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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Importancia de los productos naturales de origen fúngico 

 

Los productos naturales obtenidos de las plantas, hongos, insectos, organismos 

marinos, bacterias, entre otros, han sido históricamente la fuente más importante de 

sustancias biológicamente activas y de medicamentos (Barreiro et al., 2012). En años 

recientes, la química 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), así como el compuesto Olaparib (Lynparza, AstraZeneca), aprobado en el año 

2014 por la misma dependencia para el tratamiento de cáncer de ovario (Kumar et al., 

2017). 

 

En el periodo comprendido entre 1981 y 2014, la FDA aprobó 1562 nuevos fármacos 

(Figura 1) (Newman y Cragg, 2016), los cuales pueden clasificarse con base a su 

origen en:  

 

 MB = Macromolécula biológica, usualmente péptidos grandes o proteínas, aisladas 

de un organismo/línea celular, o bien, producida por medios biotecnológicos. 

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

 DB = Droga botánica (mezcla caracterizada). 

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

 DS = Droga totalmente sintética, obtenida por síntesis aleatoria o mediante 

modificaciones aleatorias de un agente con actividad comprobada. 

 DS* = Droga sintética con farmacóforo derivado de un producto natural. 

 V = Vacuna. 

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

De estos fármacos, 38 fueron aprobados entre los años 2010 y 2014 para el 

tratamiento de diferentes tipos de cáncer (Figuras 2 y 3). Por ejemplo, las 

nanopartículas de paclitaxel, compuesto aislado de la corteza de Taxus brevifolia  (tejo 

del Pacífico), fueron aprobadas para el tratamiento de cáncer de ovario y de mama 

reincidentes, además han mostrado gran eficacia en el tratamiento de otros tipos de 

cáncer (colon, pulmón, melanoma y linfoma) (Stull et al., 1995). El péptido romidepsina, 

obtenido de la bacteria Chromobacterium violaceum, con una potente actividad 

citotóxica contra carcinomas de pulmón, estómago, 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 Japón, es eficaz 

contra la leucemia no linfocítica primaria y aguda reincidente, y la leucemia mieloide 

crónica (Luo et al., 2004). Finalmente, el mebutato de ingenol, un éster diterpénico 

macrocíclico aislado de la planta Euphorbia peplus, ampliamente utilizado para tratar 

lesiones comunes de la piel y lesiones cancerosas como la queratosis actínica 

(Lebwohl et al., 2012). 

 

 

Figura 2. Fármacos anticancerígenos aprobados durante el periodo 2010-2014; n = 38. 
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Clorhidrato del ácido 

aminolevulínico (DPN) 
Carfilzomib (DPN) Eribulina (DPN) 

 
  

Mifamurtida (DPN) Vinflunina (DPN) 
Mesilato de apatinib 

(DPN) 
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Figura 3. Estructura de anticancerígenos selectos aprobados por la FDA durante el periodo 

2010 al 2014. 

 



 

4 

 

Así, de las fuentes naturales mencionadas, los hongos son uno de los grupos más 

prolíficos para la obtención de moléculas bioactivas, además de que son utilizados para 

la obtención de otras sustancias de aplicación industrial, como son enzimas, 

pigmentos, vitaminas, alcoholes, ácidos orgánicos, cosméticos, etc. (Sette et al., 2013). 

 

Algunos compuestos de origen fúngico que han sido de gran importancia médica se 

ilustran en la Figura 4. Dentro de este grupo destacan los antibióticos betalactámicos 

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 

múltiple, 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). 

 

 

 
Antibióticos β-lactámicos Ciclosporina 

 

 

 
Fingolimod Mevastatina 

Figura 4. Estructura de fármacos selectos de origen fúngico de importancia en la 

terapéutica. 
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El descubrimiento y desarrollo de estos compuestos sustentan la realización estudio 

químicos de éstos y otros microorganismos en la búsqueda de nuevos fármacos o 

moléculas que sirvan como prototipo para el desarrollo de otros medicamentos más 

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 taxonómicamente y un número aún 

menor ha sido estudiado químicamente (Hawksworth y Lucking, 2017). En México, se 

estima que existen más 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 contemporánea, mismas que se 

remontan al descubrimiento accidental de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming. 

Sin embargo, además de las propiedades antibióticas bien reconocidas, muchos de los 

metabolitos secundarios aislados de estos hongos también han mostrado importante 

actividad citotóxica (Figura 5). Algunas de las clases de compuestos químicos más 

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 más abundantes dentro 

del reino Fungi, también son de las más difíciles para ser identificados a nivel de 

especie, ya sea por técnicas microbiológicas tradicionales o mediante biología 

molecular (Schoch et al., 2012). El análisis micro y macromorfológico de las estructuras 

celulares de estos hongos sigue siendo indispensable para la identificación de estas 

especies, además de complementar este análisis con estudios moleculares de la región 

espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal (ITS), y algunos otros genes que 
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codifican para proteínas como la calmodulina (CaM), la ARN polimerasa II (RPB2), 

entre otros (Figura 6) (Schoch et al., 2012, Vetrovsky et al., 2016). 

 

Alcaloides 

 

  

Quetoglobosinas Gliotoxina Ácido ciclopiazónico 
Policétidos 

 

 
 

Duclauxina Emodina Epolactaeno 

  
 

Ácido secalónico Compactina Brefeldina A 
Terpenoides 

 
Wortmanina 

Figura 5. Metabolitos secundarios selectos de Penicillium sp. con actividad citotóxica (Koul y 

Singh, 2017). 
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Figura 6. Metodología general para la identificación molecular de especies fúngicas. 

 

  

Especie a identificar Cultivo celular Extracción de ADN

Análisis en base de datos Secuenciación de ADN Purificación
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2. HIPÓTESIS 

 

El estudio químico de especies fúngicas obtenidas de hábitats inexplorados y 

seleccionadas con base en una actividad biológica, permitirá la obtención de moléculas 

bioactivas con esqueletos químicos novedosos o inusuales de interés farmacéutico. 

 

3. OBJETIVOS 

 

El objetivo general del presente trabajo es realizar el estudio químico de hongos 

saprótrofos selectos provenientes de una muestra de suelo recolectada en las regiones 

aledañas al volcán de San Martín, en San Andrés Tuxtla, Veracruz, México, para la 

obtención de nuevos compuestos biodinámicos con actividad citotóxica. Para el 

cumplimiento de éste se plantearon los siguientes objetivos particulares: 

 

1.- Realizar el acondicionamiento de una serie de hongos saprótrofos, obtenidos de 

una muestra de suelo, que previamente habían mostrado una importante actividad 

citotóxica. 

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

sólido. 

3.- Obtener los extractos orgánicos, a partir de los cultivos en mediana escala, 

mediante técnicas de maceración y partición. 

4.- Realizar los análisis de derreplicación de cada uno de los extractos orgánicos 

preparados. 

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

6.- Fraccionar los extractos orgánicos y purificar los metabolitos secundarios 

mayoritarios presentes mediante técnicas cromatográficas convencionales. 

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

espectroscópicas y espectrométricas de vanguardia. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL  

 

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

mediana escala 

 

El acondicionamiento de los organismos fúngicos obtenidos de una muestra de 

suelo del volcán San Martín en Tuxtla, Veracruz (18° 33.421’ N; 95° 12.538’ O), se 

realizó a partir de los cultivos tipo, los cuales fueron transferidos en cajas de Petri con 

medio APD y se incubaron por 7 días 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 líquido YESD (15 mL), compuesto por peptona de soya (2%), extracto 

de levadura (1%) y dextrosa (2%), y se mantuvieron en agitación constante (100 rpm) 

durante 7 días a temperatura ambiente. Al término de este periodo, los inóculos fueron 

transferidos a un medio sólido 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 fermentación se realizó durante 21 días a temperatura 

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

 

4.2. Preparación de los extractos orgánicos 

 

La preparación de los extractos orgánicos se realizó a partir de los cultivos en 

medio sólido (inciso 4.1) mediante un proceso de maceración con 500 mL de una 

mezcla de CHCl3-MeOH (1:1). La extracción se llevó a temperatura ambiente durante 8 

horas con agitación suave (60-80 rpm). Transcurrido este tiempo, la mezcla se filtró al 

vacío utilizando un embudo Büchner, y el residuo obtenido se lavó con 50 mL de 

CHCl3-MeOH (1:1) por triplicado. Posteriormente, al extracto orgánico resultante se le 

adicionaron 500 mL de CHCl3 y una cantidad de H2O necesaria para completar un 

volumen final de 2000 mL, este se mantuvo en agitación constante durante 30 min. La 

fase orgánica se separó y la fase acuosa se sometió a un proceso de extracción con 

CHCl3 (800 mL x2). Posteriormente, todas las fases orgánicas se reunieron y 
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concentraron a presión reducida. Finalmente, la fracción orgánica seca fue 

resuspendida en 120 mL de una mezcla de MeCN-MeOH (1:1) y se sometió a un 

desgrase con hexano (120 mL); la fracción de hexano se descartó y la fracción de 

MeCN-MeOH se evaporó a sequedad a presión reducida. 

 

4.3. Estudios de derreplicación 

 

Los estudios de derreplicación se realizaron con los extractos orgánicos 

obtenidos en el inciso anterior mediante la técnica de UPLC-HRESIMS-MS/MS (El-

Elimat et al., 2013). Para los análisis por UPLC se utilizó un cromatógrafo marca 

Waters (Waters Corp., MA, EEUU) equipado con un detector de PDA. El control del 

equipo, la adquisición de datos, el procesamiento y la manipulación de la información 

fueron realizados utilizando el programa Empower versión 3.0 (Waters). Todos los 

análisis se llevaron a cabo en una columna Acquity BEH C18 (1.7 µm, 2.1  10 mm; 

Waters) a 40 °C. La elución se realizó con una mezcla binaria de MeCN (A)-ácido 

fórmico acuoso (0.1%) (B), utilizando un gradiente de elución lineal con una 

composición inicial de 15% de A, incrementándose hasta 100% durante 8 minutos, 

manteniendo una composición isocrática por 1.5 min y regresando a las condiciones 

iniciales en 0.5 min. La detección se realizó mediante un barrido desde 190 hasta 500 

nm. 

 

Los análisis por HRMS-MS/MS se realizaron por la técnica de ionización por 

electrospray en los modos positivo y negativo (ESI y ESI, respectivamente), en un 

espectrómetro 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 

N2, fijándose a 25 y 20 (unidades arbitrarias) para el modo positivo y negativo, 

respectivamente. El control del instrumento y el análisis de datos se llevaron a cabo 
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utilizando el programa Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific). Para cada análisis se 

disolvió 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de MeOH-Dioxano (1:1), el 

volumen inyectado fue de 5 L. Finalmente, los resultados obtenidos para cada análisis 

(tiempo de retención, patrones de fragmentación, espectros en el UV y masas) se 

compararon contra una base de datos de metabolitos secundarios de origen fúngico 

(más de 300 compuestos) registrada utilizando las mismas condiciones de análisis. 

 

4.4. Fraccionamiento primario y secundario de los extractos orgánicos 

 

El fraccionamiento primario de los extractos orgánicos se realizó mediante una 

cromatografía en columna de tipo Flash en un cromatógrafo CombiFlash Rf Lumen 

(Teledyne Isco, Inc.). Como fase estacionaria se utilizó, en una columna empacada, gel 

de sílice (tamaño de partícula 20-40 m, RediSep Rf Gold Silica Gel, Teledyne Isco, 

Inc.), y como fase móvil se emplearon mezclas entre Hexano-CHCl3-MeOH, en orden 

creciente de polaridad utilizando un gradiente de elución lineal. 

 

Los extractos orgánicos 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 sílice, mientras que los extractos T2-4 y T2-55 fueron 

fraccionados en columnas de 4 g. Las condiciones de estos análisis se resumen en la 

Tabla 1. Las fracciones primarias resultantes fueron reunidas de acuerdo a su similitud 

cromatográfica y se llevaron a sequedad a presión reducida. 

 

Enseguida, con la finalidad de establecer los perfiles cromatográficos preliminares de 

cada una de las fracciones primarias obtenidas, se realizó un análisis por HPLC, 

utilizando un cromatógrafo marca Waters, equipado con los detectores de PDA y 

ELSD; éste último se trabajó con las siguientes condiciones de análisis: ganancia 100; 

presión 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 manipulación de los datos 

se realizó utilizando el programa Empower versión 3.0 (Waters). El análisis de las 

muestras se llevó a cabo en una columna Gemini C18 (5 m, 250  4.6 mm; 



 

12 

 

Phenomenex); la elución se realizó con una mezcla binaria constituida por A: ácido 

fórmico 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 cromatográficas utilizadas para el fraccionamiento primario o secundario 

de los extractos orgánicos analizados. 

Disolvente 
A 

Disolvente 
B 

Tamaño de columna 

%B 
4 g 12 g 24 g 60 g 

Volumen (CV) 

4.8 mL 16.8 mL 33.6 mL 124.8 mL 

CHCl3 

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 

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 químicos, mostraron un perfil 

cromatográfico complejo y una cantidad de materia relativamente alta, por lo cual 

fueron sometidas a un fraccionamiento secundario empleándose las siguientes 

columnas: 

 

 Columnas de 12 g de gel de sílice para la fracción primaria: T2-56-FIV. 

 Columnas de 24 g de gel de sílice para las fracciones primarias: T2-40-FV y T2-

56-FIII. 

 

Las fracciones secundarias resultantes fueron reunidas de acuerdo a su similitud 

cromatográfica y se llevaron a sequedad a presión reducida. Finalmente, todos los 

conjuntos de fracciones fueron analizadas por HPLC bajo las mismas condiciones de 

análisis descritas en los párrafos anteriores. 
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4.5. Aislamiento y purificación de los metabolitos mayoritarios 

 

Con base en los perfiles cromatográficos 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 purificación de los metabolitos mayoritarios 

presentes. Los métodos cromatográficos por HPLC para la purificación de las 

fracciones seleccionadas fueron optimizados hasta obtener una resolución tal que 

permitiera el aislamiento eficiente de los compuestos mayoritarios. Estos métodos se 

indican a continuación: 

 

 T2-40-FII-3 y T2-56-FII-2: columna Gemini C18 (5 m, 250  4.6 mm); fase móvil: A: 

ácido fórmico 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. 

 T2-40-FI-2: columna Kinetex C18 (5 m, 250  4.6 mm); fase móvil: A: ácido 

fórmico 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. 

 T2-56-FI-2: columna Kinetex C18 (5 m, 250  4.6 mm); fase móvil: A: ácido 

fórmico 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 separación y purificación de los compuestos, se efectuó mediante el escalamiento 

de las condiciones de análisis utilizadas a nivel analítico en las columnas preparativas 

Kinetex C18 (5 m, 250  21.2 mm) o Gemini C18 (5 m, 250  21.2 mm). El flujo de 

trabajo fue modificado a 21.24 mL/min y se emplearon tiempos de recolección de 

fracciones entre 13 y 15 s. 

 

4.6. Caracterización 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 (1H RMN)/100 

MHz (13C RMN), 500 MHz (1H RMN)/125 MHz (13C RMN) o 700 MHz (1H RMN)/175 
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MHz (13C RMN), respectivamente. Los  se expresan en ppm con referencia al 

tetrametilsilano (TMS), utilizado como estándar interno. En todos los casos se utilizó 

CDCl3 como disolvente. Los espectros de HRESIMS-MS/MS se obtuvieron por la 

técnica ESI y ESI, y se registraron en un espectrómetro de masas Thermo Fisher 

Scientific Q Exactive Plus. El registro de los espectros de RMN y MS se realizó en la 

Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, C.N., EEUU. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

La presente investigación forma parte de un proyecto enfocado a la búsqueda de 

metabolitos secundarios novedosos con actividad citotóxica a partir de organismos 

fúngicos selectos. Las especies fúngicas estudiadas fueron obtenidas en un hábitat 

inexplorado de nuestro país (Figura 7).La evaluación preliminar de estas especies 

mediante el ensayo de citotoxicidad contra las líneas celulares HeLa (cáncer cervical) y 

MCF7 (cáncer de mama), permitió establecer su potencial citotóxico (Tabla 2). Esta 

actividad fue realizada previamente en el grupo de trabajo (Camiña-Blando, 2016).y 

permitiórealizar la selección de las especies con código interno T2-4, T2-14, T2-25, T2-

40, T2-45, T2-52, T2-54, T2-55 y T2-56 para la realización de su estudio químico. 

 
 

 

 
 

Figura 7. Ubicación geográfica de la región del volcán San Martín en Tuxtla, Veracruz (18° 

33.421’ N;  95° 12.538’ O). 
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Tabla 2. Evaluación de la citotoxicidad de los taxones fúngicos seleccionados 

(Camiña-Blando, 2016). 

Clave 
Fuente de 
obtención 

% de crecimiento celular 

HeLa MCF-7 

2 g/mL 20 g/mL 2 g/mL 20 g/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 78 19 

T2-45 Suelo 260 110 76 39 

T2-52 Suelo 216 19 96 7 

T2-54 Suelo 198 38 78 43 

T2-55 Suelo 28 27 72 60 

T2-56 Suelo 33 24 82 81 

 

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

Figura 8. En primer lugar, una vez seleccionadas las especies a estudiar, se realizó el 

acondicionamiento de éstas (Tabla 2). Para ello, se verificó su viabilidad y pureza 

(Figura 9) y posteriormente, se subcultivaron en medio líquido YESD con la finalidad 

de incrementar la biomasa del microorganismo, y de esta manera mejorar su 

crecimiento en medio sólido. Una vez terminado el tiempo de fermentación, los cultivos 

líquidos fueron vertidos en un medio sólido de arroz y se dejaron crecer por 21 días a 

temperatura ambiente. Cabe destacar que cuando los microorganismos son cultivados 

en medios limitados en nutrientes, se induce o estimula la producción 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 adaptación. 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 comparación con los hongos T2-25, T2-40, T2-54 y T2-56. 
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Figura 9. Acondicionamiento en medio APD de los hongos seleccionados para su estudio 

químico. 

 

 

 

T24 T214 T225 

T252 T245 T240 

T256 T255 T254 
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T2-4 T2-14 

  
T2-25 T2-40 

  
T2-45 T2-52 

  
T2-54 T2-55 

 
T2-56 

Figura 10. Cultivo en medio sólido de arroz de las especies fúngicas seleccionadas. 
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Al término del periodo de crecimiento, se se realizó la preparación de los extractos 

orgánicos utilizando las técnicas de maceración 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 sólido, 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 

producción de pigmentos. 

 

Tabla 3. Rendimientos y resultados de derreplicación para los 

extractos orgánicos de hongos seleccionados. 

Clave Peso (mg) Resultados de derreplicación 

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 contemporánea que ha facilitado el descubrimiento de 

nuevos productos naturales es la derreplicación o análisis de metabolómica. Ésta 

estrategia permite realizar la preselección de los candidatos idóneos para su estudio 

químico. Este proceso se fundamenta en el análisis de los extractos orgánicos por 

UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS y la comparación de los resultados obtenidos (tiempos 

de retención, perfiles en el UV, espectros de masas y fragmentaciones típicas de los 

iones moleculares) con aquellos contenidos en una base de datos de metabolitos 

secundarios fúngicos analizados bajo las mismas condiciones de análisis (Figura 11) 

(El-Elimat et al., 2013). Los resultados de derreplicación para los extractos fúngicos 

estudiados en este trabajo revelaron que sólo el extracto del hongo T2-56 presenta al 

metabolito identificado como (S)-10,11-dehidrocurvularina (Tabla 4). Cabe mencionar 

que a pesar de obtener este resultado, se decidió continuar con el estudio químico de 

esta especie ya que se observó en el cromatograma correspondiente picos adicionales 
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que, aunque pudiesen estar en cantidades menores, pueden ser análogos más activos 

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

 

 

Figura 11. Metodología general para el análisis de metabolómica de los extractos 

orgánicos. 

 

Tabla 4. Resultados de los análisis de derreplicación para el extracto del hongo T2-56. 

Datos Base de datos T2-56 

Tiempo de 
retención (min) 

3.86 3.79 

UVmáx (nm) 228 y 293 224 y 289 

m/z [MH] 
291.1217 

(3.4 ppm) 

291.1232 

(1.7 ppm) 

Estructura y 
formula química 

 
(S)-10,11-dehidrocurvularina 

C16H18O5 

 

 

Especie selecta Extracto activo

Separación por 

UPLC-PDA

Análisis 

HRESIMS-MS/MSRegistro de datos

Especie selecta Extracto activo Preparación de muestra

Separación por 

UPLC-PDA

Análisis 

HRMS-MS/MS
Análisis de datos

Preparación de la muestra
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Figura 12. Análisis cromatográfico por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (arriba) de T2-56. El 

compuesto con tiempo de retención 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 continuación se realizó el fraccionamiento primario de todos los extractos mediante 

una cromatogrfía de tipo Flash, y las fracciones obtenidas se reunieron de acuerdo a su 

similitud cromatográfica (Tabla 5). El análisis detallado por HPLC de las fracciones 

primarias reveló la presencia, en algunas de éstas, de numerosos compuestos con 

perfiles en el UV característicos para la presencia de grupos cromóforos aromáticos 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 

purificación de los componentes individuales. 

 
 
 
 
 
 



 

23 

 

 
Tabla 5. Resultados del fraccionamiento primario y secundario realizados mediante cromatografía 
de tipo Flash. 

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

T2-4 T2-4-FI-V − T2-52 T2-52-FI-IV − 

T2-14 T2-14-FI-V − T2-54 T2-54-FI-VI  

T2-25 T2-25-FI-VI − T2-55 T2-55-FI-VII − 

T2-40 T2-40-FI-VIII 
T2-40-FV 

(T2-40-FV (1-5)) 
T2-56 T2-56-FI-V 

T2-56-FIII 

(T2-56-FIII (1-4)) 

T2-45 T2-45-FI-V −    

 

Una vez seleccionados los taxones para su estudio químico, se realizó la identificación 

taxonómica de los mismos mediante el análisis de sus secuencias ITS. Para este 

análisis, se obtuvo el ADN genómico de cada hongo a partir de cultivos axénicos 

frescos siguiendo las instrucciones del proveedor de los kits de extracción y purificación 

de ADN empleados; luego, por la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), se amplificó el marcador molecular ITS-4. El producto puro, obtenido por PCR, 

se secuenció para su posterior análisis filogenético por alineamiento local (BLAST). 

Cabe mencionar que este trabajo se realizó en colaboración con el Dr. Huzefa Raja de 

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

 

Los resultados de este análisis permitieron establecer que ambos taxones fúngicos 

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 morfológicos adicionales y 

de la secuenciación de regiones específicas del ADN para poder establecer la 

taxonomía a nivel de especie de ambos organismos. 

 

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

 

El análisis por HPLC de las fracciones secundarias resultantes de 

fraccionamiento por cromatografía tipo Flash de T2-40-FV, reveló que la fracción T2-40-

FV-3 contenía al menos tres compuestos mayoritarios, de los cuales se logró aislar 

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

en los procesos de purificación subsecuentes. 

 
 

 

 

 

Figura 13. Separación y purificación de los compuestos mayoritarios de T2-40.  

Cromatogramas en el UV ( 365 nm) de las fracciones T2-40-FV (A) y T2-40-FV-3 (B) a nivel 
analítico, y T2-40-FV-3 (C) a nivel preparativo. 

 

5.1.1. Caracterización estructural del N-deoxi-PF 1140 (1)  

 

La elucidación estructural del compuesto 1 se llevó a cabo mediante el análisis 

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

presentó un ion molecular en una relación masa carga (m/z) de 262.1811 [M+H]+ (+3.6 
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ppm), correspondiente con la fórmula molecular C16H24NO2, la cual permite 6 grados de 

insaturación (Figura 14).  

 

 

 
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 características más importantes observadas en los espectros de 

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

 

- En el espectro de 1H RMN se observaron cuatro señales asignables a grupos metilos 

en H 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 hidrógenos diasterotópicos en H 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 

H 7.01 (d, J = 7.1 Hz), 5.83 (d, J = 7.1 Hz), 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 13C RMN se identificaron 16 señales correspondientes a cuatro 

metilos [C 14.7 (C-14), 20.4 (C-17), 21.5 (C-15) y 22.9 (C-16)], dos metilenos [C 44.2 

(C-11) y 44.5 (C-9)], un carbonilo de amida [C 165.3 (C-2)], un oximetino [C 74.3 (C-

13)], dos metinos de una doble ligadura [C 131.3 (C-6) y 100.7 (C-5), pertenecientes a 

un sistema tipo 2-piridona], tres metinos [C 44.1 (C-7), 37.8 (C-12) y 27.0 (C-10)] y tres 

carbonos cuaternarios [dos vinílicos en C 162.4 (C-4, base de oxígeno) y 110.4 (C-3), y 

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

correlaciones observadas en los espectros de HSQC y HMBC. 

 
 

 

Figura 15. Espectro de 1H RMN del compuesto 1 (CDCl3, 700 MHz). 
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Figura 16. Espectro de 13C RMN del compuesto 1 (CDCl3, 175 MHz). 

 

 

 
 

 
 

 

Figura 17. Espectro HSQC del compuesto 1 (CDCl3, 700 MHz). 
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Figura 18. Espectro HMBC del compuesto 1 (CDCl3, 700 MHz). 

 

El conjunto de señales recién descrito, aunado con el análisis detallado de los 

desplazamientos químicos 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 fúngica marina Penicillium sp. (CANU 

MCPT14-1-5) aislada del alga Xiphophora gladiata (de Silva et al., 2009, Jessen y 

Gademann, 2010). Además, en ese trabajo se evaluó su actividad como agente 

antimicrobiano contra Bacillus subtilis y Candida albicans, y en el ensayo de leucemia 

en ratón, en ambos experimentos el producto evaluado no presentó una actividad 

biológica importante. 
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5.2. Aislamiento y purificación de los metabolitos mayoritarios del hongo T2-56 

 

El análisis cromatográfico de las fracciones primarias T2-56 FI-V permitió 

identificar a las fracciones T2-56-FII y T2-56-FIII como candidatas para la obtención de 

los metabolitos mayoritarios. La fracción T2-56-FII contenía un producto mayoritario el 

cual se purificó por HPLC, generando 38.8 mg del compuesto 2. Por otra parte, la 

fracción T2-56-FIII se sometió a un fraccionamiento tipo Flash obteniéndose cuatro 

fracciones secundarias (T2-56-FIII-(1-4)). El análisis cromatográfico por HPLC de la 

fracción T2-56-FIII-2 (Figura 19), permitió el aislamiento de los compuestos 3 (2.1 mg) y 

4 (15.1 mg), además de 19.5 mg de una mezcla establecida por RMN. La purificación 

por HPLC de ésta permitió la obtención de 3.7 mg de 5. 

 

 

Tabla 6. Datos espectroscópicos del compuesto N-deoxi-PF 1140 (1). 

Posición 

Datos experimentales 
(CDCl3, 700 MHz) 

Referencia (de Silva et al., 2009) 

(CD3OD, 500 MHz)  

C, tipo H, mult. (J en Hz) C, tipo H, mult. (J en Hz) 

2 165.3, C − 167.2, C − 

3 110.4, C − 111.6, 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) 45.99, CH 2.16, d (10.8) 

8 33.8, C − 35.3, C − 

9 44.5, CH2 
1.70, da (13.6) 

1.02, dd (13.6, 13.0) 
45.99, CH2 

1.78, brd (13.8) 

1.02, t (13.3) 

10 27.0, CH 1.56, m 28.4, CH 1.63, m 

11 44.2, CH2 
1.67, da (13.3) 

0.89, dd (13.3, 12.0) 
45.86, CH2 

1.70, brd (13.8) 

0.86, m 

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, CH3 1.25, d (6.4) 15.3, CH3 1.26, q (6.4) 

15 21.5, CH3 0.71, s 22.3, CH3 0.69, s 

16 22.9, CH3 0.86, d (6.4) 23.5, CH3 0.88, d (6.4) 

17 20.4, CH3 0.96, d (6.4) 21.3, CH3 0.91, d (6.6) 
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Figura 19. Separación y purificación de los compuestos mayoritarios de T2-56-FIII. 

Cromatogramas en el UV ( 254 nm) de las fracciones T2-56-FIII (A) y T2-56-FIII-2 (B) a nivel 
analítico, y (C) T2-56-FIII-2 a nivel preparativo.  

 

5.2.1. Caracterización estructural de la citrinina (2) 

 

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

corresponde con la fórmula C13H15O5 (m/z 251.0926 [M+H]+, + 4.8 ppm), la cual permite 

7 grados de insaturación (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. 

 

El análisis de los espectros de RMN mono y bidimensionales (Figuras 21-24) del 

producto 2 permitió establecer las siguientes características estructurales: 
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- En H 4.77 (1H, dq, J = 6.7, 0.8 Hz) y 2.97 (1H, q, J = 7.2 Hz) se observan dos 

múltiples que correlacionan en el espectro de HSQC con los carbonos en C 81.6 (C-3) 

y 34.6 (C-4), respectivamente, sugiriendo la presencia de dos metinos alifáticos, uno de 

estos vecino a un sistema de tipo oximetino. Además, en H 1.23 (3H, d, J = 7.2 Hz) y 

1.35 (3H, d, J = 6.7 Hz) se observaron dos dobletes diagnósticos para grupos metilos 

[C 18.5 (C-9) y 18.2 (C-10)]. 

 

- En H/C 2.02 (3H, s)/9.4 (C-11) se observa una señal asignable a un metilo sobre 

doble ligadura, y en H/C 8.23 (1H, s)/162.7 (C-1), un metino base de oxígeno y de una 

doble ligadura. Finalmente en el espectro de 13C RMN observan dos señales 

correspondientes a un grupo carbonilo de ácido [C 174.5 (C-12)] unido a un anillo 

aromático, y en C 183.8 (C-6) una señal atribuible a una cetona cíclica (quinona).  

 

 

Figura 21. Espectro de 1H RMN del compuesto 2 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 22. Espectro de 13C RMN del compuesto 2 (CDCl3, 100 MHz). 

 
 

 
 

 

Figura 23. Espectro HSQC del compuesto 2 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 24. Espectro HMBC del compuesto 2 (CDCl3, 400 MHz). 

 

Así, el conjunto de señales 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), además de hongos pertenecientes a los géneros Micromonospora (Li et al., 

2006) y Aspergillus (Pollock, 1947). 
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Tabla 7. Datos espectroscópicos del compuesto citrinina (2). 

Posición 

Datos experimentales 
(CDCl3, 400 MHz) 

Referencia (Valente et al., 2014)  
(CDCl3, 400 MHz) 

δC, tipo δH, mult. (J en Hz) δC, tipo δH, 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) 

4a 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, CH3 1.35, d (6.7) 18.5, CH3 1.35, d (6.7) 

10 18.2, CH3 1.23, d (7.2) 18.3, CH3 1.23, d (7.2) 

11 9.4, CH3 2.02, s 9.5, CH3 2.02, s 

12 174.5, C − 174.6, C − 

8-OH − * − 15.90, sa 

12-OH − * − 15.12, sa 

*El espectro se registró hasta 14 ppm. 

 

Cabe destacar que esta micotoxina ha demostrado tener una actividad contra las líneas 

celulares cancerígenas K562 (leucemia), HL-60 (leucemia promielocítica), HeLa 

(cáncer cérvico-uterino) y BGC-823 (adenocarcinoma gástrico), con valores de 

porcentaje de inhibición del crecimiento celular por arriba del 50% a la concentración de 

100 g/mL. Estos resultados fueron comparados con el fármaco de referencia 

docetaxel (Wu et al., 2015). También se encontró, que al ser un compuesto hidrofóbico 

de bajo peso molecular, puede penetrar las células mediante permeación de la 

membrana plasmática o interacción con transportadores aniónicos orgánicos unidos a 

las membranas (Chang et al., 2009). Además, la citrinina (2) induce la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ERO) . En experimentos realizados en células madre de 

embrión (ESC-B5) se demostró que este producto induce apoptosis mediante la 

generación de ERO, el incremento de calcio libre en el citoplasma, la producción de 

óxido nítrico intracelular, el aumento de la relación Bax/Bcl-2, la pérdida de potencial en 

la membrana mitocondrial, la liberación de citocromo C y por activación de las 

caspasas-9 y -3, la proteína cinasa activada con p21 y la cinasa que fosforila a la 

proteína c-Jun (Chan, 2008). 
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5.2.2. Caracterización estructural de la esclerotinina A (3) 

 

Los análisis por LC-HRESIMS permitieron determinar la fórmula molecular del 

compuesto 3 como C13H17O5 (m/z 253.1075 [M+H]+, +1.8 ppm), la cual permite 6 grados 

de insaturación (Figura 25).  

 

 

 
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 análisis detallado de los espectros en el UV y RMN (Figuras 26-29) reveló la 

presencia de perfiles característicos de una dihidroisocumarina sustituida. Las señales 

más importantes observadas en los espectros de RMN para la elucidación inequívoca 

de este compuesto se describen a continuación. 

 

- En H 2.14 (3H, s) y 2.13 (3H, s) se observan dos señales asignables a grupos metilos 

sobre un anillo aromático y que mostraron correlación en el espectro de HSQC con los 

carbonos en C 10.3 (C-11) y 7.6 (C-12), respectivamente. También se observaron 

otros dos grupos metilos en H/C 1.21 (3H, d, J = 7.1 Hz)/17.4 (C-10) y 1.73 (3H, s)/ 

26.0 (C-9).  

 

- En H/C 3.21 (1H, q, J = 7.2 Hz)/38.6 (C-8) se observa un múltiplete asignado al 

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

 

- Finalmente, en H 11.52 (1H, s) se observa la presencia de un hidroxilo fenólico 

quelatado con el carbonilo de una α-pirona en C 168.9 (C-5). 

 
 

 

 

Figura 26. Espectro de 1H RMN del compuesto 3 (CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 27. Espectro de 13C RMN del compuesto 3 (CDCl3, 125 MHz). 

 
 
 

 

 
Figura 28. Espectro HSQC del compuesto 3 (CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 29. Espectro HMBC del compuesto 3 (CDCl3, 500 MHz). 

 

El análisis comparativo de los valores de desplazamiento químico ( ) de 1H y 13C 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 mostró actividad antimicrobiana ni 

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

Posición 

Datos experimentales  
(CDCl3, 500 MHz) 

Referencia (Lai et al., 2013) 
(CD3OD, 600 MHz) 

Referencia (Lai et al., 2013) 
((CD3)2SO, 600 MHz) 

δC, tipo 
δH, mult. 
(J en Hz) 

δC, tipo 
δH, mult. 
(J en Hz) 

δC, tipo 
δH, mult. 
(J en Hz) 

1 112.5, C − 114.7, C − 113.2, C − 

2 160.3, C − 162.1, C − 160.2, C − 

3 108.5, C − 110.1, C − 108.4, C − 

4 159.1, C − 161.3, C − 159.1, C − 

4a 99.3, C − 100.0, C − 98.6, C − 

5 168.9, C − 171.7, C − 169.7, C − 

7 103.9, C − 105.6, C − 104.6, C − 

8 38.6, 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 − 142.3, C − 141.2, C − 

9 26.0, CH3 1.73, s 25.7, CH3 1.70, s 25.1, CH3 1.59, s 

10 17.4, CH3 1.21, d (7.1) 17.5, CH3 1.19, s 17.1, CH3 1.04, d (7.1) 

11 10.3, CH3 2.14, s 10.7, CH3 2.16, s 10.6, CH3 2.04, s 

12 7.6, CH3 2.13, s 8.2, CH3 2.12, s 8.3, CH3 2.02, s 

2-OH − − − − − 9.33, s 

4-OH − 11.53, s − − − 11.67, s 

7-OH − − − − − 7.25, s 

 

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

 

La fórmula molecular del compuesto 4, C16H19O5 (m/z 291.1234 [M+H]+, + 2.4 

ppm), fue determinada mediante HRESIMS, y permite 8 grados de insaturación (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.  

 

C:\Users\...\01002-43-3 27-Dec-16 9:41:56 PM

RT: 0.00 - 10.01

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

Time (min)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

u
A

U

0

20

40

60

80

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
c
e

3.81

3.84

3.80

3.86

3.88

3.76
3.943.48

4.022.56 4.262.592.51 3.43 4.750.56 8.60 9.138.824.78 9.838.570.53 9.305.23 8.160.59 7.917.635.52 6.74 7.296.602.13 5.871.08 6.101.32 1.80

3.73

0.47 0.62 3.41
2.47 3.89 4.15 9.789.649.368.618.378.17 8.967.955.16 7.677.377.096.794.43 6.535.324.882.09 6.285.711.14 3.242.661.950.06

NL:

1.26E10

TIC  MS 

01002-43-3

NL:

1.23

Total Scan  

PDA 

01002-43-3

01002-43-3 #4576 RT: 3.81 AV: 1 NL: 1.96E-1 microAU

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

wavelength (nm)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
s
o
rb

a
n
c
e

222.46

289.39

347.96
371.86 387.40

C:\Users\...\01002-43-3 27-Dec-16 9:41:56 PM

RT: 0.00 - 10.01

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

Time (min)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

u
A

U

0

20

40

60

80

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
c
e

3.81

3.84

3.80

3.86

3.88

3.76
3.943.48

4.022.56 4.262.592.51 3.43 4.750.56 8.60 9.138.824.78 9.838.570.53 9.305.23 8.160.59 7.917.635.52 6.74 7.296.602.13 5.871.08 6.101.32 1.80

3.73

0.47 0.62 3.41
2.47 3.89 4.15 9.789.649.368.618.378.17 8.967.955.16 7.677.377.096.794.43 6.535.324.882.09 6.285.711.14 3.242.661.950.06

NL:

1.26E10

TIC  MS 

01002-43-3

NL:

1.23

Total Scan  

PDA 

01002-43-3

01002-43-3 #1086 RT: 3.92 AV: 1 NL: 1.56E9

T: FTMS + c ESI Full ms [135.00-2000.00]

140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
c
e

291.1234

273.1127
193.0501167.0343 317.1389 339.1209

293.1281

151.0394 303.1918221.0450 386.0692169.0499 245.1177205.0501 369.1316255.1020 279.1230 399.1809355.0954182.9857

266.0343

C:\Users\...\01002-43-3 27-Dec-16 9:41:56 PM

RT: 0.00 - 10.01

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

Time (min)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

u
A

U

0

20

40

60

80

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
c
e

3.81

3.84

3.80

3.86

3.88

3.76
3.943.48

4.022.56 4.262.592.51 3.43 4.750.56 8.60 9.138.824.78 9.838.570.53 9.305.23 8.160.59 7.917.635.52 6.74 7.296.602.13 5.871.08 6.101.32 1.80

3.73

0.47 0.62 3.41
2.47 3.89 4.15 9.789.649.368.618.378.17 8.967.955.16 7.677.377.096.794.43 6.535.324.882.09 6.285.711.14 3.242.661.950.06

NL:

1.26E10

TIC  MS 

01002-43-3

NL:

1.23

Total Scan  

PDA 

01002-43-3

01002-43-3 #1082 RT: 3.90 AV: 1 NL: 1.92E9

T: FTMS - c ESI Full ms [135.00-2000.00]

140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
c
e

289.1083

291.1140

315.1241 345.1345305.1032 334.0934277.1082174.9562 221.0820 259.0972161.0228 401.1607245.1181 355.0948141.0207 391.1402190.9285 373.1295205.0869

B 

A 



 

42 

 

Las características más importantes observadas en los espectros de RMN mono y 

bidimensionales (Figuras 31-34) se resumen a continuación: 

 

- En C 196.2 (C-9) se observa una señal característica de una cetona cíclica ,-

insaturada. Los hidrógenos de este sistema se observan en H 6.61 (1H, dq, J = 15.6, 

3.2 Hz) y 6.66 (1H, d, J = 15.6 Hz) y ambas señales correlacionan en el espectro HSQC 

con C 148.3 (C-11) y 131.5 (C-10), respectivamente. 

 

- En C 172.3 (C-1) se aprecia una señal que corresponde a un grupo carbonilo de 

lactona, que se encuentra unida a un anillo aromático disustituído, con dos hidrógenos 

en posición meta entre sí [H 6.20 (1H, sa) y 6.23 (1H, sa)] vecinos a dos hidroxilos 

fenólicos [C 161.4 (C-5) y 166.3 (C-7)]. 

 

- Finalmente, se observa la presencia de tres metilenos diasterotópicos unidos entre 

ellos en H 2.33 (1H, m) y 2.48 (1H, m); H 1.66 (1H, m) y 1.93 (1H, m); y H 1.65 (1H, 

m) y 1.90 (1H, m) para CH2-12, CH2-13 y CH2-14. Esta última señal correlaciona en el 

espectro HSQC y HMBC con un grupo oximetino en H 4.86 (1H, q, J = 6.3 Hz). Este 

grupo oximetino a su vez correlaciona en los espectros bidimensionales con un grupo 

metilo (C-16) en H 1.25 (3H, d, J = 6.3 Hz) . 

 
 

 

Figura 31. Espectro de 1H RMN del compuesto 4 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 32. Espectro de 13C RMN del compuesto 4 (CDCl3, 100 MHz). 

 
 

 

 
 

Figura 33. Espectro HSQC del compuesto 4 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 34. Espectro HMBC del compuesto 4 (CDCl3, 400 MHz). 

 

En conjunto, todas las señales 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), 

además 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 citotóxica contra diferentes 

líneas celulares de cáncer (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 espectroscópicos del compuesto (S)-10,11-dehidrocurvularina (4). 

 
Datos experimentales 

(CDCl3, 400 MHz) 
Referencia 

 
(Zhan et al., 2004) 

(C3D6O, 500 MHz) 

Posición δC, tipo δH, mult. (J en Hz) δC, tipo δH, mult. (J en Hz) 

1 172.3, C − 172.3, C − 

2 44.0, CH2 
3.54, d (17.7) 
4.05, d (17.7) 

44.2, CH2 
3.61, d (17.7) 
4.08, d (17.3) 

3 137.5, C − 140.0, C − 

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

5 161.4, 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 − 

8 114.1, 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, CH2 
2.33, m 
2.48, m 

33.7, CH2 
2.35, m 
2.42, m 

13 24.0, CH2 
1.66, m 
1.93, m 

25.5, CH2 
1.67,m 
1.99, m 

14 33.8, CH2 
1.65, m 
1.90, m 

35.3, CH2 
1.62, m 
1.85, m 

15 73.2, CH 4.86, q (6.3) 73.4, CH 4.73, m 

16 19.8, CH3 1.25, d (6.3) 22.8, CH3 1.19, d (6.4) 

 

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

Compuesto 
Inhibición del crecimiento celular (CI50  DE M) 

NCI-H460a SF-268b MCF-7 PC-3Mc  
MDA-MB-

231d 

(S)-10,11-
dehidrocurvularina 

3.6 ± 0.3 4.7 ± 0.3 4.0 ± 0.1 4.5 ± 0.4 >5.0 

Doxorubicina 0.42 ± 0.03 0.62 ± 0.07 0.42 ± 0.13 0.24 ± 0.09 0.58 ± 0.23 
a Cáncer de pulmón de células grandes; b astrocitoma/glioma; c cáncer de próstata; d cáncer 
de mama hormono-independiente. 

 

5.2.4. Caracterización estructural de la penicitrinona A (5) 

 

Los análisis realizados por LC-HRESIMS permitieron identificar al ion 

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

una fórmula molecular de C23H25O5, que permite 12 grados de insaturación (Figura 35).  

 

https://www.atcc.org/Search_Results.aspx?searchTerms=carcinoma;%20large%20cell%20lung%20cancer
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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 señales: 
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- Las señales de los protones con H 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 análisis 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 señales con H 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 señales observadas en los espectros de 13C RMN y HSQC con C 35.0 (C-4), 

44.6 (C-3), 82.3 (C-3), 88.0 (C-2) y 103.3 (C-7), respectivamente, para grupos 

metinos. 

 

- Finalmente, en el espectro de 13C RMN se observaron las señales características de 

un carbonilo de una p-quinona [C 184.4 (C-6)], un carbono de hidroxilo fenólico en C 

147.4 (C-5) y las señales en C 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-7a y C-8, 

respectivamente.  

 
 

 

 

Figura 36. Espectro de 1H RMN del compuesto 5 (CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 37. Espectro de 13C RMN del compuesto 5 (CDCl3, 125 MHz). 

 

 
 

 
 

Figura 38. Espectro HSQC del compuesto 5 (CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 39. Espectro HMBC del compuesto 5 (CDCl3, 500 MHz). 

 

El análisis detallado de los datos espectroscópicos (Tabla 11) y espectrométricos antes 

descrito, así como el análisis comparativo con aquellos reportados en la literatura 

especializada (Zhi-Hong et al., 2009), permitieron la caracterización de este compuesto 

como la penicitrinona A (5).  
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Tabla 11. Datos espectroscópicos del compuesto del compuesto penicitrinona A (5). 

Posición 

Datos experimentales 
(500 MHz) 

Referencia (Zhi-Hong et al., 2009) 
(600 MHz) 

δC, tipo δH, mult. (J en Hz) δC, tipo δH, mult. (J en Hz) 

1 155.5, C − 155.4, 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 − 

5 131.9, C − 131.9, C − 

6 184.4, 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, CH3 1.31, t (6.8) 18.9, CH3 1.45, d (6.8) 

4-Me 19.1, CH3 1.32, t (6.8) 19.1, CH3 1.32, d (7.3) 

5-Me 10.8, CH3 2.12, s 10.7, CH3 2.12, 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) 

3a 139.3, C − 139.2, C − 

4 116.5, C − 116.4, C − 

5 147.4, C − 147.4, C − 

6 102.3, C − 102.2, C − 

7 135.8, C − 135.8, C − 

7a 137.8, C − 137.8, C − 

2-Me 20.9, CH3 1.43, t (7.6, 6.6) 20.9, CH3 1.42, d (6.4) 

3-Me 18.9, CH3 1.42, t (8.0, 6.9) 18.8, CH3 1.34, d (6.9) 

4-Me 11.5, CH3 2.21, s 11.5, CH3 2.21, s 

5-OH − 8.34, s − 8.36, s 

 

Ésta 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 líneas 

celulares (Tabla 12) (Wu et al., 2015). 

 

Tabla 12. Actividad citotóxica de la penicitrinona A en líneas celulares de cáncer humano a 100 

g/mL (Wu et al., 2015). 

Compuesto 
Inhibición del crecimiento celular (%) 

K562a HL-60b HeLac BGC-823d 

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 realizó el acondicionamiento y cultivos en mediana escala de 9 taxones fúngicos 

obtenidos a partir de un hábitat inexplorado de nuestro país, la región del volcán San 

Martín en Tuxtla, Veracruz, y que previamente habían mostrado actividad citotóxica 

sobre las líneas celulares HeLa (cáncer cervical) y MCF7 (cáncer de mama). 

 

- Los estudios de derreplicación, realizados con la finalidad de explorar de manera 

preliminar el metabolismo secundario de las especies fúngicas, permitieron identificar 

únicamente al compuesto (S)-10,11-dehidrocurvularina (4) a partir del extracto del 

hongo T2-56. 

 

- El estudio químico de la especie fúngica T2-40 perteneciente al género Penicillium 

permitió el aislamiento y la caracterización del compuesto N-deoxi-PF 1140 (1). La 

identificación de este producto representa el primer reporte de su obtención a partir de 

una especie fúngica de nuestro país, y apenas el segundo reporte de su aislamiento. 

Cabe mencionar que debido a que este producto no tiene propiedades citotóxicas 

reportadas, es probable que existan otros metabolitos presentes en el extracto 

responsables de la actividad biológica mostrada por T2-40.  

 

- El estudio químico de la especie fúngica T2-56, también perteneciente al género 

Penicillium, permitió el aislamiento y la caracterización 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 líneas celulares, lo cual explica la actividad 

observada en el extracto orgánico de este organismo. La actividad biológica de la 

esclerotinina A (3) aún queda por explorar. 
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