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1. INTRODUCCIÓN 

 
1.1 Importancia de los productos naturales como fuente de nuevas entidades 
químicas 
 

A lo largo del tiempo, los productos naturales, en especial aquellos obtenidos de 

plantas y microorganismos, han sido la fuente más importante para la obtención de 

nuevas entidades químicas (NEQs), fármacos y/o productos de utilidad en la industria 

farmacéutica, agroquímica y alimentaria (Newman y Cragg, 2012). 

 

Cabe destacar que la medicina tradicional ha sido la base de los complejos sistemas de 

salud por cientos de años, además de que ésta ha logrado preservarse mediante la 

comunicación oral y por numerosos registros escritos (Cragg y Newman, 2013). En este 

sentido, el conocimiento etnobotánico de las plantas medicinales ha permitido el estudio 

fitoquímico de muchas especies y, en consecuencia, el aislamiento de una gran cantidad 

de compuestos biodinámicos. Debido a que en algunas ocasiones la disponibilidad de 

las especies vegetales es limitada, ya sea por su endemismo o la duración de su ciclo 

de vida, se han optado por el aislamiento y estudio químico de los microorganismos que 

residen dentro de los tejidos vegetales (endófitos), ya que han demostrado su capacidad 

para producir NEQs o moléculas similares a los compuestos bioactivos que producen las 

plantas hospederas (Alvin et al., 2014). 

 

Por otra parte, los microorganismos (hongos o bacterias) han demostrado su 

extraordinaria capacidad como productores de moléculas bioactivas; y se ha establecido 

también que la exploración de ecosistemas o hábitats exóticos generalmente conlleva a 

la obtención de nuevas especies de microorganismos, los cuales, pueden biosintetizar 

moléculas únicas que sirvan de base para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos 

(Du et al., 2014). 

 

En este contexto, tan sólo en el periodo comprendido entre los años 1981 a 2010, 

alrededor del 50% de las NEQs aprobadas por la FDA fueron productos naturales sin 
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modificaciones estructurales, análogos semisintéticos de productos naturales, o bien, 

productos de síntesis inspirados en productos naturales. De estos, alrededor del 75% 

fueron agentes terapéuticos para el tratamiento de infecciones de diversas etiologías 

(Newman y Cragg, 2012). 

 

1.2 Los hongos como productores de metabolitos biodinámicos 
 

Históricamente, el potencial biotecnológico de los microorganismos fue aprendido 

de manera empírica, como en el caso de la producción de bebidas alcohólicas o la 

levadura para la manufactura de pan (Sette et al., 2013). No fue sino hasta el año de 

1929 con el descubrimiento inesperado de la penicilina por parte de Alexander Fleming, 

y el uso de ésta como agente terapéutico durante la segunda guerra mundial, cuando se 

impulsara realmente la investigación de los productos naturales de origen microbiano 

para la obtención de nuevos metabolitos bioactivos. Así, muchos otros compuestos de 

origen fúngico también han demostrado su importancia terapéutica en el tratamiento de 

diversos padecimientos, como son los inmunosupresores de tipo ciclosporina, los 

hipocolesterolemiantes de tipo estatina, los inmunoestimulantes y antitumorales de tipo 

polisacárido, los antifúngicos de tipo lipopéptido, entre otros (Figura 1) (Cragg y 

Newman, 2013). A pesar de esto, del total de compuestos obtenidos a partir de fuentes 

naturales y que conforman la base de datos del Diccionario de Productos Naturales 

(aproximadamente 270,000 compuestos), solamente 15,000 compuestos han sido 

obtenidos de hongos (Dictionary of Natural Products, 2010). 

 

 
Penicilina G 

Penicillium chrysogenum 

 

 
Lovastatina 

Aspergillus terreus 
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Lentinan 

Lentinula edodes 

 
Caspofungina 

Coleophoma empetri 

 
Ciclosporina A 

Tolypocladium inflatum 
 

Figura 1. Ejemplos selectos de fármacos obtenidos a partir de hongos. 
 

Debido a la aparición de nuevas enfermedades, así como a los fenómenos de resistencia 

que algunas presentan a los medicamentos de elección, existe una creciente necesidad 

por obtener NEQ’s que sirvan de base para el desarrollo de nuevos fármacos. La 

resistencia a múltiples fármacos (MDR) es un desafío importante en el tratamiento de 

enfermedades infecciosas y del cáncer. En el caso de esta última enfermedad, los 

tratamientos con antitumorales a menudo fallan en alguna etapa del padecimiento. De 

manera general, los tumores están compuestos de células heterogéneas con diferencias 

estructurales y bioquímicas: las células sensibles y resistentes a los fármacos a menudo 

coexisten en el mismo microambiente tumoral. En la terapia antitumoral, los fármacos 

atacan a las células sensibles a los medicamentos; sin embargo, en la mayoría de los 
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casos, la comunidad de células resistentes prevalece, llevando consigo a la aparición del 

fenómeno de resistencia (Andrade et al., 2013). 

 

En el caso de la MDR a los agentes antimicrobianos, esta representa consecuencias 

graves tanto a nivel intrahospitalario como extrahospitalario. Los principales 

padecimientos de MDR y que han tenido una mayor repercusión para su tratamiento son 

la gonorrea, algunas infecciones de vías urinarias, la tuberculosis, el paludismo, así como 

también las infecciones oportunistas por patógenos como Candida albicans y 

Staphylococcus aureus en pacientes con algún grado de inmunosupresión (Andrade et 

al., 2013; OMS, 2015). 

 

Así, el universo microbiano inexplorado representa una fuente invaluable para el 

descubrimiento de estas nuevas moléculas y el desarrollo de fármacos novedosos para 

la terapéutica de diversos padecimientos, incluyendo las enfermedades asociadas a 

MDR (Cragg y Newman, 2013). Es importante mencionar que los compuestos de origen 

natural siguen siendo la fuente más importante de inspiración para los químicos 

medicinales y en síntesis orgánica, además de que, sin lugar a duda, existe una gran 

cantidad de esqueletos novedosos por descubrir (Newman y Cragg, 2012). 

 

1.3 Biodiversidad de los organismos fúngicos en México 
 

México ocupa el quinto lugar a nivel mundial en biodiversidad gracias a su amplia 

variedad de ecosistemas, en donde los factores como la situación geográfica, la 

topografía, altitud y humedad convergen para formar un amplio mosaico de regiones 

ambientales, los cuales son hábitats de un gran número de especies y endemismos. Se 

estima que dichas especies de flora, fauna y microbioma representan el 10% de la 

diversidad mundial (Aguirre-Acosta et al., 2014). Las primeras observaciones y registros 

de los organismos fúngicos mexicanos fueron hechas por nativos indígenas hace más 

de 500 años, las cuales fueron plasmadas en sus códices, alfarería y parafernalia ritual, 

con el fin de poder identificar de manera práctica las diversas propiedades de los hongos 

sagrados, medicinales, venenosos y comestibles que formaban parte de la vida diaria de 
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los nativos (Guzmán, 1998). En la actualidad, se estima que en el territorio nacional 

existen unas 200,000 especies fúngicas macro y microscópicas, las cuales representan 

entre un 4 y 13% de las que se cree existen en el planeta (entre 1.5 y 5 millones de 

especies). De este total, se han descrito taxonómicamente aproximadamente 100,000 

especies, y un número aún menor ha sido estudiado químicamente (Aguirre-Acosta et 

al., 2014). 

 

De los diferentes Filos de hongos, las especies pertenecientes al Ascomycota (la división 

más grande de este reino con aproximadamente 64,000 especies), han sido los más 

prolíficos en la producción de metabolitos secundarios bioactivos. Así, los ascomycetos 

saprótrofos del suelo más estudiados pertenecen a los géneros Acremonium, 

Aspergillus, Fusarium y Penicillium, los cuales han demostrado la capacidad de síntesis 

de una amplia gama de compuestos bioactivos (más de 30% de los compuestos 

bioactivos de estos géneros) (Mishra et al., 2014). Debido a su capacidad de crecer sobre 

sustratos inespecíficos y económicos, estos microorganismos son utilizados también en 

la producción de una amplia gama de productos de interés comercial, como son enzimas 

proteolíticas, pigmentos, vitaminas, alcoholes y ácidos orgánicos, además de que poseen 

un gran potencial como agentes plaguicidas en los campos de cultivo (Guzmán, 1998; 

Sette et al., 2013). 

 

Otro grupo de ascomicetos de gran interés para la obtención de moléculas bioactivas 

son los organismos endófitos. Estos organismos tienen su ciclo vital dentro de los tejidos 

de las plantas, sin tener una manifestación patológica visible en el hospedero. Durante 

esta asociación, los beneficios individuales de cada uno estarán en función de las 

especies involucradas en dicha interacción. Dichos organismos endófitos se han aislados 

de diversas especies de plantas, musgos, líquenes, helechos, crasuláceas, y organismos 

marinos que habitan una amplia variedad de climas (desde tropicales hasta los círculos 

polares y las profundidades del océano) (Kusari et al., 2012). La mayor parte de los 

metabolitos secundarios provenientes de estos microorganismos tienen una gran 

diversidad estructural y poseen actividades biológicas diversas (Figura 2). 
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Adicionalmente, estos organismos también pueden sintetizar compuestos que se creía 

sólo provenían del metabolismo secundario de sus hospederos. 
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Figura 2. Ejemplos selectos de compuestos biactivos aislados de hongos endófitos. 
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1.4 Importancia de las colecciones fúngicas 
 

Un aspecto muy importante a considerar para la obtención sustentable de 

moléculas novedosas bioactivas es la creación de una colección de microorganismos 

que represente un punto de partida fundamental para el desarrollo futuro de procesos 

biotecnológicos (Ireland et al., 2003; Harvey, 2008; Kingston, 2011; Takagi y Shin-Ya, 

2012). En este contexto, los Estados Unidos de América mantiene una de las colecciones 

de microorganismos más grandes del mundo, con alrededor de 96,000 especies tipo 

entre actinomicetos, bacterias y hongos (USDA-ARS-NRRL). En contraste, según la 

Federación Mundial de Colecciones de Cultivos (World Federation for Culture 

Collections, WFCC), nuestro país cuenta con solo 15 colecciones de cultivos de 

microorganismos que contienen principalmente organismos patógenos aislados de 

plantas y humanos. La importancia de la creación de colecciones nuevas de organismos 

fúngicos aislados a partir de localidades inexploradas de nuestro país (cuevas, volcanes, 

sedimentos marinos, etc.), así como de plantas y líquenes que no hayan sido estudiados 

para el aislamiento de este tipo de microorganismos, radica en que éstas fuentes son 

invaluables para la obtención de moléculas con una diversidad química y actividad 

biológica únicas. Cabe destacar que una parte importante en el aislamiento de taxones 

para la elaboración de estas colecciones es realizar la identificación inequívoca de éstas 

a niveles taxonómicos de género y especie mediante la realización de los análisis 

morfológicos y genéticos de la subunidad 16s y del espaciador de transcripción interno 

(ITS) del ADN ribosomal (Cook y Meyers, 2003; Schoch et al. 2012). Además de los 

estudios filogenéticos, para obtener los análisis genealógicos de las especies en estudio, 

mismos que son de gran importancia para explicar algunos aspectos ecológicos y de 

biodiversidad relevantes. 

 

1.5 Género Chaetomium 

 

El género Chaetomium pertenece a la familia Chaetomiaceae, División 

Ascomycota. Las especies de este género son de distribución cosmopolita y han sido 

aisladas de diversas fuentes como tejidos vegetales, suelo, aire, forraje, estiércol, plumas 
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de aves, entre otros. A la fecha, se han caracterizado taxonómicamente 35 de las 104 

especies clasificadas (Zhang et al., 2013). Se sabe que diversas especies del género 

Chaetomium producen metabolitos secundarios bioactivos que poseen núcleos 

estructurales inusuales como las chaetoglobosinas, epipolythiodioxopiperazinas y 

depsidonas, además de compuestos de tipo azafilonas, xantonas, antraquinonas, 

cromonas, terpenoides y esteroides (Figura 3). Por otra parte, se han reportado cepas 

de Chaetomium endófitas con importante actividad antimicrobiana (Samaga et al., 2014). 

 

N
H

N
H

O

O

OH

 
Cochliodinol (citotóxico) 

Chaetomium sp. 

OH

OH
OH

O

O

 
Flavipin (antioxidante) 

C. globosum 

O

Cl
O

O

OH
OH

H

 
11-Epichaetomugilina I (antifúngico) 

C. globosum 

O

Cl
O

OH

O

O

O
OH

H
H

 
Chaetomugilina A (antifúngico) 

C. globosum 

NH
N
H O

OOO

O

H

 
Chaetoglobosina A (citotóxico) 

C. globosum 

O

Cl
O

H

O

O

O
OHH

H

 
Chaetoglobosina C (antibiótico) 

C. globosum 
 

Figura 3. Metabolitos selectos aislados a partir del género Chaetomium. 
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1.6 Género Penicillium 

 
Los hongos del género Penicillium siguen siendo una de las fuentes más 

prometedora de moléculas bioactivas. Diversas especies de este género han sido 

aisladas a partir de nichos ecológicos variados, como son suelos, sedimentos marinos, 

plantas, etc; ya que en estos hábitats convergen diversos factores estresantes que 

conllevan a la activación de genes involucrados en la producción de metabolitos 

secundarios diversos (Wang et al., 2015). Para una adecuada identificación de las 

especies de este género, se recomienda además de la caracterización morfológica y 

molecular, realizar el análisis de metabolómica para esclarecer de manera preliminar el 

tipo de metabolitos producidos por la especie de interés. De este género, se han aislado 

cientos de metabolitos bioactivos y de gran diversidad estructural (Figura 4) (Bladt et al., 

2013; Mioso et al., 2014). 
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O

OH

OH
OHOH

O

O

 
Fenilactona A (citotóxico) 

P. crustosum PRB-2 

O
O

O

OH

OH
OHOH

O

O

O

OH

 
Fenilactona B (citotóxico) 

P. crustosum PRB-2 

OH
O

OH

H

 
Epóxido de ergosterol (citotóxico) 

Penicillium sp. 

OH O
O  

Peróxido de ergosterol (citotóxico) 
Penicillium sp. F00120 
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N
H

NH

O

OH

 
Penipalina A (citotóxico) 

P. paneum SD-44 

N
H

O

OH

H

 
Penilpalina C (citotóxico) 

P. paneum SD-44 

N
H

NH

O
OH

 
Derivado carbaldehídico I 

(citotóxico) 
P. paneum SD-44 

N
H

O

HO

 
Derivado carbaldehídico II 

(citotóxico) 
P. paneum SD-44 

OH OH

 
Sesquiterpenoide 

eremofilánico I (citotóxico) 
Penicillium sp. PR19 N-1 

OH

OH
 

Sesquiterpenoide 
eremofilánico II (citotóxico) 
Penicillium sp. PR19 N-1 

O

OH

 
Sesquiterpenoide 

eremofilánico III (citotóxico) 
Penicillium sp. PR19 N-1 

OH

OO
O

 
Sesquiterpenoide 
eremofilánico IV 

(citotóxico) 
Penicillium sp. PR19 N-1 

O
O

O

O
O

O
 

Sesquiterpenoide 
eremofilánico V (citotóxico) 
Penicillium sp. PR19 N-1 

N
H

NH

O

O
O

 
Alcaloide indólico (citotóxico) 

P. commune SD-118 

N
H

O
NH

O
O

 
Alcaloide indólico 

(citotóxico) 
P. commune SD-118 

N

N

N
H

N

N
H

OO

OH
O

 
Alcaloide indólico (citotóxico) 

P. commune SD-118 

NH N

O OH
OH

 
Penipacida A 
(citotóxico) 

P. paneum SD-44 

NH N

O OH

OH

O
 

Penipacida C 
(citotóxico) 

P. paneum SD-44 

N

NH

O

O OH

 
Penipacida E 
(citotóxico) 

P. paneum SD-44 

N

O OH
O

 
Penipacida E 

derivado (citotóxico) 
P. paneum SD-44 
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NH
N

O

O
H

H
OH

 
Ciclo-Pro-Thr 
(antibiótico) 

Penicillium sp. 

NH
N

O

O
H

OH
 

Ciclo-Pro-Tyr 
(antibiótico) 

Penicillium sp. 

OH

OH
OH  

Derivado fenólico 
(antibiótico vs 

MRSA) 
Penicillium sp. 

OH
OH

 
Derivado fenólico 

(antibiótico vs 
MRSA) 

Penicillium sp. 

 
Figura 4. Metabolitos selectos aislados a partir del género Penicillium. 
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2. HIPÓTESIS  
 

2.1. Los hongos microscópicos aislados a partir de fuentes naturales varias (suelo, agua, 

líquenes, plantas, entre otros) procedentes de diversos hábitats inexplorados, 

representan a los candidatos idóneos para la obtención de NEQs. 

 

2.2. La selección de especies fúngicas con base en los resultados obtenidos a partir de 

ensayos de citotoxicidad y estudios de derreplicación, constituye un punto de partida para 

la obtención de metabolitos secundarios con posible aplicación en la terapéutica como 

agentes anticancerígenos. 
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3. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
 

El presente trabajo de investigación se llevó a cabo como parte de una línea de 

investigación enfocada en la búsqueda de nuevas especies fúngicas a partir de hábitats 

inexplorados de nuestro país, con el objetivo de realizar el aislamiento de metabolitos 

biodinámicos novedosos a partir de éstas especies y contribuir con ello al desarrollo de 

nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de diversos tipos de cáncer, y 

también generar nuevos conocimientos sobre la biodiversidad microbiana de nuestro 

país. 

 

Para el cumplimiento de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

particulares: 

 

1.- Realizar el aislamiento del mayor número de especies de hongos microscópicos 

presentes en muestras de suelo y fuentes vegetales procedentes de hábitats 

inexplorados de México, mediante técnicas microbiológicas convencionales. 

2.- Obtener los cultivos axénicos de cada uno de los microorganismos aislados a partir 

de las muestras de suelo y/o plantas seleccionadas. 

3.- Realizar la preparación de los cultivos fúngicos en pequeña escala de las especies 

aisladas con la finalidad de obtener los extractos orgánicos correspondientes mediante 

el empleo de técnicas de maceración y de reparto. 

4.- Realizar la evaluación de la actividad citotóxica y los estudios de derreplicación de 

cada uno de los extractos orgánicos preparados. 

5.- Preparar los cultivos en mediana escala de al menos dos de las especies fúngicas 

más activas, con base en los resultados obtenidos de las evaluaciones biológicas y 

análisis de derreplicación. 

6.- Realizar el fraccionamiento primario de los extractos orgánicos de las especies 

fúngicas seleccionadas mediante el uso de técnicas cromatográficas convencionales. 

7.- Realizar el aislamiento, la purificación y la elucidación estructural de los metabolitos 

secundarios mayoritarios presentes en las especies fúngicas objeto de estudio. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 
 
4.1 Aislamiento de los microorganismos objeto de estudio 
 

El aislamiento de las especies fúngicas endófitas se realizó a partir de frutos 

asintomáticos de una palma perteneciente al género Attalea, colectados en la localidad 

de Sayulita, Nayarit (20° 51’ 57’’ N; 105° 27’ 16’’ O; Figura 5). Para cada muestra 

recolectada se realizó un proceso de limpieza con agua con el objetivo de retirar residuos 

de tierra, sustancias extrañas y/o microorganismos que pudieran alterar la integridad del 

material recolectado. Posteriormente, la muestra se cortó en fragmentos pequeños (1–2 

mm2), los cuales fueron esterilizados superficialmente mediante lavados sucesivos con 

una solución de EtOH (95%; 10 segundos), una de NaClO (70%; 2 min) y finalmente con 

una solución de EtOH (70%; 2 min). Todos los fragmentos se mantuvieron en 

condiciones de esterilidad hasta su posterior inoculación en los medios de crecimiento 

adecuados. El crecimiento de los microorganismos se realizó en tubos de reacción 

Eppendorf con capacidad de 1.5 mL conteniendo medio de agar papa dextrosa (PDA) o 

medio de extracto de malta (MEA), colocando un fragmento de la muestra en cada tubo 

(10 tubos por cada medio de cultivo PDA y MEA). Una vez detectado algún crecimiento, 

proceso que tardó entre 7 y 30 días, el micelio de las diferentes colonias se transfirió en 

condiciones estériles a cajas de Petri con medio PDA y se verificó su pureza mediante el 

análisis morfológico a nivel macroscópico. 

 

El aislamiento de los hongos saprótrofos se llevó a cabo a partir de una muestra de suelo 

colectada en las faldas del volcán de San Martín Tuxtla, Veracruz (18° 30.421’’ N; 95° 

12.538’' O; Figura 6). El aislamiento de los microorganismos a partir de esta muestra se 

realizó utilizando el método de dilución. Brevemente, 500 mg de la muestra libre de 

material extraño (restos de raíces, piedras, etc.) fue diluida con agua estéril hasta obtener 

las concentraciones finales de 1:100, 1:1000 y 1:10000 p/v. Todas las diluciones se 

realizaron por triplicado. 
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Figura 5. Ubicación geográfica de la región de Sayulita, en el estado de Nayarit (20° 51’ 
57’’ N; 105° 27’ 16’’ O). 

 

A continuación, 1 mL de cada dilución fue vertido en cajas de Petri estériles, y enseguida 

se adicionaron 10 mL de medio de cultivo PDA que contenía estreptomicina (30 mg/L) y 

el colorante rosa de bengala (50 mg/L). Todas las cajas se incubaron a temperatura 

ambiente durante 25 días con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 horas hasta 

detectar crecimiento microbiano (micelio). Una vez detectada la formación de micelio, 

cada colonia fue transferida a tubos de reacción (50 tubos con cada medio de cultivo 

PDA y MEA) para su crecimiento y purificación. 

 

4.2 Preparación de los cultivos en pequeña y mediana escala 
 

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de las muestras seleccionadas (inciso 4.1 

de esta sección experimental), se realizó la preparación de los cultivos en pequeña 

escala en medio sólido. Para ello se llevó a cabo la preparación de los correspondientes 

inóculos en 15 mL de medio líquido de extracto de levadura (1%), peptona de soya (2%) 

y dextrosa (2%) (YESD), en agitación constante (100 rpm) por 5 días, con el propósito 

de favorecer el crecimiento de los organismos mediante el incremento de la biomasa. Al 

cabo de este período de fermentación, cada cultivo líquido fue vertido sobre la superficie 
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de un sustrato sólido (15 g de arroz/30 mL agua), en matraces Erlenmeyer de 125 mL. 

Este proceso de fermentación se llevó a cabo durante 21 días a temperatura ambiente y 

con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 horas. 

 

 
 
Figura 6. Ubicación geográfica del volcán de San Martín, en la localidad de San Andrés 
Tuxtla, en el estado de Veracruz (18° 30.421’’ N; 95° 12.538’' O). 

 

Por otra parte, los cultivos en mediana escala fueron realizados siguiendo la misma 

estrategia metodológica descrita en el párrafo anterior, utilizando 75 g de arroz/150 mL 

agua (10) y las mismas condiciones de fermentación. 

 

4.3 Preparación de extractos orgánicos 

 
La preparación de los extractos orgánicos en pequeña y/o mediana escala se 

realizó a partir de los fermentados preparados en el inciso 4.2. Así, una vez transcurrido 

el tiempo de crecimiento de los organismos fúngicos en el sustrato sólido, a cada cultivo 

se le adicionaron entre 510 mL de MeOH, la suspensión anterior se mantuvo en reposo 

durante 15 min a temperatura ambiente, con la finalidad de realizar el registro digital 
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correspondiente (fotografía de la superficie y base del matraz con el cultivo sólido). 

Posteriormente, se realizó el proceso de extracción mediante la técnica de maceración 

a temperatura ambiente y con agitación constante (100 rpm) durante 24 horas, 

empleando como disolvente de extracción una mezcla de CHCl3MeOH (1:1) [utilizando 

90 mL de mezcla para los cultivos en pequeña escala y 150 mL de mezcla para los 

cultivos en mediana escala]. Transcurrido este periodo de extracción, el extracto orgánico 

resultante se separó del medio de cultivo mediante un proceso de filtración utilizando un 

embudo Büchner. Enseguida, al extracto orgánico obtenido se le adicionó una mezcla 

[6:4 H2O-CHCl3] a los cultivos en pequeña escala y [9:6 H2O-CHCl3] para los cultivos en 

mediana escala, la solución anterior se mantuvo en agitación constante durante 20 

minutos. A continuación se realizó la separación de las fases orgánica y acuosa, 

utilizando un embudo de separación, la fase acuosa resultante se sometió a un proceso 

de reparto utilizando CHCl3 (100 y 150 mL para los cultivos en pequeña y mediana 

escala, respectivamente). La fase de cloroformo obtenida de esta última extracción se 

llevó a sequedad a presión reducida, y posteriormente, fue resuspendida en una mezcla 

de MeCNMeOH (1:1) [60 mL y 120 mL para los cultivos en pequeña y mediana escala, 

respectivamente] y se sometió a un segundo proceso de reparto utilizando hexano con 

la finalidad de eliminar las grasas y derivados de ácidos grasos presentes (60 mL y 120 

mL para los cultivos en pequeña y mediana escala, respectivamente). La fracción de 

hexano se desechó y la fracción orgánica resultante después del desgrase se evaporó a 

sequedad a presión reducida. 

 

4.4 Estudios de derreplicación 
 

Los estudios de derreplicación para establecer de manera preliminar el contenido 

metabólico de los extractos orgánicos preparados (inciso 4.3) se realizaron siguiendo la 

metodología descrita por El-Elimat y colaboradores (2013) utilizando a la cromatografía 

de líquidos de ultra eficiencia acoplada a la espectrometría de masas de alta resolución 

(UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS). Todos los análisis se realizaron en un cromatógrafo de 

líquidos marca Waters (Waters Corp., MA, EUA) equipado con un detector de arreglo de 

fotodiodos (PDA), empleando una columna Acquity BEH C18 [1.7 m, 2.1  100 mm]. La 
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elución se realizó con una mezcla binaria constituida por MeCN (A)H2O (0.1% ácido 

fórmico; B), utilizando un gradiente de elución lineal con una composición inicial del 15% 

A e incrementando la composición hasta 100% A en 8 minutos, y manteniendo esta 

última mezcla de elución isocrática por 1.5 min, y regresando finalmente a las 

condiciones iniciales en 0.5 minutos. El control del equipo, la adquisición de datos, el 

procesamiento y la manipulación de la información se efectuaron utilizando el programa 

Empower versión 2.0 (Waters). Todas las muestras se analizaron a una temperatura de 

40C a una concentración de 2 mg/mL. 

 

Los análisis por espectrometría de masas de alta resolución (HRESIMS) se realizaron 

por la técnica de ionización por electrospray (ESI) en los modos positivo y negativo (ESI+ 

y ESI, respectivamente) en un espectrómetro de masas Thermo LTQ Orbitrap XL 

(ThermoFisher Inc., MA, EUA). Las condiciones de análisis del equipo en el modo de 

ionización positivo fueron las siguientes: temperatura del capilar: 275°C, 4.5 kV para la 

fuente de voltaje, 20 V para el voltaje del capilar y 95 V para la lente del tubo. Para el 

modo de ionización negativo las condiciones empleadas fueron: temperatura del capilar: 

275°C, 3.5 kV para la fuente del voltaje, 42 V para el voltaje del capilar y 110 V para la 

lente del tubo. El nitrógeno fue utilizado como gas acarreador a 25 y 20 (unidades 

arbitrarias) para el modo positivo y negativo, respectivamente. El control del instrumento 

y el análisis de los datos se realizaron utilizando el programa Xcalibur 2.1 (Thermo). 

 

4.5 Ensayo de citotoxicidad 
 

La evaluación de la actividad citotóxica de los extractos orgánicos se realizó 

utilizando el método de microdilución con el colorante sulforodamida B contra dos líneas 

celulares [HeLA (cáncer cervical) y MCF7 (cáncer de mama)]. Las líneas celulares fueron 

conservadas en medio RMPI 1640 enriquecido con suero fetal bovino (10%), y se 

cultivaron a 37C en una atmósfera de CO2 al 5%  y 100% de humedad relativa, hasta 

obtener células en fase logarítmica de crecimiento (aproximadamente 104 células). 
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Brevemente, los ensayos correspondientes se realizaron en placas de Elisa de 96 pozos. 

Cada pozo contenía 190 L de la suspensión de células (células  104) y 40 L de las 

muestras a evaluar a las concentraciones de 2 y 20 g/mL disueltas en DMSO (10%). 

Las cajas se incubaron por 72 horas a 37C en una atmósfera de CO2 al 5% y 100% de 

humedad relativa. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Como control 

positivo se utilizó vinblastina (2 g/mL). Al cabo del período de incubación, se realizó la 

fijación celular utilizando 100 L de ácido tricloroacético (TCA) e incubando la placa por 

30 min a 4°C. Al término del período de incubación, se realizaron lavados sucesivos con 

agua y la placa se dejó secar a temperatura ambiente, posteriormente a cada pozo, se 

le adicionaron 100 L del colorante sulforodamida B al 0.4% en una solución de ácido 

acético al 1%; a continuación la placa se incubó a temperatura ambiente por 30 min. 

Transcurrido este tiempo, el exceso de colorante se eliminó mediante lavados sucesivos 

con una solución de ácido acético al 1%, enseguida se determinó la absorbancia de las 

muestras, utilizando un lector de placas de ELISA, marca BIO-RAD modelo 680 a 564 

nm adicionando 200 L de una solución de tris-hidroximetil-aminoetano (TRIS) (10 mM). 

El porcentaje de inhibición del crecimiento se determinó utilizando la siguiente expresión 

matemática: 

 

% 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝐶𝑟𝑒𝑐𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝐴𝑏𝑠𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠+𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 − 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑏𝑠𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠+𝐷𝑀𝑆𝑂 𝑎𝑙 10% − 𝐴𝑏𝑠𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜
∗ 100 

 

Las muestras con valores de porcentaje de inhibición mayores al 80% a la concentración 

más alta evaluada (20 g/mL) fueron consideradas como activas para este ensayo. 

 

4.6 Fraccionamiento del extracto orgánico P30-4 y aislamiento de los metabolitos 
mayoritarios presentes  
 

El fraccionamiento primario del extracto orgánico en mediana escala identificado 

con la clave P304 (1.5 g) se llevó a cabo mediante una cromatografía en columna 

abierta (CCA) empacada con gel de sílice (375 g). Como fase móvil se emplearon 

hexano, mezclas de HexCHCl3 y CHCl3─MeOH, en orden creciente de polaridad 
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(Cuadro 1). Este proceso cromatográfico generó un total de 16 fracciones, las cuales 

fueron reunidas de acuerdo a su similitud cromatográfica en un conjunto de 8 fracciones 

primarias (F_P3041F_P3048). 

 

Cuadro 1. Fraccionamiento primario mediante CCA del extracto orgánico P304. 
 

Sistema de elución Fracciones Fracciones 
reunidas Clave/Peso (mg) 

Hexano 1 
13 F_P3041 (8.4) Hex-CHCl3 (9:1) 2 

Hex-CHCl3 (8:2) 3 
Hex-CHCl3 (7:3) 4 4 F_P3042 (30.0) 
Hex-CHCl3 (6:4) 5 56 F_P3043 (63.9) Hex-CHCl3 (1:1) 6 
Hex-CHCl3 (4:6) 7 78 F_P3044 (231.7) Hex-CHCl3 (3:7) 8 
Hex-CHCl3 (2:8) 9 910 F_P3045 (93.2) Hex-CHCl3 (1:9) 10 

CHCl3 11 11 F_P3046 (78.5) 
CHCl3-MeOH (9:1) 12 12 F_P3047 (857.6) 
CHCl3-MeOH (8:2) 13 

1316 F_P3048 (326.4) CHCl3-MeOH (7:3) 14 
CHCl3-MeOH (6:4) 15 

MeOH 16 
 

Enseguida, con la finalidad de analizar la complejidad de cada una de las fracciones 

primarias obtenidas (cuadro 1), se realizó una análisis de las mismas mediante una 

cromatografía de líquidos de alta eficiencia (CLAE), utilizando un cromatógrafo de 

líquidos marca Waters, equipado con dos detectores uno de PDA y otro de dispersión de 

luz evaporativo (ELSD); este último empleando las siguientes condiciones de análisis: 

ganancia 100; presión de gas (N2) 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento y 

temperatura del tubo: 50°C ± 25°C. El control del equipo, el procesamiento y 

manipulación de los datos se realizó utilizando el programa Empower versión 3.0 

(Waters). Los análisis cromatográficos se llevaron a cabo utilizando una columna 

Phenomenex Gemini C18 (5 m, 4.6  250 mm); fase móvil: MeCN (A) y agua (0.1% ácido 

fórmico; B); gradiente de elución: 40%  100% (A); tiempo de corrida: 30 min; flujo: 1 

mL/min; longitud de onda de detección: 254 nm. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos a partir del análisis cromatográfico realizado 

(Figura 7), se seleccionó a la fracción F_P3045 (93.2 mg), con base en su rendimiento 

y en la complejidad mostrada en el perfil cromatográfico obtenido, para realizar la 

separación y purificación del componente mayoritario presente. Esta separación se 

realizó mediante el escalamiento de las condiciones de análisis utilizadas a nivel analítico 

en una columna preparativa Phenomenex Gemini C18 (5 m, 21.2  250 mm); fase móvil: 

MeCN (A) y agua (1% ácido fórmico) (B): gradiente de elución: 20%  100% (A); tiempo 

de corrida: 25 min; flujo: 21.24 mL/min; longitud de onda de detección: 254 nm; tiempo 

de recolección: 13 segundos (Figura 8). Este procedimiento permitió el aislamiento del 

compuesto 1 (5.1 mg, tR 11.0 min) identificado como la dihidrocoarctatina (Burrows et al., 

1975; Nakazawa et al., 2013). 
 

4.7 Fraccionamiento primario del extracto T21 y aislamiento de los metabolitos 

secundarios mayoritarios 
 

El extracto orgánico T21 (3.2 g) fue fraccionado de manera preliminar mediante 

una CCA empacada con 375 g de gel de sílice como fase estacionaria. Como sistemas 

de elución se utilizaron hexano, mezclas entre HexCHCl3 y CHCl3─MeOH, en orden 

creciente de polaridad (Cuadro 2), este procedimiento permitió la obtención de 16 

eluatos que fueron reunidos con base en su similitud cromatográfica en un conjunto de 

8 fracciones primarias (F_T211F_T218). 
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Figura 7. Análisis cromatográfico por HPLC a nivel analítico de las fracciones primarias del 
extracto orgánico P30-4 (=254 nm). 

 

 
 
Figura 8. Fraccionamiento secundario de la fracción F_30-45 por HPLC a nivel preparativo 
en fase reversa ( = 254 nm). 

 
El análisis cromatográfico de estas ocho fracciones primarias (Cuadro 2), mediante 

HPLC a nivel analítico utilizando las mismas condiciones de análisis indicadas en el 

inciso 4.7 de esta sección experimental (Figura 9) permitió seleccionar a las fracciones 

F_T213 (225.5 mg) y F_T215 (939.3 mg) con base en su rendimiento y en la 

F_P30-43 (63.9 mg) 

F_P30-44 (231.7 mg) 

F_P30-45 (93.2 mg) 

F_P30-46 (78.5 mg) 

F_P30-47 (857.6 mg) 

F_P30-48 (326.4 mg) 

Extracto orgánico 

1 
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complejidad cromatográfica presentada. El cromatograma resultante del análisis de la 

F_T213 se ilustra en la Figura 7 y como se puede observar, la fracción contiene un pico 

mayoritario, la resolución cromatográfica de esta fracción permitió la obtención de 225 

mg del compuesto (2). El aislamiento y la purificación de los constituyentes individuales 

presentes en la fracción F_T215 se realizó mediante HPLC a nivel preparativo 

[Phenomenex Gemini C18 (5 m, 21.2  250 mm); fase móvil: MeCN (A) y agua (1% ácido 

fórmico) (B); gradiente de elución: 40% → 100% (A); tiempo de corrida: 25 min; flujo: 

21.24 mL/min; longitud de onda de detección: 254 nm]. La resolución de la fracción 

F_T215 (Figura 10) también permitió el aislamiento de un componente mayoritario (3; 

4.5 mg; tR 15.9 min). 

 

Cuadro 2. Fraccionamiento primario mediante CCA del extracto  T21. 
 

Sistema de elución Fracciones Fracciones 
reunidas Clave/Peso (mg) 

Hexano 1 
13 F_T211 (134.5) Hex-CHCl3 (9:1) 2 

Hex-CHCl3 (8:2) 3 
Hex-CHCl3 (7:3) 4 45 F_T212 (91.8) Hex-CHCl3 (6:4) 5 
Hex-CHCl3 (1:1) 6 67 F_T213 (225.5) 
Hex-CHCl3 (4:6) 7 7 (banda) F_T214 (83.1) 
Hex-CHCl3 (3:7) 8 

811 F_T215 (939.3) Hex-CHCl3 (2:8) 9 
Hex-CHCl3 (1:9) 10 

CHCl3 11 

CHCl3-MeOH (9:1) 12 12 F_T216 (679.7) 
12 (banda) F_T217 (275.2) 

CHCl3-MeOH (8:2) 13 
1316 F_T218 (919.7) CHCl3-MeOH (7:3) 14 

CHCl3-MeOH (6:4) 15 
MeOH 16   
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Figura 9. Análisis cromatográfico por HPLC analítico de las fracciones primarias del extracto 
T21 ( = 254 nm). 

 

 
 
Figura 10. Fraccionamiento secundario de la fracción F_T215 mediante HPLC a nivel 
preparativo en fase reversa ( = 254 nm). 

  

F_T2-18 (919.7 mg) 

F_T2-17 (275.2 mg) 

F_T2-16 (679.7 mg) 

F_T2-15 (939.3 mg) 

Extracto orgánico 

F_T2-13 (225.5 mg) 

F_T2-14(83.1 mg) 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 

Con el desarrollo del presente proyecto se pretende, por una parte continuar con 

la búsqueda de metabolitos bioactivos novedosos con actividad citotóxica aislados a 

partir de organismos fúngicos selectos, y por otra parte, establecer la información que 

permita justificar el potencial de la gran biodiversidad microbiana inexplorada de nuestro 

país, en el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de diversos 

tipos de cáncer. 

 

La estrategia metodológica general utilizada para la realización de este trabajo se resume 

a continuación (Esquema 1). En primer lugar, se efectuaron los aislamientos de los 

organismos fúngicos a partir de muestras vegetales y de suelo volcánico, para obtener a 

los cultivos axénicos, una vez obtenidos estos cultivos se realizó la preparación de los 

extractos orgánicos en pequeña escala, con la finalidad de efectuar las evaluaciones 

preliminares de actividad biológica y estudios de derreplicación, que permitan realizar la 

selección de los candidatos idóneos para la obtención de metabolitos secundarios 

novedosos y bioactivos. 

 

La evaluación de la actividad citotóxica de los extractos orgánicos se realizó utilizando el 

método de microdilución con el colorante sulforodamida B contra dos líneas celulares 

[HeLA (cáncer cervical) y MCF7 (cáncer de mama)]. Por otra parte, los estudios de 

derreplicación utilizando a la cromatografía de líquidos de ultra eficiencia acoplada a la 

espectrometría de masas de alta resolución (UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS), se 

efectuaron con el objetivo de explorar el contenido metabólico de los extractos, para así 

poder establecer si las especies aisladas producen micotoxinas y/o metabolitos de 

interés. A continuación se realizó el estudio químico de dos de las especies más activas 

seleccionadas, mediante diversas técnicas cromatográficas convencionales, que 

permitieron la separación y purificación de los metabolitos secundarios de interés. 

 

Los resultados generados a través de la aplicación de esta estrategia metodológica se 

discutirán en dos partes. La primera abarca los aspectos más importantes del aislamiento 
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de los microorganismos fúngicos a partir de sus fuentes naturales, así como la evaluación 

biológica y los estudios de derreplicación de todos los organismos fúngicos endófitos y/o 

saprótrofos aislados. En la segunda parte, se describen los aspectos relacionados con 

la investigación química de las dos especies más activas seleccionadas. 

 

 
 

Esquema 1. Resumen de la estrategia metodológica empleada en esta investigación. 
 

5.1 Aislamiento y selección de los organismos fúngicos objeto de estudio 
 

Las muestras seleccionadas para realizar el aislamiento de los taxones de interés 

fueron de dos tipos una proveniente de material vegetal (frutos) y la otra de suelo 

volcánico, ya que la diversidad estructural de los metabolitos secundarios depende en 

gran medida de la influencia del medio ambiente, y en el caso particular del suelo 

volcánico, la posibilidad que proporciona este hábitat para  aislar organismos adaptados 

a condiciones adversas con una capacidad metabólica desarrollada para sobrevivir en 

estas condiciones es indudable. El aislamiento de los microorganismos a partir de las 

fuentes naturales se realizó utilizando diversas técnicas microbiológicas descritas con 

Metabolitos Bioactivos

Elucidación estructural (técnicas espectroscópicas y espectrométricas)

Estudio Químico

Fraccionamiento  vía procesos cromatográficos convencionales (CCA y  HPLC)

Extracción

Extracción vía maceración y procesos de reparto 
(acuoso-orgánico)

Evaluación biológica (HeLA, MCF7) y estudios de 
derreplicación

Aislamiento de organismos fúngicos

Organismos endófitos (fruto Attalea) y/o 
saprótrofos (suelo volcánico)

Cultivos axénicos en medio sólido (arroz)
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detalle en el inciso 4.1 de la sección experimental, obteniéndose los aislamientos 

axénicos de 67 organismos fúngicos de los cuales, 9 son organismos endófitos y 58 son 

organismos saprótrofos. En la Figura 11 se ilustran a manera de ejemplo los archivos 

digitales de algunas de las especies aisladas. 

 

Saprótrofos 

   

   
Endófitos 

   

   
 
Figura 11. Ejemplos selectos de las especies endófitas y saprótrofas 
aisladas a partir de las fuentes naturales seleccionadas. 
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A continuación, se realizó la fermentación de todas las especies fúngicas aisladas en 

pequeña escala. Para este propósito, se prepararon los cultivos en sustrato sólido 

(arroz). Una vez transcurrido el período de fermentación, se obtuvieron los extractos 

orgánicos correspondientes utilizando las técnicas de maceración y de reparto (inciso 

4.3). Posteriormente, la selección de las especies objeto de estudio se efectuó en dos 

etapas. En la primera todos los extractos orgánicos fueron evaluados para determinar su 

potencial citotóxico, utilizando las líneas celulares HeLA y MCF7 de carcinoma humano, 

a las concentraciones de 2 y 20 g/mL. Esta evaluación se realizó con la finalidad de 

obtener información acerca del potencial citotóxico de las especies aisladas y con base 

en los resultados obtenidos realizar la selección de los candidatos idóneos para la 

obtención de compuestos bioactivos. Los resultados obtenidos en esta evaluación 

biológica se resumen en la Tabla 1. 

 

Como se desprende de estos resultados, esta evaluación permitió establecer que de los 

ocho extractos orgánicos obtenidos a partir de los organismos endófitos aislados de una 

palma del género Attalea, en la localidad de Sayulita, Nayarit, cinco presentaron una 

actividad significativa inhibitoria del crecimiento celular de las líneas ensayadas con un 

porcentaje de inhibición del 80% a la concentración de 20 g/mL, esta actividad fue 

selectiva contra la línea celular de HeLA, siendo la especie endófita identificada con la 

clave P30-4 la única que presentó actividad contra las dos líneas celulares utilizadas en 

el ensayo. Por otra parte, en el caso de los organismos saprotrófos aislados a partir de 

la muestra de suelo recolectada sobre coladas de lava del volcán de San Martín, San 

Andrés Tuxtla, Veracruz, su evaluación permitió establecer que de los 58 taxones 

ensayados, solo ocho presentaron una actividad significativa, y de nueva cuenta la mejor 

actividad biológica se presentó a la dosis más alta ensayada contra las dos líneas 

celulares. 

 

Tabla 1. Resultados del ensayo de citotoxicidad de los diferentes taxones aislados. 
 

Clave Fuente de 
obtención 

Ensayo de Citotoxicidad Rendimiento 
(mg) HeLA MCF7 

2 g/mL 20 g/mL 2 g/mL 20 g/mL 
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ENDÓFITOS 

P30-20 Attalea sp. 195.57 108.62 142.21 115.61 365.5 
P30-19 Attalea sp. 89.81 21.88 107.05 78 127.0 
P30-18 Attalea sp. 98.72 83.57 100.45 66.51 40.8 
P30-15 Attalea sp. 141.33 154.12 124.32 104.41 139.0 
P30-10 Attalea sp. 79.18 -20.98 98.61 63.03 280.0 
P30-8 Attalea sp. 72.96 50.63 157.44 129.4 64.6 
P30-6 Attalea sp. 111.64 128.8 176.2 102.97 142.1 
P30-4 Attalea sp. 72.42 -60.63 79.43 -5.87 73.3 

SAPRÓTROFOS 

T2-1 Suelo 90.17 -5.26 102.78 66.01 64.3  
T2-2 Suelo      
T2-3 Suelo      
T2-4 Suelo 107.6 45.79 75.8 53.44 47.1 
T2-5 Suelo      
T2-6 Suelo      
T2-7 Suelo      
T2-8 Suelo      
T2-9 Suelo      

T2-10 Suelo      
T2-11 Suelo      
T2-12 Suelo      
T2-13 Suelo      
T2-14 Suelo 131.04 58.99 71.95 45.31 37.0 
T2-15 Suelo      
T2-16 Suelo      
T2-17 Suelo      
T2-18 Suelo      
T2-19 Suelo      
T2-20 Suelo      
T2-21 Suelo      
T2-22 Suelo      
T2-23 Suelo      
T2-24 Suelo      
T2-25 Suelo 97.19 31.98 102.26 40.68 82.3 
T2-26 Suelo 105.86 69.83 205.51 86.95 37.7 
T2-27 Suelo      
T2-28 Suelo      
T2-29 Suelo 207.45 173.51 75.43 79.51 46.8 
T2-30 Suelo      
T2-31 Suelo      
T2-32 Suelo      
T2-33 Suelo      
T2-34 Suelo      
T2-35 Suelo      
T2-36 Suelo      
T2-37 Suelo      
T2-38 Suelo      
T2-39 Suelo      
T2-40 Suelo 148.42 53.72 78.42 19.35 139.4 
T2-41 Suelo      
T2-42 Suelo      
T2-43 Suelo      
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T2-44 Suelo      
T2-45 Suelo 259.99 109.99 75.81 38.71 34.4 
T2-46 Suelo 124.1 60.27 146.1 65.7 240.7 
T2-47 Suelo      
T2-48 Suelo      
T2-49 Suelo      
T2-50 Suelo      
T2-51 Suelo      
T2-52 Suelo 215.91 -19.18 96.2 7.34 21.1 
T2-53 Suelo 227.96 154.06 90.29 62.72 141.3 
T2-54 Suelo 198.2 37.69 77.78 43.41 143.8 
T2-55 Suelo 28.1 27.29 72.42 59.63 21.5 
T2-56 Suelo 33.31 -24.26 82.32 80.56 309.7 
T2-57 Suelo 87.29 62.07 105.47 82.45 54.7 
T2-58 Suelo      
T2-59 Suelo 209.13 181.42 98.3 84.29 17.0 
T2-60 Suelo 194.52 151.81 89.69 48.48 61.6 

 

Como se observa en la Tabla 1, las cepas saprótrofas identificadas con las claves T2-55 

y T2-56 mostraron la mejor actividad contra la línea celular HeLA a las dos 

concentraciones evaluadas. Así, con base en el análisis de estos resultados las cepas 

con las claves P30-4, P30-8, P30-10, P30-19, T2-1, T2-4, T2-14, T2-25, T2-40, T2-52 y 

T2-54-T2-56 se consideraron como posibles candidatos para su estudio químico 

considerando su actividad biológica, pudiendo establecer de manera preliminar que estas 

cepas contienen principios citotóxicos que apoyan la obtención de metabolitos 

biodinámicos. 

 

En la segunda etapa de selección, se realizaron los estudios de derreplicación utilizando 

la técnica de UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS, como se indica en el inciso 4.4 siguiendo el 

procedimiento desarrollado por El-Elimat et al., 2013 (Figura 12). Estos estudios se 

realizaron con la finalidad de establecer si las muestras de análisis contenían 

micotoxinas; los hongos microscópicos tienen la capacidad de producir metabolitos 

secundarios estructuralmente diversos y con una amplia gama de actividades biológicas, 

no obstante, estos organismos también son una fuente importante para la producción de 

micotoxinas, las cuales son de gran interés debido a la elevada toxicidad que presentan 

(El-Elimat et al., 2013). 
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Figura 12. Diagrama de flujo que resume la estrategia metodológica de los estudios de 
derreplicación de los extractos orgánicos (adaptado de El-Elimat et al., 2013). 

 

Los análisis comparativos de los espectros de masas generados y tiempos de retención 

de cada una de las muestras analizadas con aquellos reportados en la base de datos del 

equipo permitieron establecer que en ninguno de los 67 extractos analizados se detectó 

la presencia de micotoxinas (Figura 13). 

 

Con base en los resultados derivados de la evaluación la actividad biológica, estudios de 

derreplicación, rendimiento y complejidad cromatográfica, se seleccionaron a las cepas 

endófita y saprótrofa con las claves P30-4 y T2-1, respectivamente, como candidatas 

para su estudio químico. 

 

Posterior a la selección de los taxones de interés, se realizó la identificación de los 

microorganismos seleccionados a partir del análisis del ADN genómico; mediante la 

amplificación por la técnica de PCR del marcador molecular ITS-4 (espaciador de 

transcripción interno 4) y su secuenciación; para realizar el análisis filogenético de las 

secuencias obtenidas mediante el alineamiento local (BLAST) y la comparación con 

aquellos datos moleculares reportados para especies relacionadas. Con base en los 

UPLC-PDA

Cultivos fúngicos

HRMS-MS/MS

Muestras en 
placas de 96 pozos

Extracto 
Activo

Extracción y 
evaluación biológica 
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antimicrobiana, etc.)

Preparación 
de muestras: 

5 min
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análisis: 10 min

Análisis 
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Análisis de 
resultados

ACD/Labs
Intellixtract
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resultados obtenidos a partir de estos análisis las cepas fúngicas objeto de estudio fueron 

identificadas, en colaboración con el Dr. Huzefa Raja de la Universidad de Carolina del 

Norte, en Greensboro (UNCG) como pertenecientes a los géneros Chaetomium sp. (P30-
4) y Penicillium sp. (T2-1)  
 

 
a) 
 
 

b) 
 
 
 

c) 
 
 
 
 
 
 

d) 

 

 
Figura 13. Ejemplo del análisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS de la muestra P30-4 (a) 
Cromatograma TIC y (b) por UPLC-PDA (  254 nm) de los metabolitos mayoritarios 
identificados; (c) Espectro de UV y (d) de HR-ESI-(+)-MS del pico observado en un tR de 4.94 
min 

 

5.2 Estudio químico de las especies fúngicas Chaetomium sp. (P30-4) y Penicillium 
sp. (T2-1) 
 

Con la finalidad de aislar a los metabolitos responsables de la actividad biológica 

que presentaron los cultivos en pequeña escala de las cepas identificadas como 

Chaetomium sp. y Penicillium sp. (Figura 14) se realizó la fermentación de ambos 

microorganismos en mediana escala. Los cultivos en mediana escala se prepararon 
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como se indica en la sección 4.2 de la parte experimental. La preparación de los extractos 

orgánicos a partir de los cultivos en mediana escala se prepararon utilizando el mismo 

procedimiento descrito para los cultivos en pequeña escala. 

 
(A) 

 

(B) 

  
 

(C) 

 

(D) 

 
 

 
Figura 14. Especies fúngicas Chaetomium sp. (P30-4) y Penicillium sp. (T2-1) [(A y 
C) cultivos axénicos en medio PDA y (B y D) cultivos sólidos]. 

 
 
5.2.1 Estudio químico de la especie Chaetomium sp. 
 

El extracto crudo derivado del cultivo de la especie Chaetomium sp. (1.5 g) se 

sometió a una CCA utilizando gel de sílice como fase estacionaria, este proceso condujo 

a la obtención de ocho fracciones primarias (F_P3041F_P3048). La purificación por 

HPLC de la fracción F_P3045 (93.2 mg) condujo al aislamiento de 5.1 mg de la 

dihidrocoarctatina (1). 
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5.2.1.1 Caracterización estructural de la dihidrocoarctatina (1) 
 

La elucidación estructural del compuesto 1 se realizó mediante la aplicación de 

técnicas espectroscópicas y espectrométricas. El espectro de masas generado por la 

técnica de electrospray (ESIEM) del compuesto 1 presenta un ión molecular en una 

relación masa carga (m/z) de 225.69 [M+H]+ (Figura 15). Este ion molecular corresponde 

con la fórmula C11H12O5. Los espectros de RMN (Cuadro 3, Figuras 16 y 17) del 

producto presentan un perfil policétido de tipo pirano-pirano-diona (Burrows et al., 1975; 

Seto et al., 1978; Nakazawa et al., 2013). Las características más importantes de los 

espectros de RMN se resumen a continuación: 

 

O

O

O O

O1

3

5

6

8

9

10

 
Dihidrocoarctatina (1). 

 

a) En δH 5.53 se observa un singulete asignable a un protón vinílico vecino a un grupo 

carbonilo del núcleo base. En el espectro de 13C RMN las señales para este anillo 

pirano aparecen δC 160.7 (C-1), 88.8 (C-2), 167.3 (C-3), 101.6 (C-4) y 173.6 (C-5). El 

conjunto de señales recién descrito sugiere la presencia de un anillo piran-1-ona 

trisustituido, así mismo el desplazamiento de las señales en δC 101.6 y 173.6, indica 

que dos de los sustituyentes del anillo pirano son de carácter vinílico y cuaternarios. 

 

b) En δH 4.46 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, H-9a) y 4.31 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, H–9b) se observan 

dos dobletes asignables a los protones de un grupo metileno vecino a un 

heteroátomo, en el espectro de 13C RMN esta señal se observa en δC 66.8 (C–9). 
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c) En δH 3.93 se aprecia un singulete correspondiente a un grupo metoxilo unido a una 

doble ligadura. Esta señal correlaciona con la absorción en δC 56.9. 

 

d) Finalmente, se aprecian también un conjunto de señales asociadas con la presencia 

de un residuo de n-propilo, estas señales se observan en δH 1.09 (t, J = 6.0 Hz, H–

8), 1.78 (dd, J = 6.0, 3.0 Hz, H–7a), 1.94 (dd, J = 6.0 Hz, H–7b) y 2.76 (dd, J = 6.0, 

30 Hz, H–6) en el espectro de 1H RMN y en δC 11.4, 22.2 y 38.8 en el espectro de 
13C RMN. 

 

Tabla 2: Datos espectroscópicos de RMN de la dihidrocoarctatina (1). 
1H y 13C RMN 300 MHz y 100 MHz, respectivamente. (CDCl3) 

 
Posición δH (ppm) δC (ppm) 

1 - 160.8 
2 5.53 (s, 1H) 88.8 
3 - 167.3 
4 - 101.6 
5 - 173.6 
6 2.76 (dd, 6.0, 3.0 Hz, 1H) 38.8 

7 a) 1.78 (dd, 6.0, 3.0 Hz, 1H) 
b) 1.94 (dd, 6.0, 3.0 Hz, 1H) 22.2 

8 1.09 (t, 6.0 Hz, 3H) 11.4 

9 a 4.31 (dd, 9.0, 3.0 Hz, 1H) 
b 4.46 (dd, 9.0, 3.0 Hz, 1H) 66.8 

10 - 158.9 
3-OCH3 3.93 (s, 3H) 56.9 

 

Con base en las evidencias presentadas, este producto natural se caracterizó con el 

nombre trivial de la dihidrocoarctatina (1). Los datos espectroscópicos de 1 se 

encuentran en perfecta armonía con los descritos por Nakazawa y colaboradores (2013), 

en donde describen su obtención a partir de una cepa de C. globosum genéticamente 

manipulada. Por otra parte, otras investigaciones realizadas por Burrows y colaboradores 

en 1975, describen el aislamiento de la coarctatina a partir de la especie C. coarctatum 

y la preparación de su dihidro derivado, la dihidrocoarctatina (1) mediante hidrogenación 

catalítica. Así, este es el segundo reporte del aislamiento del producto 1 a partir de una 

fuente natural. 
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(a) 
 
 
 
 

(b) 
 
 
 
 

(c) 
 
 
 
 

(d) 

 

 
Figura 15. UPLC-PDA-ESIMS del compuesto 1: (a) Cromatograma por 
UPLC-PDA y (b) TIC en modo (+). (c) Espectro de UV (  254 nm) y (d) 
de masas del pico en 2.85 min. 
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Figura 16. Espectro de 1H RMN de la dihidrocoarctatina (1). 
 

 
 

Figura 17. Espectro de 13C RMN de la dihidrocoarctatina (1). 
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5.2.2 Estudio químico de la especie Penicillium sp. 

 
El extracto orgánico derivado de la cepa Penicillium sp. (3.2 g) se sometió a un 

fraccionamiento preliminar por CCA utilizando como eluyentes hexano, mezclas de 

hexano-cloroformo y cloroformo-metanol y metanol con incrementos de polaridad. Este 

proceso permitió la obtención de un conjunto de ocho fracciones primarias (F_T2-

11F_T2-18). La purificación por HPLC de las fracciones F_T2-13 y F_T2-15 permitió el 

aislamiento de los productos 2 (225 mg) y 3 (4.5 mg), respectivamente. Los espectros de 

masas generados por la técnica de electrospray en la modalidad positiva y negativa de 

estos productos se ilustran en las Figuras 18 y 19, en donde se puede observar que el 

ion molecular para ambos productos corresponde una m/z de 328 uma. Es importante 

mencionar que los experimentos espectroscópicos generados a la fecha para la 

caracterización estructural de los compuestos 2 y 3, han resultado insuficientes para 

establecer su estructura, por lo que es necesario realizar otros experimentos 

complementarios que permitan establecer de manera inequívoca la estructura de los 

mismos. 
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(a) 
 
 

(b) 
 
 

(c) 
 
 
 
 
 

(d) 
 
 
 
 

(e) 

 
Figura 18. Cromatogramas TIC (a) y en el UV-PDA (b) del compuesto 2. Espectro en 
el UV (  254 nm) (c) y de masas por la técnica de electrospray en modo () (d) y (+) 
(e). 
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(a) 
 
 
 

(b) 
 
 
 

(c) 
 
 
 
 

(d) 
 
 
 
 

(e) 
 
 
 

(f) 

 

 
Figura 19. Cromatogramas en el UV-PDA (a), TIC-(+) (b) y TIC-() (c) del 
compuesto 3. Espectro en el UV (  254 nm) (c) y de masas por la técnica de 
electrospray en modo () (d) y (+) (e). 
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6. CONCLUSIONES 
 

- En la presente investigación a partir de dos diferentes fuentes naturales una proveniente 

de material vegetal (frutos) y la otra de suelo volcánico, se realizó el aislamiento axénico 

de 67 especies fúngicas, 9 endófitas y 58 saprótrofas. 

 

- Los resultados de la presente investigación indican que la selección de 

microorganismos mediante la aplicación de los ensayos biológicos apropiados constituye 

una estrategia adecuada para la selección de nuevas especies fúngicas con actividad 

citotóxica. Por otra parte, la selección de los taxones aislados mediante los resultados 

preliminares de su contenido metabólico (estudios de derreplicación), garantiza el 

aislamiento de productos biodinámicos con estructuras novedosas. 

 

- El estudio químico de la cepa endófita perteneciente al género Chaetomium sp. (P30-
4) permitió el aislamiento de la dihidrocoarctatina (1), un policétido ya reportado en la 

especie Chaetomium globosum, y este trabajo representa el segundo reporte del 

aislamiento del producto a partir de una fuente natural. Por otra parte, a partir de la 

especie saprótrofa perteneciente al género Penicillium sp. (T2-1), se realizó el 

aislamiento de dos compuestos mayoritarios (2 y 3), los cuales se encuentran en proceso 

de caracterización. 

 

 

 

 

  



42 

7. PERSPECTIVAS 
 

- Continuar con la caracterización estructural de los productos 2 y 3 aislados en la 

presente investigación a partir de la cepa seleccionada T2-1 para establecer de manera 

inequívoca su estructura molecular, además de determinar si representan NEQs. 

 

- Realizar la evaluación de la actividad citotóxica de los productos aislados (1─3) 

utilizando el mismo ensayo de monitoreo que permitió establecer la actividad potencial 

de los microorganismos seleccionados como agentes citotóxicos. Por otra parte, también 

se pretende continuar con la identificación a nivel molecular de todos los taxones 

aislados. 

 

- Establecer la configuración absoluta del compuesto 1 mediante el análisis de su 

rotación óptica. 

 

_. Finalmente, se pretende continuar con el estudio químico de las dos especies fúngicas 

seleccionadas en la presente investigación. 
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