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Introduccion

1. Introduccidn

Los productos naturales, y en especial aquellos obtenidos de
microorganismos, han jugado un papel muy importante en el desarrollo de
farmacos y moléculas lideres debido a que producen una gran diversidad de
metabolitos secundarios biodinamicos. Dentro de estos metabolitos, se destacan
aquellos derivados de especies fungicas, los cuales han despertado un
considerable interés por su amplia diversidad estructural y la enorme variedad de
actividades bioldgicas. Asi, tomando en cuenta que hoy en dia han sido
reportadas mas de 100,000 especies diferentes de ascomicetos, éstos
representan una fuente invaluable a partir de la cual se puede generar
conocimiento y/o herramientas de investigacion utiles en el desarrollo de nuevos
agentes terapéuticos contra enfermedades que sean un problema grave de salud.

En este contexto, la diabetes mellitus (DM) representa uno de los
principales problemas de salud publica en México y el mundo. La DM es una
enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce insulina
suficiente o el organismo no utiliza eficazmente la que produce, lo que ocasiona
severos danos en organos y sistemas, lo cual disminuye considerablemente la
calidad de vida.

A pesar de que actualmente se cuenta con diversos tratamientos
farmacolégicos como sulfonilureas, tiazolidinedionas e inhibidores de a-
glucosidasas, la creciente expansion de la enfermedad exige el descubrimiento de
nuevas moléculas mas eficientes y con menos efectos adversos; siendo los
productos naturales la fuente principal de busqueda para el cumplimiento de este
objetivo.

Por lo anterior, el presente proyecto describe el estudio quimico de una
especie fungica con el objetivo de contribuir a la investigacién y descubrimiento de

nuevos agentes inhibidores de las enzimas alfa glucosidasas de origen natural.
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2. Antecedentes

2.1 Diabetes

2.1.1 Aspectos generales de la enfermedad

La DM ha afectado la vida de las personas desde hace mas de mil afos.
Los egipcios fueron los primeros en reconocer esta enfermedad plasmandola en
escritos que datan de 1550 a. C. De acuerdo a The National Medical Journal of
India, los antiguos indios (alrededor de 600 a. C.) también conocian dicha
condicion, ya que ellos hacian pruebas para la llamada “enfermedad de la orina
dulce” determinando si las hormigas eran atraidas hacia la orina del paciente. Los
antiguos médicos griegos denominaron la enfermedad como diabetes, que quiere
decir “pasar a través de”, debido al desorden fisiolégico principal que ellos
observaron: el paso excesivo de orina a través del sistema urinario del paciente
(Zuniga-Guajardo et al 2003).

La diabetes mellitus (DM) es un desorden metabdlico complejo,
caracterizado por la presencia de concentraciones anormalmente elevadas de
glucosa en sangre, que se desencadena cuando el pancreas no produce suficiente
insulina o cuando el organismo no puede utilizar con eficacia la insulina que
produce (Organizacién Mundial de la Salud, OMS). Adicionalmente, se asocia con
la deficiencia de las incretinas en el intestino, aumento de la reabsorcion de
glucosa en el rindn, aumento de la secrecion de glucagon de las células a-
pancreaticas, y una acelerada lipdlisis en los adipocitos (Figura 1; El-Kaissi &
Sherbeeni 2011).

La falta o ineficacia de la insulina provoca que la glucosa permanezca en el
torrente sanguineo, lo que trae como consecuencia la hiperglucemia alterando el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. De esta manera, con el paso
del tiempo se ve disminuida considerablemente tanto la expectativa como la

calidad de vida.
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Figura 1. Produccion y accién de la insulina. (Atlas de la diabetes, IDF,2013).

Existen diversos tipos de diabetes, y dependiendo de su etiologia clinica se
pueden clasificar como:

- Diabetes mellitus Tipo 1 (DM1). Conocida anteriormente como diabetes
juvenil o insulinodependiente; se caracteriza por una reaccion autoinmune donde
el cuerpo destruye las células beta pancreaticas; responsables de producir dicha
hormona. La DM1 puede afectar a personas de cualquier edad, pero ocurre
generalmente en nifios o adultos jovenes. Su tratamiento se basa en la
administraciéon de insulina. Dentro de los sintomas se encuentran: poliuria,
polifagia, polidipsia, cansancio extremo, pérdida de peso, vision borrosa.

- Diabetes mellitus Tipo 2 (DM2). Conocida como no-insulino-dependiente,
es la mas frecuente, el cuerpo puede producir insulina, pero no es suficiente o bien
el cuerpo no puede responder a sus efectos, dando lugar a una acumulacion de
glucosa en sangre. Dentro de los factores de riesgo se encuentran: la obesidad,
mala alimentacion, inactividad fisica, edad avanza, antecedentes familiares. Los
sintomas pueden ser similares a los de la DM1, pero menos intensos, lo que

provoca que el diagndstico de personas con DM2, no se realice a tiempo, por lo
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tanto, las personas no son conscientes de su condicion durante mucho tiempo
hasta presentar complicaciones caracteristicas de la enfermedad. En contraste
con la DM1, no se requiere la administracion de insulina, ya que se cuenta con
medicamentos orales que, en conjunto con una dieta saludable, el aumento de la
actividad fisica y mantenimiento de un peso corporal normal, ayudan a mejorar la
calidad de vida de los pacientes.

Otros tipos de diabetes menos comunes son la diabetes monogénica,
resultado de la mutacién de un gen, causando defectos genéticos en la funcion de
las células beta pancreaticas o en la accion de la insulina, por ejemplo la tipo
MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young); y la diabetes secundaria, causada
por la complicacion de trastornos hormonales (e.g. enfermedad de Cushing) o
enfermedades del pancreas exocrino (como la fibrosis quistica) o inducidas
farmacoldgica o quimicamente, como ocurre en el tratamiento del VIH/sida, o bien
tras trasplante de 6rganos (IDF, 2015).

Las personas que padecen DMZ2 tienen mayor riesgo de desarrollar
complicaciones que disminuyen la calidad de vida, entre las mas comunes se
encuentran la enfermedad cerebrovascular, retinopatia, enfermedad coronaria
cardiaca, nefropatia, neuropatia, enfermedad vascular periférica y pie diabético

(Figura 2).

Figura 2. Complicaciones mas comunes en pacientes
con DM2.



Antecedentes

2.1.2 Panorama mundial y nacional de la DM

La diabetes mellitus es un grave problema de salud a nivel mundial, tal es el
caso que es considerada actualmente como epidemia. Segun las estimaciones de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 422 millones de adultos en todo el
mundo tenian diabetes en 2014, frente a los 108 millones de 1980.

La prevalencia mundial (normalizada por edades) de la diabetes casi se ha
duplicado desde ese afio, pues ha pasado del 4,7% al 8,5% en la poblacién
adulta. La misma OMS prevé que la DM se convierta en el afio 2030 en la séptima
causa mundial de muerte.

La Federacion Internacional de Diabetes (FID,2015), estim6 el numero de
personas con diabetes en todo el mundo por cada regién en 2015, y realizé una

proyeccion hacia el afio 2040; como se representa en la Figura 3.

En el mundo
2015: 415 millones
2040: 642 millones

Figura 3. Diabetes en el mundo (FID, 2015).
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La situacion en México no es mas favorable, pues la DM se encuentra entre
las primeras tres causas de muerte a nivel nacional (Figura 4). Asi, segun datos
del reporte Diabetes: Perfiles por paises (OMS, 2016), el numero de muertes por
diabetes para mujeres y hombres entre 30-69 afios de edad es de 20,000 y 23,100
respectivamente, mientras que para 70 afios o mas es de 24,300 para mujeres y
17,600 para hombres. Por otro lado, el numero de muertes atribuibles a la

hiperglucemia es de 25,400 mujeres y 28,100 hombres entre 30-69 afos.

Afecciones
transmisibles,
maternas,
perinatales y
carencias
nutricionales

11%

Otras ENT
21%

Traumatismos

12%
Diabetes
14%
Enfermedades
cardiovasculares
Enfermedades 24%
respiratorias
cronicas .
6% Canceres

12%

Figura 4. Mortalidad proporcional en México (% del total de muertes, todas las edades)
modificado. (Diabetes: Perfiles por paises, OMS 2016).

Uno de los principales factores de riesgo para que la enfermedad se
desarrolle es el sobrepeso y la obesidad, afecciones que van en aumento en todo
el mundo; segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cada afio fallecen al
menos 2.8 millones de personas adultas por alguna de estas causas, y

representan 44% de la carga de diabetes, 23% de las cardiopatias isquémicas, y

5
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entre 7% y 41% de algun cancer atribuible a la misma (OMS, 2012). Por su parte,
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS estiman que en Belice,
México y Estados Unidos, aproximadamente 30% de su poblacion tiene obesidad
(OMS, 2012).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
2012, la poblacién masculina de 20 afios y mas presenta mayor poblacién con
sobrepeso que obesidad, afecciones que pueden ser detonantes de diabetes lo
que se confirma aun en 2016 con el reporte Diabetes: Perfiles por paises en 2016
(Tabla 1).

Tabla 1. Prevalencia de DM' y factores de riesgo? en poblacion mexicana (OMS 2016).

Poblacion total

Hombres Mujeres Total

127 000 000
Diabetes' 9.7% 11.0% 10.4%
Sobrepeso? 61.6% 65.0% 63.4%
Obesidad? 22.1% 32.7% 27.6%
Inactividad fisica? 18.9% 31.2% 25.4%

En México, las principales complicaciones en la poblacion de 20 afios y mas
hospitalizada con diabetes tipo IlI, son de tipo renal (24.2%), circulatorias
periféricas (17.3%) y multiples (7.0%). Es comprensible que las complicaciones
renales sean las mas frecuentes, debido a que los danos renales graves requieren
de constante hemodialisis que ante cualquier descuido o mal manejo, las agravan
y hace necesario que el paciente sea atendido con tratamientos mas agresivos
(Federacion Mexicana de Diabetes, FMD, 2013).

2.1.3 Tratamiento de la DM

Ademas de las recomendaciones por la OMS y FMD para prevenir la DM,
que se enfocan en cambiar el estilo de vida basandose en una buena alimentacion
y actividad fisica, existen diversos tratamientos farmacoldgicos para tratar esta

enfermedad. La estrategia general de dichos farmacos se basa principalmente en
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reducir la hiperglucemia, mantener el control metabdlico, prevenir las
complicaciones agudas y crénicas y mejorar la calidad de vida, todo esto con fines
de reducir la mortalidad o complicaciones que se pueden derivar de este
padecimiento.

En individuos normoglucémicos, la homeostasis de glucosa se mantiene
dentro de un estrecho rango gracias a la accidn de las hormonas pancreaticas,
insulina y glucagén; por hormonas reguladoras, como la amilina y las
denominadas incretinas (secrecion intestinal de insulina); el péptido 1 analogo de
glucagon (GLP-1) y el polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP)
(Israili 2011). El tratamiento de la DM y en especifico la tipo 2, se ha centrado en
el aumento de los niveles de insulina ya sea por la administracion constante de la
hormona, por medio de agentes orales que promuevan la secrecién de insulina o
que aumenten su sensibilidad en los tejidos (musculo esquelético, tejido adiposo)
reduciendo la tasa de absorcion de carbohidratos desde el tracto gastrointestinal
(Israili 2011).

Entre los hipoglucemiantes orales se encuentran a los inhibidores de las a-
glucosidasas, las incretinas, las biguanidas, los secretagogos de insulina, los
sensiblizadores y los inhibidores de las lipasas intestinales. En la Tabla 2 se
ejemplifican algunos farmacos selectos empleados en la terapia de la DM.

De manera general, el tratamiento para las personas que padecen DM se
enfoca principalmente en: i) aumentar los niveles de insulina, ya sea por
administracién directa o a través de la ingesta de farmacos que promuevan su
secrecion; ii) aumentar la sensibilidad de los tejidos a la accion de la insulina, v iii)
reducir la tasa de absorcién de glucosa del intestino a torrente sanguineo (lsraili
2011). Dentro del grupo de farmacos que reducen la absorcion intestinal de

glucosa se encuentran los inhibidores de las enzimas a-glucosidasas.
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Tabla 2. Farmacos empleados en el tratamiento de la DM.

Medicamento Tipo Mecanismo de accion

Aumenta la sensibilidad a la insulina e inhibe la gluconeogénesis

Biguanida ; _ o
ademas de mejora la sensibilidad a GLP-1.
Metformina (1)
Sulfonilurea Aumenta secrecidn de insulina enddgena.
Glibenclamida (2)
Incrementan la sensibilidad a la insulina en musculo esquelético,
Tiazolidinedionas tejido adiposo y en menor medida en el higado, lo hacen
aumentando la captacion de glucosa.
Pioglitazona (3)
Inhibidores enzimas a- Evitan o disminuye la absorcién de glucosa en el intestino
glucosidasas delgado.

Acarbosa (4)
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Tabla 2. (continuacién). Farmacos empleados en el tratamiento de la DM.

Medicamento Tipo

Lys-Cys-Asn-Thr-Ala-Thr-Cys-Ala-Thr-Gln- Arg-Leu-Ala-
Asn-Phe-Leu-Val-His-Ser-Ser- Asn-Asn-Phe-Gly-Pro-Ile-
Leu-Pro-Pro-Thr- Asn-Val-Gly-Ser-Asn-Thr-Tyr-NH2 Ané|ogo de amilina
Priamlintida (5)
H-His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr- Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-Gln-

Met- Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu- Phe-Ile-Glu-Trp-Leu-

Lys-Asn- Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala- Pro-Pro-Pro-Ser- , i i
NH2 Analogo de incretina

Exenatida (6)

Inhibidor del DPP4

Sitagliptina (7)

Meglitidina

Repaglidina (8)

Mecanismo de accion

Promueve la absorcion de glucosa por el retraso del vaciamiento
gastrico, provoca saciedad e inhibe la secrecion inapropiada de
glucagon.

Agonista de GLP-1, controla la liberacion de insulina y glucagén
por el pancreas en respuesta a los alimentos.

Al bloquear la enzima DPP-4 se incrementa la cantidad de GLP-1
en sangre lo que provoca menos acumulacion de glucosa.

Estimulan la fase de secrecion tard.a de la insulina, aumentando
su secrecion y aportan mejor control de la glucemia.
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2.2 Generalidades de las enzimas a-glucosidasas

Las a-glucosidasas pertenecen al grupo de enzimas glicosidasas hidrolasas
(GH, Enzyme Classification EC 3.2.1.20), un grupo de enzimas que hidrolizan los
enlaces glicosidicos de polisacaridos, oligosacaridos o glicoconjugados para
producir glucosa y monosacaridos relacionados (Nakai et al. 2005).

De acuerdo a su origen (animal, vegetal o microbiano), las a-glucosidasas
muestran diferentes tipos de reconocimiento por sustratos, por lo que se dividen
en tres tipos: I, I, y lll. Las de Tipo |, pertenecen a la familia GH-13 y se obtienen
de bacterias, Saccharomyces cerevisiae e insectos, hidrolizan sustratos
heterogéneos como la sacarosa y p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido (sustrato
sintético), en donde reconocen la estructura a-glucosil de la molécula del sustrato.
Las de tipo Il y lll pertenecen a la familia GH 31; las de tipo Il se encuentran en
especies fungicas e hidrolizan sustratos homogéneos (e.g. maltosa) lo que
significa que muestran reconocimiento por la unidad maltdésido del sustrato. Por
ultimo, las de tipo Il se obtienen a partir de plantas y animales; muestrando una
alta actividad contra sustratos homogéneos y poliméricos (Nakai et al. 2005).

Las a-glucosidasas se ubican en el intestino delgado y son responsables de
catalizar selectivamente la hidrdlisis de carbohidratos complejos (oligosacaridos,
disacaridos, polisacaridos) para la liberacion de monémeros de azucares en forma
de hemiacetal (Borges de Melo et al. 2006). La liberacién de a-D-glucosa en el
intestino es de suma importancia para el metabolismo de carbohidratos, ademas
que la actividad de las enzimas juega un papel muy importante en diversos
procesos bioquimicos como el metabolismo lisosomal de glicoconjugados, el
procesamiento de glicoproteinas y la biosintesis de glicolipidos y glicoproteinas
(Moorthy et al. 2012).

En el tratamiento de la DM2, los inhibidores de las enzimas a-glucosidasas
son empleados para impedir el paso final en el proceso digestivo de los
carbohidratos, ya que retrasan la absorcion de glucosa postprandial disminuyendo
su cantidad en sangre (lsraili 2011).

10
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2.2.1 Inhibidores de las enzimas a-glucosidasas en el tratamiento de la DM

Dentro de los farmacos que actualmente se emplean en la terapéutica como
inhibidores de las enzimas a-glucosidasas se encuentran la acarbosa (Tabla 2, 4)
aislada de la especie Actinoplanes; el miglitol (9), un analogo del producto natural
1-deoxinojirimicina aislada de Morus alba L. y la voglibosa (10), derivado de un
compuesto de origen natural conocido como valiolamina. Desafortunadamente
estos farmacos producen efectos secundarios no deseables como: flatulencias,

diarrea, dolor y distencion abdominal.

(9) (10)

La creciente necesidad de encontrar nuevos y mas potentes compuestos
con menos efectos secundarios ha promovido la busqueda para la identificacion
de inhibidores de a-glucosidasas a partir de fuentes naturales. En este sentido, los
productos naturales, debido a su gran diversidad estructural, siguen siendo una
excelente fuente para la busqueda de tales inhibidores, lo que ha motivado la
exploracion biolégica de compuestos activos tanto en plantas como en
microorganismos (Kumar et al. 2011).

En el siguiente cuadro se muestran inhibidores de a-glucosidasas aislados
a partir de microorganismos, especialmente aquellos aislados de especies

fungicas.

11
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Tabla 3. Inhibidores selectos de las enzimas a-glucosidasas aislados a partir de microorganismos.

Concrescenina A (11)
Hydnellum concrescens
Clso=0.99 uM
(Wang et al. 2014)

Tielavina K (14)
Hongo enddfito de Hintonia latiflora
Clso=15.8 uM
(Rivera-Chavez et al. 2013)

2”-epihidroxidihidrovermistatina (12)
Penicillium sp. HN29-3B1
Clso=8 UM
(Liu et al. 2014)

Criptosporioptido B (15)
Cryptosporiopsis sp.
Clso=41.42 yM
(Tousif et al. 2014)

Erinacerina H (13)
Hericium erinaceus
Clso=10.3 uM
(Wang et al. 2015)

(16)
Monascus sp
Clso=50.9 uyM

(Kim et al. 2007)

12
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Tabla 3. (continuacién). Inhibidores selectos de las enzimas a-glucosidasas aislados a partir de microorganismos.

A'*-Tibolina (17) Amauromina B(18) 150-Hidroxi-A*-Tibolina (19)
Cunninghamella elegans Aspergillus terreus Gibberella fujikuroi
C|5o= 227 }JM C|5o= 300 |J|V| C|5o= 340
(Choudhary et al. 2010) (WG et al. 2015) (Choudhary et al. 2010)
(20)
Xylaria feejeensis
Clso= 549 |J|V|

(Rivera-Chavez et al. 2015)

13
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2.3 Metabolitos aislados del género Malbranchea

El género Malbranchea ha sido objeto de multiples estudios quimicos, de
los cuales se han obtenido una serie de metabolitos secundarios con actividad
biologica diversa. Entre los nucleos estructurales mas comunes obtenidos en
estudios quimicos, destacan los alcaloides, benzoquinonas, hidroquinonas,
benzofuranos y sesquiterpenos, entre otros. Estudios conducentes a determinar su
actividad biolégica han demostrado su potencial como agentes citotoxicos,
inhibidores de la proteina calmodulina (CaM), agentes vasorrelajantes, antibiéticos
y antioxidantes. A continuacion, se describen algunos ejemplos de gran
relevancia.

Dentro de este género, una de las especies con mayor numero de estudios
quimicos y de actividad biolégica es Malbranchea aurantiaca, un hongo coprofilo
aislado de guano de murciélago. Derivado de diferentes investigaciones en
nuestro grupo de trabajo se aislaron las malbranqueamidas, alcaloides con un
nucleo inusual, el biciclo[2.2.2]diazaoctano denominados trivialmente como
malbranqueamida (21), malbranqueamida B (22), isomalbranqueamida B (23) y
premalbranqueamida (24), segun la sustitucion de halégenos en el anillo
aromatico. Ademas de las malbranqueamidas, se aisl6 un compuesto de tipo

eremofilano (25) y el acido penicilico (26) (Martinez-Luis et al. 2005).

Malbranqueamida (21) R1= CI R2= ClI
Malbranqueamida B (22) Ri=CIR2=H
Isomalbranqueamida B (23) R1=H R2=ClI
Premalbranqueamida (24) Ri=HR2=H
(25) (26)

14
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Estudios enfocados a la busqueda de compuestos inhibidores del
crecimiento vegetal revelaron la actividad fitotoxica de los metabolitos fungicos 21
(Clso 0.37 pM), 25 (Clso 6.57 uM) y 26 (Clso 3.86 pM) contra semillas de
Amaranthus hypochondriacus (amaranto), actividad comparable con la del control
positivo, el acido diclorofenoxiacético (2,4-D) (Clso de 18 pM) (Martinez-Luis et al.
2006; Martinez-Luis et al. 2005). En un intento para tratar de elucidar el
mecanismo de accion fitotoxica de los metabolitos fungicos, se evaluo la actividad
de 21 como inhibidor de la proteina CaM mediante un ensayo enzimatico,
empleando la fosfodiesterasa 1 (PDE 1) como enzima monitora y cuantificando el
fésforo inorganico liberado. Los resultados demostraron que 21 inhibe de manera
dependiente de la concentracion al complejo CaM-Ca?*-PDE1 con una Clso de
10.2 £ 7.6 pM, actividad comparable con el control positivo clorpromazina (Clso=
18.4 £ 2.7 uM) (Martinez-Luis et al. 2005). Desde este hallazgo, diversos estudios
se enfocaron a caracterizar la interaccion con la proteina CaM mediante métodos
enzimaticos, de fluorescencia, dicroismo circular, resonancia magnética nuclear y
estudios in silico (Gonzalez-Andrade et al. 2013; Figueroa et al. 2011). Dichos
estudios demostraron que el compuesto 21 posee una gran afinidad por la
proteina CaM, considerandolo como una molécula prototipo para el desarrollo de
farmacos utiles en la terapéutica de procesos patolégicos en los cuales esta
involucrada la CaM.

En este sentido, un estudio reciente indicé que los compuestos 21 — 23
inducen una vasorrelajacion significativa ex vivo en aorta de rata en presencia y
ausencia de endotelio, siendo el alcaloide 21 el compuesto mas activo, induciendo
un 98% de relajacion en musculo liso. Mediante el uso de inhibidores selectivos en
el proceso de relajacion, se concluyd que los alcaloides fungicos pueden ejercer
su actividad vasorrelajante mediante vias nitrérgicas (estimulacion de la
produccion de éxido nitrico) y vias alternas, como la inhibicion del complejo Ca?*-
CaM (Madariaga-Mazén et al. 2015).

La especie fungica Malbranchea cinnamomea es fuente productora de
metabolitos secundarios de tipo quinona, tales como la malbranicina (27), 7-

metoximalbranicina (28) y 7-metoximalbranicina Il (29), asi como las

15



Antecedentes

hidroquinonas dihidromalbranicina (30), 7-metoximalbranicina IV (31) 7-
metoximalbranicina Il (32), y del benzofurano 7-metoxi-2,3-dimetilbenzofuran-5-ol
(33).

27 28

29 30

31 32
33

Chiung y colaboradores reportaron por primera vez los compuestos 27 y 30,
evaluando actividad antimicrobiana en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
para el compuesto 27, sin embargo no se encontro inhibicion significativa (Chiung
et al. 1993). Posteriormente, Schlegel y colaboradores aislaron los compuestos 31
y 32, junto con 27 - 30 y exploraron la inhibicion de la expresion del sistema
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Tax/CREB en Saccharomyces cerevisiae mediante la produccion de -
galactosidasa, en donde soélo el compuesto 28 mostrd inhibicidn especifica de
Tax/CREB, reflejado en una reduccion de (3-galactosidasa del 67%. Por ultimo, el
compuesto 33 representd ser un potente antioxidante al inhibir a las enzimas
xantina oxidasa (Cl50=9.8uM) y peroxidasa de rabano (Cls0=7.5uM) (Schlegel et al.
2003).

Kawai y colaboradores estudiaron la especie M. filamentosa Sigler and
Carmichael IMF41300 provista del Centro de Investigaciéon en Micologia Médica,
Universidad de Chiba en Japdén. De este analisis, se aislaron doce compuestos
novedosos, entre los que destacan triterpenos glicosilados, sesquiterpenos y

furanonas, los cuales se describen a continuacion.

El compuesto 34, una 4-bencil-3-fenil-5H-furan-2-nona presentd actividad
vasodilatadora al ser evaluado en aorta de rata a una concentracion de (10°y 10
M), posiblemente debido a la inhibicion de los canales de Ca?* dependientes de
voltaje (Hosoe et al. 2005). Los malfilanoles A (35) y B (36) mostraron actividad
antifungica cuando se evaluaron contra Cryptococcus neoformans. Ademas, los
metabolitos 35 y 36 demostraron actividad citotdxica contra las células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) con una Clso= 14.6 y 19.8 uM,
respectivamente, mientras que para células de cancer de pulmén A549 solo el

compuesto 36 resulté activo con una Cls0=7.8 yM (Wakana et al. 2009).

34 35 R=H
36 R=CH:

En otro estudio, se aislaron 4 triterpenos glicosilados con los residuos 6-O-
metil-N-acetil-D-glucosamina y/o D-manosa, denominados trivialmente como
malbranquedsidos A-D (37-40) (Wakana et al. 2008).
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OH

“1OH

OH

MeOH,C  OH

37 38

HoH,d'  oH
39 40

Cabe mencionar que 41 y 42 fueron los primeros compuestos con nucleo furanona
glicosilado obtenidos a partir de una especie fungica, trivialmente nombrados

como malfilamentdsidos A y B (Akana et al. 2008).

41 R=H

42 R=OH
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Para los compuestos 43-45, llamados malsterdsidos, se evalud su efecto
citotoxico contra dos células epiteliales malignas de humano, en donde so6lo los
compuestos 43 y 45 mostraron actividad inhibitoria significativa con una Clso de
28.1y 76.8 yM, respectivamente; en cuanto a células de cancer de pulmén (A549)
solo el compuesto 43 presentd inhibicion de la proliferacién celular con una Clso=
38.6 pM. Cabe mencionar que estos compuestos presentan un nucleo
antraesteroidal que es muy raro en la naturaleza, por lo que ademas, representan
los primeros glicésidos antraesteroidales a partir de especies fungicas (Wakana et
al. 2014).

44
45 R=OH

El estudio quimico de la especie marina M. graminicola (numero de
coleccién 086937A) culmind en el aislamiento e identificacion de compuestos
similares a las malbranqueamidas obtenidas de M. aurantiaca, por medio de una
técnica llamada DART (lonizacién por analisis directo en tiempo real) acoplada a
espectrometria de masas (Watts et al. 2011). En esta investigacion, se aisld e
identifico la (-)-espiromalbramida (46) como un compuesto novedoso y con gran
similitud a la malbranqueamida; ademas se aislaron los compuestos conocidos (-)-

paraherquamida B (47), (-)-notoamida B (48) y la isomalbranqueamida B (49).
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46 47

En este mismo estudio, los autores propusieron la hipétesis de que M.
graminicola podia incorporar halégenos distintos al cloro, como en el caso de las
malbranqueamidas, por lo que decidieron enriquecer el medio de cultivo con sales
de bromo y el resultado fue la produccién de la malbranqueamida C (50) e
isomalbranqueamida C (51).

48

49 Ri=HR:=Cl
50 Ri=BrR>=H

51 R1= H R2= Br

De la especie termdfila M. sulfurea aislada a partir de aguas termales del rio

Sihchong en el condado de Pingtung, Taiwan; se aislaron los policétidos
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fotosensibles malbranpirroles A-F (52-57). Algunos compuestos similares se han

aislados de la especie fungica Gymnoascus reessii.

53

55 56 57

Se evalud la citotoxicidad de dichos compuestos (excepto el 53 que no
pudo ser purificado) contra lineas celulares PANC-1, HepG2 y MCF-7, en donde la
Clso resulté alrededor de 3-11 pM para los compuestos 54-57, mientras que el 52
no mostroé inhibicion de la proliferacion celular en ninguna linea, lo que sugiere que
el atomo de cloro en el anillo pirrol, presente en los demas compuestos, podria

representar el farmacdéforo (Yang et al. 2009).

De M. pulchella var. sulfurea, una especie termofila, se aislo el policétido Tf-
26Vx (58) con actividad antibidtica. Los resultados de la evaluacién antimicrobiana

mostraron que el compuesto 58 tiene una alta actividad contra bacterias Gram-
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positivas: Bacillus subtilis PCI-219 y Staphylococcus aureus 222 con una
concentacion minima inhibitoria (CMI) de 0.045 y 0.19 pug/mL, respectivamente. En
cuanto a bacterias Gram-negativas anaerobias estrictas, en Bacteroides fragilis V-
6 y Fusobacterium glutinosum se determinaron CMI de <0.39 y 12.5=25 pg/mL,
por ultimo, contra bacterias Gram-negativas anaerobias facultativas (E.coll,
Klebsiella sp, Salmonella typhi, entre otras) no se observo inhibicién (Saito et al.
1979).

58

Ademas de esta serie de compuestos, a partir del género Malbranchea se
han aislado diversas enzimas con una gran aplicacion en estudios bioquimicos.
Algunos ejemplos son las enzimas lignoceluliticas, glicosil hidrolasas, liasas de
polisacaridos y esterasas de carbohidratos (Mahajan et al. 2016); B-mananasa
eficaz para la hidrdlisis de la goma presente en la semilla de algarroba (Ahirwar et
al. 2016), y las xilanasas MFX | y Il que potencialmente se pueden utilizar en el
tratamiento de la pulpa producida por residuos organicos, asi como en la
produccion de xilooligosacaridos en alimentos funcionales prebioticos (Sharma et
al. 2010).

22



Justificacion

3.Justificacion

De acuerdo a la OMS la diabetes mellitus es un problema de salud grave a
nivel mundial y se considerada actualmente como una epidemia. Por su parte, la
Federacion Internacional de Diabetes en 2015 determiné que 415 millones de la
poblacion mundial padece DM vy, estimé que para 2040 este numero se
incrementaria a 642 millones. A pesar de que los tratamientos farmacoldgicos para
este padecimiento parecieran suficientes, es necesario contribuir con el
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos, que sean mas potentes,
selectivos y que a su vez, presenten menos efectos adversos. En este contexto,
los productos naturales y en especial los microorganismos fungicos han sido una
fuente muy importante en el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Es
por esto que el presente proyecto tiene como objetivo primordial el contribuir a la
investigacion y descubrimiento de nuevos agentes inhibidores de las enzimas a-
glucosidasas, particularmente de la especie fungica Malbranchea circinata, la cual

carece de estudios quimico en la literatura.
4. Hipoétesis

Considerando que el género Malbranchea representa una fuente productora
de valiosos metabolitos con diversas actividades bioldgicas y, que la especie M.
circinata no tiene precedentes de investigacion quimica, el estudio quimico de M.
circinata conllevara al descubrimiento de compuestos bioactivos, probablemente

con estructuras inéditas.
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5. Objetivo general

Contribuir a la investigacion y descubrimiento de nuevos agentes
inhibidores de las enzimas a-glucosidasas potenciales para el tratamiento de la

DM2, mediante el estudio quimico de la especie fungica Malbranchea circinata.

5.1 Objetivos particulares

a) Cultivar el hongo objeto de estudio en pequefia escala modificando la
composicién del medio de cultivo para establecer las mejores condiciones de
crecimiento.

b) Cultivar la especie fungica en mediana escala (con el medio seleccionado) para
obtener el extracto organico por métodos de reparto y/o maceracion.

d) Llevar a cabo el fraccionamiento biodirigido del extracto organico y establecer
las fracciones con actividad inhibidora de las enzimas a-glucosidasas mediante
una evaluacion biologica preliminar.

e) Aislar y purificar los compuestos presentes en las fracciones activas, y llevar a
cabo su caracterizacidon estructural mediante técnicas espectroscopicas vy
espectromeétricas convencionales.

f) Evaluar los metabolitos puros contra las enzimas a-glucosidasas obtenidas de

raspado intestinal de rata y de Saccharomyces cerevisiae.
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6. Parte experimental

6.1 Material fungico

La especie Malbranchea circinata fue adquirida de la American Type
Culture Collection (ATCC) bajo la clave 34526.

Figura 5. Malbranchea circinata cultivada en agar papa — dextrosa (30 dias).
6.2 Registro de constantes fisicas

Los puntos de fusidén se midieron en un aparato Fischer-Johns y se reportan
sin corregir. Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron con un
espectrofotometro de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) marca
PerkinElmer Spectrum 400 mediante la técnica de reflectancia total atenuada
(ATR). Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron en
un equipo Bruker Avance Ill a 400 MHz ('H) o 100 MHz ('3C), utilizando CDCls
como disolvente y TMS como referencia interna, los desplazamientos quimicos
fueron registrados en partes por millén (ppm, 8). Los espectros de masas se
generaron mediante ionizacién por electrospray (EM-ESI) en un espectrémetro
LECO Pegasus 4D. El registro de los espectros se realiz6 en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigaciéon (USAI) de la Facultad de Quimica y en el

Instituto de Quimica, ambos de la UNAM.
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6.3 Analisis cromatograficos

Los analisis cromatograficos cualitativos en capa fina (CCF) se efectuaron
siguiendo técnicas convencionales utilizando placas de aluminio de 0.25 mm de
grosor recubiertas con gel de silice (60 F2s4 Merck, malla de 3.5-7.0 mm ASTM) de
diferentes dimensiones, empleando diversos sistemas de elucion. Como agentes
cromogenos se emplearon soluciones de sulfato cérico amoniacal y Dragendorff.
Los analisis cromatograficos en columna abierta (CCA) se realizaron utilizando
como fase estacionaria gel de silice (gel de silice 60 F2s4, Merck®), y empleando

diferentes sistemas de elucion como eluyentes (Hex, CH2Cl2 y MeOH).

6.4 Estudio quimico de M. circinata

6.4.1 Fermentacion

Los cultivos en pequena escala se prepararon en medio liquido (200 mL)
medio caldo papa-dextrosa (PDA) y un medio sdlido de arroz (35 g), ambos por un
periodo de fermentacion de 21 dias.

Para el cultivo a mediana escala, se prepard un cultivo semilla en medio
liqguido PDA (150 mL) y se fermentdé durante 14 dias. Este cultivo sirvio para
inocular el medio de arroz sélido (1,000 g), el cual se dejo en crecimiento durante
31 dias en condiciones de luz-sombra normal y temperatura ambiente.

Todos los medios de cultivo, se esterilizaron en una autoclave con un ciclo
de esterilizacion de 30 minutos, temperatura 121°C y presion de 15 psi.
Posteriormente se inocularon con la especie fungica y se dejaron fermentar. Las

composiciones de los medios utilizados se resumen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Medios de cultivo.

Composicion

Medio
Almidén de papa.............cee..e. 40¢g
PDB (BD Difco®) Dextrosa...........cccceeeeeeeeee. 20.0g
(Liquido) Agua destilada....................... cbp 1L
) Almidén de papa.........ccceeeee. 40¢g
PDB (BD Difco®) DeXtroSa.......ccvvveeeeeereeenn. 20.0g
(S6lido) Agar bacteriologico............ ... 1509
Agua destilada....................... cbp1L
Integral..... 1759
Pequefia escala Blanco...... 1759
Agua......... 70 mL
Arroz

Integral..... 125 g
Mediana escala Blanco 1259
Agua...... 500 mL

6.4.2 Obtencion del extracto organico y fraccionamiento preliminar

Una vez concluido el tiempo de fermentacién, se procedid a la preparacion
del extracto organico (EO). Para ello, se llevaron a cabo procesos de maceracion
sucesivas y exhaustivas con una mezcla de diclorometano-metanol (CH2Cl2-
MeOH) en proporcién 8:2 (6 x 700 mL). Posteriormente, el extracto obtenido de
cada maceracion se seco sobre sulfato de sodio anhidro (Na2S04) y se concentro
a presion reducida. El extracto obtenido se sometié a un proceso de desgrase
mediante una serie de repartos empleando una mezcla de acetonitrilo metanol
(CH3CN-MeOH) 1:1 y hexano en volumenes iguales (8 x 200 mL), la fraccion de
CH3CN-MeOH se concentré in vacuo para obtener de esta manera el EO.

El fraccionamiento del EO se llevd a cabo mediante cromatografia en
columna abierta con gel de silice (5675 mL) desactivada al 15 %, empleando como
eluyente mezclas de polaridad creciente de Hexano-Acetato de etilo-Metanol (Hex-
AcOEt-MeOH), con incremento gradual de polaridad. Se obtuvieron un total de
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359 fracciones, que de acuerdo a su homogeneidad cromatografica se reunieron

en dieciséis facciones primarias (Fx | - Fx XVI) (Esquema 1).

Esquema 1. Preparacion y fraccionamiento del EO de M. circinata.

6.5 Aislamiento, purificacion e identificacion de los metabolitos secundarios

presentes en M. circinata

6.5.1 Aislamiento de la 1,4,8-trihidroxi-3-metil-5-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-

xanten-9-ona

De la fraccion primaria Fx | precipitaron espontaneamente 38.2 mg de un
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polvo amarillo, identificado como 1,4,8-trihidroxi-3-metil-5-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-

xanten-9-ona (Fx |, 59):

1,4,8-trihidroxi-3-metil-5-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-xanten-9-ona (59):
Polvo amarillo, p.f. 170-175°C; UV (MeOH): Amax 228, 259, 349 nm, IR (ATR): Umax
3567, 1660, 1629, 823 cm™'; '"H-RMN (400Hz), CDCIz &1 (ppm): 6.73 (1H, d, J =
8.43 Hz, H-2), 7.44 (1H, d, J = 8.42 Hz, H-3), 6.57 (1H, d, J = 0.87 Hz, H-7), 2.37
(3H, d, J=0.71, -CHs-11), 3.49 (2H, dd, J = 1.11, 6.94 Hz, H-1’), 5.31 (1H, dddt, J
=1.43, 1.43, 2.88, 5.85, 7.01, H-2"), 1.79 (6 H, dd, J = 1.39, 6.50, H-4’), 1.79 (6 H,
dd, J = 1.39, 6.50, H-5’), 11.79 (1 H, s, OH-1), 5.10 (1H, s, OH-5), 10.97 (1 H, OH-
8); "*C-RMN (100 MHz, CDCIls &c (ppm): 160.3 (C-1), 111.2 (C-2), 138.2 (C-3),
119.5 (C-4), 153.4 (C-4a), 135.8 (C-5), 134.6 (C-6), 112.1 (C-7), 153.5 (C-8), 106.1
(C-8a), 186.2 (C-9), 108.0 (C-9a), 142.7 (C-10a), 17.2 (C-11), 28.9 (C-1’), 122.3
(C-2’), 133.9 (C-3’), 18.4 (C-4’), 26.1 (C-5); HR-ESI-MS m/z [M - H] 325.1069
(calc. para C19H1705).

6.5.2 Aislamiento de la 2-((4,5-dihidroxi-7-metil-9,10-diox0-9,10-

dihidroantracen-2-il)oxi)-5- (hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-diil diacetato

De la fracciéon primaria Fx V precipitd espontaneamente 21.4 mg de un
sélido color naranja que se lavod en repetidas ocasiones con acetonitrilo (CH3CN)
con el fin de purificarlo, se identific6 como 2-((4,5-dihidroxi-7-metil-9,10-dioxo-9,10-
dihidroantracen-2-il)oxi)-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-diil diacetato (FxV, 60).

2-((4,5-dihidroxi-7-metil-9,10-diox0-9,10-dihidroantracen-2-il)oxi)-5-

(hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-diil diacetato (60): Polvo naranja, p.f. 216-216
°C; UV (MeOH): Amax 224, 263, 434 nm, IR (ATR): umax 3564, 1741, 1215, 1677 cm"
', 'TH-RMN (400Hz), CDCI3) dH (ppm): 7.08 (1H, dd, J= 0.94, 1.77 Hz, H-2), 7.62
(1H, dd, J= 0.70, 1.72 Hz, H-4), 7.47 (1H, d, J= 2.47 Hz, H-5), 6.9 (1H, d, J= 2.46
Hz, H-7), 2.45 (4H, s, CHs-11), 6.07 (1H, d, J= 4.49 Hz, H-1’), 5.2 (1H, dd, J=
445,70, Hz, H-2"), 5.42 (1H, dd. J=2.97, 7.0 Hz, H-3’), 4.32 (1H, q, J= 2.96, 2.96,
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2.94 Hz, H-4’), 3.87 (2H, qd, J= 2.99, 12.24, 12.23, 12.23 Hz, H-5'), 2.16 (3H, s, H-
7)), 2.2 (3H, s, H-9'), 12.05 (1H, s, OH-1), 12.23 (1H, s, OH-8); 13C-RMN (100 MHz,
CDCls) 8¢ (ppm): 163.0 (C-1), 125.0 (C-2), 149.2 (C-3), 121.9 (C-4), 133.6 (C-4a),
110.3 (C-5), 163.7 (C-6), 110.3 (C-7), 165.3 (C-8), 111.7 (C-8a), 191.4 (C-9), 114.1
(C-9a), 182.3 (C-10), 135.7 (C-10a), 22.7 (C-11) 98.8 (C-1’), 71.7 (C-2’), 70.5 (C-
3'), 84.7 (C-4’), 62.5 (C-5), 170.4 (C-6'), 21.3 (C-7’), 171.1 (C-8'), 21.0 (C-9'); HR-
ESI-MS m/z [M - H] 485.1074 (calc. para CasH21011).

6.6 Evaluaciones bioldgicas

6.6.1 Evaluacion in vitro del potencial inhibitorio del EO y compuestos puros
sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas de intestino delgado de

rata

La determinacion se realizd por medio de un ensayo
espectrofotocolorimétrico, en un equipo iMark (BioRad®) utilizando cajas de 96
poZos.

Las muestras ensayadas se disolvieron en buffer de fosfatos pH=7 y/o
metanol, para el caso del EO se prepard una solucion a 5000 ppm y para los
compuestos 59 y 60 soluciones stock a 5.52 y 1.44 mM, el sustrato y el control
positivo acarbosa se prepararon a una concentracion de 10 mM. El crudo
enzimatico obtenido a partir de intestino delgado de rata (Sigma Aldrich®) se
preparé pesando 40 mg y disolviendo en 1 mL de buffer.

Para el caso de la curva de acarbosa (por triplicado), se utilizaron alicuotas
de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 14 y 18 pL de la solucién stock en cada pozo y 20 pL de
enzima ademas de buffer. Se incubd durante 10 minutos a 37 °C y se agregaron a
cada pozo una alicuota de 10 pL de sustrato, se realizé la primera lectura (Ao) a
una longitud de 415 nm y se incubd por 30 minutos, al término de este tiempo se
realizd la segunda lectura (Aso). Los valores de las absorbancias se adquirieron

mediante el programa Microplate Manager 6 y con los datos obtenidos se calcul6
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el % de inhibicion con la siguiente relacion:

o A30—Ao
% inhibicion = 1—T * 100

Donde:

Aso = Absorbancia medida a los 30 minutos.
Ao= Absorbancia medida al tiempo cero.
A= Absorbancia del blanco (pozo sin inhibidor).

Los datos obtenidos a partir de esta ecuacion fueron procesados en el
programa estadistico OriginPro version 9 para el calculo de Clso, utilizando un

analisis de regresion no lineal con la ecuacién de Hill 1.

Para los compuestos 59 y 60 el ensayo se realizé de la misma manera, bajo

los siguientes esquemas:

Tabla 5. Ensayo inhibicién enzimas a-glucosidasas (Intestino delgado rata) de 59.

ML
Buffer 70 58 54 50 42 34 30
Enzima 20 20 20 20 20 20 20
FxI 0 12 16 20 28 36 40
Incubar 10 min. Leer absorbancia (Ao)
Sustrato 10 10 10 10 10 10 10

Incubar 30 min. Leer absorbancia (Aso)
Calcular Clso

Tabla 6. Ensayo inhibicién enzimas a-glucosidasas (Intestino delgado de rata) de 60.

ML
Buffer 70 60 50 40 30 20 10
Enzima 20 20 20 20 20 20 20
FxV 0 10 20 30 40 50 60
Incubar 10 min. Leer absorbancia (Ao)
Sustrato 10 10 10 10 10 10 10

Incubar 30 min. Leer absorbancia (As)
Calcular Clso
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6.6.2 Evaluacion in vitro del potencial inhibitorio del EO y compuestos puros
sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas de Saccharomyces

cerevisiae

El ensayo se realizé de la misma manera que el descrito anteriormente, con
pequefias variaciones. Se prepard 1U/ mL de enzima de levadura (aGHY; Sigma-
Aldrich®) en buffer de fosfatos una noche anterior a realizar el ensayo.

Inicialmente se evalud la enzima con sustrato (p-NPG) 5 mM con el objetivo
de determinar el volumen de enzima a utilizar. Para ello, se utilizaron alicuotas de
0, 4, 8, 12. 16 y 20 uL de enzima y cuanto bastara para 100 uL de volumen final
con buffer de fosfatos; se ley6 la absorbancia (Ao) y se incubé 30 minutos para
leer de nuevo la absorbancia final (Aso). Por medio de la diferencia entre las
absorbancias se utilizd el volumen de enzima con el que se obtuviera una
absorbancia proxima a 0.6.

Para el experimento de inhibicidén, se prepararon soluciones stock de 5 mM
para el sustrato, para los compuestos 59 y 60 concentraciones de 0.6 y 1.44 mM,
respectivamente, y para el control positivo acarbosa (4) de 10 mM.

La curva de acarbosa se realiz6 siguiendo la metodologia empleada para la
enzima de intestino delgado de rata, descrita anteriormente. Para los compuestos

59 y 60 el ensayo se realiz6 mediante los siguientes esquemas:

Tabla 7. Ensayo inhibicidon enzimas a-glucosidasas (S. cerevisiae) de 59.

ML
Buffer 77 75 73 71 69 67
Enzima 13 13 13 13 13 13
Fx I 0 12 16 20 28 36
Incubar 10 min. Leer absorbancia (Ao)
Sustrato 10 10 10 10 10 10

Incubar 30 min. Leer absorbancia (Aszo)
Calcular Cls
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Tabla 8. Ensayo inhibicién enzimas a-glucosidasas (S. cerevisiae) de 60.

ML
Buffer 77 75 73 71 69 67 57 47
Enzima 13 13 13 13 13 13 13 13
FxV 0 2 4 6 8 10 20 30
Incubar 10 min. Leer absorbancia (Ao)
Sustrato 10 10 10 10 10 10 10 10

Incubar 30 min. Leer absorbancia (Azo)
Calcular Clsg

El célculo del % de inhibicién y Clso, se determin6 como se describi
anteriormente.

33



Resultados y Discusion

7. Resultados y discusién

El presente proyecto describe el estudio quimico de la especie fungica
Malbranchea circinata (ATCC, clave 34526) con el objetivo de contribuir a la
investigacion y descubrimiento de nuevos agentes inhibidores de las enzimas a-
glucosidasas. La seleccion de dicha especie se realiz6 bajo un criterio
quimiotaxonoémico, ya que en nuestro grupo de trabajo se estudié un miembro del
geénero Malbranchea, la especie M. aurantiaca, investigacion que derivd en la
obtencion de metabolitos bioactivos con nucleos estructurales novedosos y con
actividad biolégica de relevancia farmacologica (Martinez-Luis, et al. 2005;
Martinez-Luis et al. 2006; Figueroa et al. 2008; Madariaga-Mazén et al. 2015).
Ademas, representa el primer estudio quimico de la especie fungica Malbranchea
circinata, contribuyendo al conocimiento quimico sobre el género Malbranchea.

El estudio inicié con la resiembra de la especie fungica y el establecimiento
de las mejores condiciones de crecimiento mediante la fermentacion en diferentes
medios de cultivo. Una vez seleccionado el medio de cultivo, se preparé el EO y
se evaluo su actividad como inhibidor de las enzimas a-glucosidasas (intestino
delgado de rata y S. cerevisiae); seguido de un fraccionamiento biodirigido con la
finalidad de encontrar a los metabolitos responsables de dicha actividad. Los
compuestos mayoritarios encontrados se caracterizaron mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas convencionales. Por ultimo, se realizé la
evaluacion in vitro de los compuestos aislados.

Siguiendo la metodologia antes descrita, se obtuvieron los resultados que
se describen a continuacion. Como primer punto se abordara la fermentacion,
extraccion y purificacion de los compuestos novedosos obtenidos, una xantona
prenilada (59) y una antraquinona glicosilada (60). Como segundo punto se

discutira la actividad biolégica de los metabolitos fungicos aislados.

34



Resultados y Discusion

7.1 Estudio quimico de la especie Malbranchea circinata

Una vez realizada la resiembra de Malbranchea circinata y con el objetivo
de determinar las mejores condiciones de crecimiento, se prepararon dos medios

de cultivo a pequena escala (Tabla 9).

Tabla 9. Rendimiento del extracto organico obtenido con dos medios de cultivo.

Rendimiento

Caldo papa-dextrosa Medio sélido de arroz
(g extracto/200mL medio (g extracto/ 35 g arroz)
cultivo)
M. circinata 0.136 1.226

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 9, el mejor
rendimiento de EO se obtuvo en medio sélido de arroz en condiciones normales
de luz-oscuridad y temperatura ambiente.

Una vez establecido el mejor medio de cultivo, se fermentd en mediana
escala el medio sélido de arroz y se prepard el EO segun se indicod en el punto
6.4.2 de la Parte Experimental, para obtener 54 g de un extracto color rojizo y de
apariencia aceitosa. Debido a la presencia de una gran cantidad de grasas que
interferian con el analisis cromatografico y de actividad bioldgica, el EO se
fraccion6 mediante un reparto entre CH3CN:MeOH (1:1) y hexano. Dichas grasas
probablemente provenian de la extraccion del arroz. De esta manera se obtuvieron
5.26 g de EO desgrasado.

Con el EO desgrasado se realizé cualitativamente una evaluacion biolégica
preliminar para determinar el posible efecto inhibitorio sobre las enzimas a-
glucosidasas de intestino delgado de rata, en donde se observé una inhibicion de
cerca del 40%, lo cual indicaba la probable presencia de metabolitos con actividad
inhibitoria. Posteriormente se procedié con el fraccionamiento biodirigido mediante
CCA en gel de silice. Los sistemas de elucion empleados se indican en la Tabla
10.
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Tabla 10. Sistema de elucion del fraccionamiento por CCA para el EO de M. circinata.

Fraccién Hex AcOEt MeOH
0-28 80 20 -
29-78 70 30 -
79 -137 60 40 -
138 - 152 50 50 -
153 - 179 40 60 -
180 - 194 30 70 -
195 - 218 20 80 -
219 — 240 10 90 -
241 — 259 - 100 -
260 — 288 - 95 5
289 — 305 - 90 10
306 - 321 - 80 20
322 - 338 - 75 25
339 - 350 - 70 30
351 - 359 - 60 40

Se obtuvieron fracciones de baja, mediana y alta polaridad que de acuerdo
a su homogeneidad cromatografica se reunieron en dieciséis fracciones primarias,

tal como se indica en la Tabla 11.

Tabla 11. Rendimiento de fracciones primarias.

Fracciones Fracciones Rendimiento (mg) Actividad
primarias incluidas Biolégical
Fx 1 1-6 120 +
Fx 1l 7-25 681.7
Fx 1l 26 - 32 163.9
Fx IV 33 -46 99.6
Fx V 47 - 61 135.4
Fx VI 62-79 86.1
Fx VII 80 -89 59.8 +
Fx VIII 90 - 114 150.3
Fx IX 115 - 141 79.2
Fx X 142 - 190 253.1
F x XI 191 - 208 27.2 +
Fx XII 209 - 230 146.8
Fx XllI 231-250 35.4
Fx XIV 251 - 283 172.6
Fx XV 284 - 305 132.5 +
Fx XVI 306 - 359 150.3

Se determin6 de manera cualitativa la actividad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasas.
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De las fracciones activas Fx-l y Fx-V se observaron precipitados, indicando
la presencia de compuestos mayoritarios que promovian dicha precipitacion.
Ambos sdlidos fueron lavados con mezclas de CH3CN y/o MeOH para obtener dos

compuestos puros, una xantona prenilada (59) y una antraquinona glicosilada (60).

59 60

La caracterizacion de los compuestos fungicos se realizd mediante el
anadlisis de experimentos espectroscopicos: IR, RMN monodimensionales ('H y
13C) y bidimensionales (HSQC, HMBC, NOESY, COSY), asi como espectrometria
de masas (HR-ESI-MS). Cabe destacar que ambos metabolitos resultaron ser

novedosos ya que no se han reportado en la literatura.

7.1.1 Caracterizacion estructural de la xantona prenilada (59)

El compuesto 59 se aislé como un polvo amarillo, su formula molecular se
establecié mediante espectrometria de masas [EM-HR-ESI] como C19H180s5, con
un grado de insaturacion igual a once. El espectro de IR (Figura A1) mostré
bandas de absorcién en = 3500, 1659, 1625 y 820 cm-', caracteristicas de grupos
hidroxilo, prenilo y nucleo xantona. Los datos obtenidos a partir de los espectros
de RMN (H y '3C; Figuras 6 y 7) [Tabla 12] fueron similares a aquellos
reportados para la caraxantona (61) (Fouotsa et al. 2012), una xantona que, a

diferencia del compuesto 59, carece de un grupo metilo en la posicién 6.

37



Resultados y Discusion

Tabla 12. Datos espectroscopicos de RMN-'"H y RMN-"3C para 59 (CDClz, 'H a 400 MHz y

13C a 100 MHz).

6C

Posicion (Ppm) 8 H (mult, J en [Hz]) HMBC ('H-"C) COSY
1 160.3
2 1112 6.73 (d, 8.43) 1,4,9, 9a
3 138.2 7.44 (d, 8.42) 1,4a,9a, 1' 2
4 119.5
4a 153.4
5 135.8
6 134.6
7 1121 6.57 (d, 0.87) 6, 8, 8a, 9, 10a
8 1563.5
8a 106.1
9 186.2
9a 108.0
10a 142.7
1 17.2 2.37 (d, 0.71) 5,6,7,8a, 10a
1 28.9 3.49 (dd, 1.1, 6.94) 3,4,4a,2', 3
2 1223 5.31 (dddt, 1.473.,0‘!].)43, 2.88, 5.85, 4 1 4 5
3 133.9
4' 18.4 1.79 (dd, 1.39, 6.5) 2', 5 1
5' 26.1 1.71 (dd, 1.39, 6.5) 2', 4 1
OH-1 11.79 (s) 1,2, 3, 9a
OH-5 5.10 (s)
OH-8 10.97 (s) 5,7, 8, 8a
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H-7
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H-3
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H-3 H-1"
H-2'

Figura 6. Espectro RMN-"H del compuesto 59.
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Figura 7. Espectro RMN-"3C del compuesto 59.
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61

En el espectro de RMN-3C (100 MHz, CDCIs, Figura 7) se observaron
sefales para 19 carbonos, incluyendo una cetona (C-9, 6C 186.2 ppm) de
xantona, tres carbonos bases de oxigeno en anillo aromatico (6C 135.8, 6C 153.5
y 6C 160.3 ppm); senales para un residuo prenilo: dos metilos (C-4', 6C 18.4;y C-
5', 26.1 ppm) soportados sobre un doble enlace (C-3', 8C 133.9 ppm) y un
metileno alfa a éste ultimo (C-1', 8C 28.9 ppm); asi como la presencia de un metilo
(C-11, 8C 17.2 ppm) sobre anillo aromatico. En el espectro de RMN-'H (400 MHz,
CDCIs3) se observaron senales para tres protones en anillo aromatico (6H 6.73,
7.44 y 6.57 ppm), un metileno alfa a un doble enlace (6H 3.49 ppm), y dos
hidroxilos quelatados (6H 10.97 y 11.79 ppm).

En primer lugar, el residuo prenilo se evidencid por la presencia de dos
metilos desapantallados (CHs-4' y CH3s-5') adyacentes a un doble enlace que
mostraron un acoplamiento de tipo alilico (J = 1.39 Hz) con el proton olefinico en
H-2', que a su vez se acopla con los protones del metileno H-1' (J = 6.94 Hz),

como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Correlaciones en HMBC y COSY
observadas para el grupo isoprenilo de 59.

41



Resultados y Discusion

Las correlaciones observadas en los espectros bidimensionales HMBC
(Figura 9) y COSY (Figura 10) para los protones del prenilo en H-1' con tres
carbonos aromaticos (C-4, C4a y C3) y con el doble enlace (C-2'y C-3'), indicaban

que el residuo de prenilo se encontraba unido a la xantona en la posicién C-4.
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Figura 9. Espectro HMBC del compuesto 59.
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Figura 10. Espectro COSY del compuesto 59.
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El analisis de las constantes de acoplamiento de los protones aromaticos en
OH 6.73 ppm (H-2, J = 8.43 MHz) y dH 7.44 ppm (H-3, J = 8.42 MHz), sugirieron
un arreglo orto en anillo aromatico; ademas las intensas correlaciones observadas
en el HMBC para el proton en H-3 con C-1, C-2, C-4, C-4a y C-1', determinaron el
arreglo del anillo C de la xantona (59). Adicionalmente, el desplazamiento quimico
de C-1 indicaba la presencia de un hidroxilo quelatado (OH-1, dH 11.79 ppm),

corroborado por las correlaciones en HMBC con C-9a, C-1y C-2 (Figura 11).

Figura 11. Correlaciones HMBC y COSY selectas del anillo B y C del compuesto 59.

Por otro lado, el anillo A de la xantona se estableci6 mediante las
correlaciones observadas entre H-7 (6H 6.57 ppm), C-6, C-8 y C-8a; asi como el
protén del hidroxilo en C-8 (6H 10.97 ppm) con C-5, C-7 y C-8a. Adicionalmente,
la correlacién del metilo (C-11, 8C 16.7 ppm) con C-5, C-6 y C-7, suponian la
posicion del metilo sobre C-6 del anillo A. Por ultimo, las correlaciones observadas
para H-7 con la cetona (C-9), C-8a y C-10a del anillo B, completaban la
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caracterizacion del compuesto 1,4,8-trihidroxi-3-metil-5-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-

xanten-9-ona (Figura 12).

Figura 12. Correlaciones HMBC selectas del anillo A y B del compuesto 59.

7.1.2 Caracterizacioén estructural de la antraquinona glicosilada (60)

El compuesto 60 se aisl6 como un sdélido color naranja, su formula
molecular se estableci6 mediante espectrometria de masas [EM-HR-ESI] como
C24H22011, con un grado de insaturacion igual catorce. El espectro de IR (Figura
A2) mostro bandas de absorcion en = 3500, 1740, 1200, 1670 cm-', caracteristicas
de grupos hidroxilo, carbonilo de acetato, hidroxilo sobre un anillo aromatico y
cetona de antraquinona. De acuerdo a los espectros de RMN ('H y '3C; Figuras
13 y 14) [Tabla 13], el compuesto 60 resultd6 un analogo de la 3-O-(a-D-
ribofunanosil)-questina (62) aislada del hongo endéfito Eurotium rubrum con la
diferencia de la acetilacidén del azucar y la carencia del metoxilo en la posicién C-8
(Li et al. 2009).

R= a-D-ribofunanosil
62
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Tabla 13. Datos espectroscopicos de RMN-'"H y RMN-"3C para 60 (CDClz, '"H a 400 MHz y

13C a 100 MHz).

Posicion &C 8 H (mult, J en [Hz]) HMBC ('H—'C) COSY

1 163.0

2 125.0 7.08 (dd, 0.94, 1.77) 1,4, 9a

3 149.2

4 121.9 7.62 (dd, 0.70, 1.72) 2,9a, 10

4a 133.6 11

5 110.3 7.47 (d, 2.47) 6, 7, 8a, 10, 10a 2,7
6 163.7

7 110.3 6.9 (d, 2.46) 5,6, 8, 8a

8 165.3

8a 111.7

9 1914

9a 1141

10 182.3
10a 135.7

11 227 2.45 (s) 2,3,4, 9

1 98.8 6.07 (d, 4.49) 6, 3,4 2'
2' 71.7 5.2 (dd, 4.45, 7.0) 3 1
3 70.5 5.42 (dd, 2.97, 7.0) 1,45 2' 4
4' 84.7 4.32 (q, 2.96, 2.96, 2.94) 3,5 5'
5 62.5 3.87 (qd, 2.99, 12.24, 12.23, 12.23) 3,4

6' 1711

7 21.0 3.08 (s) 8

8' 170.4

9' 21.3 2.16 (s) 6'

OH-1 12.05 (s) 2,3, 6,9
OH-8 12.23 (s) 1,5,7, 8, 8a
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Figura 13. Espectro RMN- 'H del compuesto 60.
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Figura 14. Espectro RMN-'3C del compuesto 60.
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En el espectro de RMN-'"H (100 MHz, CDCIs, Figura 13) se observaron
sefales para 22 protones, que incluian 4 aromaticos (dH 6.9 — 7.62 ppm), 2
hidroxilos quelatados (6H 12.23 y 12.05 ppm) y un metilo sobre anillo aromatico
(6H 2.45 ppm); adicionalmente se observaron sefales para un residuo de azucar
(dH 4.3 — 6.0 ppm). Por otra parte, en el espectro de carbono se observaron 24
sefales, en donde el nucleo antraquinona se evidencioé por la presencia de dos
carbonilos con desplazamientos caracteristicos (8C 191.4 y 182.3 ppm). Las
senales para el residuo de azucar correspondian a una ribofuranosa, la cual

presentaba acetilaciones en los carbonos C-2'y C-3'.

La caracterizacion del residuo de azucar se llevé a cabo principalmente
mediante el analisis de los espectros HMBC y COSY (Figuras 16 y 17). La
configuracion del C-1' se determind como a-D-ribofuranosa con base en la
constante de acoplamiento observada entre H-1'y H-2' (J° = 4.45 Hz), ya que
valores de J3H.1'H-2 = 1.2 Hz indican una configuraciéon B, mientras que valores
cercanos a 4.5 Hz indican la configuracion contraria (Du et al. 2014). La
configuracion de los carbonos adyacentes se establecio analizando sus
constantes de acoplamiento: para el H-2' y H-3' se observé una Jc.2;c3= 7.0 Hz
tipica de un arreglo axial, mientras para H-3' y H-4' la constante fue menor a 3 Hz
indicando un arreglo ecuatorial; esto se corroboré con las correlaciones en el los
espectros COSY y NOESY (Figuras 15, 18, y 19). Cabe destacar que las senales
de H-2' y H-3' se encontraban desplazadas a campo bajo, indicando un
apantallamiento producto de la presencia de grupos acetato sobre C-2' y C-3',
confirmado por las correlaciones observadas en el HMBC entre C-8'/H-2' y C-6'/H-
3.
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Figura 15. Correlaciones observadas para el residuo de azucar de 60.

51



Resultados y Discusion

Figura 16. Espectro HMBC del compuesto 60.
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Figura 17. Espectro COSY del compuesto 60.
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Figura 18. Espectro COSY, correlaciones del residuo de azucar.
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Figura 19. Espectro NOESY del compuesto 60.
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La conexidon del residuo de azucar con nucleo antraquinona se determind
mediante las correlaciones observadas H-1'/C-6 asi como la correlacion

homonuclear H-1'y H-5 (Figura 20).

Figura 20. Correlaciones anillo A con C-1' del compuesto 60.

El analisis de las constantes de acoplamiento entre H-5 y H-7 permitio
establecer la sustitucién del anillo A, sugiriendo un arreglo meta (J*4-5H.7 = 2.46
Hz) corroborado por sus correlaciones en el experimento COSY. La posicion del
hidroxilo quelatado (dH 12.23 ppm) se asigndé con base en las interacciones
observadas entre OH-8/C-8/C-8a y OH-8/H-7 (Figura 20).

De la misma manera, el anillo C presenta un arreglo meta (J*H-2H4 = 1.77
Hz), sustituido por un grupo metilo (8C 22.7 ppm) en la posicion C-3, como lo
sugieren las correlaciones en el HMBC CHs-11/C-2/C-3/C-4. Por ultimo, la
presencia de un hidroxilo quelatado (&6H 12.05 ppm) en C-1, se evidencio con las
interacciones entre OH-1/C-1/C-2/C-3/C-9a (Figura 21).

56



Resultados y Discusion

Figura 21. Correlaciones HMBC del anillo C y B del compuesto 60.

7.2 Evaluacion in vitro del efecto inhibitorio sobre la actividad de las

enzimas a-glucosidasas

Para la determinacion de la actividad biologica, se utilizd un ensayo
espectrofotocolorimétrico que se describio en el apartado 6.6.1 de la Parte
Experimental. Esta determinacion se basa en la cuantificacién del p-nitrofenol
generado por la hidrolisis enzimatica del sustrato p-nitrofenil a-D-glucopirandsido
(p-NPG) en presencia de la enzima a-glucosidasa. La actividad enzimatica es
directamente proporcional a la cantidad de p-nitrofenol libre generado durante la

reaccion del sustrato con los compuestos de prueba (Oki et al. 1999) (Figura 22).

HO
OH

0 i HO
HO -
" a-glucosidasa .
OH + HO
o
HO OH
OH
NO, NO,
p-NPG p-nitrofenol D-glucopirandsido
(A =415nm)

Figura 22. Reacci6én enzimatica llevada a cabo en el experimento de inhibicion de las
enzimas a- glucosidasas.

57



Resultados y Discusion

7.2.1 Evaluacion del efecto inhibitorio de los compuestos 59 y 60
aislados, sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas de intestino
delgado de rata

Los resultados de este experimento indicaron que los compuestos 59 y 60
inhiben la actividad de la enzima de manera dependiente de la concentracion
(Figuras 6 y 7), alcanzando cerca de un 80% de inhibicién, con valores de Clso

que se muestran en la Tabla 12.

Tabla 14. Evaluacion del potencial inhibitorio de las enzimas a-glucosidasas (rata).

Compuesto Clso (UM) % Inhibicion R?
59 1186.14 = 18.41 78.22 + 5.86 0.9939
60 466.72 £ 13.21 93.30 £ 9.29 0.9901
Acarbosa’ 361.79 £ 64.55 7211 £ 4.28 0.9962

. * Inhibidor de las enzimas a-glucosidasas empleado como control positivo.

Figura 23. Curva de inhibiciéon de 59 sobre las enzimas a-glucosidasas de intestino
delgado de rata.
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Figura 24. Curva de inhibicién de 60 sobre enzimas a-glucosidasas de intestino delgado
de rata.

7.2.2 Evaluacion del efecto inhibitorio de los compuestos 59 y 60
aislados, sobre la actividad de las enzimas a-glucosidasas de
Saccharomyces cerevisiae.

Los compuestos 59 y 60 fueron evaluados también con enzima a-
glucosidasa de levadura (tipo I) la cual hidroliza sustratos heterogéneos como p-
nitrofenil a-D-glucopirandsido. Los resultados de Clso que se observan en la Tabla

13, demuestran un efecto concentracion dependiente.

Tabla 15. Evaluacién del potencial inhibitorio de las enzimas a-glucosidasas (S.

cerevisiae).
Compuesto Clso (M) % Inhibicion R?
59 15.61 + 1.55 99.17 £ 0.26 0.9657
60 409+ 2.34 99.65 + 0.48 0.9902
Acarbosa 501.03 £ 13.7 93.05 +£ 0.37 0.9978

Como se observa en la Tabla 15, tanto la xantona como la antraquinona
fueron mas potentes que la acarbosa, cerca de 33 y 13 veces mas activas,
respectivamente (Figura 8). Algunos autores han reportado compuestos de tipo
xantona con actividad inhibitoria de la aGHY. Por ejemplo, de un estudio reciente
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realizado a la planta Garcinia nobilis se aislaron siete xantonas preniladas, de las
cuales algunas mostraron inhibicion moderada sobre la enzima aGHY, siendo las
mas activas la 8-hidroxicudraxantona G (61) y la morusignina | (62), con una Clso

de 76 y 84 uM respectivamente (Fouotsa et al. 2012).

61 62

Figura 25. Curva de inhibicion de (59) sobre enzima a-glucosidasa de levadura.
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Figura 21. Curva de inhibicién de (60) sobre enzima a-glucosidasa de levadura.

Respecto a las antraquinonas, se han descrito algunos estudios de
actividad inhibitoria de las enzimas a-glucosidasas; por ejemplo aquellas aisladas
de la especie vegetal Rheum emodi, de las cuales la mas potente fue la emodina
(63) con una Clso de 30ug/mL alcanzando un % de inhibicion del 93 % (Arvindekar
et al. 2015).

63

Hasta este punto se han mostrado los resultados de la inhibicion de las
enzimas a-glucosidasas tanto de intestino delgado de rata como de
Saccharomyces cerevisiae. Cabe destacar que la actividad de los productos en

ambos ensayos fue distinta, obteniendo una menor inhibicién para las enzimas o-
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glucosidasas de intestino delgado de rata. Este resultado puede explicarse en
términos del contenido enzimatico; mientras que en el ensayo de raspado
intestinal de rata se tiene un pool enzimatico, es decir, enzimas con diferentes
actividades glicosidasa hidrolasa (maltasa, isomaltasa, sacarasa y amilasa, entre
otras); en el ensayo de inhibicion de la enzima aGHY se tiene una sola enzima GH
con actividad sacarasa. Asi, la actividad observada para el ensayo de raspado
intestinal estaria dando cuenta para la inhibicion de diferentes enzimas a la vez,
con lo que la actividad se ve disminuida, reflejado en el porcentaje de inhibicion.
Por otro lado, en el caso de la acarbosa, no se observa especificidad por alguna
de las enzimas, ya que la Clso en ambos casos, se encuentra en el mismo orden
de actividad. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Jones vy
colaboradores, en donde la acarbosa exhibe una amplia afinidad por enzimas a-
glucosidasas (por ejemplo, la a-amilasa), lo que conlleva al uso de altas dosis para
alcanzar la actividad inhibitoria resultando en efectos secundarios no deseados,

tales como complicaciones gastrointestinales (Jones et al. 2011).
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8. Conclusiones

El fraccionamiento biodirigido del EO de la especie Malbranchea circinata
condujo al aislamiento y caracterizacion de dos compuestos novedosos, la 1,4,8-
trihidroxi-3-metil-5-(3-metilbut-2-en-1-il)-9H-xanten-9-ona (59) y 2-((4,5-dihidroxi-7-
metil-9,10-dioxo-9,10-dihidroantracen-2-il)oxi)-5-(hidroximetil)tetrahidrofuran-3,4-
diil diacetato (60).

Ambos metabolitos se comportan en un ensayo in vitro como inhibidores de
las enzimas a-glucosidasas de intestino delgado de rata y Saccharomyces
cerevisiae, siendo mas activos contra la enzima de levadura alrededor de 30
veces mas potentes que la acarbosa. Dichos resultados podrian sugerir una
actividad antihiperglucemiante, util en el tratamiento de la DM2.

Los resultados presentados en el presente proyecto de investigacion
representan el primer estudio quimico de la especie fungica Malbranchea circinata,
contribuyendo al conocimiento quimico del género Malbranchea, estudiado por su

importancia en el descubrimiento de metabolitos bioactivos.
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9. Perspectivas

Llevar a cabo evaluaciones in vivo con los compuestos 59 y 60 para
comprobar su efecto potencial como agentes antihiperglucémicos en una

curva de tolerancia a la sacarosa.

Realizar estudios de cinética enzimatica con los metabolitos 59 y 60 con la

finalidad de establecer los parametros cinéticos de inhibicién.

Realizar estudios in silico de acoplamiento molecular de los compuestos
aislados con las enzimas alfa-glucosidasas (de diferentes sustratos y

actividades) con el objetivo de proponer un sitio de unién a la enzima.

Estudiar las fracciones activas Fx Xl y Fx XV para la busqueda de otros
compuestos con posible actividad inhibitoria de las enzimas a-glucosidasas

y realizar las evaluaciones in vitro y/o in vivo pertinentes.
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11. Anexo

Figura A 3. Espectro IR del compuesto 59. 70
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