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RESUMEN

Como parte del a continua busqueda de ¢ ompuestos antimicrobianos
novedosos obtenidos a partir de habitats inexplorados de México, una serie de 44
organismos saprofitos fue aislada a partir de diferentes muestras colectadas en el
area de proteccion de flora y fauna de Cuatro Ciénegas, Coahuila, México.

La caracterizacion taxondmica de | os hongos aislados fue realizada mediante el
analisis de s us caracteristicas morfolégicas y genéticas del espaciador de
transcripcion interno del ADN ribosomal. Los extractos organicos (CHCI;-MeOH)
obtenidos a partir de los cultivos axénicos en medio solido fueron evaluados contra
Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Candida albicans. Adicionalmente, los extractos se
sometieron a es tudios de m etabolomica a través de la técnica UPLC-PDA-
HRESIMS-MS/MS contra una base de datos especializada, la cual contiene mas de
350 metabolitos secundarios de origen fungico mediante la comparacion de los
tiempos de retencion, perfiles cromatograficos en el UV y los espectros de masas
(alta resolucion) de los componentes presentes en el extracto organico. Con base
en los resultados de am bas evaluaciones, se seleccionaron cuatro organismos
fungicos para continuar con el estudio quimico. Dichos organismos fueron
identificados como Aspergillus terreus (CC1-1), orden Pleosporales (CC7-5),
Aspergillus sp. (CC7-12), y orden Sordariales (CC9-6).

El fraccionamiento biodirigido (inhibicion del crecimiento >80% a 20 pg/mL y
dereplicacion negativa) de los cultivos en mediana escala (10x) conllevo al
aislamiento de una serie de derivados de butirolactonas (1-8) obtenida a partir de A.
terreus; la ergocromo neosartorina (9) y los meroterpenoides (10 y 11) obtenidos del
hongo Aspergillus sp.; las bis-indolil-dihidroxibenzoquinonas, isocochliodinol (12) y
el producto natural novedoso (13) obtenidos a partir del hongo del orden
Sordariales; y dos productos aromaticos 14 y 15 del hongo del orden Pleosporales.
La determinacion estructural de |os compuestos aislados se realizé mediante la
aplicacion de las técnicas de resonancia magnética nuclear y espectrometria de
masas de alta resolucion.

Finalmente, los estudios quimicos y biolégicos realizados durante este proyecto
contribuyen al conocimiento del contenido metabdlico y biodiversidad de algunas
especies fungicas de Cuatro Ciénegas, Coahuila.



ABSTRACT

As part of our continuing search for novel antimicrobial compounds from
unexplored habitats of Mexico, a series of 44 saprotrophic fungi were isolated from
soil and sediment samples collected at the Cuatro Cienegas Basin, Coahuila,
Mexico.

Taxonomic diversity of fungal isolates was assessed by nuclear ribosomal internal
transcribed spacer barcoding. The organic (CHCI3-MeOH) extracts from the axenic
solid (moisture rice) cultures were tested against Escherichia coli, Salmonella typhi,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Candida
albicans. Additionally, they were dereplicated by UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS
against a database containing more than 350 fungal secondary metabolites, via
recording UPLC retention times, UV data, and full-scan (high-resolution) mass
spectra and MS/MS spectra in both positive and negative electrospray ionization
modes. Based on the activity from the antimicrobial assay and the results from the
derreplication studies, four fungal species were selected to continue with their
chemical studies. Such microorganisms were identified as Aspergillus terreus (CC1-
1), order Pleosporales (CC7-5), Aspergillus sp. (CC7-12), and order Sordariales
(CC9-6).

Bioactive-guided fractionation (growth inhibition > 80% at 20 pug/mL and negative
dereplication) of the scaled-up (10x) cultures led to the isolation of a s eries of
butyrolactones derivatives 1-8 from the A. terreus; the ergochrome neosartorin (9)
from the Aspergillus sp.; the meroterpenoids 10 and 11; the bis-indolyl-
dyhydroxybenzoquinones isocochliodinol (12) and a novel compound (13) from a
fungus of the order Sordariales; and two aromatic compounds 14 and 15 from a
fungus of the order Pleosporales. Their structures were elucidated using 1D and 2D
NMR and HRMS data analysis.

Thus, the chemical and biological studies carried out during this research project
enrich the knowledge composition and biodiversity of fungal species from the Cuatro
Ciénegas, Basin.



1. ANTECEDENTES

1.1 Importancia de los productos naturales de origen fungico

Debido al surgimiento de nuevas enfermedades, a los diversos fendmenos
de resistencia desarrollados por los patdgenos, y a la disminucion en la tasa de
desarrollo de nu evos farmacos, existe una creciente y latente necesidad para
obtener nuevos metabolitos secundarios biodinamicos que sirvan de base para el
desarrollo de nuevos farmacos."? En este contexto, las investigaciones en el area
de la quimica de productos naturales se han centrado en el estudio quimico de
plantas y microrganismos obtenidos de areas inexploradas o ambientes extremos,
con el objetivo de lograr el flujo continuo de compuestos bioactivos. Cabe destacar,
que aunque la quimica combinatoria continua desempefando un papel importante
en el desarrollo de farmacos, los productos naturales siguen siendo la fuente mas
importante y de inspiracion para la sintesis quimica (Figura 1), ya que es tos
compuestos poseen una vasta diversidad y complejidad estructural.®*

B: Péptidos (>50 residuos) obtenidos a partir
de organismos o mediante procesos
biotecnolégicos

N: Productos obtenidos a partir de fuentes
naturales

ND: Productos obtenidos a partir de
semisintesis de un producto natural

S: Productos obtenidos por sintesis

S*/NM: Farmacéforo de producto natural/que
mimetiza a los productos naturales

SINM: Productos obtenidos por sintesis/ que
mimetiza a los productos naturales
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Figura 1. Farmacos antibacterianos y antifungicos aprobados por la FDA durante el
periodo 1981-2014 (n = 172).*

A la fecha han sido descritos mas de 500,000 productos naturales, de los cuales,
menos de 36,000 provienen de microorganismos, y de éstos, 15,600 son de origen
fungico.' Los hongos son organismos ubicuos capaces de biosintetizar moléculas
novedosas tomando como sustratos acidos organicos, aminoacidos, purinas,
pirimidinas, azucares, entre otros (Figura 2). En este sentido, los hongos producen
metabolitos pertenecientes a clases estructurales altamente diversas, que incluyen
compuestos aromaticos, antracenos, aminoacidos, butendlidas, macrdlidas,
naftalenonas, pironas, terpenos, etc.>® Ademas, se hadem ostrado que estos
organismos poseen numerosos genes “silenciados” capaces de expresar nuevos
productos naturales con esqueletos inusuales,’ y estudios recientes han descrito la



capacidad del microbioma para producir hasta 50 compuestos quimicos por
organismo.?

Figura 2. Esqueletos Unicos de productos naturales de origen fungico.’

Ademas, algunos productos naturales de origen fungico continuan siendo los
agentes terapéuticos de eleccion o compuestos lideres en el desarrollo de terapias
efectivas contra enfermedades autoinmunes, cancer e infecciones (Figura 3).""8
Asimismo, los hongos son fuentes profiliticas de agr oquimicos, y algunos han
servido como base para nuevos aditivos en la industria cosmética. Los mejores
ejemplos para describir lo anterior son los antibioticos B-lactamicos, como las
cefalosporinas y las penicilinas; los hipocolesterolemiantes, como las estatinas y
sus derivados; el inmunosupresor ciclosporina A; el inmunomodulador fingolimod
obtenido por semisintesis a partir de la mioricina; el acido kéjico, empleado como
antioxidante en los cosméticos y para tratar la hiperpigmentacion; entre otros.

1.2 Biodiversidad de organismos fungicos

El reino de los hongos es un grupo megadiverso morfoldgica, fisioldgica y
genéticamente.®’® Las especies de este reino tienen actividades ecoldgicas
esenciales, como la descomposicion de la materia organica mediante la secrecion
de enzimas, y pueden ser descritos como organismos filamentosos (en su mayoria)
con crecimiento apical, eucaridticos, heterotrofos por absorcién, con reproduccién
asexual (conidios) y sexual, y con pared celular, la cual esta constituida por quitina o
celulosa.'"'?

Se ha estimado que en el mundo existen entre 2.2 a 3.8 millones de especies de
hongos, de las cuales, menos del 10% han sido descritas taxondmicamente, y un



numero aun menor ha sido estudiado quimicamente. La diversidad de especies y la
diversificacion de grupos de ge nes biosintéticos con los que cuentan estos
organismos denota un potencial casi ilimitado y sin explotar para el descubrimiento
de nuevas moléculas bioactivas. ">
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Halimida® Lovastatina Ergometrina
Aspergillus Ustus Aspergillus terreus Cla_viceps purpurea
Citotxico Monascus purpureus C. fusiformis y C paspali
Hipocolesterolemiante Uterotdnico
(Antimitdtico) (Inhibidor de la 3-HMG-CoA) (Activador/bloqueador de los

receptores 5-HT2)

N
: HN' OH MiriocinaP ! HN
AN« OW Isaria sinclairii o \
O;\N/ o ﬁ\ Inmunosupresor N N"XO
)\ 0 \\lj/ (Unién a diversos receptores de la S1P) H bCH3

ZZN)

z Apicidina
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Inmunosupresor Tratamiento de la hiperpigmentacion (Inhibidor de las histonas
(Activador de la IL-2) (Inhibidor de la tirosinasa) desacetilasas)

2P Precursores de los farmacos plinabulina (fase clinica 1) y fingolimod (aprobado desde el 2010)"*'®

Figura 3. Ejemplos selectos de productos naturales de origen fungico de importancia
terapéutica.

Por otra parte, se sabe que una gran cantidadde las especies fungicas tienen
distribucion cosmopolita, sin embargo, existen especies de distribucién restringida o
endémica, particularmente aquellas que son simbidticas o pa rasitas. Las
condiciones climaticas, la concentracion de nutrientes y tejido hospedero, son
factores importantes que determinan la distribucidn, riqueza y variabilidad de ciertos
grupos de hongos.'®' Asi, se estima que en México existen 200,000 especies
fungicas, de | as cuales, solamente 6,500 han sido descritas en|a literatura.’®'®
Cabe mencionar que los inventarios micologicos de nuestro pais se han realizado



principalmente con organismos obtenidos de bosques de coniferas, por lo que la
diversidad fungica mexicana es probable que sea subestimada.’

1.3 Ambientes inexplorados y extremos

Si tomamos en c uenta que s olamente se han descrito taxondmicamente
menos del 10% del os organismos fungicos estimados a ni vel mundial, nos
podriamos preguntar, en donde se encuentra el 90% restante de estos organismos.
Una de las principales fuentes de diversidad fungica sin estudiar son los habitats
inexplorados y los ambientes extremos. Estos ultimos surgen debido a la formacion
de cuencas endorreicas, la actividad de las placas tectdnicas, la cridsfera dinamica,
sitios con elevadas concentraciones de sales y gases disueltos, presion, calor, y
contenido de metales pesados. Para adaptarse y sobrevivir en dichos ambientes,
los microorganismos endémicos suelen acumular metabolitos secundarios con
quimiotipos tnicos y diversos.>?°

Cabe mencionar que la distribucion de algunas especies microbianas, aun en
especies cosmopolitas, muestra ciertos patrones biogeograficos, los cuales son
principalmente determinados por condiciones microambientales especificas y que
podria traducirse en nuevas entidades quimicas.?’ En este sentido, las
investigaciones en el area de los productos naturales han centrado sus esfuerzos
en el estudio de fuentes naturales obtenidas de areas inexploradas o ambientes
extremos, como son los océanos profundos, las areas polares, los volcanes, los
desiertos y los manglares, siendo estos dos ultimos de m ayor interés por ser
ecosistemas de facil acceso y con una biodiversidad importante.

1.4 Area de protecciéon de flora y fauna de Cuatro Ciénegas,
Coahuila

El area de proteccion de flora y fauna de Cuatro Ciénegas, Coahuila (CCC)
se encuentra localizada en el estado de Coahuila, México, dentro del desierto
Chihuahuense (Figura 4). Es una pequefia zona intermontafiosa (< 840 km?), a 740
m sobre el nivel del mar, la cual cuenta con siete diferentes sistemas de drenaje
permanentes, una macrofauna endémica con una gran diversidad, y una microbiota
aun mas diversa. 2%

El aislamiento del valle de CCC tiene origen en la regresién final del mar, la cual
ocurri6 durante el periodo cenozoico (paleoceno tardio), ademas deen el
levantamiento de la Sierra Madre Oriental.>® Este humedal posee concentraciones
muy bajas de nut rientes (fésforo y nitrogeno), y se encuentra dominado por



estromatolitos (microbialitos), que, a diferencia de otros sitios coexisten con
matazooarios, formando redes biéticas complejas. ? En CCC, el radio N: P puede ir
desde niveles muy bajos de fésforo (157:1), hasta niveles muy bajos de nitrogeno
(1.8:1), siendo la relacion promedio que permite la vida en los océanos de 16:1.%7
Estas relaciones inusuales, generan estrés nutrimental, afectando asi la dinamica
poblacional, la cual es, quiza, mas parecida a la época precambrica en la tierra.?®

Figura 4. Mapa satelital de México mostrando el valle de CCC y los sitios de muestreo: (A)
Churince, (B) pie de la montafia Becerra, y (C) pozas rojas.

Con el objetivo de explorar la biodiversidad fungica de CCC, Souza y su grupo de
trabajo iniciaron una serie de investigaciones sobre los taxa cultivables aislados a
partir de s edimentos, suelos, aguas, residuos de pl antas, y de tres sistemas
contrastantes de aguas dulces en CCC: Churince, la Becerra y las pozas rojas. Los
resultados demostraron que esta region cuenta con una diversidad microfungica
moderada, en comparacion con otros ambientes aridos, y algunos de los géneros
fungicos mas abundantes en la regién son Alternaria, Cladosporium, Stachybotrys y
Trichoderma, los cuales han sido identificados para otros sitios aridos.?® Cabe
mencionar que para todos estos estudios se contd con el permiso emitido por la
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) para su
bioprospeccion con fines académicos y de investigacion, otorgado a la Dra. Valeria
F. Souza (oficio No. SGPA/DGVS/02002/16).

En el 2016, el grupo de investigacion del Dr. Figueroa inicid un es tudio de
bioprospeccion de algunos microorganismos de | a region aislados de distintas
muestras de suelo, sedimentos y placas microbianas (Figura 4).>*' Los resultados
de la evaluacion antimicrobiana de los extractos fungicos en pequefia escala de los
hongos de ICCC se indican en el Cuadro 1. Cabe destacar que este grupo de



investigacion es el primero en realizar estudios quimicos y biolégicos de hongos
aislados de esta region.

Cuadro 1. Evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos organicos en pequefia escala de
algunos hongos aislados de CCC.

Extracto Izrisg(; P. aeruginosa B. subtillis S. aureus E. coli S.typhi C. albicans
CC1-1 543.7

CC7-1 1925 I
CC7-2 136.3

CC7-3 1547 ]
CC7-4 72.9

CC7-5 99.3

CC7-6 411

CC7-7  158.4 ]
CC7-8 24.2

CC7-9 23.8

CC7-10 79.1 _
CC7-11 15.2

CC7-12 2854 ]
CC9-1 82.8

CC9-2 65.4

CC9-3 68.2

CC94 63.9

CC9-5 36.5

CC9-6 74.0

CC9-7 60.3

CIM (ug/mL) 333.0 125.0 0.3 4.6 0.6 2.3

Inhibicién total a ambas concentraciones (200 y 20 ug/mL)
Inhibicién total a 200 pug/mL e inhibicion parcial a 20 ug/mL

Criterios de inhibicién

Inhibicién total a 200 pug/mL
Inhibicién parcial a ambas concentraciones (200 y 20 ug/mL)
Inhibicién parcial a 20 pg/mL
No inhibicién

Ampicilina

Gentamicina

Nistatina

1.5 Estrategias de metabolémica para el descubrimiento de nuevas
entidades quimicas

El metaboloma se encuentra conformado por moléculas enddégenas de bajo
peso molecular, las cuales, forman la huella digital de un organismo en particular.
La metabolomica es el estudio de dicha composicion y actualmente se realiza



mediante el uso de s istemas analiticos de alta resolucion, mineria de datos,
estadistica multivariable, modelado de redes metabdlicas, y relacién de funcion de
genes, entre otros métodos.**%

Uno de los principales problemas que se presenta en el descubrimiento de nuevas
entidades quimicas bioactivas a partir de productos naturales, es el reaislamiento de
compuestos conocidos. Es por ello que resulta de gran utilidad el poder discriminar
desde las etapas iniciales en los estudios quimicos, los compuestos ya conocidos
de aquellos que son novedosos.***® En los ltimos 5 afios, nuestro grupo de
investigacion ha empleado una estrategia metabolémica para el analisis de
extractos fungicos, basada en técnicas analiticas acopladas de vanguardia como la
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acoplada a espectrometria de masas de
alta resolucién (UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS; Figura 5), la cual permite un analisis
rapido de | os extractos (10 min por muestra); y los resultados de tiempos de
retencion, perfiles en el UV, iones pseudomoleculares en los modos positivo y
negativo (ESI"y ESI'), y los patrones de fragmentacion moleculares obtenidos, son
comparados contra una base de datos creada con estandares puros, y que contiene
aproximadamente 350 micotoxinas.

[——1 [—1
Cultivo fungico Extracto activo Preparacién de la muestra
= =
ACD Labs Andlisis espectrométrico Separacion cromatografica
(Software: Intellixtract) (HRMS y MS/MS LTQ orbitrap) (UPLC-PDA)

Figura 5. Diagrama general de la estrategia metabolémica basada en la técnica de UPLC-
PDA-HRESIMS-MS/MS.**

1.6 Antimicrobianos de origen natural
1.6.1 Generalidades

Los antimicrobianos son moléculas organicas pequefas (<1,000 Da) que se
emplean para el tratamiento de enfermedades infecciosas. La era de los antibioticos

inicid con el descubrimiento dela penicilina en el afo de 1925 por Alexander
Fleming.*” A partir de dicho acontecimiento, las compafiias farmacéuticas centraron



sus esfuerzos en la busqueda de nuevos farmacos a partir de fuentes naturales,
principalmente microorganismos.*=° Asi, a la fecha, se han descubierto numerosos
antibidticos clasificados en seis clases principales: B-lactamicos, amininoglucésidos,
macrolidas, tetraciclinas, glicopéptidos y lipopéptidos (Cuadro 2).40

Cuadro 2. Principales clases de antibiéticos de origen natural.*’

Afio Clase Diana Compuesto

1940 B-Lactamicos Transpeptidasas Penicilina G (P. rubens)

1949 Tetraciclinas Subunidad 30S ribosomal  Clortetraciclina (S. aureofaciens)
1950  Aminoglucésidos  Subunidad 30S ribosomal  Kanamicina (S. kanamyceticus)
1952- Macrélidas Subunidad 50S ribosomal Eritromicina (S. erythrae)

1957 RNA polimerasa Rifampicina (S. mediterranei)
1958 Glicopéptidos Pared celular Vancomicina (A. orientalis)
2003 Lipopéptidos Membrana bacteriana Daptomicina (S. roseosporus)

Es importante mencionar que las enfermedades infecciosas han sido por siglos, uno
de los mayores obstaculos para el progreso y supervivencia de la humanidad
(Figura 6).*" En las dltimas cuatro décadas, los microrganismos patdégenos han
desarrollado la habilidad para continuar creciendo aun en presencia del antibidtico a
concentraciones que normalmente inhiben su crecimiento.***® Este fenémeno se
conoce como resistencia a los agentes antimicrobianos.

Muertes anuales

Enfermedad X
(millones)

Respiratorias 3.96

VIH/SIDA 2.77
Diarrea 1.8
Tuberculosis 1.56
Prevenibles con vacunacion 1.12
Malaria 1.27
ETS 0.18
Meningitis 0.17
Hepatitis By C 0.16
Parasitarias 0.13
Dengue 0.02
Otras 1.76

Figura 6. Principales causas de mortalidad en el mundo.*’

Existen dos tipos de resistencia microbiana: la natural y la adquirida. La primera es
una caracteristica constante de las cepas de una misma especie bacteriana y no
guarda correlacion con la dosis del agente antimicrobiano. Por otro lado, cuando la
resistencia solamente se presenta en algunas cepas de una especie sensible a un
antibiotico, se habla de resistencia adquirida, ya sea por mutacién genética o por la
adquisicion de genes de resistencia (transferencia horizontal). Por ultimo, existen
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cuatro mecanismos de resistencia principales: la alteracion de las bombas de flujo
membranales, la modificacion o destruccidon del farmaco antimicrobiano, la
alteracion de la diana molecular y la formacién de biocapas; “**¢ aunque
actualmente, otros mecanismos de resistencia estan emergiendo y dispersandose

mundialmente.

Sin la existencia de antibioticos efectivos, los tratamientos farmacologicos se
vuelven costosos y los procedimientos intrahospitalarios peligrosos. En este sentido,
la necesidad de buscar nuevas entidades quimicas con actividad antimicrobiana a
partir de productos naturales se ha convertido en una a lternativa para combatir el
fendbmeno de resistencia. Histéricamente, los actinomicetos han sido la principal
fuente de antibioticos, sin embargo, cerca del 20% de los antimicrobianos de origen
natural han sido aislados a partir de hongos filamentosos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Antimicrobianos de origen fungico.

Compuesto Hongo productor Diana Espectro de accion
QL
HN S
. Bacterias Gram
OH\_)< P. rubens Transpeptidasas "
3 positivas
o/ ~OH
Penicilina G
HszH:{;(S
N o) Acremonium . .
07 "OH o fy \g/ h Transpeptidasas Amplio espectro
P oH chrysogenum
Cefalosporina C
o}
WOH
- Aspergillus terreus No descrita B. subtilis
Terreina
MeO o OMe
P. griseofulvum Microtubulos Hongos dermatofitos
Griseofulvina
OH fe)
HO N Inosina
~o P. brevicompactum monofosfato Amplio espectro

deshidrogenasa

Acido micofenélico
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1.7 Generalidades de los organismos fangicos
1.7.1 Género Aspergillus

El género Aspergillus p. Micheli exHaller (1768) contiene cerca de 250
especies, las cuales se encuentran clasificadas en7 subgéneros y 19
secciones.*”*® Estos hongos son filamentosos, hialinos, saprétrofos y con
reproduccion asexual (conidios), y se pueden encontrar en habitats oligotroficos o
extremos, en suelos y material vegetal en descomposicion. *°

Una gran cantidad hongos pertenecientes aes te género han sido explotados
industrialmente por casi 100 afios. En la industria alimenticia se han utilizado las
enzimas (amilasas) producidas por este hongo, aditivos (acido citrico), entre otros.
Por otra parte, estos hongos producen una gran diversidad de metabolitos
secundarios bioactivos y numerosas micotoxinas.>

El criterio de clasificacion quimiotaxondmico basado en el conocimiento del
metabolismo secundario de los organismos, es una herramienta invaluable para la
clasificacion de las especies de Aspergillus, ya que se ha demostrado que el perfil
quimico es especifico de cada especie, siendo algunos metabolitos secundarios
biosintetizados solo por especies estrechamente o poco relacionadas dentro de un
género, o incluso en especies sin relacién.”’ Dentro de una seccién, la habilidad
para producir un metabolito secundario especifico es inherente a un anc estro en
comun (transferencia lateral). La mayoria del os metabolitos secundarios de
Aspergillus son producidos por especies de una sola seccion y/o de unas cuantas.

Dentro de los siete subgéneros de Aspergillus, existen cinco subgéneros que, desde
el punto de vista biotecnolégico, producen metabolitos secundarios con una gran
variedad de ac tividades bioldgicas (antimicrobiana, citotdéxica, antiinflamatoria,
antioxidante, entre otras). Dichos subgéneros son: Circumdati, Nidulantes, Fumigati,
Cremei y Aspergillus (Figura 7).

1.7.1.2 Aspergillus terreus seccion terrei

Aspergillus terreus es un hongo cosmopolita y ubicuo. Este moho ha sido
aislado de suelo de desierto, praderas, composta, y como contaminante de maiz,
cebada y cacahuate.®® Algunos metabolitos secundarios producidos por A. terreus
son de interés debido a su diversidad de actividad biologica (antimicrobiana,
inhibitoria de B ACE1, hipocolesterolemiante, entre otras), oc omo fuente de
inspiracion para la sintesis de nuevas moléculas (nucleos complejos que presentan
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numerosos centros quirales). Dentro de los compuestos caracteristicos de es te
hongo se encuentran las y-butirolactonas, las aspulvinonas, las asterriquinonas y el
acido fenguignardico. Estos compuestos han sido utilizados como pigmentos y
antioxidantes.”® Asimismo, este hongo es empleado también en la produccion
industrial del acido itaconico™, y la lovastatina, estatina empleada para el control de

la hipercolesterolemia (Figura 8).">*
OH
NH,
N N Echinocandina B
</ ‘ N A. nidulans var. roseus
N N/) Antifingico

HO o HO OHH QH
HN NI\
) C‘/go O ™N
Cordlicepina HO:. N o O%T):> " .
A. nidulans 4 Wentllacto_rjaA
s . wentii
(Citostatico) \I M) ) OH étotéxico

4 1OH
OHo /
N OH
\g/\(CHz)s /
g O 8~
y o R
% NN
Meleina
Asperglaucida Fumagilina . A- glaucus
. A glaucus A fumigatus Inhibidor de la proteasa
Antiinflamatorio y antinociceptivo Antiparasitario y antifingico (VHC)
H
e ar
NN N\
E H HO' N__
Citocalasina E Echinulina
A. clavatus
. A. echinulatus
Inhibidor de la gngiogénesis Okaramina A S
glog A. aculeatus Citotoxico

Agente insecticida

Figura 7. Ejemplos de metabolitos secundarios producidos por Aspergillus sp.
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O
OH
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Notoamida A Asperterpeno A Acido itaconico
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Figura 8. Metabolitos secundarios producidos por Aspergillus terreus.
1.7.2 Orden Pleosporales

El orden Pleosporales, Luttrell ex M.E. Barr, (1987), es el orden mas grande
dentro de |l a clase Dothideomycetes. Este orden se encuentra formado por 30
familias que agrupan mas de 332 gé neros y 4,700 especies.”®*® Los hongos
pertenecientes a este orden tienen diferentes caracteristicas morfolégicas y
ecoldgicas, sin embargo, la mayoria pueden ser encontrados en ambientes
acuaticos y/o terrestres, son saprofotos, parasitos de plantas vasculares, enddfitos,
endolicogénicos y copréfilos.’”*® Ademas, algunas especies son conocidas por
causar dafios a cultivos agricolas de importancia econdmica como cereales, frutas y
hortalizas, y por la produccion de un amplio espectro de metabolitos secundarios.
Algunas de las familias mas importantes de este orden son Leptosphariaceae,
Lophiostomataceae y Pleosporaceae.’*®

1.7.3 Orden Sordariales

Los taxa pertenecientes a la orden Sordariales Chadef. Ex. D. Hawksw. & O.
E. Erikss. (1986) son generalmente saprotrofos, con reproduccion sexual, y crecen
superficialmente sobre material vegetal y estiércol.®’ Es un gr upo taxonémico
diverso que contiene entre siete y 14 familias, las cuales se dividen en 115 géneros.
Las familias con mayor numero de estudios biolégicos y quimicos dentro de este
grupo son Chaetomiacea y Sordariacea.>*%*%
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La familia Chaetomiacea del orden Sordariales esta formada por 13 géneros, siendo
el género Chaetomium el mas representativo y diverso, ya que cuenta con cerca de
100 especies descritas en la literatura.®* Por otro lado, la familia Sordariacea
contiene entre siete y 10 géneros fungicos, siendo los géneros Gelasinospora,
Neurospora y Sordaria los mas importantes. Estos taxa son ubicuos de zonas
humedas tropicales y subtropicales.®®
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2. JUSTIFICACION

Como se indico en la seccién de antecedentes, debido al surgimiento de
nuevas enfermedades infecciosas y a los fendmenos de resistencia generados por
diversos microorganismos, existe una c reciente necesidad por obtener nuevas
entidades quimicas y/o farmacos potenciales para combatir este problema de salud.
Es por ello que la busqueda de nuevos compuestos bioactivos a partir de fuentes
naturales, que s ean mas eficaces, selectivos, con mecanismos de ac cion
novedosos y/o con menor indice de resistencia, se encuentra plenamente
justificada.

En este contexto, y con base en numerosas investigaciones previas, se ha
demostrado que los hongos filamentosos, en particular aquellos aislados de habitats
inexplorados y ambientes extremos, representan una de las mejores alternativas
para obtener nuevas entidades quimicas lideres para el desarrollo de terapias
efectivas contra enfermedades infecciosas.

Con base en una serie de resultados previos de nuestro grupo de trabajo, se decidid
trabajar con una coleccion hongos de CCC que m ostraron una actividad
antimicrobiana importante en los ensayos bioldgicos pertinentes, con la finalidad de
encontrar a las entidades quimicas responsables de dicha actividad.
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3. HIPOTESIS

Los microrganismos obtenidos de habitats inexplorados de nuestro pais,
como el valle de CCC, debido a su adaptacién ambiental, endemismo y capacidad
para impedir la insercion de organismos ajenos al ecosistema, son una fuente de
metabolitos secundarios con diversidad estructural inusual, y con posible aplicacion
como compuestos lideres enel desarrollo de nuev os farmacos, y/o enl a
terapéutica.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Continuar con el estudio quimico y biolégico de una s erie de organismos
fungicos aislados a partir de muestras de suelo y sedimento provenientes de CCC,
con la finalidad de obtener nuevos compuestos con potencial antimicrobiano.

4.2 Objetivos particulares
= Establecer la viabilidad y pureza de un grupo de or ganismos fungicos
selectos obtenidos de CCC.

» Realizar la evaluacion del potencial antimicrobiano y los analisis de
metabolémica de los extractos organicos preparados en pequefia y mediana
escala.

= Seleccionar los taxa objeto de estudio, preparar sus cultivos en mediana
escala y obtener los correspondientes extractos organicos.

= Caracterizar taxondmicamente a los organismos objeto de estudio mediante
el analisis del espaciador de transcripcién interno del ADN ribosomal.

» Realizar el estudio quimico biodirigido de los extractos en mediana escala
para la obtencion de los compuestos puros a partir de las fracciones activas.

= Caracterizar a los compuestos aislados, utilizando técnicas espectroscépicas
y espectrométricas convencionales.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Aislamiento de los organismos fungicos objeto de estudio

Los organismos fungicos objeto de este estudio fueron aislados a partir de
diversas muestras de sedimento y de s uelo colectadas en CCC. ***'Para cada
muestra, se realizé un registro digital, asi como, el registro de las coordenadas
geograficas del sitio de colecta y se le asign6 un cédigo interno (Cuadro 4).

Cuadro 4. Datos generales de las muestras de estudio recolectadas en CCC.

Codiao Fecha de colecta Lugar de colecta Tipo de
d dd/mm/aaaa Coordenadas/elevacién (msnm) muestra
cct 06/09/2015 Churince Sedimento

26°51’1”N; 102°8’54”W (765.0)

Pie de la montaha Becerra
ccr 09/09/2015 26°52'42"N; 102°8'8"W (838.2) Suelo

Pozas rojas

Ccco 11/09/2015 26°52'18"N; 102°1'12"W (740.0)

Suelo

5.2 Caracterizacién taxondmica de los organismos fungicos

La identificacion taxondmica de los taxones fungicos identificados con las
claves CC1-1, CC7-5, CC7-12 y CC9-6, se realizd6 mediante el analisis de sus
caracteristicas morfologicas y genéticas del espaciador de transcripcion interno del
RNA ribosomal (ITS). En esta técnica se realiza la secuenciacion de la region
ribosomal ITS del ADN, ya que es ta posee un alto grado de c onservacion.
Adicionalmente, se realizé el analisis comparativo de las secuencias obtenidas con
aquellas reportadas en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

5.3 Estudios de metabolomica

Los estudios de metabolémica se realizaron mediante el empleo de la
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acoplada a la espectrometria de masas
de alta resolucion (UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS).Los analisis por UPLC se
realizaron en un cromatégrafo marca Waters (Waters Corp., MA, EEUU) equipado
con un detector de arreglo de fotodiodos (PDA) empleando una columna Acquity
BEH C4s (Waters Co., MA, EEUU; 1.7 um, 2.1 x 10 mm) y una mezcla de elucién
binaria constituida por CH3CN (A)-acido formico 0.1 % (B), en un gr adiente de
elucion lineal con una composicién inicial de 15% A hasta 100% A en 8 minutos,
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manteniendo la composicion isocratica por 1.5 min y regresando a las condiciones
iniciales en 0.5 min. La deteccion en el ultravioleta se realiz6 mediante un barrido
desde 200 hasta 400 nm con una resolucion de 4 nm. El control del equipo, la
adquisicion de datos, el procesamiento y manipulacion de la informacién fueron
realizados utilizando el programa Empower 2.0.

Los analisis por espectrometria de masas de alta resolucion se realizaron por la
técnica de ionizacién mediante electroespray (HRESIMS) en los modos positivo y
negativo (ESI" y ESI, respectivamente) en un espectrometro de masas Thermo Q-
Exactive (ThermoFisher Inc., MA, EEUU). Las condiciones utilizadas fueron las
siguientes: ESI": temperatura del capilar y voltaje para la fuente, 275° C y 4.5 kV,
respectivamente; 20 V para el voltaje del capilar y 95 V para la lente del tubo; y en
ESI: temperatura del capilar y voltaje para la fuente, 275° C y 3.5 kV,
respectivamente; 42 V para el voltaje del capilar y 110 V para la lente del tubo.

Como gas acarreador se empled nitrogeno, el cual se fijé entre 20 y 25 unidades
arbitrarias para el modo positivo y negativo, respectivamente. El control del
instrumento y el analisis de los datos se realizaron utilizado el programa Xcalibur 2.1
(Thermo). Para cada analisis se disolvio 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una
mezcla de dioxano-MeOH (1:1) para obtener una concentracién final de 2 mg/mL.

5.4 Preparacion de los cultivos en mediana escala y obtencion de
los extractos organicos

A partir de los cultivos axénicos de los taxones objeto de estudio (punto 5.1),
se procedié a la preparacion (por duplicado) de los cultivos en mediana escala en
medio sdélido, ademas de | a preparaciéon de los respectivos extractos organicos.
Para ello, cada hongo fue cultivado en 100 mL de medio liquido de enriquecimiento,
conteniendo extracto de levadura (1%), peptona de soya (2%) y dextrosa (2%)
(YESD). Los cultivos se mantuvieron en agitacién constante (100 rpm) durante cinco
dias, con la finalidad de incrementar la biomasa. Posteriormente, cada cultivo fue
vertido en matraces Erlenmeyer que contenian substrato sélido de arroz (100 g
arroz / 200 mL agua). El proceso de fermentacion se realizdé durante 21 dias a
temperatura ambiente con fotoperiodos de luz/obscuridad de 12/12 horas.

Posterior al periodo de fermentacién, se realizd la preparacion de los extractos
organicos mediante un proceso de maceracidon a temperatura ambiente con
agitacion constante (100 rpm) durante 8 horas, empleando como mezcla de
extraccion 400 mL de CHCI3-MeOH (1:1). Transcurrido el tiempo de extraccion, se
procedio a filtrar el contenido de cada matraz; y el filtrado obtenido se someti6 a un
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proceso de reparto con 400 mL de CHCI3 y una cantidad de agua tal que se ajustara
a un volumen final de 2 L. Enseguida, se separ¢ la fase organica de la fase acuosa
y esta ultima se sometio a un proceso de reparto con 200 mL CHCI3 Las fracciones
organicas reunidas se concentraron a sequedad a presion reducida. Finalmente,
esta ultima fase organica se resuspendio en una mezcla de CH3;CN -MeOH (1:1)
(200 mL), y se sometid a un pr oceso de desgrase con 200 mL de hexano; la
fraccion de hexano se descarté y la fase organica se concentré a s equedad a
presion reducida.

5.5 Fraccionamiento primario de los extractos organicos en
mediana escala

De manera general, el fraccionamiento primario de los extractos organicos en
mediana escala se realiz6 mediante una cromatografia en columna tipo flash, en un
cromatégrafo CombiFlash® Rf system (Teledyne ISCO., NE, EEUU), equipado con
una bomba binaria, y los detectores de UV/Visible de arreglo de fotodiodos y
evaporativo de dispersiéon de luz. Como fase estacionaria se empled gel de silice
(RediSep Rf Gold Si-gel) y como fase movil, un gradiente de polaridad creciente
entre diferentes mezclas de hexano, CHCIl; y MeOH. Las condiciones de estos
analisis se resumen en los Cuadros 5y 6 y en la Figura 9.

Cuadro 5. Condiciones de analisis por cromatografia tipo flash de los extractos organicos de
las especies estudiadas.

o Volumen de  Volumen de Flujo MUEES
Extracto  Peso (g) Gel desilice (g) equilibrio  fraccién (mL) (mL/min) por
columna
CC1-1 5.4 120 1.5 23.0 85.0 34.1
CC7-5 0.31 12 2.0 15.0 30.0 50.0
CC7-12 1.5 40 2.0 23.0 45.0 50.0
CC9-6 0.84 40 2.0 23.0 45.0 50.0

Cuadro 6. Fraccionamiento primario de los extractos organicos en mediana escala: CC1-1,
CC7-5, CC7-12 y CC9-6.

CC1-1 CC7-5
. Cantidad de muestra L, Cantidad de
Fraccion Clave Fraccion Clave
(mg) muestra (mg)
1-32 CC1-1,4 3.2 1-13 CC7-54 1.3
33-70 CC1-1, 19.8 14-19 CC7-5, 82.5
71-110 CC1-1; 313.2 20-25 CC7-5; 17.7
111-210 CC1-1, 29.9 26-35 CC7-5,4 8.7
211-232 CC1-15 6038.4 36-47 CC7-55 4.6
233 CC1-1¢ 261.7 48-49 CC7-5¢ 7.2
Cantidad recuperada 6666.2 50-52 CC7-5; 39.5
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Porcentaje de recobro 123.0 53-55 CC7-55 10.2

56-58 CC7-5¢ 28.3
59 CC7-54¢ 105.5
Cantidad recuperada 305.5
Porcentaje de recobro 98.3
CC7-12 CC9-6
. Cantidad de muestra ., Cantidad de
Fraccion Clave Fraccion Clave
(mg) muestra (mg)
1-15 CC7-124 25 1-25 CC9-6, 28.1
16-20 CC7-12, 9.1 26-30 CC9-6, 17.1
21-27 CC7-12; 551.9 31-33 CC9-65 91.3
38-32 CC7-124 233.0 34-37 CC9-6,4 130.6
33-37 CC7-125 69.5 38-44 CC9-65 51.8
38-49 CC7-12 19.5 45-61 CC9-64 74.8
50-65 CC7-12; 70.7 62-75 CC9-67 29.8
66-75 CC7-124 14.4 76-77 CC9-65 76.7
76-77 CC7-124 151.5 78-80 CC9-64 73.2
78-82 CC7-124 116.8 81 CC9-64¢ 243.9
83-87 CC7-124, 52.3 Cantidad recuperada 817.3
88-94 CC7-124, 116.0 Porcentaje de recobro 97.2
95 CC7-1243 152.0
Cantidad recuperada 1559.2
Porcentaje de recobro 97.8
A B
C D

Figura 9. Cromatogramas del fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna tipo
flash. (A) Extracto CC1-1, (B) Extracto CC7-5, (C) Extracto CC7-12 y (D) Extracto CC9-6. La
sefial en verde corresponde al detector ELSD y en amarillo al detector PDA.
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5.6 Evaluacién del potencial antimicrobiano

La actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones se determiné
empleando el método de microdilucion con el colorante MTT, contra una bateria de
microorganismos Gram positivo [Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923)], Gram negativo [Escherichia coli (ATC 10536), Salmonella
typhi (ATCC 33459), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)] y la levadura
Candida albicans (ATCC 10231).5%® Todos los microorganismos fueron
proporcionados por el cepario de la Facultad de Quimica, UNAM, y posteriormente
incubados por 24 h a 37° C y como medios de cultivo se emplearon caldo Mueller-
Hinton (MH), caldo papa-dextrosa (CPD), agar papa-dextrosa (APD) y/o agar
nutritivo (AN).

Los ensayos correspondientes se efectuaron en microplacas de 96 pozos y todas
las evaluaciones se realizaron por triplicado. Brevemente, cada pozo contenia 100
uL de una suspension en solucién salina del microorganismo de prueba ajustada al
0.5 del estandar turbidimétrico de McFarland (1 x 102 CFU/mL). Posteriormente, se
adiciono una alicuota (50 yL 6 5 yL) de la muestra disuelta en DMSO (10%) y 145
ML o 100 puL de medio MH, en cada pozo; enseguida la placa se incubd durante 24
hrs a 37°C. Al término del periodo de incubacion, a todos los pozos se les adicion6
10 uL del reactivo revelador (colorante MTT 5 mg/mL MeOH), y enseguida se
incubo la microplaca por 30 minutos a 37°C. Finalmente, se establecié de manera
cualitativa, observando el cambio en la coloracion de amarillo a purpura al adicionar
el colorante MTT, la inhibicibn del crecimiento microbiano, al as dos
concentraciones evaluadas. Como controles positivos se utilizaron a los farmacos
ampicilina, gentamicina y nistatina.

5.7 Estudio quimico de las especies CC1-1, CC7-5, CC7-12 y CC9-6.

5.7.1 Aislamiento y purificacién de los compuestos 1 al 8 a partir de la especie
CC1-1.

El aislamiento y purificacion de los componentes presentes en la fraccion
primaria CC1-15 (6.0 g) (Cuadro 6) se realizé mediante la técnica de cromatografia
de liquidos de alta eficiencia (HPLC) tanto analitica y preparativa; ambos analisis se
realizaron en un c romatografo de liquidos marca Waters, equipado con los
detectores PDA y ELSD Este ultimo detector se estabilizo utilizando las siguientes
condiciones: ganancia 100, presion de ga s 40 ps i, nebulizador en modo de
calentamiento y temperatura del tubo de 70°C % 25° Todos los analisis
cromatograficos a nivel analitico se realizaron en una columna Kinetex C1g (5 uM,
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250 x 4.6 mm); fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B); gradiente
de elucion: 15% B por 5 min; 15% a 100% B en 15 min; 100% B por 5 min; y 15% B
por 7 min; tiempo de corrida: 32 min; flujo: 1 mL/min; longitudes de ondad e
deteccion: 254 y 365 nm. El control del equipo, procesamiento y manipulacion de
los datos se realiz6 utilizando el software Empower version 3.0 (Waters).

Asi, mediante el escalamiento de las condiciones desarrolladas a nivel analitico, en
una columna Kinetex C1g (5 um, 100 A, 250 x 21.2 mm); y como fase movil: acido
férmico acuoso (0.1%) (A) y CH3CN (B); con el gradiente de elucion: 40% a 75% B
en 20 min; 100% B por 5 min; y 40% B por 7 min; tiempo de corrida: 32 min; flujo
21.24 mL/min; longitudes de onda de d eteccion: 254, 307 y 365 nm; tiempo de
recoleccion 6 segundos (Figura 10); se realizo la separacién de los compuestos 1-8
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Compuestos obtenidos a partir de la fraccion CC1-1s.

Compuesto tr (mMin) Peso obtenido (mg)

1™-Hidroxi, 2",3"-epoxi-butirolactona | (1) % 5.6 1.6

Aspernolida B (2) ™ 6.2 3.6

Butirolactona IV (3) "’ 7.5 4.1

Butirolactona V (4) 7.8 3.5

2™ 3"-Dihidro, 3"-metoxi-butirolactona | (5) " 8.9 2.6

6" 11.6 0.9

Asperndlida A (7) " 13.6 23.9

8" 15.3 1.4

A

5 B
C 7 Minutes

T T T T T T T T T T T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00
Minutes

Figura 10. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico (A y B) y preparativo de la fraccion
primaria CC1-1s. (A,C) Detector UV A = 307 nm; y (B) Detector ELSD.
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5.7.2 Aislamiento y purificacion de los compuestos 9-11 presentes en la
especie CC7-12.

El fraccionamiento preliminar de la especie identificada con el cédigo interno
CC7-12 (Cuadro 6) por cromatografia en columna tipo flash, permitié la obtencion
de un conjunto de 13 fracciones primarias. La resolucion cromatografica de las
fracciones secundarias CC7-12;, CC7-1219y CC7-1241 tanto a nivel analitico como
preparativo, utilizando las mismas condiciones de analisis indicadas en los parrafos
anteriores permitié el aislamiento de los compuestos conocidos neosartorina "
(Figura 11) (9; tr 25.0 min, 70.7 mg), piripiropeno A "*(Figura 12) (10 tg 7.4 min, 1.7
mg) y el derivado 7-desacetilado del piripiropeno A "®"® (11; tz 5.17 min, 0.8 mg)
(Figura 13), a partir de CC7-127, CC7-1219y CC7-12-14, respectivamente.
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Figura 11. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico de la fraccion CC7-12;. (A) Detector UV
A =333 nm; y (B) Detector ELSD. Columna Gemini Cyg(5 um, 100 A, 250 x 4.6 mm); fase
movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH;CN (B); gradiente de elucion: 15% B por 5 min;
15% a 100% B en 15 min; 100% B por 5 min; y 15% B por 7 min; tiempo de corrida: 32 min;
flujo: 1 mL/min; longitudes de onda de deteccion: 254 y 365 nm.
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Figura 12. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico (A) y preparativo (B) de la fraccion CC7-
1210. (A) Detector ELSD; y (B) Detector UV A= 280 nm. Columna Gemini C1g(5 um, 100 A, 250
x 21.2 mm); fase movil: acido formico acuoso (0.1%) (A) y CH3;CN (B); gradiente de elucién:
40% a 100% B en 10 min; 100% B por 5 min; y 40% B por 7 min; tiempo de corrida: 22 min;
flujo: 21.24 mL/min; longitudes de onda de deteccion: 254, 280 y 365 nm; tiempo de recoleccion
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Figura 13. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico (A) y preparativo (B) de la fraccion
CC7-1244. (A) Detector ELSD; y (B) Detector UV 1 = 333 nm. Columna Gemini C4g(5 um, 100
A, 250 x 21.2 mm); fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B); gradiente de
elucion: 40% a 100% B en 15 min; 100% B por 5 min; y 40% B por 7 min; tiempo de corrida:
27 min; flujo: 21.24 mL/min; longitudes de onda de deteccién: 254, 333 y 365 nm; tiempo de
recoleccion 8 s.

5.7.3 Aislamiento y purificacién de los compuestos 12 y 13 a partir de la
especie CC9-6.

Los analisis por HPLC a nivel analitico [columna Gemini C+g (5 um, 110 A,
250 x 4.6 mm); fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B); gradiente
de elucion: 70% a 100% B en 15 min; 100% B por 5 min; y 40% B por 7 min; tiempo
de corrida: 27 min; flujo: 1 mL/min; longitudes de onda de deteccion: 254 y 365 nm]
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de la fraccion activa CC9-65 permitio establecer la presencia de un c omponente
mayoritario (Figura 14), el cual fue caracterizado como el 2-(5,6-bis(3-metilbut-2-en-
1-il)-1H-indol-3-il)-3,6-dihidroxi-5-(6-(3-metilbut-2-en-1-il)-1H-indol-3-il)-ciclohexa-
2,5-dien-1,4-diona, el cual constituye un producto natural novedoso (13; tg 16.10
min, 74.8 mg). Finalmente, la separacion y purificacion por HPLC de los
compuestos presentes en la fraccion CC9-67, permitié aislar 7.5 mg de un producto
identificado como el isocochliodinol 8# (12; tg 10.48 min) (Figura 15).
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Figura 14. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico del producto 13. (A) Detector ELSD; y
(B) Detector UV 4 =281 nm.
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Figura 15. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico (A) y preparativo (B) de la fraccion CC9-
67. (A) Detector ELSD; y (B) Detector UV 4 = 281 nm. Columna Gemini C1g(5 pm, 100 A, 250 x
21.2 mm); fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH;CN (B); gradiente de elucion: 70%
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a 100% B en 15 min; 100% B por 5 min; y 70% B por 7 min; tiempo de corrida: 27 min; flujo:
21.24 mL/min; longitudes de onda de deteccion: 254 y 365 nm; tiempo de recoleccion 8 s.

5.7.4 Aislamiento y purificacion de los productos 14 y 15 a partir de la especie
CC7-5.

La resolucién por HPLC preparativo del conjunto de fracciones identificadas
como CC7-534, reunidas con base en su similitud cromatrografica, utilizando las
mismas condiciones de analisis indicadas en e | inciso anterior de es ta parte
experimental, permitié la separacion de los compuestos identificados como 14 (tr.
9.9 min; 2.3 mg) y 15 (tr: 12.1 min; 1.8 mg).

Este analisis se realizdé en una columna semipreparativa Gemini C1g (5 pM, 110 A,
250 x 4.6 mm); fase movil: acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B); gradiente
de elucion: 60% a 100% B en 20 min; 100% B por 5 min; y 40% B por 7 min; tiempo
de corrida: 32 min; flujo 4.72 mL/min; longitudes de onda de deteccidn: 254, 338 y
365 nm; tiempo de recoleccion 10 segundos (Figura 16).
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Figura 16. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico (A) y preparativo (B) de la fraccion
CC7-5;. (A) Detector ELSD; y (B) Detector UV 4 = 338 nm.

5.8 Caracterizacién estructural de los compuestos obtenidos

La elucidacién estructural de los compuestos aislados se realiz6 mediante
técnicas espectrocopicas y espectrométricas. Los espectros de resonancia
magnética nuclear de 'H (400 MHz) y *C (100 MHz) de los compuestos 1-8 vy
11-13 se registraron en un equipo JEOL JNM ECS-400. El registro de los espectros
de los productos 9 y 10 se realizé en un equipo Varian VNMRS (1H 400 MHz). Los
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desplazamientos quimicos (o) se expresan en par tes por millon (ppm) con
referencia a los disolventes empleados: CD3;0D (1-8), CDCl3; (9-11) y DMSO ds (12-
13). Los espectros de masas de alta resolucién para cada uno de los productos
puros se obtuvieron empleando las mismas condiciones de analisis indicadas en el
inciso 5.3 de esta seccion. Los registros de los espectros de RMN y EM se
efectuaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion, Facultad de
Quimica, UNAM, asi como, en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro,
Carolina del Norte, EE.UU.

5.9 Evaluacién del potencial citotoxico

El potencial citotoxico de los compuestos 12 y 13 se evaluo contra las lineas
celulares de MDA-MB-435 (melanoma humano), MDA-MB-231 (cancer de mama), y
OVCARS (cancer de ovario). Todas las lineas evaluadas fueron proporcionadas por
la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Brevemente, en primer
lugar, todas las lineas celulares fueron reactivadas e incubadas a 37°C en medio
RPMI 1640 con CO3 al 5%, adicionado con suero fetal bovino (10%), penicilina (100
unidades/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Enseguida, las células enf ase
logaritmica de crecimiento fueron recuperadas mediante la técnica de tripsinizacion
de células en monocapa, y sucesivos lavados, para asi remover cualquier
remanente de enzimas. Posteriormente, en una microplaca de Elisa de 96 poz os,
una alicuota equivalente a 5,000 células se incub6 durante una noche a 37°C (CO»
al 5%). Al término de este periodo de incubacién, a cada pozo se le adicion6 una
alicuota de productos a ev aluar a las concentraciones finales de 2.5 y 25 uM,
respectivamente de las muestras a evaluar, disueltas en DMSO y se realizé una
segunda incubacion durante 72 horas a 37°C; al término de ésta, se evalud la
viabilidad de las células empleando el kit comercial CellTiter-Blue® (Cell Viability
Assay, Promega Corp, Madison, WI). Los resultados obtenidos a partir de es ta
evaluacion son reportados con sus valores de concentracion inhibitoria media (Clso).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion forma parte de un proyecto enfocado en la
busqueda de nuevos metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana a partir
de ascomicetos aislados de CCC. A continuacién, se presentan los resultados
obtenidos siguiendo la estrategia metodologica descrita en la seccion anterior. Asi,
primero se describira la evaluacion del potencial antimicrobiano de | os extractos
organicos y fracciones primarias, asi como los resultados de metabolomica y
posteriormente, se detallaran los resultados del estudio quimico de las cuatro
especies fungicas seleccionadas y la caracterizacion de los metabolitos aislados.

6.1 Seleccidn de las especies fungicas

6.1.1 Analisis de la actividad antimicrobiana, perfiles cromatogréaficos y
morfologia macroscopica

Previamente en nuestro grupo det rabajo, se establecid6 el potencial
antimicrobiano de los extractos en pequena escala de una serie de organismos
aislados de CCC (Cuadro 1). Para la seleccion de las especies objeto de estudio de
la presente investigacion, se analizé de forma conjunta la morfologia macroscépica
de todos los cultivos axénicos, los resultados de la evaluacién del potencial
antimicrobiano y los perfiles cromatograficos y espectrométricos obtenidos por
UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS, de todos los extractos en pequefa escala;
considerando las caracteristicas morfolégicas de crecimiento de | as diferentes
cepas (crecimiento uniforme de colonia, color, bordes, tipo de micelio, etc.), la
actividad bioldgica (inhibicion del crecimiento de los mismos microorganismos) y los
perfiles cromatograficos (tiempo de r etencion, espectros en el UV y de masas
similares), todos los extractos se fueron agrupando. Un ejemplo de esto, se puede
observar entre las cepas CC9-2, CC9-6 y CC9-7: los tres hongos presentaron un
diametro de crecimiento equivalente, colonias de color amarillo y un micelio de tipo
algodonoso (Figura 17); también los extractos mostraron una inhibicién parcial a 20
ug/mL contra E. coli, y no presentaron actividad contra P. aeruginosa y S. typhi
(Cuadro 8); y sus perfiles cromatograficos presentan una sefial en un tiempo de
retencion (tr) de 4.93 min con una relacién masal/carga (m/z) de 507.22 [M+H]", con
maximos de absorcion en el UV a las longitudes de onda ( A) de 224 y 282 nm
(Figuras 18 y 19). Con base en lo antes mencionado se selecciond unicamente a
uno de estos organismos para su posterior estudio quimico. Enseguida, siguiendo
los mismos criterios de seleccidn, los hongos saprdéfitos CC1-1, CC7-5, CC7-12 y
CC9-6 (Figura 20) fueron elegidos para su escalamiento y estudio quimico
biodirigido en el presente trabajo de investigacion.
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6.1.2 Estudios de metabolémica

Todos extractos en pequeia escala de las series CC1, CC7 y CC9 (Cuadro
1), se sometieron a un analisis de metaboldmica siguiendo la metodologia descrita
por El-Elimat y colaboradores (2013) (inciso 5.3 parte experimental). Los resultados
de estos analisis se compararon contra aquellos reportados en una base de datos
compuesta por mas de 350 micotoxinas, y se logro establecer que ninguno de los
extractos contenia a las micotoxinas descritas en la base de datos, por lo que los
taxa CC1-1, CC7-5, CC7-12 y CC9-6 son candidatos para la obtencion de nuevos
compuestos (Figura 20). Este trabajo se realizé en colaboracion con el Dr. Nicholas
Oberlies de la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Carolina del Norte,
EE.UU.

S

Figura 17. Cultivos axénicos de los taxa CC9-2 (A), CC9-6 (B) y CC9-7 (C) en PDA.
Ejemplo de un analisis morfolégico macroscopico comparativo.

Cuadro 8. Evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos organicos CC9-2, CC9-6
y CC9-7 en pequefia escala.

Extracto  P. aeruginosa B. subtilis S. aureus E.coli  S.typhi C.albicans
CC9-2

CC9-6

CC9-7 -
CcMI 333.0 125.0 0.3 4.6 0.6 2.3
(ng/mL)

Criterios de inhibicién
I Inhibicién total 200 pg/mL
Inhibicién parcial a 20 ug/mL
No inhibicion
Ampicilina
Gentamicina
Nistatina
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Figura 19. Espectros de masas en modo positivo (ESI”) de la sefial en tg 4.93 min de los
extractos CC9-2 (A), CC9-6 (B) y CC9-7 (C).

6.1.3 Obtencion de los extractos en mediana escala, fraccionamiento primario
y evaluacién del potencial antimicrobiano

Una vez realizada la seleccion de las especies fungicas, se procedié a la
preparacion de los cultivos en mediana escala (Figura 21). Al término del periodo
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de crecimiento, se obtuvieron los correspondientes extractos organicos mediante las
técnicas de m aceracion y reparto, y estos se fraccionaron mediante una
cromatografia en columna de tipo flash, siguiendo la metodologia descrita en la
seccion experimental (incisos 5.4 y 5.5). Finalmente, todos los extractos y los
conjuntos de f racciones primarias fueron evaluados contra una bateria de
microorganismos para establecer su potencial antimicrobiano (Cuadro 9).

Figura 20. Cultivos axénicos en APD de los taxa seleccionados para su escalamiento: CC1-
1 (A), CC7-5 (B), CC7-12 (C) y CC9-6 (D).

6.1.4 Caracterizacion taxonémica

De manera paralela a la evaluacion del potencial antimicrobiano, se realizé la
identificacion taxonomica del os microorganismos seleccionados mediante el
analisis de s us caracteristicas morfolégicas y genéticas del espaciador de
transcripcion interno del ADN ribosomal. Asi, se identificaron a los cuatro
microorganismos seleccionados como Aspergillus terreus (CC1-1), un hongo del
orden Pleosporales (CC7-5), Aspergillus sp. (CC7-12), y un hon go del orden
Sordariales (CC9-6). Este trabajo se realizé en colaboracion con el Dr. Huzefa Raja
de la UNCG.
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Figura 21. Ejemplo de cultivo fungico (mediana escala) en medio de arroz del taxén CC9-6:

(A) anverso, (B) reverso y (C) vista frontal del cultivo.

Cuadro 9. Evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos organicos en pequefia y
mediana escala, y de sus respectivas fracciones.

Extracto o
fraccion

P. aeruginosa

B. subtilis

S. aureus E. coli

S. typhi

C. albicans

CC1-14
CC1-140«
CC1-14
CC1-13
CC1-13
CC1-14
CC1-15
CC1-1¢
CC9-61
CC9-610«
CC9-64
CC9-6,
CC9-63
CC9-6,4
CC9-65
CC9-66
CC9-67
CC9-6
CC9-69
CC9-619

CC7‘51x
CC7'510><
CC7-5;
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CC7-53
CC7-54
CC7-55
CC7-5¢
CC7-5;
CC7-5g
CC7-59
CC7-510

CC7-12;x
CC7-1 210x
CC7-124
CC7-12,
CC7-12;
CC7-124
CC7-125
CC7-12¢
ccr-12, —

CC7-124
CC7-129
CC7-1249
CC7-1244

CC7-1243

|

CMI

12.5 1600 1.2 31.2 6.2 10.0
(ug/mL)

Criterios de inhibicion
Inhibicién total a ambas concentraciones (200 y 20 ug/mL)
Inhibicion total a 200 ug/mL e inhibicién parcial a 20 ug/mL
Inhibicién total 200 ug/mL
Inhibicién parcial a ambas concentraciones (200 y 20 ug/mL)
Inhibicién parcial a 20 ng/mL
No inhibicién
Ampicilina
Gentamicina
Nistatina

6.2 Estudio quimico de los microorganismos seleccionados

A partir de las fracciones activas (inhibicion total o parcial a20 pg/mL)
obtenidas de los hongos CC1-1, CC7-5, CC7-12 y CC9-6 (Cuadro 9), se realizo la
separacion y purificacion mediante HPLC en fase reversa de los componentes
presentes como se indico en la seccidon experimental (inciso 5.7). Asi, se obtuvieron
15 metabolitos secundarios: ocho derivados de butirolactonas (1-8), un metabolito
de tipo ergocromo (9), dos meroterpenoides (policétido-monoterpenoide) (10 y 11),
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dos compuestos tipo indolil-benzohidroxiquinona (12 y 13), y dos compuestos
aromaticos (14 y 15). De manera general, la elucidacion del os compuestos
obtenidos se realizé mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas
convencionales, las cuales se describen a detalle a continuacion.

6.2.1 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados a partir de
Aspergillus terreus (CC1-1)

Los compuestos 1-8 se obtuvieron a p artir de la fraccion CC1-15 como
sdlidos café claro. Las formulas moleculares y los indices de deficiencia de
hidrogeno (IDH) se establecieron mediante el andlisis de los iones
pseudomoleculares [M+H]" y [M-H]™ (Cuadro 10 y Figura 22). Ademas, como se
puede observar enlos espectros en el UV (Figura 23), todos los compuestos
presentan el mismo perfil, exhibiendo dos maximos de absorcion entre 217-223 y
306-309 nm, que c orresponden con la presencia de un nucleo base detipo vy-
butirolactona-a, f-insaturada.”

Cuadro 10. lones pseudomoleculares y féormula molecular de los compuestos 1-8.

Compuesto [M+H]* [M=H]~ Férmula molecular IDH
1"-Hidroxi, 2",3"'-epoxi-

. 457.1474 455.1530 Co4H240g 13
butirolactona | (1)
Asperndlida B (2) 443.1581 441.1555 Co4H2603 12
Butirolactona IV (3) 441.1525 439.1398 Co4H240s8 13
Butirolactona V (4) 441.1526 439.1396 C24H2405 13
2",3"Dihidro, 3™-metoxi- 57 1839 456.1713 CasHzs0s 12
butirolactona | (5)
Compuesto 6 425.1576 423.1451 Co4H2407 13
Asperndlida A (7) 425.1574 423.1449 CosH2407 13
Compuesto 8 439.1748 437.1606 Co5H2607 13
Compuesto 1 RT: 3.59 Compuesto 2 RT: 3.75
T: FTMS - p ESI Full ms [130.0000-1900.0000] T: FTMS -p ESI Full ms [130.0000-1950.0000]
4100 i55.1349] 9112772 4100 3411555
§ 80 E 80
§ ig 332569 é jg 883.3187
-% 20 501.1404 / % 20 063030
@, 32040418 3961219 ls73.0707 855.2150 | /  1061.8 o 382.1425 [477 1320 841.2369
200 400 600 80 1000 '200 400 600 80 1000
m'z m/z
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Compuesto 3 RT: 3.94 Compuesto 4 RT: 4.03
T: FTMS - p ESI Full ms [130.0000-1950.0000] T: FTMS - p ESI Full ms [130.0000-1950.0000]
4100 f39.1398 4100 §39.1396
[$] o
§ 80 5 80 879.2869
2 879.2872 2
e 60 2 60
40 40
2 2 2 I 485.1452
5 469.1502 909.2979 5 380.1266
e 380‘1%68 L 8232249 | [ £ . 1 |557.0756 823.2249 |909.2972
71 r rr 7ttt 1Tt 1 T t T 17T 71 ' frrrr7rrrrrror Tt TT
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
mz m'z
Compuesto 5 RT: 4.27 Compuesto 6 RT: 4.64
T: FTMS - p ESI Full ms [130.0000-1950.0000] T: FTMS -p ESI Full ms [130.0000-1950.0000]
400 §55.1713 4100 f23.1451
Q Q
& 80 G 80
e 2
5 60 3 60
2 911.3502 b 847.2975
o 40 0 40
2 2
T 20 520 364.1319
g, 396.1581 |43, 1660 879.2882 |939.3452 N 9P [A6I504 7651832 [935.3139
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Figura 22. Espectros de masas generados por la técnica de ESI™ de los compuestos 1-8.
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Compuesto 5 RT: 4.19 Compuesto 6 RT: 4.53
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Figura 23. Espectros en el UV de los compuestos 1-8.

El andlisis de | os espectros de RMN 'H (Cuadro 11) de estos compuestos,
evidencio que todos presentaban un perfil similar, y que las diferencias mas
importantes se encontraban en los desplazamientos quimicos de campos altos
(entre 1y 3 ppm), correspondientes a los sustituyentes en 3" y 4" del nucleo base.
A continuacién, se describiran las caracteristicas espectroscopicas mas importantes
de cada unodel os productos 1-8. Cabe mencionar que s e iniciara con la
descripcion del producto 7, ya que fue el producto mayoritario aislado de la fraccion
CC1-1s y que sirvi6 de modelo para la caracterizacion estructural de los demas
metabolitos.

6.2.1.1 Asperndlida A (7)

La formula molecular calculada para este producto, CysH2407, permite 13
grados de insaturacion, que se justifican con la presencia de dos anillos aromaticos,
un anillo de y-lactona, una doble ligadura, dos grupos carbonilo, y un anillo
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dihidropirano. En los espectros de RMN 'H y ®*C (Cuadro 11 y Figura 24) se
observaron las siguientes sefiales caracteristicas:

- Las sefiales en 64 7.56 (2H, d, J = 8.7 Hz, H-2'/6’) y 6.86 (2H, d, J = 8.7 Hz, H-3’/5’)
evidencian la presencia de un anillo aromatico p-sustituido. Por otro lado, las
sefiales en &4 6.50 (1H, dd, J = 8.2, 1.8 Hz, H-6"), 6.42 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5") y
6.48 (sa, H-2"”) corresponden con la presencia de un segundo sistema aromatico
trisustituido. En &4 3.78 (3H, sa, 6-OCHs;) se observa una sefal simple intensa, la
cual es asignable a un grupo metoxilo de una funcion éster, y en o4 3.43 (2H, sa,
H2-5) se observa una sefial simple atribuible a un grupo metileno. En &4 2.57 (2H,
td, J = 10.0, 6.8 Hz, H-1"") se observa una sefial asignable a un metileno unido a
otro grupo metileno en o4 1.71 (2H, t, J = 6.8 Hz). Finalmente, en &4 1.24 (6H, sa,
Hs-4"" y H3-5") se observa una sefal simple diagnostica para presencia de dos
grupos metilo.

- En el espectro de RMN °C se observa un conjunto de 24 sefiales, de las cuales
12 corresponden a carbonos aromaticos (dos de ellas base de oxigeno), dos
sefiales diagndsticas para carbonilos de un grupo éster en & 170.5 (C-1) y 171.7
(C-6), dos senales olefinicas en o 140.0 (C-2) y 129.3 (C-3), tres sefales de
metilenos en & 23.3, 32.8 y 39.6 (C-1"", C-2"" y C-5, respectivamente), dos sefales
en o 27.1 correspondientes a dos metilos (C-4 y C-57), y tres sefales de
carbonos base de oxigeno en & 86.9, 54.0 y 752 (C-4, 6-OCH; y C-37,
respectivamente).

La comparacion de los datos espectroscopicos antes descritos con aquellos

reportados en la literatura por Parvatkar y colaboradores °, permitieron establecer
que la estructura del compuesto 7 corresponde con la de la asperndlida A.
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Figura 24. Espectro de RMN "H (400 MHz; arriba) y °C (100 MHz; abajo) de la
aspernolida A (7) en CD;OD.
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6.2.1.2 1'""-Hidroxi, 2"",3""-epoxi-butirolactona I (1)

La férmula molecular calculada para este producto es Cy4H240g9 (IDH = 13).
Las diferencias mas importantes observadas en los espectros de RMN 'H y 3c
(Cuadro 11 y Figura 25) de 1 respecto a la asperndlida A (7) se describen a
continuacion:

-En & 70.1, 77.0 y 79.7 se observan tres sefiales adicionales de carbonos base de
oxigeno, dos de carbonos terciarios y una mas de un carbono cuaternario. Estas
sefiales estan en armonia con lo observado en el espectro de RMN 'H en & 4.26
(1H, d, 3 = 8.2 Hz, H-1"") y 3.43 (1H, d, J = 8.2, H-2""). Cabe mencionar que este
conjunto de senales corresponde a una cadena de isopreno funcionalizada en lugar
del anillo dihidropirano presente en la asperndlida A (7)

La comparacién de los datos espectroscopicos antes mencionados con lo descrito
por Shen 'y colaboradores,®® permitieron establecer que la estructura del compuesto
1 corresponde acon la del derivado 1"-hidroxi, 2",3"'-epeoxi-butirolactona | (1). Sin
embargo, el analisis detallado de los espectros de RMN de 'H y °C revel6 que el
producto en solucidén se encuentra formando una mezcla isomérica en una relacion
(6:4) (Figura 25), ya que las senales correspondientes a las posiciones 1’-4’, 1”-6" y
1”-5"" se observan duplicadas (Cuadro 11). Cabe sefalar que, a pesar de realizar
numerosos intentos cromatograficos para separar dichos productos, no fue posible
la resolucién necesaria, ademas de que se requiere de la separacion de una mayor

cantidad de esta mezcla de compuestos para su posterior caracterizacion.
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Flgura 25 Espectro de RMN "H (400 MHz; arriba) y 13C (100 MHz; abajo) del derivado 1"-
hidroxi, 2™,3"'-epoxi-butirolactona | (1) en CD;0D.

6.2.1.3 Asperndlida B (2)

La formula molecular calculada para el compuesto 2 es Cz4H260s y permite
12 grados de insaturacion. Las diferencias mas importantes observadas en los
espectros de RMN "H y "*C (Cuadro 11 y Figura 26) de 2 respecto a la asperndlida
A (7) se describen a continuacion:

- En el espectro de RMN 'C de 2 se observan variaciones significativas en los &
de los siguientes carbonos: C-1" (oc 129.9, Adc 4.3 ppm), C3” (oc 125.6, Adc 4.1
ppm), C-1" (& 25.9, Aéc 2.6 ppm), C-2" (&c 44.8, Aéc 11.0 ppm), C-4"" (&c 291,
Adc 2.0 ppm), y C-5 (&c 19.4, Adc 2.3 ppm), las cuales se deben a la desproteccion
generada al encontrarse la cadena de isoprenilo abierta y sin funciones oxigenadas
en C-1"y C-2".

El resto de las senales observadas en los espectros se encontraron en armonia con
las descritas para la asperndlida A (7), y con base en estas evidencias la estructura
del compuesto 2 se caracterizé como la asperndlida B.”
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6.2.1.4 Butirolactona IV (3)

La férmula molecular calculada para este producto es Cy4H2403g (IDH = 13).
Las diferencias mas importantes observadas en |os espectros de RMN 'H y 3c
(Cuadro 11 y Figura 27) de 3 respecto a la asperndlida A (7) se describen a
continuacion:
- En el espectro de RMN 'H se observa que el metino H-2"” se desplaza a campos
bajos, o 4.49, dd (1H, J = 9.1, 8.7 Hz), como resultado de la presencia de un anillo
de tipo furano entre el residuo de isoprenilo y la funcion oxigenada en C-4".

- En el espectro de RMN "*C, los carbonos C-3” (& 128.2), C-4” (& 160.6), C-1"
(oc 31.5) y C-2" (& 90.5) también se encuentran desplazados a campos mas bajos
por la desproteccidén debida a la formacion del anillo de furano.

El resto de las sefales observadas en los espectros de RMN se encontraron en

armonia aquellas descritas para la asperndlida A (7), y la estructura del compuesto
3 se elucidé como la butirolactona IV."”
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Figura 27. Espectro de RMN "H (400 MHz; arriba) y °C (100 MHz; abajo) de la
butirolactona IV (3) en CD;0D.
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6.2.1.5 Butirolactona V (4)

La formula molecular calculada para este producto también es C4H240g (IDH
= 13) al igual que la butirolactona IV (3), y esta férmula tiene 16 uma mas que la
asperndlida A (7). Las diferencias mas importantes observadas en los espectros de
RMN 'Hy "3C (Cuadro 11 y Figura 28) de 4 respecto al producto (7) son:

- El espectro de RMN "H revela nuevamente las sefiales caracteristicas de un anillo
de pirano al igual que en el compuesto 7, sin embargo, en el espectro del producto
4, se observa un sistema de espin mas complejo entre el metileno H-1"" [o4 2.52, dd
(1H,J=16.9,7.7 Hz) y 2.76, dd (1H, J = 16.9, 5.0 Hz)] y H-2"" (&4 3.66, dd (1H, J =
7.7, 5.5 Hz), debido a la presencia de un grupo hidroxilo en C-2"" (¢c 70.5).

Con base en estas evidencias espectroscépicas la estructura del compuesto 4 se
asigné como la butirolactona V."
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6.2.1.6 2'",3'""-Dihidro, 3"'-metoxi-butirolactona | (5)

La férmula molecular calculada para el producto 5 es C2s5H240g (IDH = 12), 14
uma mas que la aspernolida B (2). Las diferencias mas importantes observadas en
los espectros de RMN 'H y *C (Cuadro 11 y Figura 29) de 5 respecto a la
aspernolida B (2) y se detallan a continuacion:

- En los espectros de 5 se observa la presencia de una sefial simple en &y
3.18/49.8 atribuible a un grupo metoxilo en la posicion C-3"”. Ademas, se logré
asignar inequivocamente dos sistemas de spin de la cadena de isoprenilo en oy
242, dt (1H, J =12.8, 5.0 Hz, Hx-1"") y 2.28, dt (1H, J = 12.8, 5.0 Hz, H>-1""), ¥ on

1.51, m (2H, Hz-2"").
La comparacién de los datos espectroscopicos antes mencionados con los descritos

en la literatura °, permitieron establecer que | a estructura del compuesto 5
corresponde a la de la 2",3"-dihidro, 3"-metoxi-butirolactona 1.”
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6.2.1.7 Compuestos 6y 8

Butirolactona VIII (6a)

R, = OH
Butirolactona | (gb)
R, R, = OH
Flavipesélida A (8a)
R,= OH
0
8b
Ry § R,= OH

Las férmulas moleculares calculadas para los productos 6 y 8 son Cy4H2407 y
C25H2607, respectivamente y permiten 13 grados de insaturacion, que se justifican
con la presencia de dos anillos aromaticos, un a nillo de y-lactona, una dob le
ligadura, dos grupos carbonilo, y un anillo dihidropirano y/o una d oble ligadura
adicional. En los espectros de R MN 'H y *C (Cuadro 11 y Figura 30) se
observaron las siguientes sefiales caracteristicas:

- En el caso del compuesto 6, se observa que los protones en posicion H-1" [oy4
3.06,d (2H, J =7.3 Hz)] y H-2" [04 5.06, t (1H, J = 7.3 Hz)] se desplazan a campos
bajos, y el metino en H -3 nos e observa. Estos cambios se atribuyen a la

presencia de una doble ligadura en la cadena de isoprenilo en C-2""" y C-3"".

- En el caso del compuesto 8, se observan todas las sefales diagndsticas del anillo
de dihidropirano como en la asperndlida A (7); la sefal del grupo metoxilo en 6-
OCHs no se observa, y aparece un conjunto nuevo de sefales en 4 4.24, dd (2H, J

=14.2, 6.8 Hz) que se acopla con un metilo en o4 1.21, t (3H, J = 6.8 Hz). Estas dos
ultimas senales son caracteristicas de una cadena de etilo unida la funcidon éster en
C-4 de la y-lactona.
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Es importante sefialar que no se lograron registrar los espectros de RMN '*C para
estos productos, indispensables para la ubicacion del grupo hidroxilo en la y-lactona
en la posicion C-2 o C-4, ya que cuando el hidroxilo esta en C-2, los & tipicos son
130-140 ppm, mientras que si esta en C-4, los valores estan entre 6c 100-102 ppm.
En este sentido no fue posible caracterizar de manera inequivoca a los productos 6
y 8; mediante la comparacién de los datos espectroscépicos antes mencionados
con lo descritos por Wang y colaboradores 375 se puede pr oponer que la
estructura del compuesto 6 corresponde a la butirolactona VII (6a) o | (6b), mientras
que 8 puede ser la flavipesdlida A (8a) o el compuesto novedoso 8b. Para lo
anterior es necesaria la purificacion de cantidades adicionales de dichos
compuestos, para asi obtener la espectroscopia completa y reportar las estructuras
inequivocas.

Las y-butendlidas fenil y bencil di-sustituidas son producidas principalmente por
especies del género Aspergillus.”>®?%% Esta clase de metabolitos son un tipo
especial de fenilpropanoides 7,8-diméricos, en donde las sustituciones del bencilo y
fenilo pueden ser en 2,3, 3,4, y 2,4, siendo las ultimas dos las clases de butendlidas
mas comunes en | a naturaleza. Como se menciond anteriormente, solamente
existen dos reportes de butendlidas sustituidas en2y 3 deo rigen natural
(butirolactona VI y flavipesdlida A).”>"°

Estos productos naturales presentan diversas actividades bioldgicas, como agentes
antimicrobianos contra E. aerogenes, P. aeruginosa, S. aereus, C. albicans, M.
tuberculosis y B. subtilis, por mencionar a los mas importantes 82%4%: antivirales

contra los virus del tabaco y H1IN1 ">#%87: antimalaricos % y antioxidantes. &
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Figura 30. Espectros de RMN "H (400 MHz) de los compuestos 6 (arriba) y 8 (abajo) en
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Cuadro 11. Datos de RMN ('H, 400 MHz y "*C, 100 MHz) para los compuestos 1-4 en CD;OD (Sen ppm y J en Hz).

L 1 2° 3 4
Posicion 5 &, mult. (J) & &, mult. (9) O S+, mult. (J) oc S4, mult. (J)
1 b ° ° 171.7
2 135.0 140.1 135.8
3 129.2 128.0° 129.0 130.6
4 85.9 86.9 86.9 86.8
3.45, d (14.5)
5 39.8 350,5a/348,5a 396 oo 398 347, s 39.6 3.44, s
6 b 172.3 171.7 177.6
6-OCH;  54.0/53.9 3.78, s 53.8 3.77, s 54.0 3.78, s 54.0 3.75, s
1 123.7/123.4 124.3 123.3 123.3
2/6'  130.3/130.2 7.6,d (8.7) 130.1 760,d(84) 1304 7.58,d (8.7) 1304 7.56,d (8.7)
3/5  1595/159.0  6.85,d (8.7) 1166  6.85,d(84) 1167 6.86, d (8.7) 1167  6.86,d (8.7)
4 116.7/116.6 158.9 159.5 159.5
T 126.9/126.7 129.9 126.3 126.3
o 131.6/131.5 06 dd((11'8g)/ 6.89, 4331 6.45,d(22) 1311 6.60, bs 1330  6.47,d(1.8)
3" 125.4/125.2 125.6 128.2 120.6
4" 153.0/152.9 155.3 160.6 153.3
5" 11711169 848 dd(?ézz))/ 643, 1152 6.46,d(8.4)  109.2 6.46, d (8.2) 117.4 6.47,d (8.2)
. 6.70, dd (8.2, 1.8) /
6 122321 GO MOZ TN 1206 650,00(84,22) 1280 653,0d(82,18) 1304 6.54,dd (82 18)
433, d (8.2) / 4.26, 3.03, dd (16.0, 9.1) 252, dd (16.9, 7.7)
1 70.2/70.1 d(8.2) 25.9 243, m 315 296,dd(16.0,91) 21 276 dd(16.9, 5.0)
o 77.1177.0 3.43,d (8.2) 44.8 152, m 90.5 4.49,dd(9.1,87) 705  3.66,dd (7.7, 5.5)
3 79.8/79.7 71.6 72.6 78.1
4 27.2127.1 138,s/137,s  29.1 1.19, bs 25.3 115,s 21.0 116, s
5" 19.4/19.3 110, s 29.4 1.19, bs 25.4 119, s 25.9 126, s
3" OCHs

2'H, 500 MHz y °C, 125 MHz; ® No observados.
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Cuadro 11. Datos de RMN ('H, 400 MHz y "*C, 100 MHz) para los compuestos 5-8 en CD;OD (Sen ppm y J en Hz).

Posicion

D o AN -

6-OCHj3

2'/6'
3'/5'
4
T
om
3
4"
5"
6"

1lll

om
gm
4m
g
3"-OCHj;
6-O-CH,-CH;
6'O'CH2-C_H§

oc
168.9
137.4
128.9
87.0

39.6

171.8
53.9

123.6
130.4
116.7
159.4
129.5
133.0
125.3
155.4
1156.3
129.8

253

40.1
76.4
257
257
49.8

5
&, mult. (3)

3.48, d (14.6)
3.40, d (14.6)

3.79, s

7.60,d (8.7)
6.86, d (8.7)

6.40, d (1.8)

6.48, d (8.2)

6.53, dd (8.2, 1.8)

2.42, dt (12.8, 5.0)

2.28, dt (12.8, 5.0)
151, m

1.16, sa
1.16, sa
3.18, s

oc
170.5
140.0
129.3
86.9

39.6

171.7
54.0

123.3
130.4
116.7
159.5
125.6
132.8
121.5
154.4
117.5
130.3

233

33.8
75.2
271
271

7
&, mult. (3)

3.43, sa

3.78, sa

7.56,d (8.7)
6.86, d (8.7)

6.48, sa

6.42,d (8.2)
6.50, dd (8.2, 1.8)

2.57, td (10.0, 6.8)
1.71,1(6.8)

1.24, sa
1.24, sa

6
oc

3.44, d (14.6)
3.39, d (14.6)

3.77, s
7.59,d (8.2)
6.86, d (8.2)

6.41,d (1.8)

6.48, d (8.2)
6.54, dd (8.2, 1.8)

3.06, d (7.3)
5.06, t (7.3)

1.57, s
1.66, s

8
&, mult. (3)

3.43, sa

7.59,d (8.7)
6.86, d (8.7)

6.49, d (1.8)

6.42,d (8.2)
6.52, dd (8.2, 1.8)

2.56, dd (12.8, 6.4)
1.71,1(6.8)

1.24, s
1.24, s

4.24, dd (14.2, 6.8)
1.21,1(6.8)
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6.2.2 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados a partir de
Aspergillus sp. (CC7-12)

6.2.2.1 Caracterizacion de la neosartorina (9)

12
COOCH;4 13'

La neosartorina (9; 70.7 mg) se obtuvo mediante sucesivas cromatografias
(CC tipo flash, HPLC) a partir de la fraccidén primarian CC7-127. Las constantes
espectroscopicas de este producto se resumen en el Cuadro 12.

El espectro ene | UV del producto 9 presentd6 dos maximos de abs orcion
observados en 279 y 333 nm (Figura 31) confirmando la presencia de grupos
croméforo de tipo cromanona. Los iones pseudomoleculares observados en el
espectro de masas en una m/z de 681.1821 [M+H]"y 679.1461 [M-H] corresponden
con la férmula molecular C34H32015 que permite 19 grados de insaturacion (Figura
31). Otros picos importantes observados en m/z 621 [M-59], 579 [M-59-42], 561 [M-
59-60], y 501 [ M-59-60-60], son caracteristicos de los compuestos det ipo
ergocromos como el acido secalénico o la eumitrina A.

La informacidn proporcionada por la espectrometria de masas y el analisis de los
espectros de RMN del producto 9 es un isomero de la eumitrina A (Figura 32). Asi
el espectro de RMN 'H presenta las sefiales para:

- Cuatro grupos hidroxilo quelatados en &4 13.88, 13.76, 11.52 y 11.35 (8-OH, 1’-
OH, 1-OH y 8’-OH).

- Cuatro sefales simples en &y 3.77 (s), 3.62 (s), 2.06 (s) y 0.90 (s), y una sefal
doble en &4 0.92 (d, J = 6.4 Hz). El desplazamiento quimico de las dos primeras
sefales es asignable a los metilos de dos grupos metoxilo y la sefal en oy 2.06
indicé la presencia de metilo sobre doble ligadura.
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- Finalmente, se observa un conjunto de dos sefales dobles atribuibles a un sistema
AB de dos protones aromaticos en 6y 7.12 (1H, d, J = 8.6 Hz) y 6.57 (1H, d, J = 8.6
Hz) y una sefal simple en 64 6.45 (s) también atribuible a un proton aromatico.

Con base en el

analisis anterior y el analisis comparativo de los datos

espectroscopicos reportados en la literatura la estructura del compuesto 9 se
establecié como la de la neosartorina. "

A

Compuesto 9 RT: 6.06

T: FTMS + ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000
681.1821

100
2
580
2
560
o 40
=
©20
K o 12140896 501.2134 726.2385 1040.7424 1181.3870 1400.3005
— [ T T 7 1 7 Tt T 1 T 1 7 1 1 1t ] Tt 1 1 [ T T T 1 T T T ] T T T
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B
Compuesto 9 RT: 6.06
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681.1821
8100
& 80
2
§60
© 40
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© 20
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C
Compuesto 9 RT: 6.07
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619.1461
o100
e
5 80
2
_360
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@ 40
20
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m/z

Figura 31. Espectro en el UV (A) y espectros de masas generados por la técnica de
electrospray en los modos ESI* (B) y ESI" (C) del compuesto 9.
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Cuadro 12. Datos espectroscépicos de 'H RMN de la neosartarina (9) (400 MHz; & en ppm;

J en Hz; CDCly).

Neosartorina (9)

Posicion 5., mult. (3) 5, mult. (3)7°

4 6.45, s 6.47, s
5 4.34, dd 4.36,dd (4.1,1.7)

6ax 1.95 m 1.97, m
6eq 217, m 214, m
Tax 2.82, m 2.83, m
7eq 2.37, m 2.37, m
12 3.77, s 3.78, s
C-1-OH 11.52, s 11.53, s
C-3-CH; 2.06, s 2.07,s
C-8-OH 13.88, s 13.90, s

2 6.57, d (8.6) 6.58, d (8.5)

3 7.12,d (8.6) 7.12,d (8.5)

5 5.26, d (1.34) 5.28,d (1.4)
6’ 2.30, m 2.31, m
7'eq 2.35, m 2.37, m
7’ax 2.35, m 2.37, m
12’ 3.62, s 3.64,s
13 0.90,d (6.4) 0.92,d
C-1’-OH 13.76, s 13.78, s
C-5’-OCOCH3 1.90, s 1.92, s
C-8’-OH 11.35, s 11.36, s

12
5-0-CO-CHg
A / son, S
s
l»OH/S'-OH 1z
8-OH 4 teq
| 1-OH 2 5

/ o 7

Figura 32. Espectro de RMN 'H del compuesto 9 (400 MHz, CDCls).
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La neosartorina (9) fue aislada por primera vez en el afio de 1998 de la especie
Neosartorya fischeri (Trichocomaceae), aislada de una muestra de sedimento del
rio Vah en Eslovaquia. "® También, ha sido reportado su aislamiento a partir de A.
fumigatiaffinis 28 y A. lentulus. 3 Este metabolito presenta una importante actividad
como agente antimicrobiano selectivo contra bacterias gram positivas (S. aureus,
E.faecalis, E. faecium y B. subtilis).?%%

6.2.2.2 Caracterizacién del piripiropeno A (10) y su derivado 7-desacetilado
(11)

Piripiropeno A (10) R =0OCOCH;

7-Desacetil-piripiropeno A (11) ~ R=0OH

Los compuestos 10 y 11 se obtuvieron como solidos. El analisis detallado de
los espectros de masas de alta resolucién generados por la técnica de ionizacién de
electrospray en modo positivo permitieron establecer sus iones pseudomoleculares
(Figura 33) en una m/z de 584.2492 [M+H]" (10) y 542.2378 [M+H]" (11), estos
iones corresponden con las formulas moleculares de C31H37NO1p y Co29H35NOg,
respectivamente.

Los espectros de RMN 'H de ambos productos resultaron muy similares (Figuras
34 y 35) difiriendo fundamentalmente en la ausencia en el producto 11 de una de
las sefiales correspondientes a los tres grupos acetato presentes en &4 2.02-2.1 en
el producto 10. En su lugar en el espectro de RMN 'H se observé una sefial en &
3.48 (s). Estas observaciones aunadas a la diferencia de 42 uma que presentan
ambos productos permitian inferir que el compuesto 11 es el derivado desacetilado
en C-7 del compuesto 10. Asi, el analisis detallado de los datos espectroscépicos
de estos productos con aquellos reportados en la literatura para el piripiropeno A se
encuentra en perfecta armonia, permitiendo caracterizar al compuesto 10 como el
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piripiropeno A 7" y al producto 11 como su correspondiente derivado 7-
desacetilado.”®"®

A
Compuesto 10 RT: 4.48
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000]
100 584.2492
100
S
m80i
e ]
§60é
o 40 -
= —
© 20 -
<2473 1167.4913
& 2140895 182401 Jepso77s  gse3eot VT 14760728 1750.7330
L e N Y N S Y I Y N BN B B
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
B
Compuesto 11 RT: 3.39
T: FTMS + p ESI Full ms [130.0000-1900.0000]
542.2378
100
2
5 80
2
560
o 40
= 169.1103
32 626.2892
z 351.2159 1 892.4467 1083.4683 1355.0887 1625.7028
T 1 1 T T 1 1 1. T 1 T T T 1 T T T [ T T T [ T T T [ T T T T T T T 7T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
m/z

Figura 33. Espectros de masas generados por la técnica de electrospray en modo ESI* de
los compuestos (A) 10y (B) 11.

Cuadro 13. Datos espectroscépicos de RMN 'H de los compuestos 10 y 11 en CDCl; (Sen
ppm; J en Hz).

. 10° 11° Piripiropeno A"’
Posicion
o4, mult, (J3) o4, mult, (J en Hz) o4, mult, (J en Hz)
1 4.77,dd (11.6, 4.7) 4.78,dd (11.4, 4.5) 4.79, dd (11.5, 4.8)
1.90, m
2 1.85, m 1.84, m 182 m
3 2.32,m 215, m 216, m
1.31, m 1.33, m 1.38, m
5 1.52,d (4.2) 1.49,d (4.1) 1.54, m
7 5.00, m 3.48,s 5.02, m
1.78, m 1.78, m
8 177, m 1.75, m 1.60, m
9 ¢ ¢ 1.63, m
11 3.78, d, (12.0) 3.80,d (12.0) 3.79,d (12.0)
3.68, d, (12.0) 3.76,d (12.0) 3.71,d (12.0)
12 142, s 141, s 144,s
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13 4.97, d (4.6) 4.98, d (4.0) 4.99, m

13-OH 2.87, sa 2.86, sa 2.91, sa

14 1.67,s 1.65, s 1.69, s

15 0.88, s 0.89, s 0.89, s
1-OCOCH3; 2.04,s 2.04, sa 2.04,s
7-OCOCHj; 2.16,s 2.15,s
11-OCOCHj; 2.08,s 2.05,s 2.09, s

5' 6.45, sa 6.50, s 6.45, s

2" 9.00, sa 8.90, s 9.00, d (2.0)

4" 8.14, d (8.6) 8.10, ddd (8.0, 1.7, 1.1) 8.09, ddd (8.0, 2.0, 1.5)

5" 7.44, sa 7.41, dd (8.0, 4.5) 7.40, dd (8.0, 5.0)

6" 8.67, sa 8.69,d (4.5, 1.7) 8.68, dd (5.0, 1.5)

2400 MHz; ® 500 MHz; ® Debajo de la sefial de H,O.

11-O-CO-CHg

7-o-co-CH\3 Lo-co-cHy

15
14

12

11
13

2" 6" 5" 7 1 13-OH

Figura 34. Espectro de RMN "H del compuesto 10 (400 MHz, CDCls).
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1-O-CO-CHy
11-0-CO’CHy 15

12
14

5
7-OH \

11

13-OH

Figura 35. Espectro de RMN "H del compuesto 11 (500 MHz, CDCls).

El piripiropeno A (10) fue aislado por primera vez de A. fumigatus ’’, y a la fecha no
existen reportes en la literatura sobre el aislamiento de su derivado 7-desacetilado
(11) a partir de fuentes naturales. Sin embargo, existen reportes de la sintesis total
de 11 " y de su aislamiento a partir co-cultivos de P. coprobium en A. oryzae
mediante la clonacion de la region 24 Kb del ADN gendmico, para caracterizar a las
enzimas implicadas en la produccién de 10 por P. coprobium.”

En la literatura especializada se encuentra reportado el aislamiento de 20
piripiropenos (piripiropenos A-T) en el género Aspergillus. Los compuestos 10 y 11
han sido evaluados como inhibidores de la enzima colesterol aciltransferasa; con
valores de Clso de 0.1 uM y > 50 um, respectivamente.” Estos resultados sugieren
que el grupo acetato presenta un rol importante en la actividad inhibitoria de la
enzima. También el producto 12 ha sido evaluado como agente antimicrobiano y no
mostré una actividad significativa. Finalmente, la evaluacion de la actividad
citotoxica de este grupo de compuestos contra células Vero, tampoco fue relevante.

62



6.2.3 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados a partir del orden
Sordariales (CC9-6)

Isocochliodinol (12)

Los compuestos 12 y 13 fueron aislados a partir de la especie CC9-6 como
pigmentos color purpura. Sus formulas moleculares fueron establecidas por
HRESIMS en | os modos positivo (ESI*) y negativo (ESI) como C3H3N2O4 y
Cs7H3sN204, respectivamente (Figura 36). Los espectros de RMN de es tos
productos permitieron evidenciar que ambos compuestos presentan un nucleo de
tipo 2',5'-dihidroxi-3',6'-bisindolilbenzoquinona, y que el producto 12 es un isdmero
estructural del cochliodinol. El analisis comparativo de los desplazaminetos
quimicos y constantes de acoplamiento observados en los espectros de RMN de los
productos 12 y 13 se resume en el Cuadro 15.

Asi, el andlisis detallado del os datos espectroscépicos de R MN 'H  del
isocochliodinol y el producto 12 evidencié en primer lugar la presencia de dos
residuos metil-but-2-enilo [o4 1.72 (s); 3.39 (d, J = 7.3); 5.35 (2H, t, J = 7.3)] que en
el producto 12 forman al isdmero estructural simétrico del cochliodinol (Figura 37).
Esto se confirmé al observar las correlaciones en el espectro COSY del producto 12
entre el conjunto de sefales dobles para los protones H-4'y H-5'y H-4" y H-5" en &4
732 (d, J = 82 Hz) y 6.81 (dd, J = 8.2, 0.9 Hz), indicativo de que los grupos
isoprenilo presentes, se encontraban unidos enel anillo aromatico de la
subestructura de indol en C-6' y C-6". De manera adicional, en el espectro HMBC
también se evidencié que las cadenas laterales de isoprenilo estaban situadas en
posicion meta con respecto al os protones H-4' yH -4"; con base estas
observaciones, el producto 12 fue caracterizado como el isocochliodinol. Este
compuesto ha s ido aislado de las especies Chaetomium mororum y Humicula
fuscoatra (también perteneciente al orden Sordariales).80 Por otra parte, el
cochliodinol es la primer asterriquinona (N-1,1-dimetilalil o 3,3-dimetilalil-indolil
benzoquinona) descrita en la literatura, aislada de Chaetomium cochliodes y C.
globosum. %
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Al A.2

Compuesto 12 RT: 6.75 Compuesto 13 RT: 7.57
T: FTMS + p ESI Full ms [130.0000-1900.0000] T: FTMS + ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000]
507.2257 575.2910
100 7 100 7
[&] - (&) |
& 80 - S 80 |
? 7 ? .7
3607 560 -
< 402 < 40 -|214.0897
= = = J
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71 1 1 T 1 T 1 1 ] T 1T 1 ] 1 1T U Tr T T T T T T T T T T 1
200 400 600 800 200 400 600 800
B

Compuesto 13 RT: 7.57
T: FTMS + ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000]

(0]

§ 200 C22H15N204 CZ7H23N204 C32H31NZO4
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= < | L
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Figura 36. Espectros de masas por la técnica de electrospray en modo ESI* de los
compuestos 12 (A.1) y 13 (A.2 y B).
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13

14

10

Figura 37. Espectro de RMN "H (arriba) y ™C (abajo) del compuesto 12 (400 MHz,
DMSO-ds).

En el caso del producto 13 la informacion proporcionada por la espectrometria de
masas (m/z 575.2763 [M+H]") y los espectros de RMN *C permitieron confirmar
que el compuesto 13 presenta senales adicionales para cinco atomos de carbono;
asi, el analisis del espectro de RMN "*C en su modalidad HSQC y de acuerdo con la
teoria del desplazameinto quimico, indicaron claramente que estas sefiales eran
congruentes con la presencia en la molécula de unr esiduo de m etil-but-2-enilo
adicional [&c 31.2 (C-10"); 123.8 (C-11™); 131.2 (C-12"); 25.6 (C-13"); 17.7 (C-
14™)]. La ubicacion de este residuo de isoprenilo en el nucleo 2',5'-dihidroxi-3',6'-
bisindolilbenzoquinona, se realiz6 con base en las correlaciones HMBC observadas
entre C-3"/H-4", C-5"/H-7" y C-9"/H-7" (Figuras 42-43). Este hallazgo representa la
primera descripcion del aislamiento de 13 a partir de una fuente natural.

Las asterriquinonas, como el cochliodinol, son metabolitos conocidos por su
importante actividad antibiética y/o citotoxica. *>°' Este producto ha sido reportado
por su importante actividad citétoxica contra la linea celular L5178Y (células de
linfoma de raton) (CEso = 7.0 ug/mL), ademas, de ser un excelente inhibidor de la
enzima tirosina cinasa EGFR (factor de crecimiento epidérmico).®? Finalmente, este
tipo de compuestos también han sido reportados como inhibidores de la actividad
proteolitica de las enzimas implicadas en la coagulacion sanguinea, siendo el
isocochliodinol (12) un importante y selectivo inhibidor que no presenta actividad
contra las serina proteasas, trombina y tripsina.®
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Los resultados de la evaluacién del potencial antimicrobiano de 13 realizada en
nuestro grupo de trabajo, permitié establecer que este producto (fraccion CC9-65)
presenta una actividad antimicrobiana significativa contra las cepas S. aureus, E.
coli (Inhibicion total a 200 y 20 pg/mL e inhibicion total a 200 pg/mL y parcial a 20
ug/mL). También se realizé la evaluacion del potencial citotdéxico de 12 y 13 contra
las lineas celulares MDA-MB-435, MDA-MB-231 y O vcar 3. Los resultados
obtenidos se muestran en el Cuadro 18, y se puede observar que el isocochliodinol
(12) fue mas potente que el compuesto 13, para las tres lineas celulares evaluadas;
estos resultados concuerdan con los encontrados por Debbab y colaboradores, ya
que 13 posee un grupo electroatractor (cadena de isoprenilo) en la posicién 5, lo
cual podria afectar la selectividad/afinidad de este compuesto por la diana.

Cuadro 14. Evaluacién del potencial citotoxico de los compuestos 12y 13.

Clso(LM)
Compuesto  \\hAMB-435  MDA-MB-231 Ovcar 3
12 1.51 3.80 3.95
13 2.48 6.27 12.32
Taxol (NM) 0.522 5.26 4.23
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Figura 38. Espectro de RMN 'H del compuesto 13 (A) (400 MHz, DMSO-d¢) y (B) vista
parcial 6y 6.8 a 7.5 ppm.
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Figura 39. Espectro de RMN °C del compuesto 13 (A) (400 MHz, DMSO-d¢) y (B) vista
parcial 64 120.0 a 136.0 ppm.
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Figura 41. Espectro HSQC del compuesto 13 (400 MHz, DMSO-dg).
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Cuadro 15

. Datos espectroscépicos de RMN para los compuestos 12 y 13 ("H, 400 MHz y "*C, 100 MHz; Sen ppm; J en Hz; DMSO-ds) e isocochliodinol.

Posicién
2/5
3/6

4
qn
o
on
3
g
4
4"
5
5
6'
6"
7
7
g
g"
o
9"
10'
10"
10"
11
11"
1™
12'
12"
12"
13'
13"
13"
14'
14"
14"

&

112.6

126.7
104.7
121.5
119.6
134.0
110.3
136.0
124.3

33.9

124.6

130.9

255

17.7

12

64, mult. (J en Hz)

10.66

11.20, sa

7.43,d (2.2)

7.32,d (8.2)

6.81, dd (8.2, 0.9)

7.17, bs

3.39, d (7.3)

5.33, 1 (7.3)

1.72, s

1.72, s

&

111.2/
111.4

127.0
126.9
104.2
103.8
121.4
121.5
119.7
130.1
134.1
132.5
110.3
110.9
136.1
134.8
124.9
124.9
33.9
32.0
31.2
124.2
124.6
123.8
130.9
130.3
131.2
25.7
255
256
17.8
17.8
17.7

64, mult. (J en Hz)

10.65

11.25, d (1.8)
11.15, d (1.8)
7.44,d (2.4)
7.39,d (2.4)

7.32,d (8.5)
7.19, s
6.82, d (8.3)

7.18, bs
7.15, s

3.40, m

3.28, m

3.33, m
5.36,t(7.3)
5.18,1(7.3)
5.29,1(7.3)

333333

_—ed A A A
NNNNSNN
coococos

13
COSY (*H-"H)

11
117
117
10’
10”
10"

HMBC (*H-"°C)

5,6,7,11,12
476”117, 12"
5" 77 117 12"
6’,10°, 13, 14’
57 10", 13", 14”
6”10, 13" 14™

o
168.5
112.3

128.2
106.2
112.0
122.9
131.9
122.1
135.7
129.9

35.8

126.3

131.1

25.9

17.9

Isochliodinol #°
64, mult. (J en Hz)

10.75, sa

11.17, sa

7.40, d (1.8)

7.30, d (7.9)

7.711,s

3.38,d (7.3)

5.32,d (7.3)

1.69, s

1.69, s
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6.2.4 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados a partir del orden
Pleosporales

Los compuestos 14 y 15 se obtuvieron como solidos color rojo obscuro (2.3 y
1.9 mg, respectivamente). Los analisis de los iones pseudomoleculares (Figura 43)
permitieron determinar sus formulas moleculares como se indica en el Cuadro 16.
Por otra parte, los perfiles de UV permitieron evidencia la naturaleza aromatica de
estos compuestos, lo cuales se encuentran enp roceso de caracterizacidon
estructural.

Cuadro 16. Constantes espectroscopicas de los compuestos 14 y 15.

Formula molecular

o -
Compuesto [M+H] [M-H] IDH
calculada
14 525.1176 523.1032 C30H200g9 21
15 541.1122 539.0984 C30H2001 21
Compuesto 14 RT: 573 Compuesto 15 RT: 5.93
233.2211
I 227.2453 108
@ 8 &
§8 269.0761 5 264.2955
g 5 60l
o g 49 490.1818
2 434.0090 £ ]
§2 3443716 g 2 344.3716
e o s s e e e e e | 07‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘
200 250 300 250 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
wavelength (nm)
wavelength (nm)
Compuesto 14 RT: 5.83 Compuesto 15 RT: 5.99
T:FTMS - ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000] TFTMS - ¢ ESI Full ms [135.0000-2000.0000]
0 10 539.0984
© 3
o8l =t3]
5 3
° <
S6 36
< <
B o4 483.3328
3 &
92 20| 295.2277
['4 [0
265.14777.198891 09ps0.2586 1047-2140266,6506 1571.3252791.7654 & | . | |607.0861 1079.2043 1619.3112
0\\H\\H\\H\\H\MH\H\\\H\\HUH\ G\\‘H\\‘H'\\\H\H\\\lu\\u\\u\\u\uw
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m/z

Figura 43. Espectro en el UV (arriba) y espectro de masas (abajo) por la técnica de ESI" de
los compuestos 14 (Ay A.1) Y 15 (B y B.1).
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7. CONCLUSIONES

. Los analisis de la morfologia macroscépica, los perfiles cromatograficos y
espectrométricos, y de la evaluacidén del potencial antimicrobiano de una serie de
hongos aislados de CCC, permitieron la seleccion de cuatro especies fungicas
pertenecientes a las series CC1, CC7 y CC9 para su estudio quimico biodirigido.

. El analisis genético del espaciador det ranscripcion interno del ADN
ribosomal permitié la identificacion de los taxa seleccioandos como: Aspergillus
terreus (CC1-1), Aspergillus sp. (CC7-12), orden Pleosporales (CC7-5), y orden
Sordariales (CC9-6).

. El fraccionamiento del extracto organico a mediana escala de la especie A.
terreus permitio el aislamiento y caracterizacion de 8 metabolitos det ipo
butirolactona. Lo anterior permite evidenciar el metabolismo en rejilla realizado por
este hongo.

. El estudio quimico del extracto organico del hongo Aspergillus sp. (CC7-12),
permitié el aislamiento e identificacidn de tres metabolitos secundarios conocidos: la
neosartorina (9), el piripiropeno A (10) y su derivado desacetilado (11). Los
compuestos 10 y 11 han sido ampliamente estudiados como inhibidores de la
colesterol aciltransferasa. Es importante mencionar que este trabajo describe por
primera vez el aislamiento del compuesto 11, mediante estrategias convencionales,
ya que solamente se ha descrito su obtencidn mediante estrategias biotecnoldgicas
y de semi-sintesis.

. A partir del extracto organico del hongo Sordariales se obtuvieron dos
metabolitos tipo indolil benzohidroxiquinonas, el isocochliodinol (12), y el producto
natural novedoso identificado como 2-(5,6-bis(3-metilbut-2-en-1-il)-1H-indol-3-il)-3,6-
dihroxi-5-(6-(3-metilbut-2-en-1-il) ciclohexa-2,5-dien-1,4-diona) (13). Estos
metabolitos poseen actividades bioldgicas diversas, siendo la actividad citotéxica la
de mayor interés.
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