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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de los productos naturales de origen fungico

Los productos naturales obtenidos de las plantas, hongos, insectos, organismos
marinos, bacterias, entre otros, han sido histéricamente la fuente mas importante de
sustancias biolégicamente activas y de medicamentos (Barreiro et al., 2012). En afios
recientes, la quimica combinatoria también ha proporcionado compuestos de
importancia terapéutica, como el agente antitumoral Sorafenib (Nexavar; Bayer),
aprobado por la FDA en 2005 y posteriormente en 2007 para el tratamiento de los
carcinomas de células renales y hepatocelular, respectivamente (Newman y Cragg,
2016), asi como el compuesto Olaparib (Lynparza, AstraZeneca), aprobado en el afio
2014 por la misma dependencia para el tratamiento de cancer de ovario (Kumar et al.,
2017).

En el periodo comprendido entre 1981 y 2014, la FDA aprobd 1562 nuevos farmacos
(Figura 1) (Newman y Cragg, 2016), los cuales pueden clasificarse con base a su

origen en:

e MB = Macromolécula biolégica, usualmente péptidos grandes o proteinas, aisladas
de un organismo/linea celular, o bien, producida por medios biotecnologicos.

e PNI = Producto natural inalterado, semisintético o totalmente sintético.

e DB = Droga boténica (mezcla caracterizada).

e DPN = Derivado de producto natural, usualmente por modificaciones semisintéticas.

e DS = Droga totalmente sintética, obtenida por sintesis aleatoria 0 mediante
modificaciones aleatorias de un agente con actividad comprobada.

e DS* = Droga sintética con farmacéforo derivado de un producto natural.

e V = Vacuna.

¢ IPN = Imitador de producto natural.
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Figura 1. Farmacos aprobados por la FDA durante el periodo entre 1981-2014; n = 1562.

De estos farmacos, 38 fueron aprobados entre los afios 2010 y 2014 para el
tratamiento de diferentes tipos de cancer (Figuras 2 y 3). Por ejemplo, las
nanoparticulas de paclitaxel, compuesto aislado de la corteza de Taxus brevifolia (tejo
del Pacifico), fueron aprobadas para el tratamiento de cancer de ovario y de mama
reincidentes, ademas han mostrado gran eficacia en el tratamiento de otros tipos de
cancer (colon, pulmén, melanoma y linfoma) (Stull et al., 1995). El péptido romidepsina,
obtenido de la bacteria Chromobacterium violaceum, con una potente actividad
citotoxica contra carcinomas de pulmon, estdmago, mama y colon (VanderMolen et al.,
2011). El alcaloide homoharringtonina, obtenido de la planta Cephalotaxus fortunei
Hook. f. originario de China y Cephalotaxus harringtonia K. Koch. de Japon, es eficaz
contra la leucemia no linfocitica primaria y aguda reincidente, y la leucemia mieloide
cronica (Luo et al., 2004). Finalmente, el mebutato de ingenol, un éster diterpénico
macrociclico aislado de la planta Euphorbia peplus, ampliamente utilizado para tratar
lesiones comunes de la piel y lesiones cancerosas como la queratosis actinica
(Lebwohl et al., 2012).

DS/IPN MB
8% |\ _21%

DS*/IPN ~PNI
36% 8%

DPN
19%

DS DS*
4% 4%

Figura 2. Farmacos anticancerigenos aprobados durante el periodo 2010-2014; n = 38.
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Asi, de las fuentes naturales mencionadas, los hongos son uno de los grupos mas
prolificos para la obtencion de moléculas bioactivas, ademas de que son utilizados para
la obtencién de otras sustancias de aplicacion industrial, como son enzimas,

pigmentos, vitaminas, alcoholes, 4cidos organicos, cosméticos, etc. (Sette et al., 2013).

Algunos compuestos de origen fuingico que han sido de gran importancia médica se
ilustran en la Figura 4. Dentro de este grupo destacan los antibiéticos betalactamicos
obtenidos de numerosas especies del género Penicillium (Wohlleben et al., 2016), los
inmunosupresores de tipo ciclosporina de Tolypocladium inflatum (Agathos et al.,
1987), el fingolimod, agente terapéutico utilizado en el tratamiento de la esclerosis
multiple, desarrollado con base en el metabolito miriocina producido por Isaria sinclairii
(Strader et al., 2011) y los agentes hipocolesterolemiantes, lovastina, mevastatina y
pravastatina, obtenidos de cepas de Aspergillus sp., Penicillium sp., Nocardia

autotrophica, entre otras (Tobert, 2003).
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Figura 4. Estructura de farmacos selectos de origen fungico de importancia en la
terapéutica.




El descubrimiento y desarrollo de estos compuestos sustentan la realizacién estudio
quimicos de éstos y otros microorganismos en la busqueda de nuevos farmacos o
moléculas que sirvan como prototipo para el desarrollo de otros medicamentos mas
eficaces y seguros (Mander, 2010). A pesar de esto, del total de compuestos obtenidos
a partir de fuentes naturales (aproximadamente 260,000), menos del 10% han sido
obtenidos de hongos (DNP, Taylor & Francis Group). Por otra parte, el reino Fungi es
tan diverso y complejo que se estima que existen entre 1.5 y 3.5 millones de especies,
de las cuales solamente el 10% ha sido descritas taxonédmicamente y un nimero adn
menor ha sido estudiado quimicamente (Hawksworth y Lucking, 2017). En México, se
estima que existen mas de 200 000 especies de hongos, y de éstas, solo el 5% ha sido
descrito en la literatura especializada (Aguirre-Acosta et al., 2014).

1.2. Género Penicillium

Los ascomicetos del género Penicillium pertenecen a la orden Eurotiales y a la
familia Trichocomaceae. Numerosas especies de este género han sido ampliamente
estudiadas por sus aplicaciones en la terapéutica contemporanea, mismas que se
remontan al descubrimiento accidental de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming.
Sin embargo, ademas de las propiedades antibidticas bien reconocidas, muchos de los
metabolitos secundarios aislados de estos hongos también han mostrado importante
actividad citotoxica (Figura 5). Algunas de las clases de compuestos quimicos mas
representativas del género son las dicetopiperacinas, benzodiacepinas, quinolinas,

policétidos, entre otras (Zhelifonova et al., 2010).

A pesar de que las especies del género Penicillium son de las mas abundantes dentro
del reino Fungi, también son de las mas dificiles para ser identificados a nivel de
especie, ya sea por técnicas microbiolégicas tradicionales o mediante biologia
molecular (Schoch et al., 2012). El analisis micro y macromorfolégico de las estructuras
celulares de estos hongos sigue siendo indispensable para la identificacién de estas
especies, ademas de complementar este analisis con estudios moleculares de la region

espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal (ITS), y algunos otros genes que



codifican para proteinas como la calmodulina (CaM), la ARN polimerasa Il (RPB2),
entre otros (Figura 6) (Schoch et al., 2012, Vetrovsky et al., 2016).
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Figura 5. Metabolitos secundarios selectos de Penicillium sp. con actividad citotdéxica (Koul y

Singh, 2017).
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2. HIPOTESIS

El estudio quimico de especies fungicas obtenidas de habitats inexplorados y
seleccionadas con base en una actividad biolégica, permitira la obtencién de moléculas

bioactivas con esqueletos quimicos novedosos o inusuales de interés farmacéutico.

3. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es realizar el estudio quimico de hongos
saprotrofos selectos provenientes de una muestra de suelo recolectada en las regiones
aledanas al volcan de San Martin, en San Andrés Tuxtla, Veracruz, México, para la
obtencion de nuevos compuestos biodinamicos con actividad citotoxica. Para el

cumplimiento de éste se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1.- Realizar el acondicionamiento de una serie de hongos saprotrofos, obtenidos de
una muestra de suelo, que previamente habian mostrado una importante actividad
citotoxica.

2.- Obtener los cultivos axénicos en mediana escala a través de fermentacion en medio
solido.

3.- Obtener los extractos organicos, a partir de los cultivos en mediana escala,
mediante técnicas de maceracion y particion.

4.- Realizar los analisis de derreplicacion de cada uno de los extractos organicos
preparados.

5.- Realizar la identificaciéon molecular preliminar de los organismos de estudio.

6.- Fraccionar los extractos organicos y purificar los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes mediante técnicas cromatograficas convencionales.

7.- Realizar la caracterizacion de los compuestos obtenidos utilizando técnicas

espectroscopicas y espectrométricas de vanguardia.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Acondicionamiento de los microorganismos y preparacién de los cultivos en

mediana escala

El acondicionamiento de los organismos flungicos obtenidos de una muestra de
suelo del volcan San Martin en Tuxtla, Veracruz (18° 33.421’ N; -95° 12.538 O), se
realizé a partir de los cultivos tipo, los cuales fueron transferidos en cajas de Petri con
medio APD y se incubaron por 7 dias a temperatura ambiente. Una vez confirmada la
viabilidad y pureza de las cepas identificadas con las claves internas T2-4, T2-14, T2-
25, T2-40, T2-45, T2-52, T2-54, T2-55 y T2-56, se realizaron subcultivos de cada
hongo en medio liquido YESD (15 mL), compuesto por peptona de soya (2%), extracto
de levadura (1%) y dextrosa (2%), y se mantuvieron en agitacion constante (100 rpm)
durante 7 dias a temperatura ambiente. Al término de este periodo, los indculos fueron
transferidos a un medio sélido de arroz (mediana escala: 150 g de arroz y 300 mL de
agua x2), distribuidos en cinco matraces Erlenmeyer de 250 mL  por cada
microorganismo. El proceso de fermentacion se realizé durante 21 dias a temperatura

ambiente y con fotoperiodos de luz-oscuridad 12/12 horas.

4.2. Preparacion de los extractos organicos

La preparacion de los extractos organicos se realizé a partir de los cultivos en
medio sélido (inciso 4.1) mediante un proceso de maceracién con 500 mL de una
mezcla de CHCI3-MeOH (1:1). La extraccion se llevo a temperatura ambiente durante 8
horas con agitacion suave (60-80 rpm). Transcurrido este tiempo, la mezcla se filtr6 al
vacio utilizando un embudo Blichner, y el residuo obtenido se lavé con 50 mL de
CHCI3-MeOH (1:1) por triplicado. Posteriormente, al extracto organico resultante se le
adicionaron 500 mL de CHCI3; y una cantidad de H,O necesaria para completar un
volumen final de 2000 mL, este se mantuvo en agitacién constante durante 30 min. La
fase organica se separd y la fase acuosa se sometié a un proceso de extraccion con

CHCI3 (800 mL x2). Posteriormente, todas las fases organicas se reunieron y



concentraron a presion reducida. Finalmente, la fraccibn organica seca fue
resuspendida en 120 mL de una mezcla de MeCN-MeOH (1:1) y se sometié a un
desgrase con hexano (120 mL); la fraccién de hexano se descartd y la fraccion de

MeCN-MeOH se evaporé a sequedad a presion reducida.

4.3. Estudios de derreplicacion

Los estudios de derreplicacion se realizaron con los extractos organicos
obtenidos en el inciso anterior mediante la técnica de UPLC-HRESIMS-MS/MS (El-
Elimat et al., 2013). Para los analisis por UPLC se utiliz6 un cromatografo marca
Waters (Waters Corp., MA, EEUU) equipado con un detector de PDA. El control del
equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento y la manipulacion de la informacion
fueron realizados utilizando el programa Empower version 3.0 (Waters). Todos los
analisis se llevaron a cabo en una columna Acquity BEH Cig (1.7 pm, 2.1 x 10 mm;
Waters) a 40 °C. La elucion se realiz6 con una mezcla binaria de MeCN (A)-acido
férmico acuoso (0.1%) (B), utilizando un gradiente de elucion lineal con una
composicion inicial de 15% de A, incrementandose hasta 100% durante 8 minutos,
manteniendo una composicion isocratica por 1.5 min y regresando a las condiciones
iniciales en 0.5 min. La deteccion se realizé mediante un barrido desde 190 hasta 500

nm.

Los andlisis por HRMS-MS/MS se realizaron por la técnica de ionizacion por
electrospray en los modos positivo y negativo (ESI+ y ESI-, respectivamente), en un
espectrometro de masas Thermo Fisher Scientific Q Exactive Plus (Thermo Fisher
Scientific, MA, EEUU). Las condiciones del equipo en el modo ESI+ fueron las
siguientes: temperatura del capilar: 275 °C, voltaje de la fuente: 4.5 kV, voltaje del
capilar: 20 V, y voltaje del lente del tubo: 95 V. Para el modo ESI- las condiciones
utilizadas fueron: temperatura del capilar: 275 °C, voltaje de la fuente: 3.5 kV, voltaje
del capilar: 42 V, y voltaje del lente del tubo: 110 V. Como gas acarreador fue utilizado
N, fijandose a 25 y 20 (unidades arbitrarias) para el modo positivo y negativo,

respectivamente. El control del instrumento y el andlisis de datos se llevaron a cabo
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utilizando el programa Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific). Para cada analisis se
disolvi6 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de MeOH-Dioxano (1:1), el
volumen inyectado fue de 5 uL. Finalmente, los resultados obtenidos para cada andlisis
(tiempo de retencién, patrones de fragmentacion, espectros en el UV y masas) se
compararon contra una base de datos de metabolitos secundarios de origen fungico
(mas de 300 compuestos) registrada utilizando las mismas condiciones de analisis.

4.4. Fraccionamiento primario y secundario de los extractos organicos

El fraccionamiento primario de los extractos organicos se realiz0 mediante una
cromatografia en columna de tipo Flash en un cromatografo CombiFlash Rf+ Lumen
(Teledyne Isco, Inc.). Como fase estacionaria se utilizd, en una columna empacada, gel
de silice (tamafio de particula 20-40 um, RediSep Rf Gold Silica Gel, Teledyne Isco,
Inc.), y como fase movil se emplearon mezclas entre Hexano-CHCI3-MeOH, en orden

creciente de polaridad utilizando un gradiente de elucion lineal.

Los extractos organicos de los hongos con las claves T2-14, T2-25, T2-40, T2-45, T2-
52, T2-54 y T2-56, fueron sometidos a un fraccionamiento primario en columnas
empacadas con 60 g de gel de silice, mientras que los extractos T2-4 y T2-55 fueron
fraccionados en columnas de 4 g. Las condiciones de estos analisis se resumen en la
Tabla 1. Las fracciones primarias resultantes fueron reunidas de acuerdo a su similitud

cromatografica y se llevaron a sequedad a presion reducida.

Enseguida, con la finalidad de establecer los perfiles cromatograficos preliminares de
cada una de las fracciones primarias obtenidas, se realiz6 un analisis por HPLC,
utilizando un cromatégrafo marca Waters, equipado con los detectores de PDA y
ELSD; éste ultimo se trabajoé con las siguientes condiciones de andlisis: ganancia 100;
presién de gas (N2) 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento y temperatura del
tubo: 75 + 10 °C. El control del equipo, el procesamiento y la manipulacion de los datos
se realizé utilizando el programa Empower versién 3.0 (Waters). El analisis de las

muestras se llevd a cabo en una columna Gemini Cig (5 um, 250 x 4.6 mm;
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Phenomenex); la elucion se realizé con una mezcla binaria constituida por A: acido
férmico acuoso (0.1%); B: MeCN; gradiente: 40% B, 5 min; 40% B a 100% B en 15 min;
100% B, 5 min; tiempo de corrida: 25 min; flujo: 1 mL/min; detectores: PDA (200-400
nm) y ELSD.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas utilizadas para el fraccionamiento primario o secundario
de los extractos organicos analizados.

Tamafio de columna
Disolvente | Disolvente 49 | 129 \ 24 ¢ ‘ 60 g %B
A B Volumen (CV)
4.8 mL 16.8 mL 33.6 mL 124.8 mL
Hexano 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0
Hexano 6.0 10.0 6.0 6.5 0.0
Hexano 6.0 4.0 3.0 2.5 0.0
MeOH 6.0 4.0 3.0 2.5 0.0
CHCl, MeOH 8.0 10.0 4.0 6.6 2.0
MeOH 6.0 5.0 4.0 3.5 5.0
MeOH 6.0 5.0 8.0 3.5 10.0
MeOH 5.0 4.0 8.0 2.5 20.0
MeOH 2.0 2.0 2.0 1.5 100.0
MeOH 5.0 6.0 2.0 3.0 100.0

Las fracciones seleccionadas para posteriores estudios quimicos, mostraron un perfil
cromatografico complejo y una cantidad de materia relativamente alta, por lo cual
fueron sometidas a un fraccionamiento secundario empleandose las siguientes

columnas:

e Columnas de 12 g de gel de silice para la fraccion primaria: T2-56-F.
e Columnas de 24 g de gel de silice para las fracciones primarias: T2-40-Fy y T2-
56-Fy.

Las fracciones secundarias resultantes fueron reunidas de acuerdo a su similitud
cromatografica y se llevaron a sequedad a presion reducida. Finalmente, todos los
conjuntos de fracciones fueron analizadas por HPLC bajo las mismas condiciones de

analisis descritas en los parrafos anteriores.
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4.5. Aislamiento y purificacion de los metabolitos mayoritarios

Con base en los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC en el inciso
anterior, se seleccionaron algunas fracciones primarias y secundarias de los extractos
de T2-40 y T2-56 para el aislamiento y purificaciébn de los metabolitos mayoritarios
presentes. Los métodos cromatograficos por HPLC para la purificacion de las
fracciones seleccionadas fueron optimizados hasta obtener una resolucion tal que
permitiera el aislamiento eficiente de los compuestos mayoritarios. Estos métodos se

indican a continuacion:

o T2-40-F).3y T2-56-F).2: columna Gemini Cig (5 um, 250 x 4.6 mm); fase movil: A:
acido formico acuoso (0.1%); B: CH3CN; gradiente: 40% B, 5 min; 40% B a
100% B en 15 min; 100% B, 5 min; tiempo de corrida: 25 min; flujo: 1 mL/min.

e T2-40-F.: columna Kinetex Cig (5 um, 250 x 4.6 mm); fase movil: A: acido
férmico acuoso (0.1%); B: CH3CN; gradiente: 80% B a 100% B en 10 min; 100%
B, 10 min; tiempo de corrida: 20 min; flujo: 1 mL/min.

e T2-56-F.2: columna Kinetex Cig (5 um, 250 x 4.6 mm); fase movil: A: acido
férmico acuoso (0.1%); B: CH3CN; gradiente: 40% B a 100% B en 15 min; 100%

B, 5 min; tiempo de corrida: 20 min; flujo: 1 mL/min.

La separacion y purificacion de los compuestos, se efectu6 mediante el escalamiento
de las condiciones de analisis utilizadas a nivel analitico en las columnas preparativas
Kinetex Cig (5 um, 250 x 21.2 mm) o Gemini C;g (5 um, 250 x 21.2 mm). El flujo de
trabajo fue modificado a 21.24 mL/min y se emplearon tiempos de recoleccion de

fracciones entre 13y 15 s.

4.6. Caracterizaciéon de los productos naturales

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron en los
equipos JEOL ECS 400, JEOL ECA 500, o Agilent 700 MHz a 400 MHz (*H RMN)/100
MHz (*3C RMN), 500 MHz (*H RMN)/125 MHz (**C RMN) o 700 MHz (*H RMN)/175
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MHz (**C RMN), respectivamente. Los & se expresan en ppm con referencia al
tetrametilsilano (TMS), utilizado como estandar interno. En todos los casos se utilizo
CDCI; como disolvente. Los espectros de HRESIMS-MS/MS se obtuvieron por la
técnica ESI+ y ESI-, y se registraron en un espectrometro de masas Thermo Fisher
Scientific Q Exactive Plus. El registro de los espectros de RMN y MS se realizé en la
Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, C.N., EEUU.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion forma parte de un proyecto enfocado a la busqueda de
metabolitos secundarios novedosos con actividad citotoxica a partir de organismos
fungicos selectos. Las especies fungicas estudiadas fueron obtenidas en un habitat
inexplorado de nuestro pais (Figura 7).La evaluacion preliminar de estas especies
mediante el ensayo de citotoxicidad contra las lineas celulares HelLa (cancer cervical) y
MCF7 (cancer de mama), permitié establecer su potencial citotoxico (Tabla 2). Esta
actividad fue realizada previamente en el grupo de trabajo (Camifia-Blando, 2016).y
permitiérealizar la seleccion de las especies con codigo interno T2-4, T2-14, T2-25, T2-
40, T2-45, T2-52, T2-54, T2-55 y T2-56 para la realizaciéon de su estudio quimico.

9 san Martin Tuxtla

Figura 7. Ubicacion geogréafica de la region del volcan San Martin en Tuxtla, Veracruz (18°
33.421° N; — 95° 12.538’ O).
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Tabla 2. Evaluacion de la citotoxicidad de los taxones fangicos seleccionados
(Camina-Blando, 2016).
Fuente de % de crecimiento celular
Clave | [\ oo Cin Hela | MCF-7
2 ug/mL 20 pg/mL 2 pg/mL 20 pg/mL
T2-4 Suelo 108 46 76 53
T2-14 Suelo 131 59 72 45
T2-25 Suelo 97 32 102 41
T2-40 Suelo 148 54
T2-45 Suelo 260
T2-52 Suelo 216
T2-54 Suelo 198 38 78 43
T2-55 Suelo 28 27 72 60
T2-56 Suelo 33 24 82 81

La estrategia metodologica utilizada para la realizacion de este trabajo se resume en la
Figura 8. En primer lugar, una vez seleccionadas las especies a estudiar, se realizo el
acondicionamiento de éstas (Tabla 2). Para ello, se verificé su viabilidad y pureza
(Figura 9) y posteriormente, se subcultivaron en medio liquido YESD con la finalidad
de incrementar la biomasa del microorganismo, y de esta manera mejorar Su
crecimiento en medio sdlido. Una vez terminado el tiempo de fermentacion, los cultivos
liquidos fueron vertidos en un medio sélido de arroz y se dejaron crecer por 21 dias a
temperatura ambiente. Cabe destacar que cuando los microorganismos son cultivados
en medios limitados en nutrientes, se induce o estimula la produccion de metabolitos
secundarios (Zhelifonova et al., 2010, Robinson et al., 2001, Figueroa et al., 2014, El-
Elimat et al., 2015); sin embargo, no todos los microorganismos poseen la misma
capacidad de adaptacion. Por ejemplo, en la Figura 10 podemos observar que las
especies identificadas con las claves T2-4, T2-14, T2-45, T2-52 y T2-55 tienen un

crecimiento muy limitado en comparacién con los hongos T2-25, T2-40, T2-54 y T2-56.
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CULTIVO TIPO

A 4

Colonia viable axénica

1. Inocular en medio APD
2. Crecer por 3 dias con fotoperiodos

luz oscuridad

h 4

1. Inocular en medio YESD
2. Agitacion constante durante 7 dias
3. Verter en matraz con arroz

| cutivo en medio slido |

|

Fase acuosa

y

Extracto fangico

!

{

Estudios de

Derreplicacion

Fraccionamiento primario por
cromatografia tipo Flash.

!

Andlisis por UPLC-PDA-
HRESIMS-MS/MS

1. Extracci6on via maceracion y
procesos de reparto

Fase organica

1.
2.

Concentrar a sequedad
Desengrase

v

Extracto graso

|

Andlisis por HPLC de
las fracciones primarias

¥

Purificacién por
HPLC preparativo.

Y

Compuestos puros

1. Elucidacion estructural

v

A 4

v

Extracto desengrasado

N-deoxi-PF1140
(1)

Esclerotinina A
(3)

1. Concentrar a sequedad

Extracto flngico seco

&

Penicitrinona A
(5)

Citrinina

)

(S)-10,11-
dehidrocurvularina

4)

Figura 8. Estrategia metodoldgica general utilizada para la obtencion de los metabolitos fungicos.
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Figura 9. Acondicionamiento en medio APD de los hongos seleccionados para su estudio
quimico.
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T2-4 T2-14

T2-25 T2-40

T2-45

T2-54 T2-55

T2-56

Figura 10. Cultivo en medio sélido de arroz de las especies fungicas seleccionadas.
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Al término del periodo de crecimiento, se se realizd la preparacién de los extractos
orgénicos utilizando las técnicas de maceracion y reparto (inciso 4.2). Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla 3, y como se puede observar, los organismos que
presentaron un menor crecimiento de biomasa en el medio sdlido, tuvieron a su vez los
menores rendimientos. Por el contrario, los hongos T2-40 y T2-56, que fueron los que
produjeron mayor cantidad de extracto, presentaron un mayor crecimiento de micelio y

produccién de pigmentos.

Tabla 3. Rendimientos y resultados de derreplicacion para los
extractos organicos de hongos seleccionados.

Clave Peso (mg) Resultados de derreplicacion

T2-4 202.8 -

T2-14 140.7 -

T2-25 1067.1 -

T2-40 2415.2 -

T2-45 101.1 -

T2-52 76.6 -

T2-54 1100.9 -

T2-55 178.2 -

T2-56 1905.6 (S)-10,11-dehidrocurvularina

Por otra parte, una estrategia contemporanea que ha facilitado el descubrimiento de
nuevos productos naturales es la derreplicacion o andlisis de metabolémica. Esta
estrategia permite realizar la preseleccion de los candidatos idéneos para su estudio
guimico. Este proceso se fundamenta en el anadlisis de los extractos organicos por
UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS y la comparacion de los resultados obtenidos (tiempos
de retencion, perfiles en el UV, espectros de masas y fragmentaciones tipicas de los
iones moleculares) con aquellos contenidos en una base de datos de metabolitos
secundarios fungicos analizados bajo las mismas condiciones de analisis (Figura 11)
(ElI-Elimat et al., 2013). Los resultados de derreplicacion para los extractos fangicos
estudiados en este trabajo revelaron que solo el extracto del hongo T2-56 presenta al
metabolito identificado como (S)-10,11-dehidrocurvularina (Tabla 4). Cabe mencionar
gue a pesar de obtener este resultado, se decidié continuar con el estudio quimico de

esta especie ya que se observo en el cromatograma correspondiente picos adicionales
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que, aunque pudiesen estar en cantidades menores, pueden ser analogos mas activos

y/o novedosos del policétido reportado (Figura 12).

Especie selecta

Registro de datos

Extracto activo Preparacion de la muestra

Andlisis Separacion por
HRESIMS-MS/MS UPLC-PDA

Figura 11. Metodologia general para el andlisis de metabolémica de los extractos

organicos.

Tabla 4. Resultados de los analisis de derreplicacion para el extracto del hongo T2-56.

Datos Base de datos T2-56
Tiempo de 3.86 3.79
retenciéon (min)
UVimax (M) 228y 293 224y 289
291.1217 291.1232
m/z [M+H]"
[ ] (=3.4 ppm) (+1.7 ppm)
0.0
HO
Estructuray S
formula quimica
OH O
(S)-10,11-dehidrocurvularina
C16H18(-)5
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Figura 12. Analisis cromatografico por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (arriba) de T2-56. El
compuesto con tiempo de retencion de 3.74 y 3.78 min (PDA y TIC, respectivamente),
corresponden a la (S)-10,11-dehidrocurvularina (m/z 291.1232 [M+H]"; abajo).

A continuacion se realizo el fraccionamiento primario de todos los extractos mediante
una cromatogrfia de tipo Flash, y las fracciones obtenidas se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatografica (Tabla 5). El analisis detallado por HPLC de las fracciones
primarias reveld la presencia, en algunas de éstas, de numerosos compuestos con
perfiles en el UV caracteristicos para la presencia de grupos cromoéforos aromaticos y/o
conjugados. Por otra parte, y con base en los rendimientos obtenidos, se seleccionaron
a las especies T2-40 y T2-56 como los candidatos adecuados para el aislamiento y

purificacion de los componentes individuales.
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Tabla 5. Resultados del fraccionamiento primario y secundario realizados mediante cromatografia

de tipo Flash.

Clave Fracc. 1° Fracc. 2° Clave Fracc. 1° Frac. 2°

T2-4 T2-4-F.v - T2-52 T2-52-F.v -

T2-14 T2-14-F.y - T2-54 T2-54-F.y

T2-25 T2-25-F.y - T2-55 T2-55-F .y -
T2-40-Fy T2-56-Fy,

T2-40 T2-40-F .y (T2-40-Fy 1) T2-56 T2-56-F.y (T2-56-Fui 1)

T2-45 T2-45-Fy -

Una vez seleccionados los taxones para su estudio quimico, se realiz6 la identificacién
taxondmica de los mismos mediante el andlisis de sus secuencias ITS. Para este
analisis, se obtuvo el ADN gendmico de cada hongo a partir de cultivos axénicos
frescos siguiendo las instrucciones del proveedor de los kits de extraccion y purificacion
de ADN empleados; luego, por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se amplificé el marcador molecular ITS-4. El producto puro, obtenido por PCR,
se secuencio para su posterior analisis filogenético por alineamiento local (BLAST).
Cabe mencionar que este trabajo se realizé en colaboracion con el Dr. Huzefa Raja de

la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Carolina del Norte, EEUU.

Los resultados de este analisis permitieron establecer que ambos taxones fangicos
pertenecen al género Penicillium (528 pares de bases secuenciadas, >70% de
cobertura y 98% de similitud con las secuencias reportadas para diversas especies el
género Penicillium). Sin embargo, se requieren de estudios morfolégicos adicionales y
de la secuenciacién de regiones especificas del ADN para poder establecer la

taxonomia a nivel de especie de ambos organismos.

5.1. Aislamiento y purificacion de los metabolitos mayoritarios del hongo T2-40

El analisis por HPLC de las fracciones secundarias resultantes de
fraccionamiento por cromatografia tipo Flash de T2-40-Fy, revel6 que la fraccién T2-40-
Fv.3 contenia al menos tres compuestos mayoritarios, de los cuales se logr6 aislar

Unicamente al compuesto 1 (3.7 mg; Figura 13). Cabe mencionar que los productos
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con tg 11.9 y 14.5 min, a pesar de ser mayoritarios en la fraccion, se descompusieron

en los procesos de purificacion subsecuentes.
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Figura 13. Separacién y purificacion de los compuestos mayoritarios de T2-40.
Cromatogramas en el UV (A 365 nm) de las fracciones T2-40-Fy (A) y T2-40-Fy.; (B) a nivel
analitico, y T2-40-F .3 (C) a nivel preparativo.

5.1.1. Caracterizacién estructural del N-deoxi-PF 1140 (1)
La elucidacion estructural del compuesto 1 se llevé a cabo mediante el analisis

de los espectros registrados por EM y RMN. El espectro generado mediante HRESIMS

present6 un ion molecular en una relacién masa carga (m/z) de 262.1811 [M+H]" (+3.6
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ppm), correspondiente con la férmula molecular C16H24NO>, la cual permite 6 grados de
insaturacion (Figura 14).
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Figura 14. (A) Cromatogramas de masas (TIC) (arriba) y UV-PDA (abajo); (B) Espectros en
el UV (arriba) y de ESI-MS en modo (+) (abajo) del compuesto 1.

Por otra parte, las caracteristicas mas importantes observadas en los espectros de

RMN (Figuras 15-18) de este producto se resumen a continuacion:

- En el espectro de *H RMN se observaron cuatro sefiales asignables a grupos metilos
en & 1.25 (d, J = 6.4 Hz), 0.96 (d, J = 6.4 Hz), 0.86 (d, J = 6.4 Hz), y 0.71 (s), dos
metilenos con hidrégenos diasterotdpicos en &4 1.70 (da, J = 13.6 Hz) y 1.02 (dd, J =
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13.6, 13.0 Hz), y 1.67 (da, J = 13.3 Hz) y 0.89 (dd, J = 13.3, 12.0 Hz), y seis metinos en
&1 7.01(d, J=7.1Hz),5.83(d, J=7.1Hz), 4.64 (q, J = 6.4 Hz), 2.23 (d, J = 10.9 Hz),
1.58 (m) y 1.56 (m).

- En los espectros de **C RMN se identificaron 16 sefiales correspondientes a cuatro
metilos [oc 14.7 (C-14), 20.4 (C-17), 21.5 (C-15) y 22.9 (C-16)], dos metilenos [oc 44.2
(C-11) y 44.5 (C-9)], un carbonilo de amida [6c 165.3 (C-2)], un oximetino [¢&c 74.3 (C-
13)], dos metinos de una doble ligadura [6c 131.3 (C-6) y 100.7 (C-5), pertenecientes a
un sistema tipo 2-piridona], tres metinos [o&c 44.1 (C-7), 37.8 (C-12) y 27.0 (C-10)] y tres

carbonos cuaternarios [dos vinilicos en & 162.4 (C-4, base de oxigeno) y 110.4 (C-3), y

oc 33.8 (C-8)]. Todas las asignaciones fueron confirmadas mediante el andlisis de las

correlaciones observadas en los espectros de HSQC y HMBC.
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Figura 15.

Espectro de 'H RMN del compuesto 1 (CDCl;, 700 MHz).
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Figura 16. Espectro de >C RMN del compuesto 1 (CDCl;, 175 MHz).
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Figura 17. Espectro HSQC del compuesto 1 (CDCl;, 700 MHz).
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Figura 18. Espectro HMBC del compuesto 1 (CDCl;, 700 MHz).

El conjunto de sefiales recién descrito, aunado con el analisis detallado de los
desplazamientos quimicos reportados en la literatura (Tabla 6), permitieron establecer
la identidad de este compuesto como el N-deoxi-PF 1140 (1). Este producto natural fue
identificado por primera vez de la especie fungica marina Penicillium sp. (CANU
MCPT14-1-5) aislada del alga Xiphophora gladiata (de Silva et al., 2009, Jessen y
Gademann, 2010). Ademas, en ese trabajo se evalué su actividad como agente
antimicrobiano contra Bacillus subtilis y Candida albicans, y en el ensayo de leucemia
en raton, en ambos experimentos el producto evaluado no presentd una actividad

biol6gica importante.
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Tabla 6. Datos espectroscépicos del compuesto N-deoxi-PF 1140 (1).
Datos experimentales Referencia (de Silva et al., 2009)
Posicién (CDCl3, 700 MHz) (CD30D, 500 MHz)
&, tipo &4, mult. (J en Hz) &, tipo &4, mult. (J en Hz)

2 165.3, C - 167.2, C -
3 1104, C - 1116, C -
4 162.4, C - 164.9, C -
5 100.7, CH 5.83,d (7.1) 102.6, CH 5.95,d (6.8)
6 131.3, CH 7.01,d(7.1) 133.7, CH 7.15,d (6.8)
7 44.1, CH 2.23,d (10.9) 4599, CH 2.16, d (10.8)
8 338, C - 353, C -

1.70, da (13.6 1.78, brd (13.8
o 44.5, CH; 1.02, dd (13(.6, 1:);.0) 45.99, CH, 1.02,t (1(3.3))
10 27.0, CH 1.56, m 28.4, CH 1.63, m

1.67, da (13.3 1.70, brd (13.8
11 44.2, CH 0.89, dd (13(.3, 1;.0) 4586, CH 0.86, En :
12 37.8, CH 1.58, m 39.2, CH 1.63, m
13 74.3, CH 4.64, q (6.4) 76.1, CH 4.72, q (6.4)
14 14.7, CH, 1.25, d (6.4) 15.3, CHs 1.26, q (6.4)
15 215, CHs; 0.71,s 22.3, CHs; 0.69, s
16 22.9, CHg 0.86, d (6.4) 23.5, CHs 0.88, d (6.4)
17 20.4, CHs; 0.96, d (6.4) 21.3, CHs; 0.91, d (6.6)

5.2. Aislamiento y purificacion de los metabolitos mayoritarios del hongo T2-56

El andlisis cromatogréfico de las fracciones primarias T2-56 F.y permitid
identificar a las fracciones T2-56-F; y T2-56-F; como candidatas para la obtencion de
los metabolitos mayoritarios. La fraccion T2-56-F; contenia un producto mayoritario el
cual se purificé por HPLC, generando 38.8 mg del compuesto 2. Por otra parte, la
fraccion T2-56-F; se sometié6 a un fraccionamiento tipo Flash obteniéndose cuatro
fracciones secundarias (T2-56-Fy.q1-4). El analisis cromatografico por HPLC de la
fraccion T2-56-F> (Figura 19), permitio el aislamiento de los compuestos 3 (2.1 mg) y
4 (15.1 mg), ademas de 19.5 mg de una mezcla establecida por RMN. La purificacién

por HPLC de ésta permitié la obtencion de 3.7 mg de 5.
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Figura 19. Separacion y purificacion de los compuestos mayoritarios de T2-56-Fy,.
Cromatogramas en el UV (A 254 nm) de las fracciones T2-56-F, (A) y T2-56-F» (B) a nivel

analitico, y (C) T2-56-F, a nivel preparativo.

5.2.1. Caracterizacion estructural de la citrinina (2)

El ion molecular observado en el espectro de HRESIMS para el compuesto 2

corresponde con la férmula C13H1505 (M/z 251.0926 [M+H]", + 4.8 ppm), la cual permite
7 grados de insaturacion (Figura 20).
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Figura 20. (A) Cromatogramas de masas (TIC) (arriba) y UV-PDA (abajo); (B) Espectros
en el UV (arriba) y de ESI-MS en modo (+) (centro) y (-) (abajo) del compuesto 2.
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El analisis de los espectros de RMN mono y bidimensionales (Figuras 21-24) del

producto 2 permitié establecer las siguientes caracteristicas estructurales:

31



-En & 477 (1H, dg, J = 6.7, 0.8 Hz) y 2.97 (1H, q, J = 7.2 Hz) se observan dos
multiples que correlacionan en el espectro de HSQC con los carbonos en & 81.6 (C-3)
y 34.6 (C-4), respectivamente, sugiriendo la presencia de dos metinos alifaticos, uno de
estos vecino a un sistema de tipo oximetino. Ademas, en &4 1.23 (3H,d, J=7.2 Hz) y
1.35 (3H, d, J = 6.7 Hz) se observaron dos dobletes diagndsticos para grupos metilos
[& 18.5 (C-9) y 18.2 (C-10)].

- En &i/oc 2.02 (3H, s)/9.4 (C-11) se observa una sefal asignable a un metilo sobre
doble ligadura, y en du/éc 8.23 (1H, s)/162.7 (C-1), un metino base de oxigeno y de una
doble ligadura. Finalmente en el espectro de *C RMN observan dos sefiales
correspondientes a un grupo carbonilo de acido [&c 174.5 (C-12)] unido a un anillo

aromatico, y en oc 183.8 (C-6) una sefial atribuible a una cetona ciclica (quinona).
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Figura 21. Espectro de *H RMN del compuesto 2 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 24. Espectro HMBC del compuesto 2 (CDCl;, 400 MHZz).

Asi, el conjunto de sefales descritas permitieron caracterizar al producto 2 como la

citrinina (Tabla 7) (Valente et al., 2014). Esta micotoxina fue aislada por primera vez de

Penicillium citrinum en 1946 (Sprenger y Ruoff, 1946), y a la fecha ha sido obtenida de

otras especies como P. griseofulvum (Liu et al., 2017) y P. notatum (Betina et al.,

1964), ademas de hongos pertenecientes a los géneros Micromonospora (Li et al.,

2006) y Aspergillus (Pollock, 1947).
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Tabla 7. Datos espectroscopicos del compuesto citrinina (2).
Datos experimentales Referencia (Valente et al., 2014)
Posicién (CDCl3, 400 MHz) (CDCl3, 400 MHz)
Oc, tipo oy, mult. (J en Hz) O, tipo oy, mult. (J en Hz)
1 162.7, CH 8.23, s 162.9, CH 8.25, s
3 81.6, CH 4.77, dq, (6.7, 0.8) 81.7, CH 4.78, dq, (6.7, 0.9)
4 34.6, CH 2.97,q(7.2) 34.6, CH 2.99,q, (7.2)
4da 139.0, C - 139.1, C -
5 123.1, C - 123.1, C -
6 183.8, C - 183.4, C -
7 100.3, C - 100.3, C -
8 177.2, C - 177.2, C -
8a 107.4, C - 107.1, C -
9 18.5, CH; 1.35,d (6.7) 18.5, CH; 1.35,d (6.7)
10 18.2, CH; 1.23,d(7.2) 18.3, CH; 1.23,d(7.2)
11 9.4, CHjs 2.02,s 9.5, CH; 2.02,s
12 1745, C - 174.6, C -
8-OH - * - 15.90, sa
12-OH - * - 15.12, sa
*El espectro se registré hasta 14 ppm.

Cabe destacar que esta micotoxina ha demostrado tener una actividad contra las lineas
celulares cancerigenas K562 (leucemia), HL-60 (leucemia promielocitica), HelLa
(cancer cérvico-uterino) y BGC-823 (adenocarcinoma gastrico), con valores de
porcentaje de inhibicidn del crecimiento celular por arriba del 50% a la concentracion de
100 pg/mL. Estos resultados fueron comparados con el farmaco de referencia
docetaxel (Wu et al., 2015). También se encontrd, que al ser un compuesto hidrofébico
de bajo peso molecular, puede penetrar las células mediante permeacion de la
membrana plasmatica o interaccion con transportadores anidnicos organicos unidos a
las membranas (Chang et al., 2009). Ademas, la citrinina (2) induce la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) . En experimentos realizados en células madre de
embrién (ESC-B5) se demostr6 que este producto induce apoptosis mediante la
generacion de ERO, el incremento de calcio libre en el citoplasma, la produccion de
oxido nitrico intracelular, el aumento de la relacion Bax/Bcl-2, la pérdida de potencial en
la membrana mitocondrial, la liberacion de citocromo C y por activacion de las
caspasas-9 y -3, la proteina cinasa activada con p21 y la cinasa que fosforila a la
proteina c-Jun (Chan, 2008).
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5.2.2. Caracterizacién estructural de la esclerotinina A (3)

Los andlisis por LC-HRESIMS permitieron determinar la férmula molecular del
compuesto 3 como Ci3H1705 (m/z 253.1075 [M+H]", +1.8 ppm), la cual permite 6 grados
de insaturacion (Figura 25).
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Figura 25. (A) Cromatogramas de masas (TIC) (";arriba) y UV-PDA (abajo); (B) Espectros en el UV
(arriba) y de ESI-MS en modo (+) (centro) y (-) (abajo) del compuesto 3.
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El analisis detallado de los espectros en el UV y RMN (Figuras 26-29) reveld la
presencia de perfiles caracteristicos de una dihidroisocumarina sustituida. Las sefales
mas importantes observadas en los espectros de RMN para la elucidacion inequivoca

de este compuesto se describen a continuacion.

- En 64 2.14 (3H, s) y 2.13 (3H, s) se observan dos sefiales asignables a grupos metilos
sobre un anillo aromatico y que mostraron correlacion en el espectro de HSQC con los
carbonos en & 10.3 (C-11) y 7.6 (C-12), respectivamente. También se observaron
otros dos grupos metilos en duw/oc 1.21 (3H, d, J = 7.1 Hz)/17.4 (C-10) y 1.73 (3H, s)/
26.0 (C-9).

- En &4/6c 3.21 (1H, q, J = 7.2 HZz)/38.6 (C-8) se observa un multiplete asignado al

grupo metino en C-8 unido al metilo C-10.

- Finalmente, en &y 11.52 (1H, s) se observa la presencia de un hidroxilo fendlico

guelatado con el carbonilo de una a-pirona en &c 168.9 (C-5).
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Figura 26. Espectro de "H RMN del compuesto 3 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 29. Espectro HMBC del compuesto 3 (CDCl;, 500 MHZz).

El anélisis comparativo de los valores de desplazamiento quimico (§) de *Hy **C RMN
para este compuesto con aquellos reportados en la literatura, son conscientes con el
producto natural esclerotinina A (3) (Tabla 8). Este metabolito fue identificado por
primera vez en 1968 en las especies P. citrinum y Sclerotinia sclerotiorum (Sassa et al.,
1968, Curtis et al., 1968), y recientemente de Astrocystis sp. (Kornsakulkarn et al.,
2014). Cabe destacar que este compuesto no mostré actividad antimicrobiana ni

citotoxica importante (Lai et al., 2013).
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Tabla 8. Datos espectroscopicos del compuesto esclerotinina A (3).

Datos experimentales
(CDCl3, 500 MHz)

Referencia (Lai et al., 2013)
(CD30D, 600 MHz)

Referencia (Lai et al., 2013)
((CD3),S0, 600 MHz)

Posicion
Setipo | (onig | S0 | St | Getipo | G

1 1125, C - 1147, C - 1132, C -

2 160.3, C - 162.1, C - 160.2, C -

3 108.5, C - 110.1, C - 1084, C -

4 159.1, C - 161.3, C - 159.1, C -

4a 993, C - 100.0, C - 98.6, C -

5 168.9, C - 1717, C - 169.7, C -

7 1039, C - 105.6, C - 1046, C -

8 386, CH | 3.21,q(7.2) 39.8, CH | 3.15,q(7.0) 38.2, CH | 3.11, q(7.0)

8a 139.7, C - 1423, C - 1412, C -

9 26.0, CHjs 1.73,s 25.7, CH; 1.70, s 25.1, CHs 1.59, s

10 174, CH; | 1.21,d(7.1) 17.5, CHs 1.19,s 17.1, CHj; | 1.04,d(7.1)

11 10.3, CHj 2.14,s 10.7, CHs 2.16, s 10.6, CHs 2.04,s

12 7.6, CHs 2.13,s 8.2, CHjs 2.12,s 8.3, CHjs 2.02, s
2-OH - - - - - 9.33, s
4-OH - 11.53, s - - - 11.67, s
7-OH - - - - - 7.25,s

5.2.3. Caracterizacion estructural de la (S)-10,11-dehidrocurvularina (4)

La formula molecular del compuesto 4, Ci16H190s (m/z 291.1234 [M+H]", + 2.4

ppm), fue determinada mediante HRESIMS, y permite 8 grados de insaturacion (Figura

30).
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Figura 30. (A) Cromatogramas de masas (TIC) (arriba) y UV-PDA (abajo); (B) Espectros en el

UV (arriba) y de ESI-MS en modo (+) (centro) y (=) (abajo) del compuesto 4.
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Las caracteristicas mas importantes observadas en los espectros de RMN mono y
bidimensionales (Figuras 31-34) se resumen a continuacion:

- En & 196.2 (C-9) se observa una sefial caracteristica de una cetona ciclica a,p-
insaturada. Los hidrégenos de este sistema se observan en &4 6.61 (1H, dqg, J = 15.6,
3.2 Hz) y 6.66 (1H, d, J = 15.6 Hz) y ambas sefales correlacionan en el espectro HSQC
con &¢c 148.3 (C-11) y 131.5 (C-10), respectivamente.

- En & 172.3 (C-1) se aprecia una seial que corresponde a un grupo carbonilo de
lactona, que se encuentra unida a un anillo aroméatico disustituido, con dos hidrégenos
en posicion meta entre si [o4 6.20 (1H, sa) y 6.23 (1H, sa)] vecinos a dos hidroxilos

fendlicos [oc 161.4 (C-5) y 166.3 (C-7)].

- Finalmente, se observa la presencia de tres metilenos diasterotopicos unidos entre
ellos en &4 2.33 (1H, m) y 2.48 (1H, m); o4 1.66 (1H, m) y 1.93 (1H, m); y &4 1.65 (1H,
m) y 1.90 (1H, m) para CH»-12, CH»-13 y CH,-14. Esta ultima sefal correlaciona en el
espectro HSQC y HMBC con un grupo oximetino en &4 4.86 (1H, g, J = 6.3 Hz). Este
grupo oximetino a su vez correlaciona en los espectros bidimensionales con un grupo
metilo (C-16) en ¢4 1.25 (3H, d, J =6.3 Hz) .

1.26
1.25

7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15
Chemical Shift (ppm)

Figura 31. Espectro de "H RMN del compuesto 4 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 34. Espectro HMBC del compuesto 4 (CDCl;, 400 MHZz).

En conjunto, todas las sefales antes descritas mostraron correlaciones consistentes en
los espectros de HSQC y HMBC, con aquellas descritas para la (S)-10,11-
dehidrocurvularina (4) (Tabla 9). Este compuesto fue aislado por primera vez de
Curvularia sp. (Musgrave, 1956) y otras especies de Curvularia (Bicalho et al., 2003),
ademas de hongos de los géneros Aspergillus, Penicillum (Chen et al., 2015),
Alternaria (Jeon et al., 2010), Pseudonocardia (Ye et al., 2016), Cercospora (Assante et
al., 1977) y Stemphylium sp. (Grove, 1971). Por otra parte, la (S)-10,11-
dehidrocurvularina (4) ha mostrado una importante actividad citotdxica contra diferentes
lineas celulares de cancer (Tabla 10), y es un inhibidor de la actividad de p97, una

chaperona conocida por sus diversas funciones celulares (Bashyal et al., 2017).
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Tabla 9. Datos espectroscopicos del compuesto (S)-10,11-dehidrocurvularina (4).
Datos experimentales Referencia (Zhan et al., 2004)
(CDCl3, 400 MHZ) (C3D60, 500 MHz)
Posicién &c, tipo &y, mult. (J en Hz) &c, tipo &4, mult. (J en Hz)

1 172.3, C - 172.3, C -

2 | 40 CH|  Gosairn | %2 | ieeaars

3 1375, C - 140.0, C -

4 113.9, CH 6.20, sa 114.2, CH 6.36, d (2.4)

5 1614, C - 163.6, C -

6 103.3, CH 6.23, sa 103.6, CH 6.31,d (2.4)

7 166.3, C - 166.5, C -

8 1141, C - 116.2, C -

9 196.2, C - 197.7, C -

10 131.5, CH 6.66, d (15.6) 133.1, CH 6.78, d (15.5)

11 148.3, CH 6.61, dq (15.6, 3.2) 150.1, CH 6.57, dq (15.5, 4.8)

12 32.7, CH, gig m 33.7, CH, gig m

13 240, CH, 1;82; m 25.5, CH, 11"5;'2

14 33.8, CH, i:gg: m 35.3, CH, i:gg: m

15 73.2, CH 4.86, q (6.3) 73.4, CH 4,73, m

16 19.8, CHjs 1.25, d (6.3) 22.8, CHj 1.19, d (6.4)

Tabla 10. Actividad citotoxica de la (S)-10,11-dehidrocurvularina (tomado de Bashyal et al.,
2017).

Inhibicion del crecimiento celular (Clso = DE uM)
C t -MB-
ompuesto NCI-H460* | SF-268° | MCE-7 PC-3M° MDZ’;l'\é'B
(51011~ 36+03 | 47+03 | 40+01 | 45404 >5.0
dehidrocurvularina
Doxorubicina 0.42 +0.03 | 0.62 +£0.07 | 0.42+0.13 | 0.24 £0.09 | 0.58 £ 0.23

3 Cancer de pulmoén de células grandes; ° astrocitoma/glioma; ¢ cancer de prostata; ® cancer
de mama hormono-independiente.

5.2.4. Caracterizacién estructural de la penicitrinona A (5)
Los andlisis realizados por LC-HRESIMS permitieron identificar al ion

pseudomolecular en una relacion m/z 381.1687 [M+H]" (- 2.5 ppm), del cual se deduce

una formula molecular de C,3H2505, que permite 12 grados de insaturacion (Figura 35).
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Figura 35. (A) Cromatogramas de masas (TIC) (arriba) y UV-PDA (abajo); (B) Espectros en el
UV (arriba) y de ESI-MS en modo (+) (centro) y (-) (abajo) del compuesto 5.

En los espectros de RMN (Figuras 36-39) del compuesto 5 se observaron las

siguientes sefiales:
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- Las seiales de los protones con o4 2.12 (3H, s), 2.21 (3H, s), 1.42 (3H, t, J = 8.0, 6.9
Hz), 1.31 (3H, t, J = 6.8), 1.32 (3H, t, J = 6.8), y 1.43 (3H, t, J = 7.6, 6.6 Hz), fueron
asignadas a grupos metilo y sus correspondientes carbonos fueron confirmados
mediante el andlisis de las correlaciones en el espectro de HSQC [&c 10.8 (5-Me), 11.5
(4-Me), 18.9 (3'-Me), 19.2 (3-Me), 19.1 (4-Me) y 20.9 (2'-Me)].

- Las sefiales con &4 de 3.12 (1H, q,J=7.2), 3.16 (1H, dd, J =7.1, 4.2 Hz), 4.96 (1H, q,
J=6.7,6.6 Hz), 4.62 (1H, dq, J = 13.2, 6.3, 4.0 Hz) y 6.37 (1H, s), fueron consistentes
con las sefiales observadas en los espectros de **C RMN y HSQC con & 35.0 (C-4),
446 (C-3), 82.3 (C-3), 88.0 (C-2) y 103.3 (C-7), respectivamente, para grupos

metinos.

- Finalmente, en el espectro de **C RMN se observaron las sefiales caracteristicas de
un carbonilo de una p-quinona [&c 184.4 (C-6)], un carbono de hidroxilo fendlico en &
147.4 (C-5) y las sefiales en & 155.5, 88.0, 82.3, 44.6, 135.8, 137.8 y 158.0
correspondientes a los carbonos C-1, C-2', C-3, C-3, C-7, C-7a y C-8,

respectivamente.
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Figura 36. Espectro de "H RMN del compuesto 5 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 38. Espectro HSQC del compuesto 5 (CDCl;, 500 MHz).
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Figura 39. Espectro HMBC del compuesto 5 (CDCl;, 500 MHZz).

El andlisis detallado de los datos espectroscépicos (Tabla 11) y espectrométricos antes
descrito, asi como el analisis comparativo con aquellos reportados en la literatura
especializada (Zhi-Hong et al., 2009), permitieron la caracterizacion de este compuesto

como la penicitrinona A (5).

49



Tabla 11. Datos espectroscépicos del compuesto del compuesto penicitrinona A (5).
Datos experimentales Referencia (Zhi-Hong et al., 2009)
Posicidon (500 MHz) (600 MHz)
8¢, tipo &4, mult. (J en Hz) Oc, tipo &4, mult. (J en Hz)

1 1555, C - 1554, C -

3 82.3, CH 4.96, q (6.7, 6.6) 82.3, CH 4.98, q (6.8)

4 35.0, CH 3.12,q(7.2) 35.0, CH 3.13,dq (7.3)

4a 130.8, C - 130.8, C -

5 1319, C - 1319, C -

6 1844, C - 184.4, C -

7 103.3, CH 6.37,s 103.3, CH 6.37, s

8 158.0, C - 158.0, C -

8a 100.1, C - 100.1, C -
3-Me 19.2, CH; 1.31,t(6.8) 18.9, CH; 1.45,d (6.8)
4-Me 19.1, CHjs 1.32, t(6.8) 19.1, CHs 1.32,d (7.3)
5-Me 10.8, CHs; 212, s 10.7, CHs; 212, s

2 88.0, CH 4.62, dq (13.2, 6.3, 4.0) 88.0, CH 4.62, dq (6.4, 4.1)

3 44.6, CH 3.16,dq (7.1, 4.2) 44.6, CH 3.17,dq (6.9, 4.1)

J'a 139.3, C - 139.2, C -

4’ 116.5, C - 116.4, C -

5 1474, C - 1474, C -

6’ 102.3, C - 102.2, C -

7 135.8, C - 135.8, C -

7'a 1378, C - 137.8, C -
2'-Me 20.9, CHjs; 1.43,1 (7.6, 6.6) 20.9, CHs; 1.42,d (6.4)
3'-Me 18.9, CHs; 1.42,1(8.0, 6.9) 18.8, CHs; 1.34,d (6.9)
4'-Me 11.5, CHs; 2.21,s 11.5, CHs; 221, s
5'-OH - 8.34, s - 8.36, s

Esta molécula fue aislada por primera vez en 2006 de Penicillium citrinum (Wakana et

al., 2006), y recientemente de las especies P. griseofulvum (Gao et al., 2016) y P.

purpurogenum (Wu et al., 2015). Por otra parte, se ha reportado que la penicitrinona A

(5) tiene un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de distintas lineas
celulares (Tabla 12) (Wu et al., 2015).

Tabla 12. Actividad citotdxica de la penicitrinona A en lineas celulares de cancer humano a 100

ug/mL (Wu et al., 2015).

Compuesto

Inhibicion del crecimiento celular (%)

K5622 HL-60° HelLa® BGC-823¢
Penicitrinona A 77.5 82.0 84.1 79.9
Docetaxel 79.9 86.9 78.6 61.5
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6. CONCLUSIONES

- Se realiz6 el acondicionamiento y cultivos en mediana escala de 9 taxones fungicos
obtenidos a partir de un habitat inexplorado de nuestro pais, la region del volcan San
Martin en Tuxtla, Veracruz, y que previamente habian mostrado actividad citotoxica

sobre las lineas celulares HelLa (cancer cervical) y MCF7 (cancer de mama).

- Los estudios de derreplicacion, realizados con la finalidad de explorar de manera
preliminar el metabolismo secundario de las especies fungicas, permitieron identificar
Unicamente al compuesto (S)-10,11-dehidrocurvularina (4) a partir del extracto del
hongo T2-56.

- El estudio quimico de la especie fungica T2-40 perteneciente al género Penicillium
permitio el aislamiento y la caracterizacion del compuesto N-deoxi-PF 1140 (1). La
identificacion de este producto representa el primer reporte de su obtencidn a partir de
una especie fungica de nuestro pais, y apenas el segundo reporte de su aislamiento.
Cabe mencionar que debido a que este producto no tiene propiedades citotoxicas
reportadas, es probable que existan otros metabolitos presentes en el extracto

responsables de la actividad bioldégica mostrada por T2-40.

- El estudio quimico de la especie fungica T2-56, también perteneciente al género
Penicillium, permitié el aislamiento y la caracterizacion de 4 compuestos identificados
como citrinina (2), esclerotinina A (3), (S)-10,11-dehidrocurvularina (4) y penicitrinona A
(5). Los policétidos 2, 4 y 5 han sido reportados en la literatura especializada como
micotoxinas contra una variedad de lineas celulares, lo cual explica la actividad
observada en el extracto organico de este organismo. La actividad bioldgica de la

esclerotinina A (3) aun queda por explorar.
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