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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de los productos naturales como fuente de nuevas entidades

quimicas

A lo largo del tiempo, los productos naturales, en especial aquellos obtenidos de
plantas y microorganismos, han sido la fuente mas importante para la obtencién de
nuevas entidades quimicas (NEQs), farmacos y/o productos de utilidad en la industria

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

Cabe destacar que la medicina tradicional ha sido la base de los complejos sistemas de
salud por cientos de afos, ademas de que ésta ha logrado preservarse mediante la
comunicacion oral y por numerosos registros escritos (Cragg y Newman, 2013). En este
sentido, el conocimiento etnobotanico de las plantas medicinales ha permitido el estudio
fitoquimico de muchas especies y, en consecuencia, el aislamiento de una gran cantidad
de compuestos biodinamicos. Debido a que en algunas ocasiones la disponibilidad de
las especies vegetales es limitada, ya sea por su endemismo o la duracion de su ciclo
de vida, se han optado por el aislamiento y estudio quimico de los microorganismos que
residen dentro de los tejidos vegetales (enddfitos), ya que han demostrado su capacidad
para producir NEQs o moléculas similares a los compuestos bioactivos que producen las

plantas hospederas (Alvin et al., 2014).

Por otra parte, los microorganismos (hongos o bacterias) han demostrado su
extraordinaria capacidad como productores de moléculas bioactivas; y se ha establecido
también que la exploracion de ecosistemas o habitats exdticos generalmente conlleva a
la obtencion de nuevas especies de microorganismos, los cuales, pueden biosintetizar
moléculas unicas que sirvan de base para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
(Du et al., 2014).

En este contexto, tan sodlo en el periodo comprendido entre los afios 1981 a 2010,

alrededor del 50% de las NEQs aprobadas por la FDA fueron productos naturales sin



modificaciones estructurales, analogos semisintéticos de productos naturales, o bien,
productos de sintesis inspirados en productos naturales. De estos, alrededor del 75%
fueron agentes terapéuticos para el tratamiento de infecciones de diversas etiologias

(Newman y Cragg, 2012).
1.2 Los hongos como productores de metabolitos biodinamicos

Historicamente, el potencial biotecnoldgico de los microorganismos fue aprendido
de manera empirica, como en el caso de la produccion de bebidas alcohdlicas o la
levadura para la manufactura de pan (Sette et al., 2013). No fue sino hasta el afio de
1929 con el descubrimiento inesperado de la penicilina por parte de Alexander Fleming,
y el uso de ésta como agente terapéutico durante la segunda guerra mundial, cuando se
impulsara realmente la investigacion de los productos naturales de origen microbiano
para la obtencion de nuevos metabolitos bioactivos. Asi, muchos otros compuestos de
origen fungico también han demostrado su importancia terapéutica en el tratamiento de
diversos padecimientos, como son los inmunosupresores de tipo ciclosporina, los
hipocolesterolemiantes de tipo estatina, los inmunoestimulantes y antitumorales de tipo
polisacarido, los antifungicos de tipo lipopéptido, entre otros (Figura 1) (Cragg y
Newman, 2013). A pesar de esto, del total de compuestos obtenidos a partir de fuentes
naturales y que conforman la base de datos del Diccionario de Productos Naturales
(aproximadamente 270,000 compuestos), solamente 15,000 compuestos han sido

obtenidos de hongos (Dictionary of Natural Products, 2010).
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Figura 1. Ejemplos selectos de farmacos obtenidos a partir de hongos.

Debido a la aparicidén de nuevas enfermedades, asi como a los fendmenos de resistencia
que algunas presentan a los medicamentos de eleccidn, existe una creciente necesidad
por obtener NEQ’s que sirvan de base para el desarrollo de nuevos farmacos. La
resistencia a multiples farmacos (MDR) es un desafio importante en el tratamiento de
enfermedades infecciosas y del cancer. En el caso de esta ultima enfermedad, los
tratamientos con antitumorales a menudo fallan en alguna etapa del padecimiento. De
manera general, los tumores estan compuestos de células heterogéneas con diferencias
estructurales y bioquimicas: las células sensibles y resistentes a los farmacos a menudo
coexisten en el mismo microambiente tumoral. En la terapia antitumoral, los farmacos

atacan a las células sensibles a los medicamentos; sin embargo, en la mayoria de los



casos, la comunidad de células resistentes prevalece, llevando consigo a la aparicion del

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

En el caso de la MDR a los agentes antimicrobianos, esta representa consecuencias
graves tanto a nivel intrahospitalario como extrahospitalario. Los principales
padecimientos de MDR y que han tenido una mayor repercusion para su tratamiento son
la gonorrea, algunas infecciones de vias urinarias, la tuberculosis, el paludismo, asi como
también las infecciones oportunistas por patégenos como Candida albicans y
Staphylococcus aureus en pacientes con algun grado de inmunosupresion (Andrade et
al., 2013; OMS, 2015).

Asi, el universo microbiano inexplorado representa una fuente invaluable para el
descubrimiento de estas nuevas moléculas y el desarrollo de farmacos novedosos para
la terapéutica de diversos padecimientos, incluyendo las enfermedades asociadas a
MDR (Cragg y Newman, 2013). Es importante mencionar que los compuestos de origen
natural siguen siendo la fuente mas importante de inspiracién para los quimicos
medicinales y en sintesis organica, ademas de que, sin lugar a duda, existe una gran

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

1.3 Biodiversidad de los organismos fungicos en México

México ocupa el quinto lugar a nivel mundial en biodiversidad gracias a su amplia
variedad de ecosistemas, en donde los factores como la situacion geogréfica, la
topografia, altitud y humedad convergen para formar un amplio mosaico de regiones
ambientales, los cuales son habitats de un gran numero de especies y endemismos. Se
estima que dichas especies de flora, fauna y microbioma representan el 10% de la
diversidad mundial (Aguirre-Acosta et al., 2014). Las primeras observaciones y registros
de los organismos fungicos mexicanos fueron hechas por nativos indigenas hace mas
de 500 anos, las cuales fueron plasmadas en sus cddices, alfareria y parafernalia ritual,
con el fin de poder identificar de manera practica las diversas propiedades de los hongos

sagrados, medicinales, venenosos y comestibles que formaban parte de la vida diaria de



los nativos (Guzman, 1998). En la actualidad, se estima que en el territorio nacional
existen unas 200,000 especies fungicas macro y microscopicas, las cuales representan
entre un 4 y 13% de las que se cree existen en el planeta (entre 1.5 y 5 millones de
especies). De este total, se han descrito taxonémicamente aproximadamente 100,000
especies, y un numero aun menor ha sido estudiado quimicamente (Aguirre-Acosta et
al., 2014).

De los diferentes Filos de hongos, las especies pertenecientes al Ascomycota (la division
mas grande de este reino con aproximadamente 64,000 especies), han sido los mas
prolificos en la produccion de metabolitos secundarios bioactivos. Asi, los ascomycetos
saprotrofos del suelo mas estudiados pertenecen a los géneros Acremonium,
Aspergillus, Fusarium 'y Penicillium, los cuales han demostrado la capacidad de sintesis
de una amplia gama de compuestos bioactivos (mas de 30% de los compuestos
bioactivos de estos géneros) (Mishra et al., 2014). Debido a su capacidad de crecer sobre
sustratos inespecificos y econémicos, estos microorganismos son utilizados también en
la produccién de una amplia gama de productos de interés comercial, como son enzimas
proteoliticas, pigmentos, vitaminas, alcoholes y acidos organicos, ademas de que poseen
un gran potencial como agentes plaguicidas en los campos de cultivo (Guzman, 1998;
Sette et al., 2013).

Otro grupo de ascomicetos de gran interés para la obtencién de moléculas bioactivas
son los organismos enddfitos. Estos organismos tienen su ciclo vital dentro de los tejidos
de las plantas, sin tener una manifestacion patoldgica visible en el hospedero. Durante
esta asociacion, los beneficios individuales de cada uno estaran en funciéon de las
especies involucradas en dicha interaccion. Dichos organismos endofitos se han aislados
de diversas especies de plantas, musgos, liquenes, helechos, crasulaceas, y organismos
marinos que habitan una amplia variedad de climas (desde tropicales hasta los circulos
polares y las profundidades del océano) (Kusari et al., 2012). La mayor parte de los
metabolitos secundarios provenientes de estos microorganismos tienen una gran

diversidad estructural y poseen actividades biologicas diversas (Figura 2).



Adicionalmente, estos organismos también pueden sintetizar compuestos que se creia

s6lo provenian del metabolismo secundario de sus hospederos.
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1.4 Importancia de las colecciones fungicas

Un aspecto muy importante a considerar para la obtencidn sustentable de
moléculas novedosas bioactivas es la creacion de una coleccién de microorganismos
que represente un punto de partida fundamental para el desarrollo futuro de procesos
biotecnologicos (Ireland et al., 2003; Harvey, 2008; Kingston, 2011; Takagi y Shin-Ya,
2012). En este contexto, los Estados Unidos de América mantiene una de las colecciones
de microorganismos mas grandes del mundo, con alrededor de 96,000 especies tipo
entre actinomicetos, bacterias y hongos (USDA-ARS-NRRL). En contraste, segun la
Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (World Federation for Culture
Collections, WFCC), nuestro pais cuenta con solo 15 colecciones de cultivos de
microorganismos que contienen principalmente organismos patdgenos aislados de
plantas y humanos. La importancia de la creacion de colecciones nuevas de organismos
fungicos aislados a partir de localidades inexploradas de nuestro pais (cuevas, volcanes,
sedimentos marinos, etc.), asi como de plantas y liquenes que no hayan sido estudiados
para el aislamiento de este tipo de microorganismos, radica en que éstas fuentes son
invaluables para la obtencion de moléculas con una diversidad quimica y actividad
bioloégica unicas. Cabe destacar que una parte importante en el aislamiento de taxones
para la elaboracion de estas colecciones es realizar la identificacién inequivoca de éstas
a niveles taxondmicos de género y especie mediante la realizacion de los analisis
morfolégicos y genéticos de la subunidad 16s y del espaciador de transcripcion interno
(ITS) del ADN ribosomal (Cook y Meyers, 2003; Schoch et al. 2012). Ademas de los
estudios filogenéticos, para obtener los analisis genealdgicos de las especies en estudio,
mismos que son de gran importancia para explicar algunos aspectos ecolégicos y de

biodiversidad relevantes.

1.5 Género Chaetomium

El género Chaetomium pertenece a la familia Chaetomiaceae, Division

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

aisladas de diversas fuentes como tejidos vegetales, suelo, aire, forraje, estiércol, plumas



de aves, entre otros. A la fecha, se han caracterizado taxonédmicamente 35 de las 104
especies clasificadas (Zhang et al.,, 2013). Se sabe que diversas especies del género
Chaetomium producen metabolitos secundarios bioactivos que poseen nucleos
estructurales inusuales como las chaetoglobosinas, epipolythiodioxopiperazinas vy
depsidonas, ademas de compuestos de tipo azafilonas, xantonas, antraquinonas,
cromonas, terpenoides y esteroides (Figura 3). Por otra parte, se han reportado cepas

de Chaetomium enddfitas con importante actividad antimicrobiana (Samaga et al., 2014).
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Figura 3. Metabolitos selectos aislados a partir del género Chaetomium.



1.6 Género Penicillium

Los hongos del género Penicillium siguen siendo una de las fuentes mas
prometedora de moléculas bioactivas. Diversas especies de este género han sido
aisladas a partir de nichos ecoldgicos variados, como son suelos, sedimentos marinos,
plantas, etc; ya que en estos habitats convergen diversos factores estresantes que
conllevan a la activacién de genes involucrados en la produccién de metabolitos
secundarios diversos (Wang et al., 2015). Para una adecuada identificacion de las
especies de este género, se recomienda ademas de la caracterizacién morfolégica y
molecular, realizar el analisis de metaboldmica para esclarecer de manera preliminar el
tipo de metabolitos producidos por la especie de interés. De este género, se han aislado
cientos de metabolitos bioactivos y de gran diversidad estructural (Figura 4) (Bladt et al.,
2013; Mioso et al., 2014).
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Figura 4. Metabolitos selectos aislados a partir del género Penicillium.
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2. HIPOTESIS

2.1. Los hongos microscopicos aislados a partir de fuentes naturales varias (suelo, agua,
liquenes, plantas, entre otros) procedentes de diversos habitats inexplorados,

representan a los candidatos idéneos para la obtencion de NEQs.

2.2. La seleccidn de especies fungicas con base en los resultados obtenidos a partir de
ensayos de citotoxicidad y estudios de derreplicacion, constituye un punto de partida para
la obtencion de metabolitos secundarios con posible aplicacidon en la terapéutica como

agentes anticancerigenos.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo como parte de una linea de
investigacion enfocada en la busqueda de nuevas especies fungicas a partir de habitats
inexplorados de nuestro pais, con el objetivo de realizar el aislamiento de metabolitos
biodinamicos novedosos a partir de éstas especies y contribuir con ello al desarrollo de
nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de diversos tipos de cancer, y
también generar nuevos conocimientos sobre la biodiversidad microbiana de nuestro

pais.

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

particulares:

1.- Realizar el aislamiento del mayor numero de especies de hongos microscopicos
presentes en muestras de suelo y fuentes vegetales procedentes de habitats
inexplorados de México, mediante técnicas microbiolégicas convencionales.

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

3.- Realizar la preparacion de los cultivos fungicos en pequeina escala de las especies
aisladas con la finalidad de obtener los extractos organicos correspondientes mediante
el empleo de técnicas de maceracion y de reparto.

4.- Realizar la evaluacion de la actividad citotoxica y los estudios de derreplicacion de
cada uno de los extractos organicos preparados.

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

6.- Realizar el fraccionamiento primario de los extractos organicos de las especies
fungicas seleccionadas mediante el uso de técnicas cromatograficas convencionales.
7.- Realizar el aislamiento, la purificacion y la elucidacion estructural de los metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en las especies fungicas objeto de estudio.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Aislamiento de los microorganismos objeto de estudio

El aislamiento de las especies fungicas enddfitas se realizé a partir de frutos
asintomaticos de una palma perteneciente al género Aftalea, colectados en la localidad
de Sayulita, Nayarit (20° 51" 57” N; 105° 27’ 16” O; Figura 5). Para cada muestra
recolectada se realizd un proceso de limpieza con agua con el objetivo de retirar residuos
de tierra, sustancias extrafias y/o microorganismos que pudieran alterar la integridad del
material recolectado. Posteriormente, la muestra se corté en fragmentos pequefos (1-2
mm?), los cuales fueron esterilizados superficialmente mediante lavados sucesivos con
una solucion de EtOH (95%; 10 segundos), una de NaClO (70%; 2 min) y finalmente con
una solucion de EtOH (70%; 2 min). Todos los fragmentos se mantuvieron en
condiciones de esterilidad hasta su posterior inoculacion en los medios de crecimiento
adecuados. El crecimiento de los microorganismos se realiz6 en tubos de reaccién
Eppendorf con capacidad de 1.5 mL conteniendo medio de agar papa dextrosa (PDA) o
medio de extracto de malta (MEA), colocando un fragmento de la muestra en cada tubo
(10 tubos por cada medio de cultivo PDA y MEA). Una vez detectado algun crecimiento,
proceso que tardo entre 7 y 30 dias, el micelio de las diferentes colonias se transfirié en
condiciones estériles a cajas de Petri con medio PDA vy se verificd su pureza mediante el

analisis morfologico a nivel macroscoépico.

El aislamiento de los hongos saprétrofos se llevo a cabo a partir de una muestra de suelo
colectada en las faldas del volcan de San Martin Tuxtla, Veracruz (18° 30.421” N; —95°
12.538" O; Figura 6). El aislamiento de los microorganismos a partir de esta muestra se
realizd utilizando el método de dilucion. Brevemente, 500 mg de la muestra libre de
material extrafo (restos de raices, piedras, etc.) fue diluida con agua estéril hasta obtener
las concentraciones finales de 1:100, 1:1000 y 1:10000 p/v. Todas las diluciones se

realizaron por triplicado.

14



Figura 5. Ubicacién geografica de la region de Sayulita, en el estado de Nayarit (20° 51°
57” N; 105° 27’ 16” O).

A continuacién, 1 mL de cada dilucion fue vertido en cajas de Petri estériles, y enseguida
se adicionaron 10 mL de medio de cultivo PDA que contenia estreptomicina (30 mg/L) y
el colorante rosa de bengala (50 mg/L). Todas las cajas se incubaron a temperatura
ambiente durante 2-5 dias con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 horas hasta
detectar crecimiento microbiano (micelio). Una vez detectada la formacién de micelio,
cada colonia fue transferida a tubos de reaccion (50 tubos con cada medio de cultivo

PDA y MEA) para su crecimiento y purificacion.

4.2 Preparacion de los cultivos en pequeia y mediana escala

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de las muestras seleccionadas (inciso 4.1
de esta seccidn experimental), se realizé la preparacion de los cultivos en pequefia
escala en medio sdlido. Para ello se llevd a cabo la preparacion de los correspondientes
inéculos en 15 mL de medio liquido de extracto de levadura (1%), peptona de soya (2%)
y dextrosa (2%) (YESD), en agitacién constante (100 rpm) por 5 dias, con el propésito
de favorecer el crecimiento de los organismos mediante el incremento de la biomasa. Al

cabo de este periodo de fermentacion, cada cultivo liquido fue vertido sobre la superficie
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de un sustrato sdlido (15 g de arroz/30 mL agua), en matraces Erlenmeyer de 125 mL.
Este proceso de fermentacion se llevo a cabo durante 21 dias a temperatura ambiente y

con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 horas.

Figura 6. Ubicacién geografica del volcan de San Martin, en la localidad de San Andrés
Tuxtla, en el estado de Veracruz (18° 30.421” N; -95° 12.538" O).

Por otra parte, los cultivos en mediana escala fueron realizados siguiendo la misma
estrategia metodoldgica descrita en el parrafo anterior, utilizando 75 g de arroz/150 mL

agua (10x) y las mismas condiciones de fermentacion.

4.3 Preparacion de extractos organicos

La preparacion de los extractos organicos en pequefa y/o mediana escala se
realiz6 a partir de los fermentados preparados en el inciso 4.2. Asi, una vez transcurrido
el tiempo de crecimiento de los organismos fungicos en el sustrato sélido, a cada cultivo
se le adicionaron entre 5-10 mL de MeOH, la suspension anterior se mantuvo en reposo

durante 15 min a temperatura ambiente, con la finalidad de realizar el registro digital
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correspondiente (fotografia de la superficie y base del matraz con el cultivo sélido).
Posteriormente, se realizd el proceso de extraccion mediante la técnica de maceracion
a temperatura ambiente y con agitacion constante (100 rpm) durante 24 horas,
empleando como disolvente de extraccién una mezcla de CHCI3—MeOH (1:1) [utilizando
90 mL de mezcla para los cultivos en pequefia escala y 150 mL de mezcla para los
cultivos en mediana escala]. Transcurrido este periodo de extraccion, el extracto organico
resultante se separé del medio de cultivo mediante un proceso de filtracion utilizando un
embudo Buchner. Enseguida, al extracto organico obtenido se le adicioné una mezcla
[6:4 H20-CHCI3] a los cultivos en pequefia escala y [9:6 H20-CHCIs] para los cultivos en
mediana escala, la solucion anterior se mantuvo en agitacién constante durante 20
minutos. A continuacién se realiz6 la separacion de las fases organica y acuosa,
utilizando un embudo de separacion, la fase acuosa resultante se sometié a un proceso
de reparto utilizando CHCIs (100 y 150 mL para los cultivos en pequefia y mediana
escala, respectivamente). La fase de cloroformo obtenida de esta ultima extraccion se
llevé a sequedad a presion reducida, y posteriormente, fue resuspendida en una mezcla
de MeCN-MeOH (1:1) [60 mL y 120 mL para los cultivos en pequefa y mediana escala,
respectivamente] y se sometié a un segundo proceso de reparto utilizando hexano con
la finalidad de eliminar las grasas y derivados de acidos grasos presentes (60 mL y 120
mL para los cultivos en pequefia y mediana escala, respectivamente). La fraccion de
hexano se desechd y la fraccion organica resultante después del desgrase se evaporo a

sequedad a presion reducida.

4.4 Estudios de derreplicacion

Los estudios de derreplicacion para establecer de manera preliminar el contenido
metabdlico de los extractos organicos preparados (inciso 4.3) se realizaron siguiendo la
metodologia descrita por El-Elimat y colaboradores (2013) utilizando a la cromatografia
de liquidos de ultra eficiencia acoplada a la espectrometria de masas de alta resolucion
(UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS). Todos los analisis se realizaron en un cromatdgrafo de
liquidos marca Waters (Waters Corp., MA, EUA) equipado con un detector de arreglo de

fotodiodos (PDA), empleando una columna Acquity BEH C1s [1.7 um, 2.1 x 100 mm]. La
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elucidén se realizé con una mezcla binaria constituida por MeCN (A)-H20 (0.1% acido
férmico; B), utilizando un gradiente de elucion lineal con una composicion inicial del 15%
A e incrementando la composicion hasta 100% A en 8 minutos, y manteniendo esta
ultima mezcla de elucién isocratica por 1.5 min, y regresando finalmente a las
condiciones iniciales en 0.5 minutos. El control del equipo, la adquisicion de datos, el
procesamiento y la manipulacion de la informacion se efectuaron utilizando el programa
Empower version 2.0 (Waters). Todas las muestras se analizaron a una temperatura de

40°C a una concentracion de 2 mg/mL.

Los analisis por espectrometria de masas de alta resoluciéon (HRESIMS) se realizaron

por la técnica de ionizacion por electrospray (ESI) en los modos positivo y negativo (ESI*
y ESI7, respectivamente) en un espectrémetro de masas Thermo LTQ Orbitrap XL

(ThermoFisher Inc., MA, EUA). Las condiciones de analisis 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 empleadas fueron: temperatura del capilar:
275°C, 3.5 kV para la fuente del voltaje, 42 V para el voltaje del capilary 110 V para la
lente del tubo. El nitrégeno fue utilizado como gas acarreador a 25 y 20 (unidades
arbitrarias) para el modo positivo y negativo, respectivamente. El control del instrumento

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

4.5 Ensayo de citotoxicidad

La evaluacidon de la actividad citotdoxica de los extractos organicos se realizé
utilizando el método de microdilucion con el colorante sulforodamida B contra dos lineas
celulares [HeLA (cancer cervical) y MCF7 (cancer de mama)]. Las lineas celulares fueron
conservadas en medio RMPI 1640 enriquecido con suero fetal bovino (10%), y se
cultivaron a 37°C en una atmosfera de CO2 al 5% y 100% de humedad relativa, hasta

obtener células en fase logaritmica de crecimiento (aproximadamente 10* células).
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Brevemente, los ensayos correspondientes se realizaron en placas de Elisa de 96 pozos.
Cada pozo contenia 190 uL de la suspensién de células (células x 10%) y 40 uL de las
muestras a evaluar a las concentraciones de 2 y 20 ug/mL disueltas en DMSO (10%).
Las cajas se incubaron por 72 horas a 37°C en una atmosfera de CO2 al 5% y 100% de
humedad relativa. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Como control
positivo se utilizé vinblastina (2 ug/mL). Al cabo del periodo de incubacion, se realizé la
fijacion celular utilizando 100 pL de acido tricloroacético (TCA) e incubando la placa por
30 min a 4°C. Al término del periodo de incubacidn, se realizaron lavados sucesivos con
agua y la placa se dejo secar a temperatura ambiente, posteriormente a cada pozo, se
le adicionaron 100 pL del colorante sulforodamida B al 0.4% en una solucién de acido
aceético al 1%; a continuacién la placa se incubd a temperatura ambiente por 30 min.
Transcurrido este tiempo, el exceso de colorante se eliminé mediante lavados sucesivos
con una solucioén de acido acético al 1%, enseguida se determiné la absorbancia de las
muestras, utilizando un lector de placas de ELISA, marca BIO-RAD modelo 680 a 564
nm adicionando 200 pL de una solucién de tris-hidroximetil-aminoetano (TRIS) (10 mM).
El porcentaje de inhibicidon del crecimiento se determiné utilizando la siguiente expresion

matematica:

Abs g — Abs
. iy e s .. élulas+muestras blanco
% inhibicion del Crecimiento = * 100

bSCélulas+DMSO al 10% — AbSblanco

Las muestras con valores de porcentaje de inhibicion mayores al 80% a la concentracién

mas alta evaluada (20 pug/mL) fueron consideradas como activas para este ensayo.

4.6 Fraccionamiento del extracto organico P30-4 y aislamiento de los metabolitos

mayoritarios presentes

El fraccionamiento primario del extracto organico en mediana escala identificado
con la clave P30-4 (1.5 g) se llevd a cabo mediante una cromatografia en columna
abierta (CCA) empacada con gel de silice (375 g). Como fase mévil se emplearon

hexano, mezclas de Hex-CHCIs y CHCIs-MeOH, en orden creciente de polaridad
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(Cuadro 1). Este proceso cromatografico generd un total de 16 fracciones, las cuales
fueron reunidas de acuerdo a su similitud cromatografica en un conjunto de 8 fracciones
primarias (F_P30—41—F_P30—4s).

Cuadro 1. Fraccionamiento primario mediante CCA del extracto organico P30-4.

Fracciones

reunidas Clave/Peso (mg)

Sistema de elucidn Fracciones

Hexano
Hex-CHClIs (9:1)
Hex-CHClIs (8:2)
Hex-CHCIs (7:3)
Hex-CHCI3 (6:4)
Hex-CHCIs (1:1)
Hex-CHCIs (4:6)
Hex-CHCIs (3:7)
Hex-CHCI; (2:8)
Hex-CHCIs (1:9)

1-3 F_P30-4+ (8.4)

4 F_P30-4; (30.0)
5-6 F_P30-45 (63.9)

7-8 F_P30-44 (231.7)

9-10 F_P30-45 (93.2)

PO PP OONOO A WN =

CHCly 11 F_P30-4¢ (78.5)
CHCls-MeOH (9:1) 12 F_P30-4; (857.6)
CHCls-MeOH (8:2)

CHCI3-MeOH (7:3)
CHCl,-MeOH (6-4) 13-16  F_P30-45 (326.4)

MeOH

Enseguida, con la finalidad de analizar la complejidad de cada una de las fracciones
primarias obtenidas (cuadro 1), se realizdé una analisis de las mismas mediante una
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE), utilizando un cromatégrafo de
liquidos marca Waters, equipado con dos detectores uno de PDA y otro de dispersion de
luz evaporativo (ELSD); este ultimo empleando las siguientes condiciones de analisis:
ganancia 100; presion de gas (N2) 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento y
temperatura del tubo: 50°C + 25°C. El control del equipo, el procesamiento vy
manipulacion de los datos se realizd utilizando el programa Empower versién 3.0
(Waters). Los analisis cromatograficos se llevaron a cabo utilizando una columna
Phenomenex Gemini C1s (5 um, 4.6 x 250 mm); fase mévil: MeCN (A) y agua (0.1% acido
férmico; B); gradiente de elucién: 40% — 100% (A); tiempo de corrida: 30 min; flujo: 1

mL/min; longitud de onda de deteccién: 254 nm.
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De acuerdo con los resultados obtenidos a partir del analisis cromatografico realizado
(Figura 7), se seleccion¢ a la fraccion F_P30—45 (93.2 mg), con base en su rendimiento
y en la complejidad mostrada en el perfil cromatografico obtenido, para realizar la
separacion y purificacion del componente mayoritario presente. Esta separacion se
realizd mediante el escalamiento de las condiciones de analisis utilizadas a nivel analitico
en una columna preparativa Phenomenex Gemini C1s (5 um, 21.2 x 250 mm); fase movil:
MeCN (A) y agua (1% acido férmico) (B): gradiente de elucion: 20% — 100% (A); tiempo
de corrida: 25 min; flujo: 21.24 mL/min; longitud de onda de deteccion: 254 nm; tiempo
de recoleccion: 13 segundos (Figura 8). Este procedimiento permitié el aislamiento del
compuesto 1 (5.1 mg, tr 11.0 min) identificado como la dihidrocoarctatina (Burrows et al.,
1975; Nakazawa et al., 2013).

4.7 Fraccionamiento primario del extracto T2-1 y aislamiento de los metabolitos

secundarios mayoritarios

El extracto organico T2-1 (3.2 g) fue fraccionado de manera preliminar mediante
una CCA empacada con 375 g de gel de silice como fase estacionaria. Como sistemas
de elucion se utilizaron hexano, mezclas entre Hex—CHCIs y CHCIls—MeOH, en orden
creciente de polaridad (Cuadro 2), este procedimiento permitié la obtencion de 16
eluatos que fueron reunidos con base en su similitud cromatografica en un conjunto de

8 fracciones primarias (F_T2-11—F_T2-1s).
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’. Extracto organico

F_P30-4; (63.9 mg)

| F_P30-44 (231.7 mg)

F_P30-4s (93.2 mg)

| F_P30-4¢ (78.5 mg)

F_P30-47 (857.6 mg)

F_P30-45 (326.4 mg)

Figura 7. Analisis cromatografico por HPLC a nivel analitico de las fracciones primarias del

extracto organico P30-4 (A=254 nm).

S S

Figura 8. Fraccionamiento secundario de la fraccion F_30-4s por HPLC a nivel preparativo

en fase reversa (A = 254 nm).

El analisis cromatografico de estas ocho fracciones primarias (Cuadro 2), mediante

HPLC a nivel analitico utilizando las mismas condiciones de analisis indicadas en el

inciso 4.7 de esta seccion experimental (Figura 9) permitié seleccionar a las fracciones

F_T2-1; (225.5 mg) y F_T2-15 (939.3 mg) con base en su rendimiento y en la
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complejidad cromatogréfica presentada. El cromatograma resultante del analisis de la

F_T2-13 se ilustra en la Figura 7 y como se puede observar, la fraccion contiene un pico

mayoritario, la resolucién cromatografica de esta fraccion permitié la obtencion de 225

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

presentes en la fraccion F_T2-15 se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo

[Phenomenex Gemini C1s (5 um, 21.2 x 250 mm); fase movil: MeCN (A) y agua (1% acido

formico) (B); gradiente de elucion: 40% — 100% (A); tiempo de corrida: 25 min; flujo:

21.24 mL/min; longitud de onda de deteccidon: 254 nm]. La resolucion de la fraccion

F_T2-1s5 (Figura 10) también permitié el aislamiento de un componente mayoritario (3;

4.5 mg; tr 15.9 min).

Cuadro 2. Fraccionamiento primario mediante CCA del extracto T2—1.

Sistema de elucion Fracciones Fracci_ones Clave/Peso (mg)
reunidas
Hexano 1
Hex-CHCls (9:1) 2 1-3 F_T2-11(134.5)
Hex-CHCI; (8:2) 3
Hex-CHCIs (7:3) 4
Hex-CHCl; (6:4) 5 4-5 F_T2-1,(91.8)
Hex-CHCls (1:1) 6 6-7 F_T2-15 (225.5)
Hex-CHCl; (4:6) 4 7 (banda) F_T2-1, (83.1)
Hex-CHCIs (3:7) 8
Hex-CHClIs (2:8) 9
Hex-CHCls (1:9) 10 8-11 F_T2-15(939.3)
CHCI; 11
12 F _T2-16 (679.7)
CHCI3-MeOH (9:1 12 -
a-MeOH (9:1) 12 (banda) F_T2-1/(275.2)
CHCIs-MeOH (8:2) 13
CHCI3-MeOH (7:3) 14 13-16 F_T2-15(919.7)
CHCIs-MeOH (6:4) 15
MeOH 16
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Figura 9. Anélisis cromatografico por HPLC analitico de las fracciones primarias del extracto
T2-1 (A = 254 nm).
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Figura 10. Fraccionamiento secundario de la fraccion F_T2-1s mediante HPLC a nivel
preparativo en fase reversa (A = 254 nm).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el desarrollo del presente proyecto se pretende, por una parte continuar con
la busqueda de metabolitos bioactivos novedosos con actividad citotoxica aislados a
partir de organismos fungicos selectos, y por otra parte, establecer la informaciéon que
permita justificar el potencial de la gran biodiversidad microbiana inexplorada de nuestro
pais, en el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de diversos

tipos de cancer.

La estrategia metodologica general utilizada para la realizacidén de este trabajo se resume
a continuacion (Esquema 1). En primer lugar, se efectuaron los aislamientos de los
organismos fungicos a partir de muestras vegetales y de suelo volcanico, para obtener a
los cultivos axénicos, una vez obtenidos estos cultivos se realizé la preparacion de los
extractos organicos en pequefia escala, con la finalidad de efectuar las evaluaciones
preliminares de actividad bioldgica y estudios de derreplicacion, que permitan realizar la
seleccion de los candidatos idoneos para la obtencion de metabolitos secundarios

novedosos y bioactivos.

La evaluacién de la actividad citotdxica de los extractos organicos se realizé utilizando el
método de microdilucion con el colorante sulforodamida B contra dos lineas celulares
[HeLA (cancer cervical) y MCF7 (cancer de mama)]. Por otra parte, los estudios de
derreplicacion utilizando a la cromatografia de liquidos de ultra eficiencia acoplada a la
espectrometria de masas de alta resolucion (UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS), se
efectuaron con el objetivo de explorar el contenido metabdlico de los extractos, para asi
poder establecer si las especies aisladas producen micotoxinas y/o metabolitos de
interés. A continuacion se realiz6 el estudio quimico de dos de las especies mas activas
seleccionadas, mediante diversas técnicas cromatograficas convencionales, que

permitieron la separacion y purificacion de los metabolitos secundarios de interés.

Los resultados generados a través de la aplicacion de esta estrategia metodologica se
discutiran en dos partes. La primera abarca los aspectos mas importantes del aislamiento

25



de los microorganismos fungicos a partir de sus fuentes naturales, asi como la evaluacién
bioldgica y los estudios de derreplicacion de todos los organismos fungicos endofitos y/o
saprotrofos aislados. En la segunda parte, se describen los aspectos relacionados con

la investigacion quimica de las dos especies mas activas seleccionadas.

Organismos enddfitos (fruto Attalea) y/o

. i Cultivos axénicos en medio sélido (arroz)
saprotrofos (suelo volcanico)

Extraccion via maceracion y procesos de reparto Evaluacion bioldgica (HeLA, MCF7) y estudios de
(acuoso-organico) derreplicacion

Fraccionamiento via procesos cromatograficos convencionales (CCAy HPLC)

Elucidacion estructural (técnicas espectroscopicas y espectrométricas)

Esquema 1. Resumen de la estrategia metodologica empleada en esta investigacion.

5.1 Aislamiento y seleccion de los organismos fungicos objeto de estudio

Las muestras seleccionadas para realizar el aislamiento de los taxones de interés
fueron de dos tipos una proveniente de material vegetal (frutos) y la otra de suelo
volcanico, ya que la diversidad estructural de los metabolitos secundarios depende en
gran medida de la influencia del medio ambiente, y en el caso particular del suelo
volcanico, la posibilidad que proporciona este habitat para aislar organismos adaptados
a condiciones adversas con una capacidad metabdlica desarrollada para sobrevivir en
estas condiciones es indudable. El aislamiento de los microorganismos a partir de las

fuentes naturales se realiz6 utilizando diversas técnicas microbiolégicas descritas con
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detalle en el inciso 4.1 de la seccion experimental, obteniéndose los aislamientos
axénicos de 67 organismos fungicos de los cuales, 9 son organismos enddfitos y 58 son
organismos saproétrofos. En la Figura 11 se ilustran a manera de ejemplo los archivos

digitales de algunas de las especies aisladas.

Saproétrofos

Figura 11. Ejemplos selectos de las especies enddfitas y saprotrofas
aisladas a partir de las fuentes naturales seleccionadas.
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A continuacion, se realizé la fermentacion de todas las especies fungicas aisladas en
pequeia escala. Para este propdsito, se prepararon los cultivos en sustrato solido
(arroz). Una vez transcurrido el periodo de fermentacion, se obtuvieron los extractos
organicos correspondientes utilizando las técnicas de maceracién y de reparto (inciso
4.3). Posteriormente, la seleccidn de las especies objeto de estudio se efectué en dos
etapas. En la primera todos los extractos organicos fueron evaluados para determinar su
potencial citotdxico, utilizando las lineas celulares HeLA y MCF7 de carcinoma humano,
a las concentraciones de 2 y 20 ug/mL. Esta evaluacion se realizd con la finalidad de
obtener informacion acerca del potencial citotoxico de las especies aisladas y con base
en los resultados obtenidos realizar la seleccion de los candidatos idoneos para la
obtencion de compuestos bioactivos. Los resultados obtenidos en esta evaluacion

bioldgica se resumen en la Tabla 1.

Como se desprende de estos resultados, esta evaluacion permitio establecer que de los
ocho extractos organicos obtenidos a partir de los organismos enddfitos aislados de una
palma del género Attalea, en la localidad de Sayulita, Nayarit, cinco presentaron una
actividad significativa inhibitoria del crecimiento celular de las lineas ensayadas con un
porcentaje de inhibicién del 80% a la concentracion de 20 ug/mL, esta actividad fue
selectiva contra la linea celular de HelLA, siendo la especie enddfita identificada con la
clave P30-4 la unica que presento6 actividad contra las dos lineas celulares utilizadas en
el ensayo. Por otra parte, en el caso de los organismos saprotrofos aislados a partir de
la muestra de suelo recolectada sobre coladas de lava del volcan de San Martin, San
Andrés Tuxtla, Veracruz, su evaluacion permitié establecer que de los 58 taxones
ensayados, solo ocho presentaron una actividad significativa, y de nueva cuenta la mejor
actividad biologica se presentd a la dosis mas alta ensayada contra las dos lineas

celulares.

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

Fuente d Ensayo de Citotoxicidad
Clave ogfe"niiéﬁ HeLA MCF7
2ug/mL | 20 pug/mL | 2 pg/mL | 20 pg/mL

Rendimiento
(mg)
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ENDOFITOS

P30-20 Attalea sp. 195.57 108.62 142.21 115.61 365.5
P30-19 Attalea sp. 89.81 21.88 107.05 78 127.0
P30-18 Attalea sp. 98.72 83.57 100.45 66.51 40.8
P30-15 Attalea sp. 141.33 154.12 124.32 104.41 139.0
P30-10 Attalea sp. 79.18 -20.98 98.61 63.03 280.0
P30-8 Attalea sp. 72.96 50.63 157.44 129.4 64.6
P30-6 Attalea sp. 111.64 128.8 176.2 102.97 142.1
P30-4 Attalea sp. 72.42 -60.63 79.43 -5.87 73.3
SAPROTROFOS
T2-1 Suelo 90.17 -5.26 102.78 66.01 64.3
T2-2 Suelo
T2-3 Suelo
T2-4 Suelo 107.6 4579 75.8 53.44 47 1
T2-5 Suelo
T2-6 Suelo
T2-7 Suelo
T2-8 Suelo
T2-9 Suelo
T2-10 Suelo
T2-11 Suelo
T2-12 Suelo
T2-13 Suelo
T2-14 Suelo 131.04 58.99 71.95 45.31 37.0
T2-15 Suelo
T2-16 Suelo
T2-17 Suelo
T2-18 Suelo
T2-19 Suelo
T2-20 Suelo
T2-21 Suelo
T2-22 Suelo
T2-23 Suelo
T2-24 Suelo
T2-25 Suelo 97.19 31.98 102.26 40.68 82.3
T2-26 Suelo 105.86 69.83 205.51 86.95 37.7
T2-27 Suelo
T2-28 Suelo
T2-29 Suelo 207.45 173.51 75.43 79.51 46.8
T2-30 Suelo
T2-31 Suelo
T2-32 Suelo
T2-33 Suelo
T2-34 Suelo
T2-35 Suelo
T2-36 Suelo
T2-37 Suelo
T2-38 Suelo
T2-39 Suelo
T2-40 Suelo 148.42 53.72 78.42 19.35 139.4
T2-41 Suelo
T2-42 Suelo
T2-43 Suelo

29



T2-44 Suelo

T2-45 Suelo 259.99 109.99 75.81 38.71 34.4

T2-46 Suelo 124 .1 60.27 146.1 65.7 240.7
T2-47 Suelo

T2-48 Suelo

T2-49 Suelo

T2-50 Suelo

T2-51 Suelo

T2-52 Suelo 215.91 -19.18 96.2 7.34 21.1

T2-53 Suelo 227.96 154.06 90.29 62.72 141.3
T2-54 Suelo 198.2 37.69 77.78 43.41 143.8
T2-55 Suelo 28.1 27.29 72.42 59.63 21.5

T2-56 Suelo 33.31 -24.26 82.32 80.56 309.7
T2-57 Suelo 87.29 62.07 105.47 82.45 54.7

T2-58 Suelo

T2-59 Suelo 209.13 181.42 98.3 84.29 17.0

T2-60 Suelo 194.52 151.81 89.69 48.48 61.6

Como se observa en la Tabla 1, las cepas saprotrofas identificadas con las claves T2-55
y T2-56 mostraron la mejor actividad contra la linea celular HeLA a las dos
concentraciones evaluadas. Asi, con base en el analisis de estos resultados las cepas
con las claves P30-4, P30-8, P30-10, P30-19, T2-1, T2-4, T2-14, T2-25, T2-40, T2-52 y
T2-54-T2-56 se consideraron como posibles candidatos para su estudio quimico
considerando su actividad biologica, pudiendo establecer de manera preliminar que estas
cepas contienen principios citotoxicos que apoyan la obtencién de metabolitos

biodinamicos.

En la segunda etapa de seleccion, se realizaron los estudios de derreplicacion utilizando
la técnica de UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS, como se indica en el inciso 4.4 siguiendo el
procedimiento desarrollado por El-Elimat et al., 2013 (Figura 12). Estos estudios se
realizaron con la finalidad de establecer si las muestras de analisis contenian
micotoxinas; los hongos microscépicos tienen la capacidad de producir metabolitos
secundarios estructuralmente diversos y con una amplia gama de actividades biologicas,
no obstante, estos organismos también son una fuente importante para la produccion de
micotoxinas, las cuales son de gran interés debido a la elevada toxicidad que presentan
(EI-Elimat et al., 2013).
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Extraccion y o
evaluacion biolégica % Preparacion ) N

(citotoxicidad, N de muestras:
antimicrobiana, etc.) ~ 5 min 0

Extracto
Activo Muestras en
Cultivos fungicos placas de 96 pozos
Tiempo de

analisis: 10 min

Andlisisde & ' Andlisis
resultados i acoplado
ACD/Labs
Intellixtract HRMS-MS/MS UPLC-PDA

Figura 12. Diagrama de flujo que resume la estrategia metodolégica de los estudios de
derreplicacién de los extractos organicos (adaptado de El-Elimat et al., 2013).

Los analisis comparativos de los espectros de masas generados y tiempos de retencion
de cada una de las muestras analizadas con aquellos reportados en la base de datos del
equipo permitieron establecer que en ninguno de los 67 extractos analizados se detectd

la presencia de micotoxinas (Figura 13).

Con base en los resultados derivados de la evaluacion la actividad bioldgica, estudios de
derreplicacion, rendimiento y complejidad cromatografica, se seleccionaron a las cepas
enddfita y saprotrofa con las claves P30-4 y T2-1, respectivamente, como candidatas

para su estudio quimico.

Posterior a la seleccion de los taxones de interés, se realizd la identificacion de los
microorganismos seleccionados a partir del analisis del ADN gendmico; mediante la
amplificacion por la técnica de PCR del marcador molecular ITS-4 (espaciador de
transcripcion interno 4) y su secuenciacion; para realizar el analisis filogenético de las
secuencias obtenidas mediante el alineamiento local (BLAST) y la comparacién con

aquellos datos moleculares reportados para especies relacionadas. Con base en los
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resultados obtenidos a partir de estos analisis las cepas fungicas objeto de estudio fueron
identificadas, en colaboracion con el Dr. Huzefa Raja de la Universidad de Carolina del
Norte, en Greensboro (UNCG) como pertenecientes a los géneros Chaetomium sp. (P30-
4) y Penicillium sp. (T2-1)
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Figura 13. Ejemplo del analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS de la muestra P30-4 (a)
Cromatograma TIC y (b) por UPLC-PDA (A = 254 nm) de los metabolitos mayoritarios

identificados; (¢) Espectro de UV y (d) de HR-ESI-(+)-MS del pico observado en un tz de 4.94
min

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

Con la finalidad de aislar a los metabolitos responsables de la actividad bioldgica
que presentaron los cultivos en pequeia escala de las cepas identificadas como
Chaetomium sp. y Penicillium sp. (Figura 14) se realiz6 la fermentacién de ambos

microorganismos en mediana escala. Los cultivos en mediana escala se prepararon
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como se indica en la seccion 4.2 de la parte experimental. La preparacion de los extractos
organicos a partir de los cultivos en mediana escala se prepararon utilizando el mismo

procedimiento descrito para los cultivos en pequefa escala.

(A)

(9]

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

5.2.1 Estudio quimico de la especie Chaetomium sp.

El extracto crudo derivado del cultivo de la especie Chaetomium sp. (1.5 g) se
sometié a una CCA utilizando gel de silice como fase estacionaria, este proceso condujo
a la obtencion de ocho fracciones primarias (F_P30-4,—F_P30-4s). La purificacion por
HPLC de la fraccibn F_P30-4s (93.2 mg) condujo al aislamiento de 5.1 mg de la

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

La elucidacién estructural del compuesto 1 se realiz6 mediante la aplicacién de
técnicas espectroscépicas y espectrométricas. El espectro de masas generado por la
técnica de electrospray (ESIEM) del compuesto 1 presenta un i6n molecular en una
relacion masa carga (m/z) de 225.69 [M+H]* (Figura 15). Este ion molecular corresponde
con la formula C11H1205. Los espectros de RMN (Cuadro 3, Figuras 16 y 17) del
producto presentan un perfil policétido de tipo pirano-pirano-diona (Burrows et al., 1975;
Seto et al., 1978; Nakazawa et al., 2013). Las caracteristicas mas importantes de los

espectros de RMN se resumen a continuacion:

Dihidrocoarctatina (1).

a) En dn 5.53 se observa un singulete asignable a un protén vinilico vecino a un grupo
carbonilo del nicleo base. En el espectro de '3C RMN las sefiales para este anillo
pirano aparecen 6c 160.7 (C-1), 88.8 (C-2), 167.3 (C-3), 101.6 (C-4)y 173.6 (C-5). El
conjunto de sefales recién descrito sugiere la presencia de un anillo piran-1-ona
trisustituido, asi mismo el desplazamiento de las sefales en 6¢ 101.6 y 173.6, indica

que dos de los sustituyentes del anillo pirano son de caracter vinilico y cuaternarios.
b) En &1 4.46 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, H-9a) y 4.31 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, H-9b) se observan

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

heteroatomo, en el espectro de '*C RMN esta sefial se observa en d¢c 66.8 (C-9).
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c) En dn 3.93 se aprecia un singulete correspondiente a un grupo metoxilo unido a una

doble ligadura. Esta sefial correlaciona con la absorcion en &¢ 56.9.

d) Finalmente, se aprecian también un conjunto de sefiales asociadas con la presencia
de un residuo de n-propilo, estas sefiales se observan en é4 1.09 (t, J = 6.0 Hz, H-
8), 1.78 (dd, J = 6.0, 3.0 Hz, H-7a), 1.94 (dd, J = 6.0 Hz, H-7b) y 2.76 (dd, J = 6.0,
30 Hz, H-6) en el espectro de '"H RMN y en &¢c 11.4, 22.2 y 38.8 en el espectro de
13C RMN.

Tabla 2: Datos espectroscopicos de RMN de la dihidrocoarctatina (1).
"Hy C RMN 300 MHz y 100 MHz, respectivamente. (CDCl5)
Posicion SH (ppm) &c (ppm)

1 - 160.8
2 5.53 (s, 1H) 88.8
3 - 167.3
4 - 101.6
5 - 173.6
6 2.76 (dd, 6.0, 3.0 Hz, 1H) 38.8
7 a) 1.78 (dd, 6.0, 3.0 Hz, 1H) 299

b) 1.94 (dd, 6.0, 3.0 Hz, 1H) '
8 1.09 (t, 6.0 Hz, 3H) 11.4
9 a 4.31 (dd, 9.0, 3.0 Hz, 1H) 66.8
b 4.46 (dd, 9.0, 3.0 Hz, 1H) '
10 - 158.9
3-OCH3 3.93 (s, 3H) 56.9

Con base en las evidencias presentadas, este producto natural se caracterizé con el
nombre trivial de la dihidrocoarctatina (1). Los datos espectroscopicos de 1 se
encuentran en perfecta armonia con los descritos por Nakazawa y colaboradores (2013),
en donde describen su obtencion a partir de una cepa de C. globosum genéticamente
manipulada. Por otra parte, otras investigaciones realizadas por Burrows y colaboradores
en 1975, describen el aislamiento de la coarctatina a partir de la especie C. coarctatum
y la preparacion de su dihidro derivado, la dihidrocoarctatina (1) mediante hidrogenacion
catalitica. Asi, este es el segundo reporte del aislamiento del producto 1 a partir de una

fuente natural.
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5.2.2 Estudio quimico de la especie Penicillium sp.

El extracto organico derivado de la cepa Penicillium sp. (3.2 g) se sometidé a un
fraccionamiento preliminar por CCA utilizando como eluyentes hexano, mezclas de
hexano-cloroformo y cloroformo-metanol y metanol con incrementos de polaridad. Este
proceso permitid la obtencién de un conjunto de ocho fracciones primarias (F_T2-
11—F_T2-1g). La purificacion por HPLC de las fracciones F_T2-13 y F_T2-15 permitio el
aislamiento de los productos 2 (225 mg) y 3 (4.5 mg), respectivamente. Los espectros de
masas generados por la técnica de electrospray en la modalidad positiva y negativa de
estos productos se ilustran en las Figuras 18 y 19, en donde se puede observar que el
ion molecular para ambos productos corresponde una m/z de 328 uma. Es importante
mencionar que los experimentos espectroscopicos generados a la fecha para la
caracterizacion estructural de los compuestos 2 y 3, han resultado insuficientes para
establecer su estructura, por lo que es necesario realizar otros experimentos
complementarios que permitan establecer de manera inequivoca la estructura de los

mismos.
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Figura 19. Cromatogramas en el UV-PDA (a), TIC-(+) (b) y TIC-(-) (c) del
compuesto 3. Espectro en el UV (A =254 nm) (c) y de masas por la técnica de

electrospray en modo (-) (d) y (+) (e).
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6. CONCLUSIONES

- En la presente investigacion a partir de dos diferentes fuentes naturales una proveniente
de material vegetal (frutos) y la otra de suelo volcanico, se realizo el aislamiento axénico

de 67 especies fungicas, 9 enddfitas y 58 saprotrofas.

- Los resultados de la presente investigacion indican que la seleccion de
microorganismos mediante la aplicacion de los ensayos bioldgicos apropiados constituye
una estrategia adecuada para la seleccion de nuevas especies fungicas con actividad
citotdxica. Por otra parte, la seleccion de los taxones aislados mediante los resultados
preliminares de su contenido metabdlico (estudios de derreplicacion), garantiza el

aislamiento de productos biodinamicos con estructuras novedosas.

- El estudio quimico de la cepa enddfita perteneciente al género Chaetomium sp. (P30-
4) permitio el aislamiento de la dihidrocoarctatina (1), un policétido ya reportado en la
especie Chaetomium globosum, y este trabajo representa el segundo reporte del
aislamiento del producto a partir de una fuente natural. Por otra parte, a partir de la
especie saprotrofa perteneciente al género Penicillium sp. (T2-1), se realizé el
aislamiento de dos compuestos mayoritarios (2 y 3), los cuales se encuentran en proceso

de caracterizacion.
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7. PERSPECTIVAS

- Continuar con la caracterizacién estructural de los productos 2 y 3 aislados en la
presente investigacion a partir de la cepa seleccionada T2-1 para establecer de manera

inequivoca su estructura molecular, ademas de determinar si representan NEQs.

- Realizar la evaluacion de la actividad citotoxica de los productos aislados (1—3)
utilizando el mismo ensayo de monitoreo que permitié establecer la actividad potencial
de los microorganismos seleccionados como agentes citotoxicos. Por otra parte, también
se pretende continuar con la identificacion a nivel molecular de todos los taxones

aislados.

- Establecer la configuracién absoluta del compuesto 1 mediante el analisis de su

rotacion optica.

_. Finalmente, se pretende continuar con el estudio quimico de las dos especies fungicas

seleccionadas en la presente investigacion.
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