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1. ANTECEDENTES
1.1 Hongos y sus metabolitos de importancia terapéutica e industrial.

A lo largo del tiempo, la humanidad ha utilizado los productos naturales aislados a
partir de diferentes fuentes para tratar diversas enfermedades y para cubrir o atender
necesidades alimenticias y/o de la vida cotidiana (Dias et al., 2012). En este contexto, una
fuente prominente de estos productos son los hongos. Numerosas especies del megadiverso
reino Fungi han sido ampliamente investigadas con fines terapéuticos, obteniéndose
numerosos productos con actividad inmunomoduladora, antiinflamatoria, antiviral,
antibiotica, antioxidante y citotoxica, por mencionar las méas relevantes (Vieira et al., 2019).
Por otra parte, la diversidad quimica que ofrecen los hongos evidenciada en las distintas
clases de metabolitos aislados de éstos, como son alcaloides, acidos organicos, terpenoides,
péptidos, esteroides, entre otros, los convierte en una fuente inagotable para el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas. A la fecha, algunos de estos productos son
ampliamente utilizados en la industria y en la terapéutica, y su descubrimiento ha pasado a
la historia como un logro sustancial para la humanidad, tal es el caso de los antibidticos
penicilina y el acido fusidico, el antifingico griseofulvina y el agente inmunosupresor
ciclosporina (Figura 1).

Ciclosporina Penicilina

Figura 1. Compuestos de origen flngico de importancia terapéutica.



Se estima que nuestro pais alberga el 10% de la diversidad terrestre total del planeta. En este
sentido, de las 2.8-5 millones de especies fungicas estimadas en el mundo, aproximadamente
100,000 especies de hongos se encuentran en nuestro pais, y de estas, solo 6% se han aisladas
y descritas taxonémicamente. En este panorama, México alberga un reservorio importante
de organismos flngicos posiblemente novedosos, tanto macroscopicos como microscopicos,
para realizar estudios de bioprospeccion, en particular aquellos presentes en ambientes
inexplorados (Aguirre-Acosta et al., 2014).

1.2 Basidiomicetos y su importancia como productos naturales.

Dentro del reino de los hongos, los basidiomicetos son el segundo filo més diverso
solo por debajo de los ascomicetos, con méas de 31,000 especies descritas a la fecha. Estos
organismos son de gran utilidad en los ecosistemas a distintos niveles, aunque su principal
funcién es la de degradar materia en descomposicion, como la lignina de los arboles (Peralta
et al.,, 2017). Durante miles de afios, numerosas especies de basidiomicetos han sido
empleadas, principalmente en la Medina Tradicional China, para el tratamiento de
enfermedades (Yang et al., 2019). Una de las mas socorridas para estos fines es la especie
Ganoderma lucidum, conocida popularmente como “reishi” o “pipa”, y que ha sido objeto
de numerosos estudios por sus propiedades antitumorales e inmunomoduladoras. A la fecha
se han identificado méas de 200 triterpenos en los cuerpos fructiferos , esporas y micelio de
G. lucidum (Xia et al., 2014; Baby et al., 2015), incluyendo al &cido ganodérico, el
ganoderiol, la ganoderona, la ganolactona y el ganoderal (Figura 2). Otros basidiomicetos
de gran relevancia son Pleurotus ostreatus y Psilocybe mexicana, productores del
hipocolesterolemiante lovastatina y el antidepresivo/alucinégeno psiloscibina.

Ganolactona B Ganoderal A

Figura 2. Ejemplos selectos de triterpenoides aislados de G. lucidum.



1.3 Hongos del orden Corticiales.

El orden Corticiales contiene alrededor de 150 especies de hongos, principalmente
basidiomicetos, agrupados en las familias Corticiaceae, Punctulariaceae y Vuilleminiaceae
(Kirk et al., 2008). En general estos organismos presentan como principal caracteristica la
formacion de placas similares a un liquen sobre la materia que saprofitan o parasitan. Algunas
especies de interés son Erythricium salmonicolor y Phanerochaete salmonicolor, hongos
corticiales causantes del mal rosado en varios citricos, cafetales, hule y acacia (Sebastianes
etal., 2007); y Rhizoctonia zeae, patdgeno del maiz y la cafia en Brasil y Argentina (Gutiérrez
et al., 2007) (Figura 3). La gran dificultad que representa el trabajo con este tipo de
organismos para su uso clinico o industrial, ademés de su crecimiento limitado en medios de
cultivo tradicionales, es su naturaleza, ya que son dependientes de otros organismos con los
que establecen interacciones especificas en su habitat natural.

R. zeae P. salmonicolor

Figura 3. Ejemplos de hongos corticiales (fotografias de http://www.indexfungorum.org).

1.4 Punctularia atropurpurascens (Berk. & Broome) Petch (Punctulariaceae).

Punctularia atropurpurascens (Berk. & Broome) Petch (Punctulariaceae) es un
basidiomiceto del orden de los Corticiales con apariencia violeta-café que forma colonias
suaves, cremosas Yy con apariencia pulverulenta (Martini, 2016; Knijn et al., 2019) (Figura
4). Este hongo saprofitico crece en la superficie de madera en descomposicion,
principalmente especies de encino (Quercus), y exuda una sustancia violeta traslicida. Tiene
hifas septadas con ramificaciones y conidios elipticos (Knijn et al., 2019). La especie tiene
como sinonimias P. subhepatica, Thelophora atropurpurascens y Derdrocorticium
brasiliense (Liu et al., 2018; Index Fungorum, 2021), y una de sus caracteristicas importantes
es que puede proliferar en medios de cultivo de laboratorio.



7ot B

Figura 4. Punctularia atropurpurascens sobre corteza de arbol
(fotografia tomada por Michael Wood para MykoWeb).

Cabe destacar que este hongo no ha sido extensamente estudiado, y los estudios quimicos
realizados sobre especies del género, P. atropurpurascens y P. strigosozonata, describen el
aislamiento de diterpenodes de tipo kaurano derivados del phlebiakauranol, y de p-
terfenilquinonas de tipo phlebiarubrona (Figura 5). Estos Gltimas son responsables de la
pigmentacion caracteristica de estas especies, y otros, como el acido poliporico y los
derivados aldehido y alcohol del phlebiakauranol, han mostrado actividad citotdxica y
antibacteriana (Valeria et al., 2003; Anke et al., 1987).

R =CHO

R = CHO (diacetato) Ry=H,R;=H,R3=H

R = CHO (triacetato) Ry=H,R;=0OH,R3=H
R=CH20H R1=H,R2=OH, R3=OH
R = CHOHOCH;, R4 =0H, R; = OH, R3 = OH
R = CHOHCHO

Figura 5. Compuestos aislados de las especies P. atropurpurascens y P.
strigosozonata.

Con base en las consideraciones anteriores, y como parte de un estudio sistematico de hongos
de la biodiversidad de nuestro pais como fuentes potenciales de nuevas entidades quimicas o
agentes antimicrobianos, en este trabajo se realizo la investigacion quimica preliminar de una
cepa de P. atropurpurascens de nuestro pais.
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2. OBJETIVOS
El objetivo general de la presente disertacion fue realizar la investigacion quimica de
la especie P. atropurpurascens con la finalidad de aislar e identificar algunos de los

compuestos mayoritarios presentes en el extracto organico.

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

1. Realizar la revision bibliogréafica de las propiedades quimicas y bioldgicas de la especie P.
atropurpurascens en las bases de datos especializadas.

2. Aislar en forma axénica a partir de la fuente natural al organismo fungico objeto de estudio
y establecer su identidad mediante métodos moleculares.

3. Cultivar al microorganismo en un medio de crecimiento soélido.

4. Preparar el extracto organico a partir del cultivo s6lido mediante las técnicas de maceracién
y reparto.

5. Realizar el fraccionamiento preliminar del extracto organico y separar los constituyentes
mayoritarios mediante las técnicas cromatogréficas de vanguardia.

6. Establecer la naturaleza quimica de los principios aislados aplicando técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

11



3. METODOLOGIA
3.1 Aislamiento, acondicionamiento y preparacion del cultivo fangico.

A partir de una muestra de madera recolectada en el Bosque de Tlalpan en la CDMX
por el Biol. Abraham Josué Medina Ortiz del Instituto de Biologia, UNAM, se realizo el
aislamiento del hongo P. atropurpurascens mediante su siembra por picadura en cajas de
Petri con medio agar papa dextrosa (APD) suplementadas con antibidticos (Fajardo
Hernandez, 2016). Una vez observado crecimiento, se realizaron transferencias sucesivas en
cajas de Petri frescas con medio APD con y sin antibi6ticos hasta obtener le cultivo axénico
y uniforme. Posteriormente se prepararon indculos de este hongo en 15 mL de medio liquido
YESD (peptona de soya 2%, dextrosa 2% y extracto de levadura 1%) en tubos Falcon de 50
mL, los cuales se mantuvieron a temperatura ambiente y en agitacion (100 rpm) por 7 dias.
Al cabo de este periodo, los cultivos se vertieron sobre 10 matraces Erlenmeyer de 250 mL
con medio de arroz (15 g de arroz y 30 mL de agua), y se dejaron crecer de forma estatica
por 21 dias a temperatura ambiente con fotoperiodos de luz oscuridad 12/12 horas (Fajardo
Hernandez, 2016).

3.2. Identificacion molecular de la especie fangica.

La especie objeto de estudio se identifico mediante el alineamiento de las secuencias
de tipo local (BLAST) de los espaciadores de transcripcion internos (ITS) ITS1 e ITS4 del
ADN ribosomal, reconocidos como marcadores moleculares, con las contenidas en la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Esta actividad fue
realizada en colaboracién con el Dr. Huzefa A. Raja de la Universidad de Carolina del Norte
en Greensboro (UNCG), Greensboro, Carolina del Norte, EEUU.

3.3. Obtencion del extracto organico.

Una vez transcurrido el periodo de crecimiento del organismo fungico en el medio de
arroz, se realizo la extraccion de los componentes del cultivo mediante una maceracion con
CHCIl3-MeOH (1:1; 60 mL por matraz), a temperatura ambiente y en agitacion constante (100
rpm) por un periodo de 8 h. Todos los matraces se reunieron y la mezcla resultante (biomasa,
arroz y extracto) se filtré al vacio. Al filtrado se adicionaron 600 mL de H2O y 400 mL de
CHCIs y la mezcla se mantuvo en agitacion constante por 30 min. Posteriormente, la fase
organica se separ0 en un embudo de separacion y llevé a sequedad a presion reducida en un
rotaevaporador. La fraccion resultante se resuspendidd en 300 mL de CH3CN-MeOH (1:1) y
se realizé un proceso de desgrase por reparto utilizando hexano (300 mL x 2). La fraccion de
CH3CN-MeOH se evaporo a sequedad obteniéndose 1259.3 mg de extracto identificado con
la clave interna 01003-083-1.

12



3.4 Fraccionamiento primario del extracto organico 01003-083-1.

El extracto obtenido en el inciso anterior (1168.4 mg) fue fraccionado mediante una

cromatografia en columna tipo Flash en un equipo CombiFlash® Lumen Rf+ (Teledyne),

equipado con los detectores de arreglo de fotodiodos (PDA; UV A 200-400 nm) y de
dispersion de luz evaporativo (ELSD), sobre una columna preempacada con 40 g de gel de
silice Gold® (Teledyne). El proceso de elucion se efectué en un sistema compuesto por
mezclas entre hexano-CHCI3-MeOH y con un flujo de 40 mL/min. Este proceso
cromatogréafico permitié la obtencion de 14 conjuntos de fracciones primarias las cuales

fueron reunidas con base en los perfiles de UV y de ELSD (Cuadro 1y Figura 6).

Cuadro 1. Resultados del fraccionamiento primario del extracto organico 01003-083-1
de P. atropurpurascens.

Fracciones Clave Cantidad Fracciones Clave Cantidad
(mg) (mg)
1-22 01003-128-1 4.9 94-96 01003-128-9 91.9
23-30 01003-128-2 42.0 97 01003-128-10 17.2
31-37 01003-128-3 517.9 98-99 01003-128-11 27.2
38—47 01003-128-4 278.9 100-101 01003-128-12 17.7
48-52 01003-128-5 9.5 102-109 01003-128-13 67.6
53-67 01003-128-6 29.4 110-122 01003-128-14 16.1
68—-90 01003-128-7 28.5 Total 1225.6
91-93 01003-128-8 76.8 % Rendimiento 104.9
11131_5”191” 25 il 3;335%‘3‘1244 M™% 550625712 5 7 9121416182.[ BP0 2 ™ 100
0.45 0.45 | 90
0.40 0.40 | 80
0.35 0.35 70
0.30 0.30 | 60
0.25 0.25 | 50
0.20 0.20 | 40
0.15 0.15 ! '\'S “/\'\_ 30
0.10 0.10 | // T 20
0.05 0.05 rig 4__-"’/ 10
0.00 0.00 RSAN BT B == - 0
;\IJS(?l:gance >0 10"0 150 Ruznﬂfenglh 55.:-‘6"(‘\-‘ (60.3%11) . 400 80 Percent B

ELS

Figura 6. Cromatograma del fraccionamiento primario del extracto 01003-083-1. Deteccion:
PDA (amarillo) y ELSD (verde).
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3.5 Aislamiento y purificacion de los metabolitos presentes en las fracciones 01003-128-
6y 01003-128-11.

Todas las fracciones primarias obtenidas en el inciso anterior se analizaron en un
cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia (HPLC; Waters) equipado con los detectores PDA
y ELSD, con la finalidad de establecer su complejidad cromatografica preliminar. La
columna empleada fue una Gemini Cyg (5 pm, 250 x 4.6 mm; Phenomenex®) y la fase movil
se compuso entre mezclas de CH3CN (A) y H20 (0.1% éacido formico) (B), desde 30% a
100% de (A) en 15 min, a un flujo 1 mL/min, en un sistema de gradiente lineal. De éstas, las
fracciones con clave 01003-128-6 (29.4 mg; Figura 7) y 01003-128-11 (27.2 mg; Figura 8)
se seleccionaron para la separacion de algunos de sus constituyentes. Dicha separacion se
realiz6 por la misma técnica de HPLC pero a nivel preparativo empleando una columna
Gemini Cgg (5 um, 250 x 21.2 mm) y una fase movil en gradiente lineal compuesta por
mezclas entre CH3CN (A) y H20 (0.1% acido formico) (B), desde 30% a 100% de (A) en 15
min y con flujo de 21.24 mL/min (Figuras 7C y 8C). Asi, de la fraccién 01003-128-6 se
obtuvieron los compuestos 1 (2.9 mg; tr 7.50 min) y 2 (1.1 mg; tr 17.5 min), y de la 01003-
128-11 al compuesto 3 (4.3 mg; tr 14.5 min).

o1l A
2 010 1
-
GOS—ML ‘L
A,
0.00 M
000 5.00 10'00 1500 20'00 2500 3000
Minutes
0.20
B 1
0.15 ,ﬁ
-] -
2010
2
0.05 4
0.00
0000 500 1000 1500 20000 2500 3000
Minutes
[T
0.401 C
0.304 1
2
0.201
L d 2
0.104
I '
0-00__"‘\"'I_‘_“___\‘_q_'_'_l__"‘I'_'__'I"‘\"'I“‘\"'I"
6.00 800 10.00 12 .00 14.00 16.00 18.00 20 00 22 .00 24 .00

Minutes
Figura 7. Cromatogramas de la fraccion primaria 01003-128-6 por HPLC a nivel
analitico (A, UV A 254 nm y B, ELSD) y preparativo (C, UV A 254 nm).
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Figura 8. Cromatogramas de la fraccion primaria 01003-128-11 por HPLC a nivel
analitico (A, UV A 254 nm y B, ELSD) y preparativo (C, UV A 254 nm).

3.6 Caracterizacion estructural de los compuestos 1-3.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de tH, $3C y bidimensionales
(COSY, HSQC y HMBC) se registraron en los equipos Varian VNMRS 400 y 500 (400 y
500 MHz) o JEOL ECA 600 (600 MHz), en la UNCG y en la Unidad de Servicios Analiticos
para la Investigacion y la Industria (USAII), FQ, UNAM. Los disolventes empleados fueron
CD30D, CDCl3 0 DMSO-ds. Por otra parte, los espectros de masas se registraron en un
espectrometro de masas de alta resolucion de ionizacion por electroespray (HRESIMS; Q-
Exactive, ThermoFisher Scientific) en la UNCG, o uno de baja resolucion por electroespray
de cuadrupolo simple (ESIMS) (SQD, Waters) en el laboratorio 124 de la FQ, UNAM, ambos
en los modos positivo (ESI") y negativo (ESI-). Para estos analisis las muestras se
introdujeron a través de un cromatografo de liquidos de ultra eficiencia (UPLC; Acquity
Waters) equipado con un detector PDA (UV A 190-500 nm) y una columna Acquity BEH
Shield C-18 (1.7 um, 2.1 x 50 mm, 0.3 mL/min; Waters) (Fajardo Hernandez, 2016).

15



En el caso de los compuestos 2 y 3, se observo la formacion de cristales durante su
purificacion, por lo que se sometieron a un analisis por rayos X en un difractometro
SuperNova equipado con un detector Atlas con radiacion de Cu Ka (1=1.54178 A) a 100(2)
K. Las estructuras fueron resueltas con los programas SHELX-97, SHELX-2013 o SHEL X-
2014 y refinadas sobre F?, Las correcciones numéricas de absorcion se realizaron con base
en un modelo cristalino multifacético con el programa CrysAlisPro. Esta actividad fue
realizada en colaboracion con los Dres. Shabnam Hematian y Firoz Khan de la UNCG.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Investigacion quimica de P. atropurpurascens.

La presente investigacion se desarrollo como parte de un proyecto enfocado al
descubrimiento de nuevas entidades quimicas a partir de especies fungicas selectas. La
especie estudiada P. atropurpurascens, es un organismo saprofito que crece en la superficie
de madera en descomposicion y se caracteriza por exudar una sustancia violeta traslucida
(Figura 9A). Dicho organismo fue aislado a partir de una muestra de madera recolectada en
el Bosque de Tlalpan en la CDMX. Los estudios quimicos sobre esta especie, y en general
sobre el género Punctularia, son limitados (Anke et al., 1987; Valeria et al., 2003), ademas
no se ha descrito previamente ningln aislamiento de nuestro pais. Asi, a partir del aislamiento
de P. atropurpurascens (Figura 9B) se prepar6 un cultivo en medio sélido y se obtuvo su
correspondiente extracto organico. El estudio quimico de este extracto mediante procesos
cromatograficos permitié la obtencién de tres productos naturales, el conocido N-
fenetilacetamida (1) y los novedosos 1-a-hidroxi-isodrimenina (2) y 16-hidroxi-phlebia-nor-
kauranol (3). Por otra parte, la identificacion molecular de la especie se realiz6 mediante el
analisis de su secuencia de ITS, y permitié confirmar su identidad como P. atropurpurascens
(Corticiaceae) (Figura 10).

» 4_ \ ._‘, “ It J
Figura 9. Hongo P. atropurpurascens en el ambiente natural en la alcaldia Tlalpan,
CDMX, México (A) y en cultivo en APD (B).
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PhyML In(L)=-5229.6 1142 sites GTR 4 rate classes —02
KU668972 Punctularia_strigosozonata CFMR_RF7JR_USA_Wisconsin

DQ398958 Punctularia_strigosozonata AFTOL_ID 1248
UDBO016433_Punctularia_strigosozonata TUF1155831
KY449387 Punctularia_strigosozonata IRET43_Gabon

KY449386_Punctularia_strigosozonata_IRET42_Gabon

KY449385 Punctularia_strigosozonata_isolate

AB374288 Punctularia_strigosozonata_Japan_Iwate

EF488381_Punctularia_strigosozonata_China
PA3_Punctularia_atropurpurascens_TU114603_UDB035019_Italy_Rome
UDB028311 Punctularia_strigosozonata_Italy
— {PA4 Punctularia_atropurpurascens TU114791 UDB039800 Italy Rome
PAS_Punctularia_atropurpurascens_U114792_UDB039785_Italy Rome
PA2 Punctularia_atropurpurascens TU114604 UDB035018 Italy Rome
MG755209_Punctularia_subhepatica_India
PA1_Punctularia_atropurpurascens_ TU111531_UDB034596_Italy_ Rome

MT813915_Punctularia_atropurpurascens_strain_ CSN1060_South_Africa

— UDB024827 Punctularia_atropurpurascens_Costa
KP814559 Punctularia_atropurpurascens_subhepatica_voucher UC2022981 USA

MT813916_Punctularia_atropurpurascens_strain_ CSN1061_South_Africa

HN1_Punctularia_atropurpurascens Mexico
KJ140586_Dendrocorticium_sp. DLL2011-1 _voucher CFMR_DLIL2011-065 USA_ Wisconsin

KJ140694_Dendrocorticium_sp. DLL2011-1 CFMR _DLL2011-200_USA_Wisconsin

KJ140606_Dendrocorticium _sp. CFMR DLI1.2011-089 USA_ Wisconsin
HMO046877_Dendrocorticium_polygonioides MG48_Finland
UDB031607_Dendrocorticium_polygonioides_Finland_Kainuu
KR494275 Punctulariopsis_cremeoalbida USA

KR494276_Punctulariopsis_efibulata USA

HMO046917 Punctulariopsis_subglobispora_Argentina

MG609033_Vuilleminia_comedens_Russia

KY948754 Phlebia fuscoatra_Massachusetts

MF384327_Lepista_sordida_India

Figura 10. Arbol filogenético de la especie P. atropurpurascens.

4.2 Caracterizacion estructural la N-fenetilacetamida (1).

El compuesto 1 se aislé como un sélido blanco. En el espectro de masas (Figura 11)
se observaron los iones molecular y el aducto con sodio en una relacion masa-carga (m/z) de
164.7 [M+H]" y 186.6 [M+Na]*, respectivamente, lo que permitié calcular la férmula
molecular del compuesto como CioH13sNO. En el espectro de RMN H (Figura 12) se
observaron dos sefiales a campos bajos, una triple en 64 7.20 (J=7.3 Hz, 2H) y una multiple
en o4 7.15 (3H), asignables a los protones de un anillo aroméatico monosustituido. En 64 7.88
(1H) se observo una sefial simple y ancha que, por el desplazamiento quimico, corresponde
al proton de un grupo amina (NH). Finalmente, en 4 3.22 (td, J=6.8 Hz, 2H) y 2.65 (t, J=7.6
Hz, 2H) se observaron dos sefiales atribuibles a dos metilenos de un residuo etilo, y en o
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1.74 (3H) una sefial simple para un metilo de un acetilo (Tabla 1). Por otra parte, el espectro
de RMN 3C (Figura 13) observaron sefiales caracteristicas para un metilo de un acetato (Jc
23.1), dos metilenos (¢ 35.7 y 40.7), cinco metinos aromaticos (oc 126.6, 128.8 y 129.1), un
carbono cuaternario aromatico (éc 140.1) y un carbonilo de amida (oc 169.7) (Tabla 1).
Todas las sefales antes descritas fueron congruentes lo descrito en la literatura para la N-
fenetilacetamida (1).

e 2ot 01003-147-5
20210310_2 667 (3.333)

100 164,68

01003-147-5 2001
20210310_2

3 2 1St
1 < 21085

S —— N T

S /NP NSV | Kiv St || KNSR G —
250 300 350 400 450 500 550 600 €0 ‘o 100

Figura 11. Cromatograma (PDA A 190-400 nm) y espectros de UV (A) y de masas ESI* (B) de la N-
fenetilacetamida (1).

La N-fenetilacetamida (1) ha sido aislada del hongo endéfito Y26-02 de Clerodentrum
inerme (Wu et al., 2009), el ascomiceto Tricladium sp. GU288817 (Zou et al., 2011) y el
basidiomiceto comestible Grifola frondosa (Chen et al., 2018); las bacterias Streptomyces
sp. Lz53 (Maskey et al., 2003), Bacillus subtilis (Han et al., 2009) y B. thuringiensis (Vaca
et al., 2020); la planta acuéatica Gracilaria lemaneiformis (Lu et al., 2011); y de las algas
rojas Phyllophora crispa y Gelidium crinale (Given et al., 2010). Cabe mencionar que este
producto mostr6 propiedades alelopéticas contra el alga Skeletonema costatum (Lu et al.,
2011); antibacterianas contra E. coli, V. cholerae y P. aeruginosa (7, 7 y 8 mm de inhibicién
en los ensayos de difusion en disco a 750 pg/disco); y antifangicas contra F. oxysporum ,
Alternaria sp. y M. roreri (43, 39 y 26 % de inhibicién del crecimiento a 1 mg/mL) (Vaca et
al, 2020). A la fecha, este producto no ha sido descrito en la literatura como constituyente de
alguna especie de Punctularia, por lo que su descubrimiento en esta especie es una
contribucion novedosa de la quimica del género.
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Tabla 1. Datos de RMN de la N-fenetilacetamida (1) en DMSO-ds (*H, 600 MHz; *C, 150

MHz).
Posicion ' 1 . N-fenetilacetamida*
oc, tipode C &4, mult. (J en Hz) oc, tipode C &4, mult. (J en Hz)
1 140.1 C - 139.0 C -
2 129.1 CH 7.20,t(7.3) 128.8 CH 7.32,t
3 128.9 CH 7.15, m 128.9 CH 7.20, m
4 126.6 CH 7.15, m 126.7 CH 7.20, m
5 128.9 CH 7.15, m 128.9 CH 7.20, m
6 129.1 CH 7.20,t(7.3) 128.8 CH 7.32,t
7 35.7 CH; 2.65, 1 (7.6) 35.8 CH: 2.82,1(7.0)
8 40.7 CH; 3.22,q(6.8) 40.8 CH: 3.52,q(7.0)
NH - - 7.88,s - - 5.46,s
1 169.6 C - 1701 C -
2’ 23.1 CHs 1.74,s 235 CHs 1.94,s

* Vaca et al., 2020.

4.3 Caracterizacion estructural de la 1-a-hidroxi-isodrimenina (2).

El compuesto 2 se obtuvo como un soélido cristalino. El analisis del espectro de
HRESIMS permitio establecer su férmula molecular como C15H2203, con base en el ion de
molecular en m/z 251.1639 [M+H]" (calc. para m/z 251.1642, —1.2 ppm) y que permite 5
grados de insaturacion (IDH) (Figura 14). En este espectro se observan también las pérdida
de una molécula de H,O ([M-18]") y el aducto con sodio [M+Na]" a partir de ion molecular
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Figura 14. Cromatograma (PDA A 190-400 nm) y espectros de UV(A) y de masas ESI* (B) de la 1-a-
hidroxi-isodrimenina (2).

En el espectro de RMN *H (Figura 15) se observaron dos sefiales asignables para un grupo
metino y un metileno en o4 4.62 (sa) y on 4.59 (d, J=16.8 Hz), respectivamente; cuatro
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sefiales multiples en 64 1.23-2.36 atribuibles a metilenos, y tres singuletes en 64 1.12, 0.96
y 0.89 caracteristicos de grupos metilo. En el espectro de RMN *C (Figura 16) se observaron
las sefiales para 15 atomos de carbono, y con el apoyo del espectro HSQC (Figura 17), se
logré su asignacién como tres metilos, cinco metilenos, dos metinos y cinco cuaternarios
(Tabla 2). Las sefiales antes detalladas mostraron una importante similitud con las descritas
para el sesquiterpeno con nucleo drimano isodrimenina (Figura 18) (Maurs et al., 1999 y
referencias ahi citadas; Hueso-Rodriguez et al., 1989). Sin embargo, el compuesto 2 tiene un
metino mas y un metileno menos que la isodrimenina. Cabe sefialar que el hidrégeno en o4
4.62 mostrd una correlacion en el espectro HSQC con la absorcion en o&c 69.3, lo que indica
la presencia de una funcion carbindlica secundaria. La diferencia de 16 uma observada en el
espectro de masas entre 2 con respecto a la isodrimenina, permitié confirmar la presencia de
dicha funcidn, cuya ubicacién en la posicion C-1 se dedujo con base en los cuadros de
conectividad observados para los protones H-1, H-2 y H-3 en el espectro COSY (Figura 19)
y en las correlaciones en el espectro HMBC entre C-9y H-7, H-11y H-15,y C-8 y H-7 y H-
11 (Figura 20).
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Tabla 2. Datos de RMN de la 1a-hidroxi-isodrimenina (2) en CDCls (*H, 400 MHz; 3C, 100 MHz).

2 Isodrimenina*
Posicion ] HMBC .
oc,tipode C &4, mult. (Jen Hz) CoH oc,tipode C &4, mult. (J en Hz)
1 69.3 CH 462, s 15 345 CH,
2 250 CHs 162,m 3 183 CH, 26, m
1.94, m
3 349 CH, 1.23, m 13, 14 418 CH, 3.28, m
171, m
4 330 C ; 3,13, 14 331 C ;
5 446 CH 173, m 13,14, 15 523 CH ;
1.64, m
6 18.0 CHs Lo m 5 181 CH, -
7 252 CHa 2.36, m 5 253 CHs ;
8 1619 C ; 7.11 1592' C ]
9 1340 C ; 711,15 1355' C ;
10 405 C ; 5 349 C ;
11 715 CH,  459,d(16.8) 3 70.6 CHa 453, m
12 1735 C ; 1724 C
13 212 CHs 0.89, s 3,14 214 CHs 0.92, s
14 332 CHs 0.96, s 3,13 334 CHs 0.96, s
15 21.4 CHs 112, ) 20.0 CHs 117,s

* Maurs et al., 1999 y referencias ahi citadas; Hueso-Rodriguez et al., 1989.

O

Isodrimenina

Figura 18. Estructura de la 1-a-hidroxi-isodrimenina (2) la isodrimenina.
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Con base en las evidencias espectroscopicas y espectrométricas antes mencionadas, la
estructura de 2 se propuso como el derivado hidroxilado en C-1 de la isodrimenina, y se le
asignd el nombre trivial de 1-a-hidroxi-isodrimenina. Cabe mencionar que este compuesto
no se encuentra descrito en las bases de datos SciFinder y Dictionary of Natural Products,
por lo que constituye un nuevo producto natural. Por ultimo, la configuracion absoluta de 2
se establecié de manera inequivoca como 1S,5S,10S-2 mediante su analisis por difraccion de
rayos X, el cual present6 un valor del pardmetro de Flack de 0.08(11) (Figura 21).

Figura 21. Estructura por rayos X de la 1-a-hidroxi-isodrimenina (2).

4.4 Caracterizacion estructural del 16-hidroxi-phlebia-nor-kauranol (3).

El compuesto 3 se aislé como un sélido cristalino. El espectro de HRESIMS en modo
positivo permitié establecer su férmula molecular como Ci9H300s con base en el ion
molecular [M + H]" en m/z de 339.2165 (calc. para m/z 339.2166, -0.3 ppm; IDH=5) (Figura
22). De forma muy interesante, en este espectro se observan las pérdidas consecutivas
correspondientes a 4 moléculas de H20 ([M-18]") a partir de ion molecular (Figura 22).
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En el espectro de *H-RMN del producto natural (Tabla 3 y Figura 23) se observaron las
sefiales para:

- dos oximetinos en oy 4.07 (dd, J=5.1, 11.3 Hz) y 64 4.10 (d, J=2.0 Hz);
- un metino alifatico en 64 1.56 (m);
- tres singuletes correspondientes a grupos metilo en &+ 0.82,0.85y 1.41;y

- siete metilenos en la region comprendida entre o4 1.10 — 2.90.

En el espectro de RMN 3C (Tabla 3 y Figura 24) se observaron 19 sefiales para atomos de
carbono, los cuales fueron asignados con ayuda del espectro de HSQC (Figura 25) como tres
metilos, un carbonilo, siete metilenos, tres metinos, tres carbonos cuaternarios, y dos
carbonos sp® oxigenados. El desplazamiento quimico de los carbonos cuaternarios en & 33.0,
C-4; &c 44.6, C-8; y oc 43.9, C-10, fue congruente con lo descrito para algunos diterpenoides
de nucleo kaurano, particularmente los derivados del phlebiakauranol (Anke et al., 1987).
Por otra parte, los cuadros de conectividad observados en el espectro de COSY,
especificamente entre H-15 y H-16 (Figura 26), asi como las correlaciones observadas en el
espectro de HMBC entre C-7 con H-14, C-5 con H-7, C-15 con H-16, C-9 con H-19y C-13
con H-12 (Figura 26), permitieron confirmar el ndcleo propuesto de tipo kaurano (Anke et
al., 1987). Por ultimo, la presencia de un grupo hidroxilo en C-16 (oc 74.5) en lugar de un
grupo carbonilo como en el phlebia-nor-kauranol aislado del hongo Phlebia strigozonata
(Anke et al., 1987; Lisy y Clardy, 1975), permitieron establecer estructura del compuesto 3
como la del 16-hidroxi-phlebia-nor-kauranol, el cual constituye un nuevo producto natural
(Figura 28). La configuracion absoluta de este compuesto fue confirmada de manera
inequivoca mediante la técnica de difraccion de rayos X, como 5R,8R,9S,10R,12R,13S,16S-
3 (parametro de Flack, 0.02(3)) (Figura 29).
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Phlebiokauranol
Figura 28. Estructura del 16-hidroxi-phlebia-nor-kauranol (3) y del phlebiokauranol.

Figura 29. Estructura por rayos X del 16-hidroxi-phlebia-nor-kauranol (3).
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Tabla 3. Datos de RMN del 16-hidroxi-phlebia-nor-kauranol (3) en
CD30D (*H, 500 MHz; 13C, 125 MHz).

Posicion oc, tipode C o, mult. (J en Hz) HMBC
P ’ ' C-H
1.08, m
1 32.2 CH; 169, m 3,5
143, m
2 195 CH: 150, m 4,10
1.16, m
3 42.1 CH: 134 m 5,17,18
4 33.0 C - 17,18
5 46.1 CH 1.56, m 7,19
6 179 CH; 1.61, m 5,7
1.64, m
7 36,5 CH; 143, m 5,14
8 44.6 C - 9,16
9 85.0 C - 7,12
10 43.9 C - 19
11 2145 C - 12
12 74.5 CH 4.10, d (2.0) 16
13 80.3 C - 12,14, 16
1.66, m
14 414 CH; 1.92. m 12,16
1.36, m
15 40.4 CH, 2.90, m 8,16
16 753 CH  4.07,dd (5.1, 11.3) 12,15
17 20.8 CHs 0.82,s 3,15,18
18 328 CH; 0.85, s 3,5, 17
19 17.7 CHs 141,s 1,5
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5.

CONCLUSIONES

Las conclusiones derivadas de la presente disertacion se resumen a continuacion:

e Se realizé el aislamiento de la especie fungica Punctularia atropurpurascens a partir de

un sustrato colectado en el Bosque de Tlalpan en la CDMX. La identificacion de este
hongo se realizé6 mediante el andlisis comparativo de su secuencia de la region del
espaciador de transcripcion interno (ITS) con aquellas reportadas en la base de datos
especializada.

El estudio quimico del cultivo de este hongo en medio sélido (arroz himedo) permitio el
aislamiento y la caracterizacion de la N-fenetilacetamida (1), La-hidroxi-isodrimenina (2)
y 16-hidroxi-phlebia-nor-kauranol (3). Estos Gltimos dos corresponden a productos son
novedosos y cuya configuracion absoluta fue determinada mediante andlisis de difraccion
de rayos X.

Por dltimo, este trabajo constituye una aportacién original al conocimiento de la

biodiversidad de nuestro pais, ademas del metabolismo secundario y potencial quimico
de la especie P. atropurpurascens.

Los resultados aqui descritos fueron incorporados en un manuscrito que lleva por

titulo “New Terpenoids from the Corticioid Fungus Punctularia atropurpurascens”,

mismo que fue sometido para su publicacidn en la revista Planta Medica el 15 de
diciembre de 2021.
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