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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de los hongos microscépicos como una fuente potencial de

metabolitos biodinamicos.

Los hongos constituyen un grupo de microorganismos megadiverso y
ampliamente distribuido en la naturaleza, que incluye mohos, setas y levaduras. A
la fecha, se han descrito mas 100,000 especies diferentes y se estima que podrian
existir hasta 1,5 millones de especies a nivel mundial (Dictionary of Natural
Products, 2012; Blackwell, 2011; Hawksworth y Rossman, 1997, Hawksworth,
1991). La clasificacion general de estos organismos, basada en la comparacion de
las secuencias del gen del ARN 18S ribosomal, define a varios grupos fungicos
importantes diferenciados como los Quitridiomicetos, los Zigomicetos, los
Glomeromicetos, los Ascomicetos y los Basidiomicetos (James, 2006; Blackwell et
al., 2006; Hibbett et al., 2007).

Debido a su extensa distribucion en casi cualquier tipo de habitat, se estima que
numerosas especies novedosas permanecen aun sin descubrir. Asi algunos
sustratos y habitats inexplorados como son el rumen de mamiferos herbivoros,
algas, liquenes, musgos, plantas marinas, incluyendo las que se encuentran en los
manglares, trozos de madera, rocas, insectos, suelo volcanico, residuos vegetales
en descomposicion, por mencionar solo algunos, son fuentes invaluables para la

obtencién de este tipo de microorganismos (Hawksworth y Rossman, 1997).

Cabe destacar que la busqueda de nuevos productos naturales de utilidad para la
industria farmacéutica y agroquimica es de gran relevancia, ya que actualmente,
seis de cada 20 de los medicamentos prescritos en el mercado de la medicina
alopética son de origen fangico y/o bacteriano (Newman y Cragg, 2012; Gloer,
1997). Por otra parte, tan sélo el 5% de los hongos descritos en la literatura como
fuentes potenciales de estos productos han sido estudiados desde el punto de

vista quimico y biolégico (Hawksworth, 1991, 2001; Schulz et al., 2002).



Finalmente, es importante mencionar la capacidad que presentan estos
microorganismos para la sintesis, mediante diversas rutas biogenéticas que en
ocasiones son Unicas e inusuales, de diversos metabolitos secundarios que
incluyen importantes farmacos, venenos potentes y algunos metabolitos toxicos
pero de utilidad en la industria farmacéutica como herramientas de investigacion
(Keller et al., 2005).

Entre los hongos microscopicos que presentan una gran capacidad para
biosintetizar nuevos metabolitos secundarios de interés se encuentran los
filamentosos y enddfitos, pertenecientes en su mayoria a la clase de los
Ascomicetos. Los Basidiomicetos son también reportados como una fuente natural
importante para la obtencion de compuestos bioactivos, en contraste, con las
levaduras y los ficomicetos, especies de escaso interés en la produccion de este
tipo de compuestos (Bérdy, 2005). Asi, el nimero total de productos naturales
reportados en la literatura es de aproximadamente 260,000 moléculas, a las que
cada afio se incluyen 4,000 moléculas mas (Dictionary of Natural Products, 2012).
Del total de moléculas reportadas, cerca de 16,000 (alrededor del 6%) pertenecen

a metabolitos de origen fungico.

Algunos géneros de hongos microscépicos de interés como productores de
metabolitos secundarios que pertenecen a los Ascomicetos son Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, a partir de los cuales han sido aislados cerca de 950, 900
y 350 compuestos, respectivamente. Por otra parte, otras fuentes naturales de
interés en la obtencidon de compuestos bioactivos son varias especies de hongos
filamentosos y endofitos pertenecientes a los géneros Trichoderma, Phoma,

Alternaria, Acremonium y Stachybotrys (Bérdy, 2005).

En este contexto, los microorganismos endéfitos han co-evolucionado durante
millones de afios junto con sus huéspedes eucariotas (plantas superiores) y
representan una fuente alternativa importante de nuevos metabolitos secundarios.

En la dltima década, aproximadamente la tercera parte de los metabolitos fangicos



bioactivos recién descubiertos (alrededor de 5000 compuestos) han sido aislados
a partir de diversas cepas de este tipo de microorganismos. Lo anterior, aunado a
la gran biodiversidad microbiana debida en parte a factores ambientales y
ecologicos que generan habitats Unicos e inexplorados, convierte a esta fuente
natural en una fuente de eleccidon primaria para el aislamiento de metabolitos
novedosos (Bérdy, 2012).

Cerca del 80% de los metabolitos secundarios aislados a partir de organismos
fangicos presentan importantes actividades biolégicas como agentes
antimicrobianos, antitumorales, antivirales, antifingicos, inmunosupresores, y para
el tratamiento de enfermedades como el Alzheimer, Parkinson, algunas afecciones
del corazdén, depresion, diabetes, hipercolesterolemia, entre otras. En este
contexto, los metabolitos fungicos claramente representan una fuente persistente
de novedosos prototipos de farmacos y/o agentes terapéuticos (Bérdy, 2005;
Newman y Cragg, 2012).

El estudio sistematico de los metabolitos fungicos comenzo en el afio de 1922 en
el grupo de investigacion del Dr. Harold Raistrick, quien caracterizé cerca de 200
compuestos. Sin embargo, no fue hasta el descubrimiento y desarrollo de la
penicilina que se centrd la atencién general sobre esta clase de organismos, y
numerosas comparfias farmacéuticas iniciaron diversos programas de
investigacién en la busqueda de farmacos prototipo. Hacia el afio de 1950, una
gran variedad de estos productos microbianos con aplicacién farmacéutica habian
sido descubiertos (Raistrick, 1950; Keller et al., 2005). A la fecha, esta busqueda
ha continuado, y el aislamiento de numerosos metabolitos ha sido objeto de varias
revisiones bibliograficas. En el Cuadro 1 se resumen algunos de los metabolitos
mas relevantes, asi como sus propiedades bioldgicas y sus fuentes de obtencion
(Pelaez, 2005; Keller et al., 2005; Hoffmeister y Keller, 2007).



Cuadro 1. Principales metabolitos secundarios producidos por hongos microscépicos de importancia
farmacéutica y agroquimica.

Especie Compuesto Estructura Actividad
H
Penicill Nj;rs
enicillium -
chrysogenum Penicilina G m N\)< Antibiotico B-lactamico
(e} H
COOH
HO o)
.
Astgfrrgdléus Lovastatina N OJ\_/\ Hipocolesterolemiante

H
H2N/,. N H S
Cephalosporium | Cefalosporina D L
acremonium c COOH O Antibidtico B-lactdmico
N Ciclosporina
Beauveria nivea A Inmunosupresor
Isaria sinclairii Miriocina Inmunosupresor
Claviceps . .
Ergotamina Vasoconstrictor
purpurea
Neotyphodium . .
t};%p Peramina Insecticida

Alternaria solani

Alternapirona

Patdgeno de plantas




Cuadro 1. Principales metabolitos secundarios producidos por hongos microscépicos de importancia
farmacéutica y agroquimica (continuacién).

Especie Compuesto Estructura Actividad

Aspergillus flavus Contaminante de

Aspergillus Aflatoxina B1 alimentos y toxico
parasiticus para humanos
Contaminante de
A. nidulans Esterigmatocistina alimentos y
carcinogénico
OH O OCH,
OH O OHHo OH
. Patégeno del Pinus
Dotth|stroma Dotistromina O‘O o radiata (pino de
septosporum O H California)
OH O
Cl
Asperaillus s ‘o, Micotoxina de
bergl p. Ocratoxina A H cereales y frutas
Penicillium sp. 1) N secas

O OH O COOH

Contaminante de
cultivos de
importancia agricola

Fusarium

graminearum Aurofusarina

Fusarium 0 Contaminante de
graminearum Zearalenona

HO | cultivos de maiz

. . Contaminante de
Fusarium Toxina T-2 i d
sporotrichoides (tricoteceno) . cultivos de
importancia agricola
Penicillium Acido 6- . )
PR Antiinflamatorio
patulum metilsalicilico




Cuadro 1. Principales metabolitos secundarios producidos por hongos microscopicos de importancia

farmacéutica y agroquimica (continuacién).

Especie Compuesto Estructura Actividad
o)
Aspergillus o N Aspergilosis en
; 7 N~
fumigatus Gliotoxina O H CHs humanos
o OH
0
M
. (@] o .
. ‘s N
Cochliobolus Toxina HC O NAH Afecta cuI:clvos de
carbonum i H maiz
NH HN™ O
0;5
Cochliobolus L Afecta cultivos de
C Victorina
victoriae avena
Penicillium Compactina Hipocolesterolemiante
citrinum P p
Phoma sp. Escualestatina Hipocolesterolemiante
. Agonista adrenérgico
Fusarium N . .
Equisetina del sistema nervioso
heterosporum e
simpatico
. Inhibidor de la
Metarhizium . . -
) . Destruxin A proliferacion de
anisopliae

células linfociticas




1.2 Estudios de derreplicacion de metabolitos secundarios fungicos.

Los productos naturales histéricamente han jugado un papel vital en el
descubrimiento de farmacos sirviendo como medicamentos per se 0 como
prototipos para la sintesis de farmacos menos téxicos y mas eficaces. También
juegan un papel importante como herramientas de investigaciéon para la
caracterizacion de nuevos blancos moleculares clinicamente importantes,
especialmente en la terapia del cancer y algunas enfermedades infecciosas (Yang
et al., 2014). Un esfuerzo importante esté siendo realizado por muchos grupos de
investigadores de todo el mundo para el aislamiento de productos naturales de
macro y microorganismos terrestres y marinos. Estos estudios son frecuentemente
realizados aplicando diversas estrategias que incluyen desde la realizaciéon de
bioensayos para identificar a partir de los extractos crudos a los compuestos
bioactivos que éstos podrian contener, y que pueden ser aislados por un proceso
de fraccionamiento biodirigido, lo cual involucra la obtencion de cantidades
importantes de los metabolitos de interés, mediante procesos cromatograficos
extensos que permitan su aislamiento y purificacion, seguido de la caracterizacion
por técnicas instrumentales que incluyen a la espectrometria de masas y a la
espectroscopia de NMR, UV e IR (Lang et al., 2008).

Las ultimas dos décadas han sido testigo del decremento en los esfuerzos por el
descubrimiento de farmacos a partir de fuentes naturales dentro de la industria
farmacéutica debido, principalmente, a la implementacion de estrategias de
quimica combinatoria modernas (Yang et al., 2014). Los retos principales en los
diversos programas de investigacion basica establecidos para el descubrimiento
de farmacos a partir de estas fuentes son: (1) la complejidad para la interpretacion
de los resultados sobre la actividad biologica observada en los extractos integros,
debido en parte, a la baja concentracién en la que los compuestos activos se
encuentran presentes, aunado al potencial de antagonismo/sinergismo de los
mismos; (2) la interferencia de otros compuestos que dificultan el aislamiento

biodirigido de los prototipos; (3) el incremento de los costos para los procesos de



aislamiento y escalamiento; y (4) el reaislamiento de compuestos bioactivos
conocidos (Yang et al., 2014). Todo esto, aunado al incremento en el costo de la
mano de obra calificada y la urgente necesidad por nuevos medicamentos para el
tratamiento de enfermedades emergentes, hace indispensable el desarrollo de
técnicas que faciliten el aislamiento selectivo de nuevas entidades quimicas (El-
Elimat et al., 2013). En este contexto, una técnica denominada de derreplicacion
(del inglés dereplication), ha generado excelentes resultados, por su capacidad
para seleccionar a los extractos que producen metabolitos secundarios conocidos,

de aquellos que producen nuevos compuestos de interés (Lang et al., 2008).

En la literatura se encuentran reportados algunos métodos de derreplicacion
basados en técnicas acopladas, y cada uno tiene sus ventajas en cuanto a
sensibilidad, resolucion o limites de deteccion (ug vs ng) de las muestras
analizadas. Las técnicas analiticas mas comunes involucran a la LC-UV, LC-MS,
LC-MS/MS y LC-NMR, y la combinacion de una o mas de éstas técnicas. Los
métodos de derreplicacion basados en el uso de la LC-MS y LC-MS/MS
proporcionan informacion del peso molecular de los compuestos de interés (masa
molecular de baja o alta resolucién) que es lo que se reporta en la mayoria de las
bases de datos especializadas [AntiBase, Dictionary of Natural Products, MarinLit,
SciFinder Scholar, Chemical Abstracts Service (CAS), etc.]. Las desventajas de
estos métodos implican que se puede realizar una identificacion errénea de algun
componente, debido a la incertidumbre del idbn pseudomolecular aparente, que no
puede ser atribuido facilmente a un aducto de iones determinado o a la presencia
de iones interferentes de los componentes minoritarios presentes y que presenten

una mejor ionizacion que la del compuesto de interés (Lang et al., 2008).

La capacidad para caracterizar la taxonomia de una planta (por lo menos a nivel
de género) basado en la morfologia puede simplificar el proceso de derreplicacion,
ya que permite seleccionar preliminarmente a las muestras desde el punto de vista
guimiotaxondmico para los taxones objeto de estudio. En contraste, el proceso de

derreplicacion puede ser mas complicado para organismos que presentan una



taxonomia desconocida (El-Elimat et al., 2013). Aunque los hongos han sido
relativamente poco investigados, un gran reto con estos microorganismos como
una fuente de compuestos bioactivos novedosos es la produccion de micotoxinas,
las cuales pueden ser producidas repetidamente por numerosas especies fungicas
(EI-Elimat et al., 2013) y que es de gran importancia su identificacion debido a su
elevada toxicidad. Esta clase de compuestos puede ser identificada a través de la
aplicacion de técnicas de derreplicacion.

Varios métodos de derreplicacion han sido reportados para el estudio de
metabolitos secundarios fungicos; sin embargo, han tenido diversas limitaciones
incluyendo los tiempos de duracion de las corridas cromatogréficas (30 min o
mas), largos tiempos de preparacion de muestras, sensibilidad, mediciones de
masa de baja resolucién y falta de confirmacion de los patrones de fragmentacion.
Una de las técnicas que ha avanzado sustancialmente en los dltimos afios debido
a la evolucion de nanosondas y criosondas es la cromatografia de liquidos
acoplada a resonancia magnética nuclear (NMR) (Lang et al., 2008). Sin embargo,
la LC-MS es aun mas sensible, proporcionando resultados confiables dentro del
rango de nanogramos (Feng y Siegel, 2007; Nielsen et al., 2011). La
cromatografia de liquidos acoplada a la extraccion en fase sélida y NMR también
ha sido reportada como una plataforma analitica poderosa para estudios de
derreplicacion (Johansen et al., 2013), ya que, es capaz de generar informacién
estructural mas precisa que las técnicas basadas en la espectrometria de masas.
Sin embargo, la sensibilidad y la instrumentacién compleja limitan su aplicacion

para este propoésito (Zhang et al., 2014).

Recientemente, una estrategia de derreplicaciéon basada en el acoplamiento de la
LC-UV y la MS/MS de alta resolucién ha sido desarrollada (El-Elimat et al., 2013).
Esta metodologia tiene diversas ventajas: en primer lugar, la base de datos incluye
espectros de masas de alta resolucién y espectros de MS/MS por la técnica de
electrospray en modos positivo y negativo, ademas de los espectros en el UV con

maximos de absorcion y tiempos de retencion de aproximadamente 250



metabolitos secundarios fungicos citotoxicos conocidos. Ademas, el uso de la
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (UPLC) permite el desarrollo de un
método cromatogréfico rapido (10 min), siendo uno de los més utilizados en una
estrategia de derreplicacion de productos naturales. Por otra parte el uso de
espectrometria de masas de alta resolucion y los datos de MS/MS confiere un alto
grado de confianza en la caracterizacion estructural de los compuestos
analizados. Finalmente, el método fue disefiado como una herramienta de analisis
cualitativa, y como tal, la sensibilidad para detectar compuestos individuales es
adecuada. El acoplamiento del UPLC con una técnica de mayor sensibilidad como
la espectrometria de masas de alta resolucion permite la deteccion de trazas de
estos compuestos en las muestras analizadas. Es importante mencionar, que el
uso de este protocolo durante mas de dos afios para el andlisis de numerosas
muestras, ha permitido la deteccion de compuestos presentes en concentraciones

menores de 0.2 mg/g de extracto (El-Elimat et al., 2013).

1.3 Cancer en México y el mundo.

La palabra cancer se utiliza para agrupar aproximadamente 200
enfermedades que se caracterizan por un crecimiento anormal de células,
situacion que es heredada hacia las células hijas y que se manifiesta por una
reduccion en el control del crecimiento y la funcién celular (NCI, 2014). Una
caracteristica del cancer es la multiplicacion rapida de células anormales que se
extienden mas all4 de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes
del cuerpo o propagarse a otros 6rganos, proceso conocido como metastasis. La

metastasis es la principal causa de muerte por cancer (OMS, 2014).

A nivel mundial, el cancer es la principal causa de muerte (aproximadamente 8.2
millones de defunciones en 2012) y cerca de 14 millones de nuevos casos
aparecen en todo el mundo (IARC, 2012). Los principales tipos de cancer son los

siguientes:
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e pulmonar (1.6 millones de defunciones);
e hepatico (745,000 defunciones);

e gastrico (723,000 defunciones);

e colorrectal (694,000 defunciones);

e mamario (521,000 defunciones);

e cancer de esotfago (400,000 defunciones).

La transformacién de una célula normal en tumoral es un proceso multifasico y
suele consistir en la progresién de una lesion precancerosa a un tumor maligno.
Estas alteraciones son el resultado de la interaccién entre los factores genéticos

del paciente y tres categorias de agentes externos (OMS, 2014):

e carcinégenos fisicos: radiaciones ultravioleta e ionizantes;

e carcinégenos quimicos: asbestos, componentes del humo de tabaco,
aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) o el arsénico (contaminante
del agua de bebida);

e carcindégenos biolégicos: infecciones causadas por determinados virus,

bacterias o parasitos.

El 70% de todas las muertes por cancer registradas en 2012 se produjeron en
Africa, Asia, América Central y Sudamérica (Figura 1). Se prevé que los casos
anuales de cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 22 millones en las
préximas dos décadas. Una tendencia clara en las tasas de mortalidad es que son
15% mas elevadas en las regiones desarrolladas que en las poco desarrolladas en
el caso de los hombres y 8% superior en mujeres (Figura 1); sin embargo,
aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a cinco factores
de riesgo conductuales y dietéticos: indice de masa corporal elevado, ingesta
reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco y
consumo de alcohol (OMS, 2012).
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Figura 1. Tasas de mortalidad estandarizadas para el cancer en mujeres (A) y hombres (B) por
cada 100,000 habitantes (OMS, 2012).

En nuestro pais, el cancer es la tercera causa de muerte, solo por detras de las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes, y cobra la vida de casi 80 mil
mexicanos al afio. De acuerdo a estimaciones de la Unidn Internacional contra el
Cancer, cada afio se suman mas de 128,000 casos (Figuras 2 y 3; SSA, SPPS;
2013).
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Figura 2. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion menor de 20 afios por tumores
malignos segun el sexo (adaptacion de INEGI, 2012).
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Figura 3. Porcentaje de morbilidad hospitalaria de la poblacion mayor de 20 afios por tumores
malignos segun el sexo (adaptacion de INEGI, 2012).

El diagnéstico temprano del cancer puede incrementar las tasas de curacion
mediante un tratamiento local, como la cirugia o la radioterapia. Sin embargo,
existen casos remanentes de micrometastasis temprana en donde la quimioterapia

es la terapia de eleccion; ésta ultima utiliza farmacos para eliminar a las células
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cancerosas deteniendo o disminuyendo su rapida proliferacion; sin embargo, no
excluye a las células sanas que se replican rapidamente como la de los foliculos
pilosos, el aparato reproductor, el epitelio intestinal y la médula Osea,
observandose distintos efectos secundarios como pérdida de cabello, falta de

apetito, vomito, inmunosupresion, entre otras (Katzung, 2002).

La quimioterapia del cancer se ha desarrollado de manera mas especifica, desde
el uso en los afios cuarenta de agentes citotbxicos como las mostazas
nitrogenadas, el desarrollo de farmacos anticancerigenos a partir de fuentes
naturales en los sesenta, como es el caso de los alcaloides derivados de la vinca
(Ng, 2011), los derivados de la podofilotoxina (Afroz y Naik, 2009), los taxanos
(Singla et al., 2002) y las antraciclinas (Pai y Nahata, 2000), hasta el uso de
anticuerpos monoclonales especificos (Adams y Weiner, 2005), inmunotoxinas
(Kreitman y Pastan, 1998) y agentes especificos que inactivan vias de crecimiento
de células cancerigenas (Gottesman, 2002).

Los productos naturales desempefian un papel significativo en el descubrimiento y
el desarrollo de nuevos farmacos en donde aproximadamente el 70% de éstos es
de origen natural, viéndose reflejado principalmente en areas como el tratamiento
del cancer y neoplasias; donde desde el inicio formal de la quimioterapia en los
afos 40 hasta el 2010, de los agentes anticancerigenos aprobados (Cuadro 2) el
48.6% del total son de origen completamente natural o derivados de productos
naturales (Newman y Cragg, 2012).
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Cuadro 2. Farmacos aprobados para el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

Farmacos anticancerigenos de origen natural
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Cuadro 2. Farmacos aprobados para el tratamiento de diferentes tipos de cancer (continuacion).

Farmacos anticancerigenos derivados de un producto natural
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Farmacos anticancerigenos de origen biolégico
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En la quimioterapia del cancer un problema importante es la resistencia a los
farmacos. Los estudios sobre esta tematica han derivado en el descubrimiento de
numerosos mecanismos de accion presentes en las células tumorales con los
cuales se reducen los efectos citotdéxicos de los farmacos anticancerigenos
(Anthoney y Kaye, 1999). Sin embargo, el fracaso al interpretar estos estudios de
investigacion para mejorar los resultados clinicos de los pacientes sigue siendo
uno de los problemas mas urgentes en la investigacién del cAncer contemporaneo
(Broxterman et al., 2003).

La resistencia a los farmacos anticancerigenos engloba dos amplias categorias: la
resistencia innata observada cuando la enfermedad del paciente falla al responder
a la terapia inicialmente; y la adquirida que surge con el desarrollo de un tumor
recurrente al mismo tiempo después de completar el tratamiento inicial. Aunque
los mecanismos celulares de la resistencia a los farmacos juegan una parte
importante en la falla de la quimioterapia del cancer, otros factores importantes,
como los ambientales, afectan la probabilidad de que un cierto tratamiento pueda
ser efectivo (Damia y Garattini, 2014).

Una vasta mayoria de estudios de laboratorio sobre resistencia a farmacos
mediante el uso de cultivos de lineas celulares tumorales in vitro derivadas de
clonas, reducen el riesgo de diferencias en sensibilidad a agentes citotoxicos
especificos que surge a través de la variabilidad entre células de la misma linea.
La capacidad del control en el ensayo in vitro permite exponer a todas las células
en condiciones idénticas, por ejemplo, una concentracién especifica del agente
citotoxico. Esto mejora la importancia estadistica de los valores obtenidos; sin
embargo, el analisis de las lineas celulares con diferentes sensibilidades hacia
agentes citotoxicos especificos sin considerar los aspectos moleculares y
bioquimicos puede provocar el desarrollo de la resistencia (Anthoney y Kaye,
1999).
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Uno de los mecanismos importantes en la resistencia a diversos farmacos en
cultivos de células cancerigenas se debe a la sobre expresion en la membrana
superficial de una proteina transportadora dependiente de energia, la glicoproteina
P (Pgp). Esta proteina puede incrementar el flujo de salida de los farmacos
anticancerigenos de la célula, reduciendo de esta manera la concentracion
intracelular efectiva. La Pgp se expresa normalmente en cantidades detectables
en tejidos como el colon, corteza adrenal, rifidn e higado. Los tumores en estos
organos muestran frecuentemente resistencia inherente a una gama de farmacos
anticancerigenos. El gen de resistencia a multifarmacos (MDR-1), que codifica a la
Pgp, se expresa en un 50% de los canceres humanos, el cual es de importancia
fisiologica (Kartner et al., 1983; Goldstein et al., 1989).

Otra proteina asociada a la resistencia sobre los agentes antitumorales es la
proteina MDR (MRP), un miembro de la superfamilia de transportadores
dependientes de ATP (ABC) que confiere una resistencia similar, pero no idéntica,
al espectro de farmacos de la Pgp (Cole et al., 1992; Grant et al., 1994). Por otra
parte, la proteina de resistencia pulmonar (LRP) fue la primera en identificarse en
una linea celular de cancer de pulmén donde se visualizaba al gen MDR (Scheper
et al.,, 1995). Esta evidencia sugiri6 que la LRP se expresa frecuentemente en
tumores quimioresistentes que en los canceres quimiosensibles (Izquierdo et al.,
1997).

Los mecanismos de resistencia a farmacos que involucran bombas proteicas
asociadas a membranas, aunque estén caracterizadas a fondo, no son el Unico
medio por el cual puede surgir resistencia dentro de las células tumorales. La
concentracion de enzimas intracelulares (tanto en activacibn como de
destoxificacion) involucrada en el metabolismo de farmacos citotoxicos ha sido
medida para determinar si estan relacionados con la respuesta al tratamiento. La
glutation S transferasa (GST) es un grupo de enzimas destoxificantes que actiian
en el metabolismo de farmacos como el cisplatino, doxorubicina, melfalan,

ciclofosfamida y las nitroureas (Green et al.,, 1993). La GST-n es la isoenzima
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predominante encontrada en cancer de ovario y varios estudios han indicado que
si esta presente en los estudios clinicos es de importancia en el proceso de
quimioterapia debido a que no permitira que estos farmacos alcancen una

concentracion efectiva (Hamada et al., 1994).

Finalmente, los estudios sobre la participacion de las vias de reparacion del ADN
en el desarrollo de resistencia a farmacos se han incrementado en recientes afos.
Los resultados in vitro de la expresion de genes especificos involucrados en estas
vias, como es el caso de la proteina p53, muestran que los niveles elevados de
esta proteina sugieren una mutaciéon en el gen p53. La proteina p53 esta
involucrada en la regulacion de los puestos de control del ciclo celular, la
reparacion del ADN y mutaciones en las vias apoptoticas del gen, las cuales
pueden ser responsables al alterar la sensibilidad de las células tumorales a los
farmacos anticancerigenos, lo cual resulta en una resistencia al farmaco. La
deteccion por inmunohistoquimica de niveles elevados de p53 ha sido asociada
con caracteristicas establecidas de un fenotipo agresivo y un mal diagnostico en
un gran numero de tumores, incluyendo ovario, mama y vejiga (Zee et al., 1995;
Eissa et al., 1997; Lacombe et al., 1996).

Asi, el descubrimiento y la caracterizaciébn quimica y biolégica de sustancias
provenientes de plantas y de microorganismos continlan representando una
alternativa para la obtencién de nuevos farmacos o precursores de interés clinico
en el tratamiento de enfermedades neoplasicas. Sin embargo, con el propdsito de
disminuir los efectos secundarios, sigue siendo prioritaria la busqueda de nuevas
estructuras quimicas que permitan el desarrollo de farmacos mas eficaces,

selectivos y poco toxicos (Figueroa, 2013).
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2. HIPOTESIS

2.1. Los hongos microscopicos aislados a partir de diversos habitats inexplorados
(saprotrofos, endofitos, endolicogénicos, marinos, etc.) representan candidatos

idéneos para la obtencién de compuestos novedosos.
2.2. La seleccion de especies fungicas con base en pruebas de citotoxicidad y

estudios de derreplicacion permitird la obtencion de metabolitos secundarios

novedosos con actividad citotoxica y/o anticancerigena.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacién se generé como parte de un proyecto
enfocado en la busqueda de nuevos metabolitos secundarios biodinamicos de
origen fangico, con la finalidad de contribuir al desarrollo de nuevas alternativas
terapéuticas para el tratamiento de diversos tipos de cancer y también al

conocimiento de la biodiversidad microbiana de nuestro pais.

Asi, el objetivo general del trabajo es realizar el aislamiento de metabolitos
biodinamicos novedosos a partir de especies fungicas selectas con una actividad

citotoxica importante.

Para el cumplimiento de este objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

1.- Realizar el aislamiento del mayor numero de especies de hongos
microscoépicos presentes en diversas muestras de suelo, partes aéreas de fuentes
vegetales varias y liguenes, mediante técnicas microbiolégicas convencionales.

2.- Obtener los cultivos axénicos de cada uno de los microorganismos aislados a
partir de las muestras de suelo y de plantas seleccionadas.

3.- Preparar los cultivos en pequefia escala de las especies aisladas con la
finalidad de obtener los extractos organicos correspondientes mediante las
técnicas de maceracion y de particion.

4.- Realizar la evaluacién de citotoxicidad y los estudios de derreplicacion de cada
uno de los extractos organicos preparados.

5.- Preparar los cultivos en mediana escala de dos de las especies fungicas mas
activas, seleccionadas con base en los resultados obtenidos en las evaluaciones
biologicas y analisis de derreplicacion.

6.- Realizar el fraccionamiento preliminar mediante técnicas cromatogréaficas de

los extractos organicos de las especies seleccionadas.

21



7.- Realizar el aislamiento, la purificacion y la caracterizacion de los metabolitos

secundarios mayoritarios presentes en las especies objeto de estudio.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Aislamiento de los microorganismos objeto de estudio

El aislamiento de las especies fangicas endodfitas y/o endolicogénicas, se
realizd a partir de hojas asintomaticas de plantas (arbustos, arboles, etc.) y
liguenes, respectivamente, colectados en la reserva ecolégica de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Para cada muestra recolectada se realizé
un proceso de limpieza con agua con el objetivo de retirar residuos de tierra,
sustancias extrafias o0 microorganismos que pudieran alterar la integridad del
material recolectado. Posteriormente, las muestras se cortaron en fragmentos
pequefios (1-2 mm?), los cuales fueron esterilizados superficialmente mediante
lavados sucesivos con soluciones de etanol al 95% (10 segundos), hipoclorito de
sodio al 70% (2 min.) y finalmente con una solucion de etanol al 70% (2 min.).
Todas las muestras se mantuvieron en condiciones de esterilidad previa
inoculacion en los medios de crecimiento adecuados. El crecimiento de los
microorganismos se realiz6é en tubos de reaccion Eppendorf con capacidad de 1.5
mL conteniendo medio de agar papa dextrosa (PDA) o de extracto de malta
(MEA), colocando un fragmento de muestra en cada tubo (10 tubos por cada
medio PDA y MEA, respectivamente). Una vez detectado algun crecimiento,
proceso que tard6 entre 7 y 30 dias, el micelio de las diferentes colonias se

transfirio en condiciones estériles a cajas de Petri con medio PDA.

Los hongos saprétrofos fueron aislados a partir de una muestra de suelo colectada
en las faldas del volcan de San Martin Tuxtla, Veracruz (18° 30.55" N; —95° 11.04'
O). El aislamiento de los microorganismos a partir de esta muestra se realizd
utilizando el método de dilucién. La muestra (500 mg) libre de materiales extrafios
(restos de raices, piedras, etc.) fue diluida en agua estéril a las concentraciones
finales de 1:100, 1:1,000 y 1:10,000 p/v. Todas las diluciones se realizaron por
triplicado. Enseguida, 1 mL de cada dilucidon fueron vertidos por triplicado en cajas

de Petri estériles, y posteriormente inoculadas con medio de cultivo PDA
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adicionado con estreptomicina (30 mg/L) y el colorante rosa de bengala (50 mg/L).
Una vez detectado algun crecimiento (micelio), proceso que tardo entre 2 y 5 dias,
cada colonia fue transferida en tubos de reaccion (50 tubos con medio PDA y
MEA, respectivamente) para su aislamiento y purificacion.

4.2 Preparacion de los cultivos en pequefiay mediana escala.

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de las diferentes muestras (inciso
4.1 de esta seccion experimental), se realizé la preparacion de los cultivos en
pequefia escala en medio soélido. Para ello, cada organismo fue inicialmente
cultivado en 15 mL de un medio liquido (YESD) conteniendo extracto de levadura
(1%), peptona de soya (2%) y dextrosa (2%), en agitacion constante (100 rpm) por
5 dias, para favorecer el crecimiento de los organismos mediante el incremento de
la biomasa. Posteriormente, cada cultivo liquido fue vertido sobre un sustrato
sélido compuesto por arroz hiumedo (15 g de arroz/30 mL agua), en matraces
Erlenmeyer de 125 mL. El proceso de fermentacion se llevo a cabo durante 21

dias a temperatura ambiente y con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 horas.

Los cultivos en mediana escala para cada microorganismo seleccionado fueron
realizados siguiendo la misma estrategia metodolégica descrita en el parrafo
anterior, utilizando tubos con 15 mL de medio liquido YESD, en agitacion
constante (100 rpm) por 5 dias, y 75 g de arroz/150 mL agua de medio soélido
(10x). EIl proceso de fermentacion se realiz6 durante 21 dias a temperatura

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

4.3 Preparacion de extractos organicos.

La preparacion de los extractos organicos en pequefia y/o mediana escala
se realiz6 a partir de cada cultivo solido (inciso 4.2), mediante un proceso de
maceracion a temperatura ambiente con agitacion constante (100 rpm) durante 24

horas, empleando como disolvente de extraccion una mezcla de CHCls—-MeOH
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(2:1) [90 mL para los cultivos en pequeia escala y 150 mL para los cultivos en
mediana escala]. Transcurrido este tiempo de extraccion, al extracto obtenido se le
adicionaron 60 mL de H20 y 40 mL de CHCIs para los cultivos en pequefia escala
y 90 mL de H20 y 60 mL de CHCIs para los cultivos en mediana escala, y esta
mezcla se mantuvo en agitacion constante durante 20 minutos. Enseguida, se
separo la fase organica de la fase acuosa, y esta Ultima se sometidé a un proceso
de extraccion con CHCIsz (20 y 40 mL para los cultivos en pequefia y mediana
escala, respectivamente). La fase orgénica obtenida de esta Ultima extraccion se
llevo a sequedad a presion reducida. Posteriormente, el extracto de cloroformo fue
resuspendido en una mezcla de MeCN-MeOH (1:1) [60 mL y 120 mL para los
cultivos en pequefia y mediana escala, respectivamente] y se sometid a un
segundo proceso de particién con hexano (60 mL y 120 mL para los cultivos en
pequefia y mediana escala, respectivamente), finalmente la fraccion de hexano se
desechd y la fraccion organica resultante se evaporé a sequedad a presion

reducida.

4.4 Estudios de derreplicacion.

Los estudios de derreplicacion se realizaron utilizando a la cromatografia de
liquidos de ultra eficiencia acoplada a la espectrometria de masas de alta
resolucion (UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS) (El-Elimat et al., 2013). La
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (UPLC) se realiz6 en un cromatografo
marca Waters (Waters Corp., MA, EUA) equipado con un detector de arreglo de
fotodiodos (PDA). El control del equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento
y la manipulacion de la informacion se realizaron utilizando el programa Empower
version 2.0 (Waters). Todos los analisis se realizaron a una temperatura de 40°C,
empleando una columna Acquity BEH Cis (Waters Co., MO, EUA) con un tamafo
de particula de 1.7 ym, y con un diametro interno y longitud de 2.1 x 10 mm,
respectivamente. La elucion se realizO con una mezcla binaria constituida por
MeCN (A)-acido formico 0.1% (B), utilizando un gradiente de elucion lineal con

una composicion inicial de 15% A e incrementando la composicion hasta 100% A
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durante 8 minutos, manteniendo la composicidon isocratica por 1.5 min y
regresando a las condiciones iniciales en 0.5 minutos. Un detector PDA fue
utilizado para adquirir los espectros en el UV, con un barrido desde 200 hasta 500

nm con una resolucién de 4 nm.

Los analisis por espectrometria de masas de alta resolucion (HRESIMS) se
realizaron por la técnica de electrospray (ESI) en los modos positivo y negativo
(ESI* y ESI-, respectivamente) en un espectrometro de masas Thermo LTQ
Orbitrap XL (ThermoFisher Inc., MA, EUA). Las condiciones del equipo en el modo
de ionizacion positivo fueron las siguientes: temperatura del capilar: 275°C, 4.5 kV
para la fuente de voltaje, 20 V para el voltaje del capilar y 95 V para la lente del
tubo. Para el modo de ionizacién negativo las condiciones del equipo fueron las
siguientes: temperatura del capilar: 275°C, 3.5 kV para la fuente del voltaje, 42 V
para el voltaje del capilar y 110 V para la lente del tubo. El nitrégeno fue utilizado
como gas acarreador y se fij6 a 25 y 20 (unidades arbitrarias) para el modo
positivo y negativo, respectivamente. El control del instrumento y el analisis de
datos se realizaron utilizando el programa Xcalibur 2.1 (Thermo). Para cada
andlisis, se disolvi6 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de

MeOH-dioxano (1:1) para obtener una concentracion final de 2 mg/mL.

4.5 Ensayo de citotoxicidad.

La evaluacion de la actividad citotéxica de los extractos organicos,
fracciones y/o compuestos puros se realizé utilizando tres lineas celulares: HCT15
(adenocarcinoma colorrectal), HeLA (cancer cervical) y/o MCF7 (cancer de mama)
de humano. A continuacion se describe con detalle el procedimiento (Vichai y
Kirtikara, 2006):

4.5.1. Cultivo y suspension de las lineas celulares. Las lineas celulares fueron
conservadas en medio RMPI 1640 suplementado con suero fetal bovino (10%), y

se cultivaron a 37°C en una atmosfera de CO:2 al 5% en aire y 100% de humedad
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relativa, hasta obtener células en fase logaritmica de crecimiento. Enseguida, 24
horas previas al ensayo se realiz6 el cambio de medio de cultivo, y antes de iniciar
el ensayo se realiz6 el lavado de las células con 5 mL de una solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS), posterior a este lavado se adicionaron 0.3 mL de
tripsina, para despegar a las células de la caja de crecimiento y se incub6 durante
5 minutos, transcurrido este tiempo de incubacion, se analizd en el microscopio,
que las células se hubieran despegado por completo, y se adicionaron 2 mL de
medio RMPI 1640 y se homogenizé la suspension. Finalmente, se realiz6 un
conteo de las células en una camara de Neubauer hasta obtener una suspension

de células de aproximadamente 104.

4.5.2. Procedimiento: el ensayo se realizd en placas de Elisa de 96 pozos (250 uL
de capacidad) con una suspensién de células de aproximadamente 104 células.
Para cada muestra a evaluar se prepararon dos diluciones a las concentraciones
finales de 2 y 20 pg/mL en DMSO al 10%. A continuacion, se transfirieron a los
pozos de la placa 190 pL de la suspension de células y 40 pL de las diluciones de
prueba conteniendo las concentraciones indicadas. Posteriormente, las cajas se
incubaron durante 72 horas a 37°C en una atmésfera de CO2 al 5% en aire y
100% de humedad relativa. Al cabo del periodo de incubacion, se realizé la fijacion
celular mediante la adicién de 100 yL de acido tricloroacético (TCA); la placa se
incubd durante 30 min a 4°C. Al término de la incubacion, se decanté el TCA y se
realizaron tres lavados sucesivos con agua y enseguida se secO la placa a
temperatura ambiente, posteriormente a cada pozo, se le adicionaron 100 uL del
colorante sulforodamida B (0.4%); enseguida se incubo por segunda vez la placa a
temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se eliming el
exceso de colorante lavando la placa con una solucion de acido acético al 1%,
finalmente, se seco la placa y se determind la absorbancia a una longitud de onda
de 564 nm, adicionando 200 pL de una solucion de tris-hidroximetil-aminoetano
(TRIS) (10 mM). Como control positivo se utilizd vinblastina (2 pg/mL) y como
control negativo el disolvente DMSO. Finalmente, el porcentaje de inhibicion del

crecimiento se determind mediante la siguiente expresién matematica:
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AbSCélulas+muestras - Absblanco
0% Inhibicion del Crecimiento = * 100

bSCélulas+DMSO al 10% ~— Absblanco

Las muestras con porcentajes de inhibicion mayores al 80% a la concentracion de

20 ug/mL fueron consideradas como activas para este ensayo.

4.6 Fraccionamiento primario del extracto organico en mediana escala de
P11-7.

El fraccionamiento primario del extracto organico en mediana escala P11-7
(329 mg) se llevd a cabo mediante una cromatografia en columna abierta (CCA)
empacada con 80 g de gel de silice 60 (tamafio de particula 10-12 um, Merck
Corp. NJ, EUA). Como fase mdvil se utilizé6 hexano, mezclas entre hexano—CHCls
y MeOH, en orden creciente de polaridad (Cuadro 3). Se obtuvieron un total de 40
fracciones primarias, de 80 mL cada una, que fueron reunidas de acuerdo a su
similitud cromatografica en un conjunto de 11 fracciones primarias (F_P11-
71—F_P11-711).

4.7 Aislamiento y purificacion de los metabolitos mayoritarios presentes en

la fraccion primaria F_P11-7s.

Con la finalidad de analizar la complejidad de cada una de las fracciones
primarias obtenidas a partir del fraccionamiento preliminar del extracto organico
P11-7, se realiz6 una andlisis de éstas mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (HPLC), utilizando cromatografo de liquidos marca Waters, equipado
con detector PDA y un detector de dispersion de luz evaporativo (ELSD); este
ultimo con las siguientes condiciones: ganancia: 100; presion de gas: 40 psi,
nebulizador en modo de calentamiento; y temperatura del tubo: 50°C + 25°C. El
control del equipo, el procesamiento y manipulacion de los datos se realizd

utilizando el programa Empower version 2.0 (Waters). El analisis de cada una de
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las fracciones primarias (Cuadro 3) se llevd a cabo utilizando una columna
Phenomenex Gemini Cis (5 um, 250 x 4.6 mm); fase mévil: MeCN (A) y &cido
férmico en agua (0.1%) (B); gradiente: 40%—>100% (A); tiempo de corrida: 30 min;
flujo: 1 mL/min; longitud de onda de deteccion: 200-400 nm (Figura 4).

Cuadro 3. Fraccionamiento primario mediante CCA del extracto organico de
P11-7.

Sistema de elucion Fracciones Clave/Peso (mQ)
Hex 1-4 F_P11-7.1 (6.7)
Hex-CHCls (8:2) 5-8 F_P11-72(2.8)
Hex-CHClIs (6:4) 9-12 F_P11-75 (4.2)
Hex-CHCls (4:6) 13-16 F_P11-74(2.8)
Hex-CHCls (2:8) 17-20 F_P11-75(16.9)

CHCIs 21-24 F_P11-76 (32.1)
CHCIs-MeOH (9:1) 25-26 F_P11-77 (26.3)
CHCIs-MeOH (9:1) 27-28 F_P11-75(215.8)
CHCIs-MeOH (8:2) 29-32 F_P11-75 (13.7)
CHCIs-MeOH (6:4) 33-36 F_P11-710 (6.0)
MeOH 37-40 F P11-711 (13.1)

La separacion y purificacion de los compuestos de interés presentes en la fraccion
primaria F_P11-7¢ (32.1 mg), se realizO mediante el escalamiento de las
condiciones de andlisis utilizadas a nivel analitico en una columna preparativa
Phenomenex Gemini Cig (5 um, 250 x 21.2 mm); fase movil: &cido férmico en
agua (1%) (A) y MeCN (B); gradiente: 40%—100% (B); tiempo de corrida: 30 min;
flujo: 19 mL/min; longitud de onda de deteccion: 200-400 nm; tiempo de
recoleccion: 15 segundos (Figura 5). Este procedimiento permitié el aislamiento
de la 5-formilmeleina (2; tr 7.6 min, 5.1 mg), 3,4-dihidro-8-hidroxi-5-metoxi-3-
metilisocumarina (3; tr 10.2 min, 4.2 mg) y la 5-metilmeleina (1; tr 11.2 min, 11.2

mg), caracterizados mediante analisis de NMR y MS.
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Figura 4. Andlisis cromatografico por HPLC analitico

organico P11-7 (A=254 nm).
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Figura 5. Fraccionamiento secundario de la fraccion F_P11-7s mediante cromatografia de liquidos

a nivel preparativo en fase reversa (A=254 nm).
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4.8 Fraccionamiento primario del extracto organico en mediana escala de T1-
41.

El fraccionamiento primario del extracto organico activo T1-41 (980.5 mg)
se llevo a cabo mediante una CCA empacada con 80 g de gel de silice 60 (tamafio
de particula 10-12 pm, Merck). Como fase movil se utiliz6 hexano, mezclas entre
hexano—-CHCIs y MeOH, en orden creciente de polaridad (Cuadro 4). Se
obtuvieron un total de 40 fracciones primarias, de 80 mL cada una, que fueron
reunidas de acuerdo a su similitud cromatografica en un conjunto de 10 fracciones
primarias (F_T1-41:—F T1-4110).

Cuadro 4. Fraccionamiento primario mediante CCA del extracto organico de
T1-41.

Sistema de elucién Fracciones Clave/Peso (mg)
Hex 1-4 F _T1-41, (2.5)
Hex-CHCls (8:2) 5-8 F T1-41,(1.1)
Hex-CHCl3(6:4) 9-12 F T1-415(1.1)
Hex-CHCls (4:6) 13-16 F T1-414(7.3)
Hex-CHCls (2:8) 17-20 F _T1-41s5 (375.2)
CHCls 21-24 F _T1-416 (8.5)
CHCIs-MeOH (9:1) 25-28 F T1-417(431.1)
CHCIs-MeOH (9:1) 29-32 F T1-415 (82.8)
CHCIs-MeOH (8:2) 33-36 F _T1-41¢ (0.7)

MeOH 37-40 F T1-4110(1.1)

4.9 Aislamiento y purificacién de los metabolitos mayoritarios de T1-41.

Con la finalidad de obtener los principios presentes en cada una de las fracciones
primarias obtenidas a partir del fraccionamiento preliminar del extracto organico
T1-41, se realizd un analisis cromatografico de las fracciones primarias (Cuadro
4), mediante HPLC vy utilizando las mismas condiciones analiticas indicadas en el

inciso 4.7 (Figura 6).
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0.6 A
Extracto orgénico 20 F_T1-417 (431.1 mg)
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Figura 6. Analisis cromatografico por HPLC analitico de las fracciones primarias del extracto
organico T1-41 (A=254 nm).

En el perfil cromatografico generado del andlisis de la fraccion F_T1-41s (375.2

mg) se observa la presencia de un componente mayoritario (Figura 6), el cual fue

identificado como la preusomerina G (4; 328.6 mg; tr 21 min) mediante el analisis

de sus constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas (NMR y MS).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarroll6 como parte de un proyecto
enfocado en la busqueda de metabolitos secundarios novedosos de origen
fungico, con actividad citotdéxica importante. Asi, con el desarrollo de esta
investigacion se pretende realizar el estudio quimico y biolégico de hongos
microscopicos aislados a partir de diversos habitats inexplorados de nuestro pais,
y para la realizacion del mismo, se planted la estrategia experimental que se

resume a continuacion:

1.- Aislamiento de los organismos fungicos a partir de habitats naturales
inexplorados.

2.- Obtencién de los cultivos axénicos y preparacion de los extractos organicos en
pequefia escala de cada uno de los microorganismos aislados. Esto con la
finalidad de realizar las evaluaciones preliminares de citotoxicidad y los estudios
de derreplicacion.

3.- Evaluacion in vitro del potencial citotoxico de los extractos organicos sobre las
lineas celulares tumorales humanas de adenocarcinoma colorectal (HTC15),
cancer cérvicouterino (HeLA) y/o MCF7 (cancer de mama).

4.- Realizacion de los estudios de derreplicacion con la finalidad de seleccionar a
los candidatos idoneos para la obtencién de metabolitos secundarios novedosos
y/o no reportados en la base de datos utilizada.

5.- Realizacion del estudio quimico de los extractos organicos (mediana escala),
de dos de las especies mas activas, utilizando procesos cromatograficos
convencionales.

6.- Caracterizacion de la estructura molecular de los metabolitos secundarios

aislados mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos y espectrométricos.

El seguimiento de la estrategia metodolégica antes descrita se discutird en dos
partes: la primera abarca el aislamiento de los microorganismos fangicos a partir

de sus habitats naturales y la evaluacion de la citotoxicidad y los estudios de
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derreplicacion. En la segunda parte, se describen todos los aspectos relacionados

con la investigacion quimica de las especies fungicas activas seleccionadas.

5.1 Aislamiento de los organismos flngicos a partir de sus habitats

naturales.

A partir de diversas muestras de plantas, liquenes y de suelo, y utilizando
las técnicas descritas con detalle en el inciso 4.1 (seccion experimental), se
realizaron los aislamientos axénicos de diversos organismos fungicos de los
cuales, 27 pertenecen a la categoria de los endoéfitos, 8 a la de los

endolicogénicos y 72 a la de organismos saprotrofos (Tabla 1).

A continuacion se realizo la fermentacion de todas las especies fangicas aisladas
en pequefia escala. Para este proposito, se prepararon cultivos en sustrato sélido
como se indica en el inciso 4.2 de la parte experimental. Una vez transcurrido el
periodo de fermentacién, se obtuvieron los extractos organicos correspondientes
mediante un proceso de maceracion (inciso 4.3). Enseguida, cada extracto fue
evaluado para establecer su actividad citotoxica, empleando las lineas celulares
de HCT15, HeLA y/o MCF7 de humano, a las concentraciones de prueba de 2 y
20 pyg/mL. Los resultados obtenidos en esta evaluacion biolégica se resumen en la
Tabla 1.

Posteriormente, se realizaron los estudios de derreplicacion utilizando UPLC-PDA-
HRESIMS-MS/MS, como se indica en el inciso 4.4 y siguiendo el procedimiento
desarrollado por El-Elimat et al., 2013 (Tabla 1, Figura 7). Finalmente, a partir del
analisis detallado de los resultados obtenidos en las pruebas preliminares de
citotoxicidad y los estudios de derreplicacion, se llevo a cabo la seleccion de dos
especies fungicas que presentaron la mejor actividad biolégica (porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular mayor al 80% a la concentracion de 20 ug/mL), y
gue no contenian a las micotoxinas reportadas en la base de datos utilizada con

fines comparativos en los estudios de derreplicacion (anexo 1), siendo el hongo
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enddfito P11-7 y el hongo saprotrofo T1-41 los seleccionados durante esta primera

etapa de estudio (Tabla 1).

Extraccion y o I AN
evaluacion biol6gica b Preparacion .

(citotoxicidad, Tll de muestras:
antimicrobiana, etc.) I 5 min r

. ‘ » ¢ | | . j/
9 @ Extracto

= = Activo Muestras en
Cultivos fungicos placas de 96 pozos

Tiempo de
andlisis: 10 min

Andlisis de ' Andlisis

resultados acoplado
§ 5
Q § \ /
ACD/Labs
- UPLC-PDA
Intellixtract HRMS-MS/MS

Figura 7. Diagrama de flujo que resume la estrategia metodoldgica de los estudios
de derreplicacion de los extractos organicos (adaptado de El-Elimat et al., 2013).

La especie endofita P11-7 se aislé a partir de las hojas de la planta epifita
Tillandsia sp. (Bromeliaceae) colectada en la reserva ecolégica de la UNAM, en
tanto que la especie T1-41, es una especie saprotrofa, obtenida a partir de una
muestra de suelo recolectada sobre coladas de lava del volcan de San Martin, San

Andrés Tuxtla, Veracruz.

Como se desprende de los resultados enlistados en la Tabla 1 ambas especies
son capaces de inhibir el crecimiento celular de HCT15, HeLA y/o MCF7 con un
porcentaje de inhibicion del 80% a la concentracion de 20 ug/mL. Por otra parte,
los estudios de derreplicacion realizados indicaron que los metabolitos
secundarios presentes en ambos extractos no muestran ninguna similitud con las

micotoxinas reportadas en la base de datos especializada, por lo que ambos
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extractos son candidatos idoneos para la busqueda de nuevas moléculas con

propiedades anticancerigenas.
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Tabla 1. Resultados de las evaluaciones biolégicas y estudios de derreplicacion de los diferentes organismos fungicos aislados.

i Ensayo de citotoxicidad (% inhibicién) .
Clave | Fuente de obtencién Rendimiento HCT15 | HelL A | MCF7 d EStU(lj.'o d.e,
(mg) 2 ug/mL | 20 pg/mL | 2 pg/mL | 20 ug/mL | 2 ng/mL | 20 pg/mL erreplicacion
ENDOFITOS
P7-2 Viscum sp. 66.5 106.1 99.6 111.9 88.5 -
P8-3 Ricinus communis 40.7 123.4 87.3 114.0 71.2 -
P8-9 Ricinus communis 128.8 115.6 106.9 110.2 85.2 -
P8-13 Ricinus communis 86.7 104.1 101.1 106.6 102.8 -
P9-14 Ipomea sp. 37.3 131.9 -
P11-2 Tillandsia sp. 98.5 109.4 108.8 107.9 106.9 -
P11-3 Tillandsia sp. 42.1 108.2 106.8 131.6 121.9 -
P11-6 Tillandsia sp. 85.3 111.0 102.4 116.5 109.9 -
Tillandsia sp. 63.2%,329.0° | 123.4 -
P11-19 Tillandsia sp. 60.6 128.1 121.7 95.3 86.6 -
P12-16 Asclepia sp. 226.2 115.9 108.5 118.4 105.0 Acido secal6nico G
P13-3 | Euphorbia pulcherrima 64.0 113.5 104.4 113.0 103.0 -
P13-8 | Euphorbia pulcherrima 83.8 180.8 170.8 90.1 72.2 -
P21-7 Randia sp. 44.0 189.1 204.9 101.0 94.3 -
P23-19 Asclepia sp. 37.8 1635 [ 817 19.0 -
P24-11 | Euphorbia pulcherrima 39.3 197.9 190.3 88.6 63.7 -
P26-16 Helecho 59.6 87.5 103.3 124.0 133.1 -
P29-3 Corteza de arbol 61.5 91.3 101.1 185.0 177.8 -
P29-4 Corteza de arbol 59.5 108.6 118.9 146.6 120.2 -
P29-8 Corteza de arbol 57.7 182.0 146.2 83.4 64.3 -
P30-4 Cascara de fruto 73.3 72.4 -
P30-6 Céscara de fruto 142.1 111.6 128.8 176.2 103.0 -
P30-8 Céscara de fruto 64.6 73.0 50.6 157.4 1294 -
P30-10 |  Céscara de fruto 280.0 792 BB 6 63.0 -
P30-15 Céscara de fruto 139.0 98.7 83.6 100.5 66.5 -
P30-19 Céscara de fruto 127.0 89.8 21.9 107.1 78.0 -
P30-20 Céscara de fruto 365.5 194.6 108.6 142.2 115.6 -

a Pequefia escala; ® Mediana escala (10x)
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Tabla 1. Resultados de las evaluaciones hioldgicas y estudios de derreplicacion de los diferentes organismos fungicos aislados (continuacion).

Rendimiento

Ensayo de citotoxicidad (% inhibicién)

Estudio de

Clave | Fuente de obtencién HCT15 | HeLA | MCF7 o HE
(mg) 2 ugimL | 20 pgiml | 2 pgimL | 20 pg/mL | 2 ugimL | 20 pgimi | Ge'replicacion
ENDOLICOGENICOS
. Ternatina, Peréxido
L1-4 Liquen 171.7 108.5 de ergosterol
L1-7 Liquen 149.4 108.3 -
L1-12 Liquen 97.3 113.5 -
L1-14 Liquen 89.3 100.4 Acido abscisico
L2-3 Liquen 137.2 126.1 182.8 29.3
L2-7 Liquen 165.2 71.3 124.6 78.6 76.5
L2-11 Liquen 95.2 106.3 109.3 196.9 149.6
L2-15 Liquen 52.2 151.2 124.8 231.5 183.1
SAPROTROFOS
T1-1 Suelo 217.5 110.3 57.0 106.55 78.09 Tricodermol
T1-2 Suelo 41.9 Roridinas A,D, EyH
T1-3 Suelo 151.1 96.5 92.6 143.3 126.9 -
T1-4 Suelo 196.9 99.0 94.7 79.3 77.3 -
T1-5 Suelo 95.9 -
T1-6 Suelo 99.4 109.6 94.1 125.6 125.3 -
T1-7 Suelo 194.9 113.4 95.2 81.3 75.2 -
T1-9 Suelo 214.9 96.1 87.2 - - -
T1-8 Suelo 79.7 76.8 61.8 -
T1-10 Suelo 138.7 122.6 114.0 -
T1-11 Suelo 131.2 16.43 22.79 -
T1-12 Suelo 77.4 103.6 108.2 109.5 105.9 -
T1-13 Suelo 229.2 126.8 112.9 113.2 106.0 -
T1-14 Suelo 110.2 116.8 115.2 136.4 116.9 -
T1-15 Suelo 84.8 131.9 105.6 126.7 106.9 -
T1-16 Suelo 80.6 116.5 103.5 123.3 106.3 -
T1-17 Suelo 99.0 135.1 94.27 123.5 110.8 -
T1-19 Suelo 93.8 23.9 -
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Tabla 1. Resultados de las evaluaciones hioldgicas y estudios de derreplicacion de los diferentes organismos flngicos aislados (continuacion).

Rendimiento

Ensayo de citotoxicidad (% inhibicién)

Estudio de

Clave | Fuente de obtencién (ma) HCT15 | HeLA | MCF7 derreplicacion
2pg/mL | 20 ug/mL | 2 pg/mL | 20 pg/mL | 2 ug/mL | 20 pg/mL
T1-20 Suelo 176.1 53.8 w 51.2 -
T1-21 Suelo 36.3 85.0 44.0 66.6 30.7 -
T1-22 Suelo 39.9 115.8 103.8 93.4 89.9 -
T1-23 Suelo 133.0 96.4 93.4 107.1 109.0 -
T1-24 Suelo 72.2 19.2 -
T1-25 Suelo 83.5 18.2 16.2 -
T1-26 Suelo 78.0 52.2 48.8 1374 127.2 -
T1-27 Suelo 178.3 109.7 99.5 123.5 112.0 -
T1-28 Suelo 78.0 19.2 16.7 -
T1-29 Suelo 110.1 21.0 -
T1-30 Suelo 37.5 98.8 90.2 98.7 102.0 -
T1-31 Suelo 29.4 102.6 98.1 95.6 99.2 -
T1-32 Suelo 72.4 63.7 -
T1-36 Suelo 109.3 20.7 Roridina E
T1-37 Suelo 26.7 86.7 -
T1-39 Suelo 82.3 -
Suelo 206.1%; 980.5° -
T1-44 Suelo 138.3 -
T1-46 Suelo 70.0 -
T1-48 Suelo 85.8 -
T1-49 Suelo 101.2 -
T1-50 Suelo 122.9 -
T1-52 Suelo 106.1 -
T1-55 Suelo 112.4 -
T1-56 Suelo 87.5 -
T1-57 Suelo 128.8 -
T1-58 Suelo 103.7 -
T1-60 Suelo 148.5 -
T1-61 Suelo 66.6 -
T1-62 Suelo 73.7 -

a Pequefia escala; P Mediana escala (10x)
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Tabla 1. Resultados de las evaluaciones hioldgicas y estudios de derreplicacion de los diferentes organismos fungicos aislados (continuacion).

i Ensayo de citotoxicidad (% inhibicidn) .
Clave | Fuente de obtencion Ren<(1r|nm|)ento HCT15 | HeLA | MCF7 deErf(taU(Ijilcoagi%n
g 2 ug/mL | 20 ug/mL | 2 pg/mL | 20 pg/mL | 2 pg/mL | 20 pg/mL P
T1-63 Suelo 136.2 112.0 106.6 116.5 109.1 —
T1-64 Suelo 78.6 | 605 | -
T1-65 Suelo 76.9 Aurofusarina,
Picnidion
T1-66 Suelo 55.9 149.4 126.5 126.2 109.3 —
T1-67 Suelo 57.2 128.7 118.1 136.9 129.6 -
T1-68 Suelo 42.5 128.7 120.7 124.0 116.6 —
T1-69 Suelo 101.5 136.6 112.2 118.5 106.6 —
T1-70 Suelo 50.1 101.8 95.1 128.7 123.3 -
T1-71 Suelo 71.1 101.6 94.7 129.3 114.9 -
T1-72 Suelo 472 101.1 94.0 113.8 104.8 2-Hidroxiacoronona,
Pestalotina, PCs
T1-73 Suelo 70.2 108.7 97.3 105.5 97.4 -
T1-74 Suelo 26.2 91.7 87.5 120.3 107.3 -
T1-75 Suelo 177.0 99.7 94.2 116.3 106.6 -
T1-76 Suelo 115.0 97.8 39.9 115.9 56.8 -
T1.77 Suelo 79.3 Pestalotina, Peroxido
de ergosterol
T1-79 Suelo 149.0 -
T1-80 Suelo 44.0 95.0 82.6 103.0 100.1 -
T1-81 Suelo 37.8 107.8 89.5 119.2 105.6 -
T1-82 Suelo 39.3 98.7 93.6 116.5 107.2 -
T1-83 Suelo 59.6 -
T1-84 Suelo 61.5 -
T1-85 Suelo 59.5 -
T1-86 Suelo 57.7 -
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5.2 Estudio quimico de las especies fungicas P11-7 y T1-41.

La evaluacion de la citotoxicidad y los resultados de los andlisis de
derreplicacion (Tabla 1) de todos los extractos organicos obtenidos en pequefia
escala, utilizando el ensayo descrito en el inciso 4.5, permitid seleccionar a los
extractos de las especies P11-7 y T1-41 (Figura 8) como candidatos para la
obtencion de metabolitos bioactivos. Posteriormente, con la finalidad de separar y
purificar a los constituyentes presentes en los extractos seleccionados, se realizé

el estudio quimico de los extractos correspondientes en mediana escala.

(A)

(©)

Figura 8. Especies flingicas P11-7 [(A) cultivo axénico en medio PDA y (B) cultivo sélido en
mediana escala] y T1-41 [(C) cultivo axénico en medio PDA y (D) cultivo sélido en mediana
escalal.
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5.2.1 Estudio quimico de la especie P11-7.

El fraccionamiento primario de 329 mg del extracto organico en mediana
escala de la especie P11-7, mediante una CCA utilizando gel de silice como fase
estacionaria, gener6 un conjunto de once fracciones primarias. Como se
desprende de los analisis cromatograficos realizados por HPLC de cada una de
las fracciones primarias obtenidas (Figura 1, seccion experimental), se seleccioné
a la fraccion F_P11-7¢ para la separacion de sus componentes individuales debido
a que present6 el mejor rendimiento, una baja complejidad y la mejor resolucion
cromatografica. El fraccionamiento secundario mediante HPLC preparativo de esta
fraccion (32.1 mg) condujo al aislamiento de la 5-metilmeleina (1), su derivado de
aldehido, la 5-formilmeleina (2), y a la 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-
dihidroisocumarina (3). De manera general, la elucidacién estructural de los
compuestos obtenidos se realizO mediante la aplicacion de métodos
espectroscopicos y espectrométricos convencionales, y se describe brevemente a

continuacion.

5.2.1.1 Caracterizacion de la 5-metilmeleina (1).

El producto 1 se aislé como un sélido cristalino amarillo. Los analisis por
LC-ESIMS permitieron determinar la formula molecular del compuesto como
C11H1203 (m/z 192 uma) la cual permite seis grados de insaturacion (Figura 9). El
analisis detallado de los espectros de UV y NMR (Tabla 2; Figuras 9 y 10) del
compuesto 1 presentaron el perfil caracteristico de una dihidroisocumarina
sustituida en las posiciones 3, 5 y 8 del nacleo base (Ballio et al., 1966; Sumarah
et al.,, 2008). Las evidencias mas importantes observadas en los espectros de

NMR se describen a continuacion:

a) En én 7.29 (d, J = 8.5 Hz, H-7) y 6.83 (d, J = 8.5 Hz, H-6), se observan dos
conjuntos de sefales asignables a los protones aromaticos del nacleo aromatico

de la dihidrocumarina. En el espectro de 3C RMN las sefiales para este anillo
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aparecen en oc 143.6 (C-4a), 118.0 (C-5), 138.8 (C-6), 116.6 (C-7), 165.2 (C-8) y
109.2 (C-8a).

5-metilmeleina (1)

b) En &1 4.68 (M) y en &n 2.98 (dd, J = 16.7, 11.4 Hz) y 2.73 (dd, J = 16.7, 3.5 Hz)
se observan dos conjuntos de sefiales diagnésticas con la presencia de un grupo
metino y otro metileno, respectivamente. Este conjunto de sefiales se asigné a los
protones H-3 y H-4, respectivamente con base en las correlaciones COSY
observadas entre los protones vecinos del grupo metilo ubicado en C-3 (Figura
11).

c) Finalmente, en &4 2.20 (s) y 1.6 (d, J = 7.2 Hz) se aprecian dos sefiales

asignables a dos grupos metilo. También, en &4 11.0 (S) se observa un singulete

para un protén de un grupo hidroxilo quelatado en la posicion C-8.
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Figura 9. (A) Cromatrogramas en el UV (arriba) y de masas (-)-ESI (centro) y (+)-ESI; (B)

Espectros en el UV (arriba) y de masas por la técnica de electrospray en los modos (-) (centro) y

(+) (abajo) de la 5-metilmeleina (1).
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Figura 10. Espectros de (A) H y (B) 13C NMR de la 5-metilmeleina (1).

45



Tabla 2. Datos espectroscopicos de NMR (*H, 300 MHz; 13C 75 MHz; & en ppm; J en Hz) de la 5-
metilmeleina (1), 5-formilmeleina (2) y 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina (3) en CDCls.

5-metilmeleina (1)

5-formilmeleina (2)

8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-

Posicién 3,4-dihidroisocumarina (3)
OH oc OH dc OH dc
1 170.4 170.2 169.2
3 474 (m) 75.5 4.78 () 76.1 4.74 (m) 77.1
) 2.74 (dd, J = 2)3.08 (dd, J = 2)2.70 (dd, J =
16.7, 11.4 Hz) 17.7, 11.9 Hz); 17.7, 11.9 Hz);
4 0)3.01(dd,J= | 320 | byzoeo@d = | 31 | by32a(dda= | 33°
16.7, 3.5 Hz) 17.6, 3.2 Hz) 17.6, 3.2 Hz)
4a 137.1 138.1 131.9
5 125.0 127.1 150.1
6 6.87(d, J=85) | 1380 | 711(d,1=88) | 1411 | 7.14(d,J=88) | 116.9
7 734(d,1=85) | 1167 | 798(d,1=88) | 1159 | 6.93(d,J=88) | 117.1
8 160.6 167.1 154.1
8a 108.1 114.2 109.2
CHs3 | 1.61(d. J=63Hz) | 181 | 1.64(d,J=64Hz) | 211 | 1.31(d.J=64Hz) | 211
CHs5 2.25 (s) 21.0
OCHa-5 3.83(s) 56.3
CHO-5 10.07 (s) 191.0
OH-8 11.06 () 12.00 (s) 10.61 ()
[ ]

60

55 50 45 40 35
F2 Chemical Shift (ppm)

30

25 20

F1 Chemical Shift (ppm)

15

Figura 11. Espectro COSY de la 5-metilmeleina (1).

46




Este conjunto de sefales, aunado con el analisis detallado de los desplazamientos
guimicos reportados en la literatura para 1, se encuentran en perfecta armonia,
permitiendo establecer y caracterizar a este producto con el nombre trivial de 5-
metilmeleina (1) (Ballio et al., 1966; Sumarah et al., 2008). Como el valor de
rotacion optica registrado experimentalmente ([a]o —106) fue idéntico al descrito en
la literatura ([a]o —105), se asumié que la configuracion del centro quiral presente
en C-3esR.

Este producto fue aislado por primera vez del hongo fitopatbgeno Fusicoccum
amygdali (Ballio et al., 1966) y de las especies endodfitas pertenecientes a los
géneros Phomopsis sp y Picea glauca (Krohn et al., 1997; Sumarah et al., 2008;
Bunyapaiboonsri et al., 2010). Por otra parte, también se ha reportado el
aislamiento del compuesto 1 en algunas especies del género Semecarpus, plantas
endémicas de Sri Lanka (Carpenter et al., 1980), ademas de algunos cultivos del
hongo saprotrofo Idriella bambusae (Krohn et al., 1997). Sin embargo, este es el
primer reporte de la presencia del metabolito en especies endéfitas pertenecientes

al género Tillandsia.

Por otra parte, se ha comprobado que la 5-metilmeleina (1) presenta propiedades
antibacterianas, antimicéticas y citotoxicas importantes (Krohn et al., 1997;
Bunyapaiboonsri et al., 2010; Ballia, 1966).

5.2.1.2 Caracterizacion de la 5-formilmeleina (2) y 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-

3,4-dihidroisocumarina (3).

Los iones moleculares observados en los espectros de ESIMS para los
productos naturales 2 y 3 corresponden a las formulas Ci1iH1004 y Ci11H1204,
respectivamente (Figuras 12 y 13). El analisis detallado de los espectros de NRM
de estos productos permitié establecer que los productos son dos derivados de

dihidroisocumarina (Sumarah et al.,, 2008; Figura 14). Los espectros de NMR
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(Tabla 2) de ambos productos mostraron similitud con los de la 5-metilmeleina (1),

observandose, en el caso del producto 2, las siguientes sefiales:

CHO OCHs

8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-

5-formilmeleina (2) 3,4-dihidroisocumarina (3)

a) En la regién aromatica del espectro de *H NMR en un &+ 7.92 (d, J = 8.8 Hz, H-
7)y 7.06 (d, J = 8.8 Hz, H-6), se observan dos conjuntos de sefiales asignables a

los protones aromaticos del nucleo de la dihidroisocumarina.

b) En la regién comprendida en el intervalo 61 2.2-5 en el espectro de *H NMR se
aprecian algunas diferencias en los desplazamientos quimicos de las sefales para
H-3 y H-4. Asi, la principal diferencia entre los espectros de RMN de los productos
1y 2 radica en la ausencia de la sefial para un singulete (én 2.2, CHs-5) en 2. Por
lo tanto, los desplazamientos quimicos observados en los espectros de H 'y 13C
unidimensionales, comprobaron que el compuesto 2 es el derivado de aldehido en
C-5 de 1 y se caracterizé6 con el nombre trivial de 5-formilmeleina (2). Este
producto es idéntico al aislado a partir de cultivos de la especie Nodulisporium sp.
(Sumarah et al., 2008). La configuracion en C-3 en este producto se establecio

como R con base en el valor de rotacion o6ptica ([a]o —193).

Por otra parte, el analisis de los espectros de NMR del producto 3 (Tabla 2),
permitieron evidenciar que la principal diferencia entre los espectros de 1y 3

radica en la presencia de un singulete asignable para un grupo metoxilo (o1 3.8,
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OCHs) en 3 y la ausencia de la sefial en 2.20 (s) del grupo metilo observada en el
espectro de 'H RMN de 1. Este conjunto de evidencias permitieron caracterizar al
compuesto 3 como la 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina (3), este
producto es idéntico en sus constantes fisicas y espectroscépicas al aislado
previamente a partir de la especie Macrolobium bifolium y éstas se encuentran en
perfecta armonia, sin embargo a la fecha, no ha sido reportado su aislamiento a
partir de alguna especie fungica, por lo que este trabajo describe el aislamiento de
3 por primera vez a partir de un hongo enddfito (De Alvarenga et al., 1978).
Finalmente, la configuracién en C-3 en este producto se estableci6 como R con
base en el valor de rotacion 6ptica ([a]Jo —60) y por analogia con los productos 1y
2.
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Figura 12. (A) Cromatrogramas en el UV (arriba) y de masas (—)-ESI (centro) y (+)-ESI; (B)

Espectros en el UV (arriba) y de masas por la técnica de electrospray en los modos (-) (centro) y
(+) (abajo) de la 5-formilmeleina (2).
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Figura 13. (A) Cromatrogramas en el UV (arriba) y de masas (—)-ESI (centro) y (+)-ESI; (B)
Espectros en el UV (arriba) y de masas por la técnica de electrospray en los modos (-) (centro) y
(+) (abajo) de la 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina (3).
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Figura 14. Espectro de 'H NMR de la (A) 5-formilmeleina (2) y (B) de la 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-
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52



5.2.2 Estudio quimico de la especie T1-41.

El fraccionamiento preliminar de 980 mg del extracto organico de T1-41,
mediante una CCA, permiti6 la obtencién de un conjunto de diez fracciones
primarias. Posteriormente, el analisis cromatografico por HPLC de cada una de las
fracciones primarias Figura 7 (seccion experimental), permitio seleccionar a la
fraccion F_T1-41s como la méas adecuada para la obtencion del componente
mayoritario presente en el extracto organico obteniéndose un sdlido color naranja

(375.2 mg) identificado como la preusomerina G (4).
5.2.2.1 Caracterizaciéon de la preusomerina G (4).
El compuesto 4 se aislé6 como un sdlido naranja con punto de fusion (p.f.) de 224

°C. La ESIMS permiti6 determinar la férmula molecular del compuesto como

C20H1007, observandose un i6bn molecular en m/z 362 uma (Figura 15).

preusomerina G (4)

Las evidencias mas importantes observadas en los espectros de NMR (Tabla 3 y

Figura 16) se describen a continuacion:

a) En la regiéon aromatica del espectro de *H RMN en 61 7.68 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz,
H-9"), 7.47 (dd, J = 8.0, 8.4 Hz, H-8') y 7.07 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-7") y en &n 7.07
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(d, J =9.4 Hz, H-7) y 6.99 (d, J = 9.2 Hz, H-8), se observan dos conjuntos de
sefales asignables a un sistema ABX y otro AB, respectivamente, para cinco

protones aromaticos.

b) En 61 7.27 (d, J = 10.0 Hz) y 6.64 (dd, J = 10.0 Hz) se observan un grupo de

sefales adicionales atribuibles a dos protones vinilicos.

c) Finalmente, en o4 3.89 (d, J = 4.0 Hz) y 4.28 (d, J = 4.0 Hz), se observan un
grupo de sefiales adicionales asignadas a dos metinos de una funcion epdéxido.

Ademas de la sefial para un grupo hidroxilo quelatado en 61 10.2 (S).

Este andlisis detallado de los espectros de NMR del producto 4 permitieron
corroborar que este compuesto pertenece a la familia de las preusomerinas,
compuestos estrechamente relacionados con diversas categorias de compuestos
como son: las deoxipreusomerinas, palmarumicinas, diepoxinas, y otros derivados
de espirocetales con nucleo 1,8-naftalendiol; y fue caracterizado como la
preusomerina G (4), mediante la comparacion de los datos espectroscopicos
obtenidos con aquellos reportados en la literatura (Singh et al., 1994; Barrett et al.,
2002; Weerapreeyakul et al., 2007).
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Tabla 3. Datos espectroscépicos de NMR (*H, 300 MHz; 13C 75 MHz; § en
ppm; J en Hz) de la preusomerina G (4) en CDCls.
Posicion OH dc
1 195.4
2 3.89 (d, J = 4.0 Hz) 53.7
3 4.28 (d, J = 4.0 Hz) 52.1
4 93.9
5 109.8
6 143.3
7 7.07 (d, J = 9.4 Hz) 126.7
8 6.99 (d, J = 9.2 Hz) 121.3
9 156.1
10 115.1
OH-9 10.2 (s)

1' 183.7
2' 6.64 (d, J = 10.0 Hz) 133.5
3 7.27 (d, J = 10.0 Hz) 140.7
4 89.9
5' 120.6
6' 148.7
7' 7.07 (dd, J = 8.4, 1.2 Hz) 120.8
8’ 7.47 (dd, J = 8.0, 8.4 Hz) 131.1
9 7.68 (dd, J=7.8,1.2 Hz) 120.7
10 130.3

Las preusomerinas son productos naturales que se forman a partir de dos
unidades de decalinas insaturadas unidas por tres puentes de oxigeno a través de
dos carbonos espirocetales (Singh et al.,, 1994). De estos metabolitos las
preusomerinas (A-F) fueron la primer serie de este tipo de compuestos con
actividad antifingica reportados en la literatura, y fueron aisladas del hongo
coprofilo Preussia isomera (Weber y Gloer, 1991). También la preusomerina D
aislada de la especie enddfita Harmonema dematioides ha sido reportada por sus
propiedades antibacterianas significativas (Polishook et al., 1993). Otra serie de
preusomerinas (G-I) aisladas a partir de otra especie coprofila poseen
propiedades citotoxicas (Singh et al., 1994), debido a su accion inhibitoria sobre la
proteina farnesil transferasa de Ras, la cual es una enzima heterodimérica que
cataliza la transferencia del grupo farnesil del pirofosfato de farnesilo a la cisteina
186 del péptido Ras, durante la etapa previa al proceso de post-traduccion y de la
unién del péptido Ras a la membrana plasmética para realizar la activacion del

oncogen Ras e iniciar el proceso de proliferacion celular. Cabe destacar, que este
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tipo de inhibicion representa un blanco de accion novedoso y especifico para el
desarrollo de nuevos farmacos antitumorales de particular interés para el
tratamiento del cancer de colon y de pancreas, principales 6rganos blanco que

presentan diversas mutaciones sobre el gen Ras (Singh et al., 1994).

58



6. CONCLUSIONES

o Se realizé el aislamiento axénico de numerosas especies fungicas
enddfitas, endolicogénicas y saproétrofas, a partir de fuentes inexploradas de

nuestro pais.

o La evaluacion biolégica de los extractos organicos preparados a partir de
los diferentes aislamientos, utilizando como monitoreo de la actividad biolégica el
ensayo de citotoxicidad contra tres lineas cancerigenas humanas, permitio la
seleccién de numerosas especies fungicas para el descubrimiento de moléculas

bioactivas.

o Los estudios de metabolémica realizados, con la finalidad de explorar el
contenido metabdlico de las diferentes especies cultivadas de manera preliminar,
permitié realizar la seleccion de aquellas especies fungicas no productoras de
micotoxinas, y que constituyen una fuente potencial de productos novedosos.

o El fraccionamiento del extracto total obtenido a partir de la especie enddfita
P11-7 permitio6 el aislamiento y la caracterizacion de tres derivados de
dihidroisocumarinas, incluyendo un producto natural reportado por primera vez
para una especie endofita, caracterizado como la 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-
dihidroisocumarina (3).

o El fraccionamiento del extracto total obtenido a partir de la especie saprofita
T1-41 permiti6 el aislamiento y la caracterizacion de la preusomerina G (4),
reportada como un inhibidor de la proteina farnesil transferasa de Ras, que
constituye un blanco molecular eficaz en el tratamiento de diferentes tipos de

cancer, particularmente de colon y pancreas.
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8. ANEXO 1

8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacién de los extractos flngicos.
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada paar los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacién de los extractos fangicos (continuacién).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).

Roridina A

o O

Roridina D

0
HO HO

OH

OH

OH
H

HO OH
5,6-dihidroxibisabolol

BTH-110204-207:A

Betulinona C

\/\/\/\/\/\/\/\/\[(OH

o

Acido 6,9-Octadecadiendico

CH3 YOAc
OAc OAc
8-Acetoxineosolaniol Isoneosolaniol

76




8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).
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8.1 Micotoxinas contenidas en la base de datos utilizada para los estudios de derreplicacion de los extractos fungicos (continuacion).

Os_H

= N
O OH
5’-formilo-2’-hidroxi-4’-metoxi-
(E,E)-sorbofenona

O._H

=
O OH
5'-formilo-2'-hidroxi-4'-metoxi-(E)-
4-hexenofenona

Z"d
O OH
1-(2’-hidroxi-4’-metoxi-5'-
metilfenil)-2,4-E,E-hexadien-1-ona

HO

Z
O OH
1-(2’-hidroxi-4’-metoxi-5'-
hidroximetilfenil)-
E-4-hexen-1-ona

5,7-dimetoxi-1(3H)-
isobenzofuranona

O
(0]
I o)
4,6-Dimetoxi-1(3H)-
isobenzofuranona

19,20-Epoxicitocalasina C

18-Deoxi-19,20-epoxicitocalasina Q

OH O

OH

OH O
Fomoxantona A

OH

79




8.2 Cartel presentado en la Semana de la Investigacion de la Facultad de Quimica, UNAM.

Universipap NacionaL Autonoma e MExico « FAcuLTAD DE QuimIcA « SECRETARIA ACADEMICA DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO

Semana

de la

Sit

AISLAMIENTO, IDENTIFICACIﬁN', ACTIVIDAD CITO'!'C'JXICA, Y PERFILES METABOLICOS DE
HONGOS SAPROTROTROS DEL VOLCAN DE SAN MARTIN TUXTLA

Arnulfo Bautista, Abdiel Esquivel, Osmaly Villedas y Mario Figueroa
Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México,
México DF 04510, México.

INTRODUCCION Tabla 2. Resultados de la aclividad citotéxica y estudios de derreplicacion de extractos

. . . fu ! 3
Como parte de nuestro trabajo de investigacion enfocado al descubrimiento de nuevos ingieos selectos

agentes biodinamicos a partir de organismos fiingicos obtenidos de habitats inexplorados % de Inhibicion del Crecimi Celular
de México, una serie de 130 especies de hongos saprétrofos fueron aislados de dos Aislamiento HCT-15 MCF-7 dos de
muestras de suelo colectadas a las faldas del volcan de San Martin Tuxtia, Veracruz 2 (ugiml) 20 (ugiml) 2 ug/ml) 20 (ugiml) Derreplicacion
(Figuras 1y 2). La diversidad taxonémica de algunas de estas especies fue determinada Hg Hg Hg v -
mediante el analisis genético de su espaciador interno ribosomal (ITS), conocido también Ti-2 -12.8 =125 =74 -84  Tricotecenos
ccomo “cédigo de barras” (Tabla 1).! Ti-11 -1.1 -5.3 22.7 16.4 -
" T~ T1-21 85.0 439 66.6 306 =
R Rl o T1-62 102.7 3.8 1100 38 -
A 4 T1-79 79.2 2.5 100.8 30.0 =
L5 . T1-86 100 38 38 26 -
"’.‘é" T2-14 103.0 59.0 720 453 =
L] -
Océano T2-25 97.2 320 1023 40.7
Pacifico T2-52 15.9 19.2 96.2 7 =
W veracnuz B Guslatiala T2-56 33.3 -24.3 82.3 80.6 -

Figura 1. Localizacion geografica de los sitios de colecta de las muestras de suelo.
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A ) o ‘v’ma’(r(N\/\N—g 0 oH O, o ) Q 1
partir de los fermentades preparados en medio sélido (arrez himedo) de los 130 Ho,k/,guo R S i 0,2 A

y 4 o
taxones aislados, se obtuvieron los extractos organicos (CHCl-MeOH) mediante la B o i . . L I
técnica de maceracion y procesos de parlicion, para posteriormente ser evaluados N*\#\M&rNJ\J\ T1-85: Aurofugarina o I/
biclégicamente contra las lineas celulares cancerigenas HCT-15 (colon) y MCF-7 o ! o — Ho M \’ )/
(mama), ademas de ser sometidos a un proceso de derreplicacidn via UPLC-PDA- T1-77: Ternatina r of o=
HRMS/MS realizando un andlisis comparativo con una base de datos que contenia mas i " o
de 180 micotoxinas comunes. Este Gllimo proceso se realizé mediante la determinacion LT Y \"a
" . T1-1: Tricedermol % o
de los tiempos de retencion, los perfiles en el UV y los espectros de masas de alta 7 \J
resolucién masas/masas (MS2) por electroespray (ESI) en los modos positive y \’ g o é OH
negativo.? Los extractos activos (inhibicién del crecimiento celular 280% a 20 pgimL; o oM N O i
Tabla 2) con resultados de demreplicacién negativos (Figura 3) fueron escalados (10x) H HO™ .
. A . A " o 0" 0 H
para su posterior estudio quimico con la finalidad de obtener los principios activos. o OH o HDJ\
Tabla 1. Algunas especies identificadas taxenémicamente mediante el analisis de ITS. T1-72; 2-Hidroxiacorenona, Pestalotina, PC, T1-2, Roridinas A, Dy H,
- ¥ Muconomicina B
Aislamient Nombre* Cobertura Similitud en la
Isiamiento ombre GenBank  Secuencia GenBank Figura 3. Resultados de derreplicacion de algunos extractos activos.
T1-2 Myrothecium verrucaria 98% 100.0% Los estudios quimicos de los activos en iana escala y con ltados de
d licacion negati neuentran en pro .
T1-11 Eupenicillium sp. T0% 71.0% errepiicacion negativos s& encuentran en proceso
121 Neosartorya sp. 70% 100.0% REFERENCIAS
. 1 Schoch C. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 109, 6241-6246 (2012).
- 9 g
T1-62 Microdiplodia sp. 50% 52.8% 2 El-Elimat T. et al. J. Nat. Prod., 76, 1708-1716 (2013).
T1-79 Dokmaia sp. 80% 90.8%
AGRADECIMIENTOS
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. A la Universidad Nacional Auténoma de México por el financiamiento otorgado para
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proporcionar las muestras de suelo voleénico; a los Dres. Mariana del Clmo (Instituto
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Figura 2. Especies selectas de hongos aislados de las muestras de suelo del volcan de San Martin Tuxtla.
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