis de moléculas de tipo tiazolidinonas,
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tiazoles, oxazoles, pirazoles, imidazolidinonas, amidas, sulfoamidas, chalconas, furanos,
pirimidinas, esteroides, pirrolidinas, quinoxalidinas, morfolinas, entre otras (Agrawal et al., 2023).
En cuanto a los compuestos de origen natural, algunos ejemplos de metabolitos secundarios méas
importantes que se han descubierto se encuentran las albuteinas (Diaz-Rojas et al., 2021), &cido
ursolico, compuestos fendlicos, bromofenoles, acidos grasos, benzofuranos, flavonoides, taninos,
esteroides, entre otros (Zhao et al., 2018). Algunos ejemplos de los inhibidores mencionados se
muestran en la Figura 10. También se ha encontrado que pequefios aniones inorganicos como el
sulfato han mostrado inhibicién por la similitud y competencia con el grupo fosfato (Agrawal et
al., 2023).

a) /_H<N_<\S]©

Figura 10. Algunos inhibidores de la PTP1B a) tiazolidinonas, b) sulfonamidas, c) chalconas, d) esteroides
(Agrawal et al., 2023).

Sin embargo, ninguno de los inhibidores encontrados ha podido utilizarse hasta ahora como
tratamiento para la DMT2, esto en gran parte por la falta de selectividad que estos compuestos

muestran tener frente a otras PTPs y otras enzimas en general. Unicamente tres compuestos han
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alcanzado la fase de ensayos clinicos, ertiprotafib (Clso=1.4puM), JTT 551 y trodusquemina (Clso=
1.0uM) (Figura 11) (Agrawal et al., 2023), desafortunadamente los ensayos en estas moléculas
fueron descontinuados debido a que presentaron poca eficacia, falta de especificidad y notables
efectos secundarios (Martinez Aldino et al., 2023).

) 7 N sj)<
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2
0O=§-OH

H
HzN\/\/N\/\/\N/\/\N
H H
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Figura 11. Inhibidores de PTP1B descontinuados en fases clinicas.

En los Gltimos afios, el Laboratorio de productos Naturales de Origen microbiano del Instituto de
Quimica de la UNAM, ha realizado aportaciones muy importantes en la obtencién de metabolitos
de origen natural con actividad inhibitoria sobre esta enzima, los cuales fueron aislados de los
hongos Aspergillus terreus 1Q-046 y Talaromyces sp. 1Q-313. Entre los que se han descrito estan
la butirolactona I (Clso 59.9 uM), duclauxina (Clso 12.7 uM), talaromycesona B (Clso 82.7 uM),
xenoclauxina (Clso 21.8 uM), bacillisporina F (Clso 13.4 uM) y xantoepocina (Clso 8.8 uM)
(Figura 12).
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Figura 12. Inhibidores de la hPTP1B1.400 descritos por este grupo de trabajo.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La diabetes es una afeccion de preocupacion a nivel mundial debido al alto nimero de
fallecimientos que provoca cada afio, una cifra que sigue en aumento constante. Por ello, resulta
crucial buscar estrategias alternativas que permitan mitigar o disminuir las complicaciones
asociadas con la enfermedad, particularmente a través de la inhibicidn de procesos fisioldgicos
clave que dan lugar al aumento de las concentraciones elevadas de glucosa en plasma. Una
estrategia prometedora para cumplir con esta tarea se centra en la inhibicion de proteinas blanco,
entre las que destaca la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B).

La PTP1B, en especial la de cadena completa (hPTP1Bi-400), €s un blanco farmacol6gico
ampliamente validado que ha sido poco explotado en programas encaminados al descubrimiento
de inhibidores, tanto de origen natural como sintético, Utiles como prototipos estructurales para el
desarrollo de farmacos para el tratamiento de la DMT2. De hecho, los metabolitos secundarios de
origen fangico aislados de hongos microscopicos constituyen la principal fuente de inhibidores de

este blanco molecular.

En este sentido, el objetivo general de este trabajo consiste en aislar e identificar los metabolitos
secundarios con actividad inhibitoria sobre la enzima hPTP1B1.s00 a partir de hongos endofitos
asociados a macroalgas provenientes de la playa Aragén en Santa Maria Tonameca, Oaxaca y
realizar el andlisis de aislamiento y actividad enzimatica. Este proyecto marca un hito al ser el
primer estudio que explora este nicho ecoldgico y no solo enriquece el conocimiento sobre la
diversidad quimico-bioldgica de México, sino que también abre la posibilidad de descubrir nuevas
estructuras quimicas Utiles como prototipos estructurales para el desarrollo de potenciales

farmacos para tratar la diabetes.

Para cumplir con este objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos particulares:

3.2.1. Cribar los extractos organicos pertenecientes a organismos fungicos enddfitos de
macroalgas de la coleccién del laboratorio 2-5 del Instituto de Quimica, UNAM,
segun su capacidad para inhibir la actividad la enzima hPTP1B1-400 Yy seleccionar el
taxon mas apropiado para su estudio quimico.

3.2.2. Aislar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el extracto organico

seleccionado mediante procedimientos cromatograficos convencionales.
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3.2.3.

3.24.
3.2.5.

Determinar la estructura quimica de los compuestos aislados mediante el analisis de
sus datos fisicos, espectroscopicos y espectrométricos.

Evaluar los compuestos puros en los ensayos de actividad bioldgica.

Realizar ensayos in silico de acoplamiento molecular enzima-ligando con los

metabolitos aislados y un modelo generado por homologia para la enzima hPTP1B;.

400-
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4. HIPOTESIS
El estudio quimico-biolégico de hongos endofitos asociados a macroalgas de mares
mexicanos conducird al descubrimiento de especies capaces de biosintetizar metabolitos

secundarios novedosos con posible actividad inhibitoria sobre la enzima hPTP1B1-400.
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5. METODOLOGIA

5.1 Area de estudio

Las muestras bioldgicas obtenidas para el aislamiento de microorganismos flungicos
enddfitos se recolectaron en la playa Aragon en Santa Maria Tonameca, Oaxaca
(15.663147771865845, -96.53259841800926) (Figura 13).

Oaxaca

Costa

*

Playa Aragon
Figura 13. Mapa de la zona de estudio. Playa Aragén, Oaxaca.

5.2 Reactivos
Todos los reactivos se adquirieron de alguno de los siguientes distribuidores: Wohler, MCD Lab,
Conda S.A, Sigma-Aldrich, Bio Basic y Cambridge Isotope Laboratories, Inc. Los disolventes
AcOEt, MeOH, Hexano y (CH3)2CO empleado para la extracciéon y procesos de fraccionamiento
fueron destilados previo a su uso. EI MeCN grado HPLC se adquiri6 en la comercializadora Merck
y se empleo sin purificacion posterior. El agua desionizada se obtuvo en un desionizador ELGA-

Veolia.

5.3 Cultivo en pequefia escala de los microorganismos fingicos

A partir de las macroalgas recolectadas se aislaron 52 hongos diferentes, para cada uno de ellos se
preparo un cultivo con 10 mL de medio liquido PDB incubado a temperatura ambiente en agitacion
constante por un periodo de 5 a 7 dias. Posteriormente, se inocul6 el organismo sobre 10 g de

medio sélido (Cheerios ®) dentro de un matraz Erlenmeyer por 21 dias en condiciones estaticas

con periodos normales de luz y obscuridad. Un matraz por cada organismo.
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5.4 Obtencion de extractos organicos

Transcurrido el tiempo de fermentacidn, los organismos se trituraron y maceraron con agitacion
constante con una mezcla de 1:1:1:1 MeOH:DCM:(CHz3)2CO:AcOEt durante 24 horas, se filtrd y
el extracto resultante se sometio a un proceso de reparto liquido-liquido entre 1:1 MeCN/MeOH:

Hexano, se desheché la fase hexanica.

5.5 Ensayo de inhibicion de sobre la enzima utilizando los extractos organicos

El ensayo de inhibicidn se realizo in vitro en una placa de 96 pozos, la concentracion de enzima
se determina antes de iniciar el ensayo a partir de una curva de actividad enzimatica, se utilizd
como sustrato fosfato de 4-nitrofenilo disddico hexahidratado a una concentracion de 30 mM, en
una solucién buffer de pH 6.8 con HEPES 50 mM, NaCl 100 uM, 1.5 mM DTT. Los extractos
organicos se disolvieron en DMSQO y se evaluaron a una concentracion final de 100 ppm. Se utilizo
DMSO como control negativo o blanco. La actividad de la enzima y su inhibicion se determind
por espectrofotometria a 405 nm utilizando un lector de placas y el software Gen 5. La lectura de

la placa se hace a tiempo inicial y después de 20 minutos de incubacién a 37 °C.

El porcentaje de inhibicion de los extractos se determind utilizando la Ecuacién 1.

. A .
%inh = (1 — w) * 100 ; Ecuacion 1.
A planco a 405 nm
Cada valor de absorbancia en la formula corresponde a la absorbancia corregida (diferencia de la

absorbancia entre tiempo inicial y tiempo final).

5.6 Escalamiento del hongo seleccionado

Con base en los datos de actividad bioldgica y considerando el perfil cromatografico del extracto
organico de los organismos con mayor actividad, se eligié el aislamiento del 1Q-1687 para su
escalamiento, siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 5.3 pero realizdndose en 15

matraces Erlenmeyer con 10 g de medio solido cada uno.

El perfil cromatografico de cada organismo se obtuvo por HPLC en fase reversa utilizando una
columna Cqg con un sistema de elucion establecido como método general el cual se basa en un
gradiente iniciado con 20% MeCN y 80% agua (miliQ al 0.1% de acido formico) hasta llegar a
100% acetonitrilo en 30 minutos.
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5.7 Aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios

A partir del extracto organico escalado se elimind el disolvente de extraccion y el material
resultante se resuspendié en 250 mL de una mezcla 8:2 DCM:MeOH. Posteriormente, la
suspension resultante se sometié a un proceso de reparto liquido-liquido con 250 mL de agua.
Ambas fases se llevaron a sequedad. EI mayor rendimiento se encontrd en la fase acuosa.
Subsecuentemente, esta fase se disolvié en MeOH y se sometid a un proceso de reparto con
hexano. Se desechd la fase hexénica y se evaporo el metanol de la fase organica obteniendo 1.25

g del extracto final.

Posteriormente, 450 mg de extracto se disolvieron en 4.5 mL de una mezcla dioxano:metanol, esta
suspension se centrifugd para separar los metabolitos secundarios de los posibles carbohidratos
insolubles, se tomd el sobrenadante y se evaporo. Este procedimiento generd una masa final de
272 mg, la cual se disolvio en 2.5 mL de una mezcla dioxano:metanol:DMSO. La resolucion de
esta mezcla por HPLC en fase inversa en una columna preparativa Cyg con un flujo de 15 mL/min
y un sistema de elucion de gradiente iniciando con 20% acetonitrilo y 80% agua (miliQ al 0.01%
de &cido formico) hasta obtener 70% de acetonitrilo en 30 minutos, condujo al aislamiento de

cuatro metabolitos: 1, 2, 3a'y 3b.

5.8 Ensayo de inhibicién sobre la enzima utilizando compuestos puros

El ensayo de los compuestos puros aislados se realiz6 también in vitro sobre una placa de 96 pozos,
bajo las mismas condiciones establecidas para los ensayos utilizando los extractos organicos, en
esta ocasion los metabolitos se emplearon a una concentracion de 100 pM.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento y cultivo de microorganismos fingicos

A partir de muestras de macroalgas colectadas en la costa oaxaqueria, se aislaron un total
de 52 hongos microscopicos con diferentes caracteristicas morfolégicas. Como se puede observar
en la Tabla 3, la division de algas de la cual se aislaron mayor nimero de especies fungicas fue
Phaeophyceae con 17 organismos; sin embargo, Bryopsis (Chlorophyta) y Amphiroa
(Rhodophyta), fueron los géneros que presentaron mayor abundancia de especies aisladas,
obteniendo 10 microorganismos por cada género. La identificacion taxondmica de las algas se
realizé en colaboracion con el Dr. Julio Acosta Calderdn, de la UMAR, Huatulco.

Tabla 3. Microorganismos flngicos aislados junto con el género y divisién del alga de procedencia.

Division de alga de Género de alga de Cddigo de organismo aislado
procedencia procedencia
Rhodophyta Ahnfeltiopsis 1Q-1672, 1Q-1687
Amphiroa 1Q-1676, 1Q-1678, 1Q-1679, 1Q-1680, 1Q-1681, I1Q-
1682, 1Q-1683, 1Q-1686, 1Q-1694
Dermonema 1Q-1644, 1Q-1645, 1Q-1646, 1Q-1648, 1Q-1656, 1Q-
1684, 1Q-1692
Hypnea 1Q-1647, 1Q-1668, 1Q-1669, 1Q-1670, 1Q-1671
Chlorophyta Bryopsis 1Q-1643, 1Q-1649, 1Q-1650, 1Q-1651, 1Q-652, 1Q-
1654, 1Q-1655, 1Q-1657, 1Q-1658, 1Q-1693, 1Q-
1695, 1Q-1696
Phaeophyceae Padina 1Q-1653, 1Q-1664, 1Q-1665, 1Q-1666, 1Q-1667,
1Q-1688, 1Q-1689
Sargassum 1Q-1662, 1Q-1663, 1Q-1673, 1Q-1674, 1Q-1675, 1Q-
1690
Chnoospora 1Q-1659, 1Q-1660, 1Q-1661, 1Q-1691

6.2 Ensayo de inhibicion sobre la enzima utilizando los extractos orgéanicos

Para cada uno de los microorganismos listados en la Tabla 3 se prepard su extracto
organico de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 5.4. Posteriormente, se determiné
el potencial inhibitorio de cada uno de ellos sobre la enzima hPTP1B1-400. En la Figura 14 se
representa el porcentaje de inhibicién asociado a cada extracto organico evaluado a 100 ppm, la

linea roja marca los extractos que tuvieron una inhibicion mayor al 50%.
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Figura 14. Actividad inhibitoria sobre la enzima hPTP1B1.400 de los 52 extractos fungicos, evaluados a 10
ppm.

Los resultados de esta evaluacion identificaron seis extractos con un porcentaje de inhibicion
mayor al 50%; 1Q-1651 con 54.7%, 1Q-1653 con 57.2%, 1Q-1668 con 59.5%, 1Q-1673 con 66.3%,
1Q-1681 con 55.2% e 1Q-1687 con 64.2%.

Con base en estos resultados y la complejidad cromatografica de cada extracto, se eligio al
ascomiceto identificado con el cédigo 1Q-1687, con un rendimiento de 55 mg/g de cultivo, para
realizar su estudio quimico conducente a la obtencion de los metabolitos secundarios bioactivos;
este hongo se aislé a partir de una macroalga perteneciente a la division Rhodophyta y al género

Ahnfeltiopsis.
6.3 Perfil cromatografico del extracto.

El perfil cromatogréafico del extracto organico del ascomiceto 1Q-1687 (Figura 15) revelo
la presencia de por lo menos cuatro compuestos. ElI compuesto asociado al pico con tiempo de
retenciéon de 13 minutos mostro un rendimiento demasiado bajo, por lo que el aislamiento estuvo
dirigido a los compuestos asociados a los picos con tiempo de retencién de 10.8 (1), 11.6 (3a/3b)
y 20.9 (2) min. Cabe aclarar que los compuestos 1 y 2 ya se encuentran reportados en la literatura
con una nomenclatura definida como A para 1, y B para 2, para mantener esa nomenclatura se
decidié nombrar a los compuestos con tiempo de retenciéon de 11.6 min como 3a y 3b, ya que

corresponde a una mezcla epimérica de dos compuestos.
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Figura 15. Cromatograma de HPLC fase reversa, columna analitica Cig elucion por método general 30
minutos, A 254nm.

6.4 Identificacién taxonémica del hongo seleccionado

El organismo fangico 1Q-1687 (Figura 16) pertenece al filo Ascomycota, subfilo
Pezizomycotina; clase Eurotiomycetes; subclase Eurotiomycetidae; orden Eurotiales; familia
Aspergillaceae. Su identificacion taxondmica a nivel de género se realiz6 empleando métodos
moleculares de secuenciacion, identificando al hongo con el género Aspergillus; subgénero
Aspergillus Nidulantes y posiblemente con la especie Aspergillus sydowii, sin embargo, se requiere

de mas informacion para confirmarlo.

Figura 16. 1Q 1687 en cereal Cheerios ®
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6.5 Rendimientos obtenidos

La resolucién del extracto metanolico (270 mg) por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia en modo preparativo (HPLC-preparativo) empleando el sistema de elucién descrito en
el apartado 5.6 llevo al aislamiento de los compuestos 1, 3a/3b y 2 con los rendimientos indicados
en la Tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento de los metabolitos aislados.

Compuesto Rendimiento/mg
1 2.6
3a/3b 0.5
2 5

El rendimiento de los metabolitos aislados coincide con el perfil cromatografico mostrado en la
Figura 15, ya que a partir de la absorbancia maxima de cada pico el tamafio de estos guarda una
evidente proporcion, siendo el pico del compuesto 2 (20.9 min) el doble del tamafio del pico del
compuesto 1 (10.8 min), asi como este ultimo tiene mayor tamafio que el pico de los compuestos
3a/3b (11.6 min).

6.6 Caracterizacion estructural de los productos 1, 2 y 3a/3b.

La elucidacion estructural en dos dimensiones de las moléculas 1-3 se realiz6 empleando
un conjunto de métodos espectroscopicos UV y RMN (RMN-H (700 MHz), RMN-3C (175
MHz), RMN-bidimensionales) utilizando el equipo Bruker AVANCE Il HD a 700 y 175 MHz
respectivamente y espectrométricos EM-AR (espectro de masas de alta resolucién) por analisis
directo en tiempo real (DART, por sus siglas en inglés) con un potencial de ionizacion de 19.8 eV
utilizando un espectrémetro de masas Jeol JMS-T100LC. Mientras que para establecer su
configuracién absoluta se empled dicroismo circular electrénico (DCE). Con base a esto se

establecid la estructura de los productos 1-3 como se muestra en el Esquema 1.
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Esquema 1. Estructura de los metabolitos aislados 1-3

La caracterizacion molecular de los compuestos 1-3 inici6 con la adquisicion de sus espectros de
masas (Figura 17-A-17-C, respectivamente). Para todas las moléculas se observo el ion molecular
protonado [M+H]" en las relaciones masa/carga (m/z) de 265.1456 Da (A= -5.1 ppm), 249.14707
Da (A= -5.8 ppm) y 265.1373 (A= -5.5 ppm) Da para 1-3, correspondientemente. Con base en
estos resultados, las formulas moleculares se establecieron como Ci5H2004 para 1, C15H2003 para
2 y Ci5H2004 para 3a/3b. En todos los casos las formulas permiten un indice de deficiencia de
hidrégenos () de 6.
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Figura 17. Espectros de masas (19.8 eV) de los compuestos 1-3

Los espectros de UV para los tres productos (1-3; Figura 18-A), muestran méaximos de absorcion

en A= ~212, 244 y 300 nm, asignables a transiciones t>7* y n>7* respectivamente (Wen-Jian
Lan et al., 2014).

Como se observa en la Figura 18, la longitud de onda maxima absorbida en cada compuesto es
muy similar, lo que indica que tienen un grupo croméforo en comun, posiblemente un grupo
fendlico. La transicion n>n* (~212, 244 nm) evidencia la presencia de una vy-lactona-a,f3-
insaturada (Figura 18-B) ya que este tipo de compuestos usualmente es asociado a estos valores
de longitud de onda (Uchida y Kuriyama, 1974).
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Figura 18. A) Espectro de absorcion UV de los compuestos 1-3. B) Estructura general de una y-lactona
a,B-insaturada

Los espectros de RMN de 'H y 3C (Figuras 19 y 20 y Tablas 5-7) se registraron a 700 y 175
MHz, respectivamente en MeOH-ds4 y mostraron las siguientes sefiales en comdn:

Para los cuatro compuestos se observa un sistema ABX (tres sefiales) en campo bajo
asociado a un anillo aromatico trisustituido, o 7.2 (J = 8.0 Hz, H-4), 7.4 (J = 8.0 Hz, H-5)
y 7.36-7.37 (H-7). Las constantes de acoplamiento de 8.0 Hz son indicativas de un
acoplamiento orto. Estos hidrdgenos correlacionan con los carbonos en dc 126-127 (C-4),
120-121 (C-5) y 117-118 (C-7) en el espectro bidimensional HSQC. La sefial asignable a
C-6 aparece en Jc 155-156, desplazamiento caracteristico de un carbono sp? base oxigeno.
En on 1.59-1.60 se observa una sefial simple que integra para tres hidrégenos, asignada al
metilo de la posicion -CHs-7" que correlaciona con el carbono en dc 27.4-28.8 en el
espectro HSQC. La correlacién a dos enlaces de distancia en el espectro HMBC de los
hidrogenos de -CHs-7" con el carbono sp® base de oxigeno C-3 en dc 76.5-77.9, permitid
posicionar el grupo metilo.

En on 1.78-1.80 y 1.93-1.95 (8¢ 42.4-43.7) se observan dos sefiales ddd que integran para
uno y se asignaron a los hidrégenos de H-1". La multiplicidad de las sefiales y su vecindad
con un centro asimétrico les confieren caracter diasterotopico, de la misma manera que los

hidrogenos vecinos de la posicion H-2". En conjunto, esta informacion sumada con aquella
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obtenida a partir del espectro homonuclear bidimensional COSY permitieron ensamblar el
sistema de espin H-1"-H-3".

e Los carbonos sp? C-3a, C-7a 'y el carbono de C-1 se muestran como sefiales muy atenuadas
0 inexistentes en los espectros unidimensonales RMN-3C por lo que sus asignaciones se
hicieron con base en las correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC.
Los Jc para las posiciones C-3a (135-136) y C-7a (129-134) muestran diferencias
significativas, esto debido a que el C-7a esta ligeramente mas protegido que C-3a, por
encontrarse dentro del campo de proteccion del oxigeno del carbonilo de la lactona
fusionada al anillo aromatico. El C-1 es el carbono mas desprotegido por ser carbonilico,
y su asignacion fue posible considerando las correlaciones observadas en los espectros

HMBC de los protones H-5 y H-7 con sus respectivas resonancias en dc 171-172.

Las diferencias principales observadas en los tres espectros para los cuatro compuestos son las

siguientes
Para el compuesto 1:

e Seobserva unasefial en el espectro de RMN-C en dc 70.0 ppm asignable a un carbono
tetrasustituido con hibridacion sp?, este desplazamiento es caracteristico de carbonos
base oxigeno y se asignd a C-4’. Su asignacion se realizO considerando las
correlaciones observadas en el espectro bidimensional HMBC con los hidrégenos de
las posiciones H-5"y H-6" (on 1.10 y on 1.11).

e Las sefiales asignadas a los hidrogenos H-5" (on/ dc 1.10/27.7) y H-6" (on/ oc 1.11/
27.5) ambas integran para tres hidrogenos y son sefiales simples, por lo que cada una

es atribuible a un metilo.
Para el compuesto 2:

e Se muestra una sefial on 1.48 ppm que integra para uno, con multiplicidad triple de
cuartetos (J = 13.3, 7.2 6.6 Hz) que correlaciona con el carbono en dc 27.7 ppm en el
espectro HSQC. Este conjunto de sefiales se asignd al metino de la posicion H-4". La
multiplicidad triple se asocia al acoplamiento con el metileno H-3" y cuarteto por

acoplamiento con los metilos H-57/6" equivalentes.
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Los hidrégenos H-57/6" se asignaron a dos sefiales dobles (pero traslapadas entre ellas)
(J = 6.6 Hz) on 0.82 y dc 23.0 con integracion de seis hidrégenos por corresponder a

dos metilos.

Para los compuestos 3a y 3b:

3a/3b

-
—
:
-
(

JiJ JL_ L A

Se muestran sefiales de carbono dobles, ya que es una mezcla epimérica de dos
compuestos.

Se observa una sefial también en J1 0.83 ppm doble (oc 15.5 y 15.61), sin embargo,
integra Unicamente para tres hidrogenos, por lo que se asocia a solamente un metilo H-
5.

En el caso de estos compuestos los hidrogenos de H-6" (metilos en 1y 2) se desdoblaron
en dos sefiales multiples que se encuentran desplazadas a Jn 3.34 y 3.26 y son
asignables a un metileno, ambas sefiales integran para un hidrdgeno, ya que estan
vecinas a un carbono asimétrico y son hidrogenos diasterotdpicos (carbono epimérico).
Estas resonancias mostraron una correlacion con los carbonos en dc 66.9 y 67.0 ppm
(carbono base oxigeno).

La sefial en on/oc 1.51/35.37 y 35.38 ppm se asignd al metino H-4".

T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

f1 (ppm)

Figura 19. Espectros de RMN-H (700 MHz, CDs;0D) de 1-3.
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Figura 20. Espectros de RMN-*C (175 MHz, CDs0D) de 1-3

Los cuatro metabolitos aislados tienen un ndcleo de ftalida (isobenzofuranona), Los compuestos 1
y 2 (pseudaboydina A 'y pseudaboydina B, respectivamente) han sido previamente reportados en
la literatura como metabolitos secundarios del hongo Pseudallescheria boydii asociado a la estrella
de mar Acanthaster planci (Wen-Jian Lan et al., 2014). Siguiendo este orden, a los compuestos 3a
y 3b se les asignaron los nombres triviales pseudaboydina C (4"-R) y 4"-epi-pseudaboydina C (4”-
S) por su semejanza estructural. La asignacion de las sefiales de RMN de 1y 2 reportada por Wen-
Jian Lan y colaboradores se encuentran en la Tabla 5. La asignacion de las sefiales de RMN de 1
y 2 obtenidas en este trabajo se reportan en la Tabla 6, y las asignaciones de 3a/3b en la Tabla 7.
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Tabla 5. Datos de RMN-'H y *C de 1 y 2 reportados en literatura por Wen-Jian Lan y colaboradores
obtenidos a 400 y 100 MHz, CDsOD.

Posicion

— ~] w
v N OOk g W

2°
3°
4’

57
6’
77

oc

171.8
777
137.1
124.7
121.5
157.1
119.0
129.7
33.9

16.7
36.8
75.4

32.0
24.8
31.4

1

Tipode C  dn,m, (J/Hz)

CH3
CH>
C

CHs
CHs
CHs

7.13,d (8.0)
7.56, d (8.0)

7.95,s

2.45, brd
(13.6)
1.65, m

1.71, m
152, m

1.28,s
0.95, s
150, s

oc

171.6
79.1

135.5
126.5
121.3
156.1
119.3
129.8
42.9

21.7
39.1
27.8

22.6
22.4
29.0

2
Tipode C

C
C
C
CH
CH
C
CH

C
CH>

CH2
CH>
CH

CHs
CHs
CHs

OH, M,
(J/H2)

7.08, d (8.0)
7.54,d (8.0)

7.57,s

1.92, dt
(14.4, 8.0)
1.80, dt
(14.4, 8.0)
1.29, m
1.16, m
1.49, nine
(6.4)
0.82,d (6.4)
0.82,d (6.4)
1.68, s

Cabe destacar que Wen-Jian Lan y colaboradores reportaron los desplazamientos para los

compuestos 1y 2 en CDClgs, sin embargo, de acuerdo con la evidencia experimental obtenida en

este trabajo, es posible que el registro de sus espectros se haya hecho en CD30D, ya que sus valores

son mas cercanos a los registrados en este disolvente.
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Tabla 6. Asignacion de sefiales de RMN a 700 (*H) y 175 (**C) MHz, registrados en CDsOD, respectivamente para los compuestos 1y 2.

1 2
Posicion = dc/ppm Tipo de dn/ppm, J/Hz dc/ppm Tipo de carbono dn/ppm J/Hz
carbono
1 170.9 C 172.0° C
3 76.6 C 77.9 C
3a 135.3 C 136.7 C
4 126.1 CH 7.23,d (8.02) 127.4 CH 7.21d (8.0)
5 120.1 CH 7.43, da (8.02) 121.4 CH 7.42 d (8.0)
6 155.3 C 156.7 C
7 117.3 CH 7.37, sa 118.6 CH 7.36 S
7a 133.3 C 134.42 C
CH; 1.80, ddd (14.1, CH: 1.78 ddd (13.7,
1’ 42.7 12.8, 3.8) 43.7 12.1, 4.5)
CH, 1.95, ddd (13.6, CH, 1.93 ddd (13.8,
12.8, 3.8) 7.8, 4.6)
2’ 18.7 CH; 1.29, m 22.9 CH: 1.20m
CH> 139, m CH; 1.33m
3’ 43.7 CH: 1.38 traslapada 40.5 CH: 1.12, dt (8.5, 7.1)
CH, 1.40 traslapada
4 70.0 C 29.0 CH 1.48,1q (13.3,7.2
6.7)
5 27.7 CHs 1.10s 23.0 CHs 0.82, d (6.6)
6 27.8 CHs 1.11s 23.0 CHs 0.82, d (6.6)
7 27.5 CHs 1.60s 28.8 CHs 1.59s

3e| valor de desplazamiento se obtuvo del espectro de HMBC.
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Tabla 7. Asignacion de sefiales de resonancia magnética nuclear de los compuestos 3a 'y 3b.

3ay3b
Posicion dc/ppm Tipo de dn/ppm J/Hz
carbono

1 171.78 C

3 76.5 C

3a 135.0° C

4 126.0 CH 7.21,d (7.9)

5 120.11y 120.07° CH 7.42,d (7.9)

6 155.3 C

7 117.3 CH 7.36s

7a 129.3 C

I 42.4 CH> 1.79m
CH: 1.95m

2’ 33.23y 33.21° CH2 1.03m
CH. 1.35m

3’ 21.13y 21.15° CH> 1.38 m
CH: 1.17m

4 35.37 y 35.38° CH 1.51m

5’ 15.55y 15.61° CHs 0.83d

6’ 66.94 y 67.01° CH; 3.34 m traslapada
CH: 3.26 m

7 27.4y27.6° CHs 1.59s

2E| valor de desplazamiento se obtuvo del espectro de HMBC

bSe asigna mas de un carbono a las mismas sefiales de RMN-13C ya que es el espectro de una mezcla epimérica de dos
estereoisémeros.

Habiendo determinado la estructura quimica de los metabolitos aislados se establecié su
configuracién absoluta en C-3, para lo cual se utilizo la técnica espectroscopica de dicroismo
circular electrénico (DCE). Esta técnica se puede utilizar gracias a que los compuestos aislados

tienen en su estructura un grupo cromaéforo cerca del centro asimétrico.

A continuacién, se presentan los espectros de DCE registrados para los productos 1-3 (Figura 22).
Como se puede observar los espectros de los compuestos 1, 3a y 3b muestran una zona de ruido
por debajo de 250 nm, por lo que la discusion de resultados se centrara en el espectro del
compuesto 2, no obstante, los tres muestran una similitud bastante notoria, con un efecto Cotton

positivo en 300 nm.
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mdeg

Figura 21. Espectros de DCE de los metabolitos aislados 1-3

Si bien, para determinar la configuracion absoluta utilizando DCE debe hacerse mediante
softwares especializados como Gaussian, para realizar los calculos tedricos de las funciones de
onda moleculares y obtener las conformaciones de menor energia para asi compararlas con los
resultados experimentales, en este trabajo nos limitaremos a hacer una comparacion del espectro
reportado por Wen-Jian Lan y colaboradores para la Pseudaboydina B con el espectro obtenido

experimentalmente de ese mismo compuesto (Figuras 23 y 24, respectivamente).

2 301 7 nm
' SN
194;2rln /

CDimdeg] 2 \
¥

4\

gl2M2m | |
190 250 300 350
Wavelength [nm]

Figura 22. Espectro de DCE de la Pseudaboydina Figura 23. Espectro de DCE de |la
B reportado por Wen-Jian Lan y colaboradores. Pseudaboydina B experimental, 2.

Como se puede observar en las Figuras 23 y 24, ambos espectros presentan practicamente la
misma informacion, mostrando en ambos un efecto Cotton positivo alrededor de 300 nm, asi como
un negativo alrededor de 212 nm, debido a la coincidencia de estos espectros es posible asignar la
misma configuracion absoluta (3R) al centro asimétrico encontrado en el ndcleo de ftalida para los
compuestos 1-3. Es relevante destacar que la longitud de onda del efecto Cotton negativo coincide
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con la longitud de onda maxima absorbida por los compuestos. En relacién con la configuracion
absoluta del centro asimétrico adicional en los compuestos 3a y 3b no se puede determinar por
esta técnica debido a que se encuentra separado del grupo cromdforo, por lo que esa determinacion
escapa a los objetivos del presente trabajo.

6.7 Ensayo de inhibicion sobre la enzima utilizando compuestos puros
Una vez establecida la estructura de las moléculas, se evalud su potencial inhibitorio sobre
la actividad fosfatasa de la enzima hPTP1Bi1.400. En la Tabla 8 se muestran los porcentajes de

inhibicion a una concentracion final en pozo de 100 uM para los productos 1-3.

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion sobre la hPTP1B;.400 de los metabolitos aislados

Clave del compuesto % de inhibicion

1 43.3
3a/3b 28.2
2 12.6

Ninguno de los resultados anteriores se mostré de manera individual para los compuestos 3a 'y 3b,

ya que la separacién de esta mezcla escapa a los objetivos del trabajo.

Cabe destacar que los porcentajes de inhibicion de estos productos sobre la actividad enzimatica
de hPTP1Bi.00 podrian considerarse bajos, sin embargo, este es el primer reporte de
isobenzofuranonas como inhibidores de esta enzima. Esta informacién amplia el conocimiento de

los prototipos estructurales que se pueden explotar para el desarrollo de inhibidores potenciales.
6.8 Acoplamiento molecular

Para estudiar las interacciones que se establecen entre la hPTP1B1-400 Yy l0s productos
obtenidos del aislamiento, se realizaron estudios in silico de acoplamiento molecular utilizando el
software Autodock, con el fin de conocer los posibles sitios de unién, asi como las energias de

unién correspondientes entre cada uno de los cuatro ligantes con la enzima.

Este estudio evidencio que, si bien, no todos los metabolitos tuvieron el mismo porcentaje de
inhibicion, si interaccionan todos ellos en el mismo pocket. El cual es un espacio alostérico ubicado
a 20 A del sitio catalitico.
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Tomando en cuenta que el porcentaje de inhibicion obtenido por el extracto completo del
microorganismo seleccionado (64.2%) es mayor que el de los metabolitos evaluados
individualmente (43.3, 28.2 y 12.6%), es posible que éste sea resultado de inhibicién de mas de un
metabolito en conjunto interaccionando con un sitio alostérico o sobre varios, de igual forma es
posible que no se haya logrado aislar aquel compuesto responsable de la mayor inhibicion. Sin
embargo, es importante resaltar que en el estudio in silico el compuesto 1 obtuvo la mayor afinidad
con la enzima, a su vez fue justamente este compuesto el de mayor inhibicion, esto se puede
observar en la Figura 25. También es importante destacar que gracias a este estudio preliminar se
puede concluir que las interacciones establecidas entre los productos 3a y 3b son distintas,

evidenciando la importancia de la configuracion en C-4".

= UTmrm
£ 457
= AG
O -4.61 Compuesto
= (kcal/mol)
8 4.7
] 1 -4.82
o 484 |
= 2 -4.77
2 BT
o : . . : 3a/3b -4.74/-4.71

Compuesto

Figura 24. Energia de union predicha para los compuestos 1-3 con la hPTP1B;.400

Estudios cristalograficos previos han demostrado que existe una conformacion “abierta” y
“cerrada” de la PTP1B. En la “abierta” el loop catalitico WPD (Trp*’®, Pro'® and Asp'®!) se
encuentra abierto para posibilitar la entrada del substrato, mientras que en la conformacion
“cerrada” la cual se observa principalmente en presencia de un ligando activo, el loop-WPD se

cierra inhabilitando la union de la tirosina fosforilada al sitio catalitico (Wiesmann et al., 2004).

Existe un sitio alostérico que se encuentra en la vecindad del loop WPD, ubicado a 20 A de este
bolsillo catalitico (Wiesmann et al., 2004), en la interfaz conjunta de las hélices a-3, a-6 y a-7
(Friedman et al., 2022) por lo que los ligandos con afinidad por este sitio tendran por tanto la
capacidad de cambiar la conformacion de la molécula llevando a cabo una posible inhibicién. En

la Figura 25 se ilustra el sitio de interaccion entre la enzima y los compuestos 1-3.
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Figura 25. Modelo estructural obtenido del estudio por acoplamiento molecular, 1-3 se muestran en gris
(1), azul (2), naranja (3a), verde (3b). El loop-WPD se encuentra en color rosado.

El sitio de unién de los productos 1-3, esta conformado por los aminoacidos mostrados en la
Figura 26, en la cual se resalta el tipo de interaccion entre estos residuos y diferentes zonas de los

metabolitos, esto como resultado de su estructura electronica y grupos funcionales.

De acuerdo con la informacion obtenida en la Figura 26, se evidencia la relacion que existe entre
la similitud estructural de los productos 1-3 y las interacciones que estos guardan con la enzima,
concordando con el sitio alostérico mostrado en la Figura 25. Los residuos y el tipo de interaccion
si bien son parecidos, no son los mismos, y estas diferencias se deben principalmente a la variacién

estructural soportada en el C-4" en cada uno de los casos.

En la Tabla 9 se encuentran listados los residuos de interaccién en cada caso, como se puede
observar las interacciones se encuentran justamente en los aminodcidos de las hélices a-3,6 y 7,
interacciones responsables del cierre del loop WPD, demostrando asi por estudios in silico que los
productos obtenidos si tienen comportamiento inhibitorio sobre la hPTP1B:1-400.

También es importante resaltar que en el caso de la Pseudaboydina A (1), existe una interaccion
de tipo m-m entre el anillo aromatico y la fenilalanina-327 (Phe327). Esta interaccion no se

establece con el resto de los productos, posiblemente porque la conformacion del compuesto se ve
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favorecida por efecto de la nube electronica del hidroxilo en C-4’, esto podria explicar su mayor

inhibicion en comparacion con las otras Pseudaboydinas aisladas.

En el caso de los compuestos 1, 3a y 3b existe una interaccion entre el hidroxilo encontrado en la
cadena alifatica con el glutamato-276 (Glu276), lo que podria explicar que exista un mayor

porcentaje de inhibicion de estos compuestos comparado con 2.

Por su parte, los compuestos 3a y 3b a pesar de guardar una gran similitud estructural al ser una
mezcla epimérica, no tienen el mismo comportamiento respecto la energia de union con el sitio
alostérico, esto podria deberse a las interacciones n-c de la Phe327 con 3b y la interaccion n-azufre

entre la cisteina-324 (Cys324) con el anillo aromatico de la ftalida en 3a.

A B LYs
PRO L
AT79 o8 261 A:188 A:323
LEU : g
A272 ALA
7 A:189 o
GLU LEU A
\// S SER G A:276 A:294
= { A187 o A \
A:328 P
//./w /\/
’ §\/\" | ) v SER
N Y A187
e PHE ¢ \
3 PRO
2 @327 ‘aass
B ‘a5 PHE
¥ s A18d LS © GLN LYs s A:328
e fEO) S ; 4:290 A279 A324
A:275 foon
: TRP
A:291
Lys
ILE LYs A:323 nl";aa
A:275 A:279
SER
7/ 7/ A:190
C y P o) D 2 A PRO
raw g ; : o P N f A:188
. 7 Ry A:190 7N -
5 ‘ | A324
%17 f Lvs Py,
. > >
py N A:279 b
LEU ' Gy LEU
VAL A:294 PHE . w278 | A272 SER
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TRP PRO A:290
J A:188 VAL
23 A:287
TRP
A:291
Alquilo y m-alquilo - -6 m-azufre
Van der Waals Enlace de hidrégeno m-anion

Figura 26. Modelos 2D generados por acoplamiento molecular para los complejos proteina-ligante entre:
A) 1-hPTP1B1400, B) 2-hPTP1B1.400, C) 3a-hPTP1B1.400 y D) 3b-hPTP1B1.400. Las esferas en distintos

colores representan los aminoacidos involucrados en la interaccion, de acuerdo con su naturaleza quimica.
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Tabla 9. Datos obtenidos por acoplamiento molecular de interaccion de los productos 1-3 con residuos de

la enzima.
1 2 3a 3b
Residuo Interaccion Residuo Interaccion Residuo Interaccion Residuo Interaccion
() molecular (o) molecular () molecular () molecular
Pro188 Alquiloy Prol88 | Alquilo y  Prol88 Alquiloy Pro188  Alquiloy
(residuo n-alquilo (residuo  w-alquilo (residuo n-alquilo (residuo  m-alquilo
previo a previo a previo a previo a
a3) a3) a3) a3)
Alal89 Alquiloy Alal89  Alquilo y  Alal89 -0 Alal89 -0
(a3) n-alquilo (a3) n-alquilo (a3) (a3)
Leu272 Alquiloy Glu276  m-anion Leu272 Alquiloy  Leu272  Alquilo y
(06) n-alquilo (06) (0:6) n-alquilo (0:6) n-alquilo
Glu276 Puente H Val287  Alquilo y  Glu276 Puente H Glu276  Puente H
(a6) (a7) n-alquilo (06) (06)

Trp291 Alquiloy GIn290  Puente H Val287  Alquilo y  Val287 | Alquilo y
(a7) n-alquilo (a7) (a7) n-alquilo (a7) n-alquilo
Leu294 Alquiloy Trp291  Alquilo y  Trp291  Alquilo y  Trp291  Alquiloy
(a7) n-alquilo (a7) n-alquilo (a7) n-alquilo (a7) n-alquilo
Cys324 Puente H Leu294  Alquilo y  Leu294  Alquilo y Leu294  Alquiloy

(a7) n-alquilo (a7) n-alquilo (a7) n-alquilo
Phe327 - Cys324  Alquilo y  Cys324  m-azufre Phe327 -G
n-alquilo
Phe327 Alquilo y  Phe327 Alquiloy
n-alquilo n-alquilo
Phe328 Alquilo y
n-alquilo
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CONCLUSIONES

e Este proyecto demostrd que la gran biodiversidad de organismos fungicos que existen
asociados a macroalgas marinas Utiles en la obtencion de compuestos bioactivos
novedosos, algunos de ellos Utiles para el desarrollo de farmacos.

e A partir de macroalgas de diferentes géneros recolectadas en la playa Aragon en Santa
Maria Tonameca, Oaxaca se aislaron 52 microorganismos fungicos.

e Se evaluaron los extractos organicos de los 52 microorganismos flungicos aislados como
inhibidores de la enzima hPTP1B1.400 Obteniendo en seis de ellos porcentaje de inhibicion
arriba del 50%.

e El estudio quimico de la especie fungica 1Q-1687 permitio el aislamiento de dos ftalidas
previamente reportadas las pseudaboydina A (1) y B (2), también el de dos compuestos
nuevos la pseudaboydina C (3a) y su epimero en C-4" (3b), todos con cierto porcentaje de
inhibicion sobre la enzima hPTP1B1-400.

e Seevaludy reporto por primera vez a las pseudaboydinas A 'y B contra un blanco biolégico.

e Los estudios de acoplamiento molecular evidenciaron que los productos aislados

interaccionan en un sitio alostérico previamente reportado de la PTP1B.
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Figura 27. Espectro de RMN-H (700MHz, CDs0D) de 1
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Figura 31. Espectro de RMN bidimensional COSY de 1
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Figura 38. Espectro de RMN-3C (175MHz, CD3;0D, contaminado con CDClI3) de 3a/3b
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