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RESUMEN

Los hongos del género Escovopsis poseen la capacidad de producir metabolitos
especializados con propiedades antibacterianas, insecticidas y antifungicas que afectan
significativamente el ecosistema de las hormigas del género Attini. Estos metabolitos inhiben
el crecimiento de bacterias y hongos mutualistas que son fundamentales para la dieta y la
salud de las hormigas, alterando asi su equilibrio ecolégico. Ademas, Escovopsis afecta el
comportamiento de las hormigas, interfiriendo en sus actividades de cultivo y cuidado de los
hongos mutualistas. No solo incide en las colonias de hormigas individuales, sino que
también tiene la capacidad de inhibir hongos del mismo género presentes en distintas
colonias, demostrando su amplia capacidad de propagacion y su impacto en la dindmica

ecoldgica de estas comunidades.

Esta investigacion se centr6 en el hongo Luteomyces trichodermoides 08.col, previamente
identificado con el género Escovopsis y estudiado por el laboratorio del Dr. Hermogenes
Fernandez Marin del Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia
de Panama (INDICASAT-AIP), asi como por el Dr. Humberto Ortega del laboratorio de

Bioorganica Tropical de la Universidad de Panama.

Con el objetivo de comparar los perfiles quimicos de diferentes medios de cultivo
comerciales, se realizo un cultivo a pequeia escala de Luteomyces trichodermoides 08.col.
Durante este proceso, se obtuvo el extracto crudo utilizando acetato de etilo, el cual fue
analizado mediante UPLC-UV-ESI-MS. Los resultados obtenidos indicaron que el medio
PDA (Potato Dextrose Agar) favorecia un mejor crecimiento del hongo en comparacion con

otros medios de cultivo comerciales.

Posteriormente, se procedio a un cultivo a gran escala utilizando PDA como medio de cultivo
para optimizar la produccion de metabolitos. Tras el crecimiento del hongo, se cort6 el medio
de cultivo y se someti6 a liofilizacion para garantizar una mayor eficiencia en la maceracioén
y la posterior obtencion del extracto crudo. El extracto se obtuvo mediante el uso de acetato
de etilo como disolvente y fue sometido a un fraccionamiento mediante extraccion en fase
solida con fase reversa (SPE) a distintas polaridades, lo que permitid la separacion de los

componentes presentes en el extracto. Este proceso dio lugar a la obtencion de 10 fracciones
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distintas. De estas fracciones, las tres primeras fueron seleccionadas para purificar los
compuestos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y se determinaron sus

estructuras por Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de masas.

Se aislaron cuatro compuestos de interés, entre los cuales se identificaron dos compuestos
previamente registrados: Arthropsolide A y Roussoellide, los cuales estan documentados en
la literatura. Ademas, se identificaron dos policétidos no descritos anteriormente. El primer
compuesto, TP-68-3, aunque presenta ciertas similitudes con el Arthropsolide A, muestra
diferencias en la estructura, particularmente en el carbono C-7, donde se encuentra un éster.
Ademas, en el carbono C-10 se detecta un grupo carbonilo. El segundo compuesto, TP-98-1,
a diferencia del TP-68-3, tiene un éster en el carbono C-8 y su carbono C-10 esta reducido a
un grupo hidroxilo.

Los resultados de los bioensayos mostraron que solo el compuesto TP-68-3 presentd
actividad antifungica contra Aspergillus brasiliensis, Fusarium oxysporum, Candida

albicans, hongos mutualistas, e incluso contra hongos del género Escovopsis sp.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Escovopsis han generado gran interés por sus propiedades biologicas,
como su actividad antimicrobiana y antifingica. A pesar de su potencial, pocos compuestos
de estos hongos han sido identificados en la literatura, por lo que se estima que aun existen

muchos més por descubrir.

Bajo este contexto, esta tesis contintia el trabajo iniciado por Tania Pérez y el Dr. Humberto
Ortega, centrado en el estudio de los metabolitos secundarios del hongo Luteomyces
thricodermoides 08.col, aislado de una colonia de hormigas Apterostigma dentigerum. En su
investigacion realizada, se lograron aislar cuatro compuestos no descritos previamente en la
literatura: tres policétidos (TP-39-5, TP-38-2 y TP-44-3) y una butenolida aromatica (TP-43-
2) (Pérez, 2022).

Al comparar los compuestos identificados en el estudio de este hongo, se observo que varios
de los policétidos analizados son analogos de la familia de los spiroleptosphols. Entre estos
analogos se encuentran compuestos como el Spiroleptosphol B, conocido por su actividad
citotoxica (Hashimoto et al., 2008), y el Oxaspirol A, que ha mostrado propiedades
antimicrobianas (Doi et al., 1985). Debido a estas similitudes estructurales, se hipotetizo que
los compuestos descubiertos podrian tener actividad bioldgica. Sin embargo, los bioensayos
realizados no arrojaron resultados positivos en cuanto a la actividad esperada. A pesar de
ello, las fracciones obtenidas si demostraron actividad antifingica y antimicrobiana, lo que

motivo la decision de continuar con la investigacion.

Luego de la sustentacion de tesis de Tania Pérez, se logro determinar la metodologia 6ptima
para el aislamiento del compuesto activo TP-68-3. Este compuesto, en el cultivo actual, se
produjo en cantidades limitadas, por lo que se optd por trabajar con el extracto previamente
obtenido, con el fin de poder realizarle los bioensayos en la tesis a continuacién y obtener

resultados mas consistentes.
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CAPITULO 1: MARCO TEORICO
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1.1 SIMBIOSIS EN LAS COLONIAS DE HORMIGAS CULTIVADORAS DE HONGOS

En la literatura, el término "simbiosis" tiene dos acepciones. La clésica se refiere a cualquier
asociacion entre organismos, sin especificar la interaccion, mientras que la moderna se limita
a relaciones donde ambos organismos obtienen beneficios mutuos, sindénimo de
"mutualismo" (Hilje, 1984). Las relaciones simbidticas son una fuente clave de innovacion
evolutiva, promoviendo la diversidad en interacciones mutualistas y parasitarias. En las
ultimas décadas, ha mejorado la comprension de las interacciones microbio-insecto,
especialmente en las hormigas Attini y sus simbiontes microbianos, uno de los ejemplos mas
estudiados de coevolucion parasitica y mutualista entre insectos y microbios (Meirelles et al.,
2015). Las hormigas Attini cultivan hongos basidiomicetos como Unica fuente de alimento
de las larvas y principal fuente de alimento para las hormigas adultas. Proveen al hongo
simbionte de un sustrato nutritivo para que puedan desarrollarse y las nuevas reinas puedan

transportarlo a nuevas colonias (Branstetter et al., 2017).

Otra relacion simbidtica en estos ecosistemas ocurre entre las hormigas Attini y las bacterias
Actinomycetes (Pseudonocardia 'y Streptomyces). Estas bacterias crecen y se nutren sobre el
exoesqueleto de las hormigas y producen metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento
de los hongos parasitos Escovopsis, los cuales pueden destruir los jardines de las hormigas
attines (Currie, Mueller, & Malloch, 1999). Las hormigas favorecen el crecimiento de las
Actinobacterias, a través de la transmision vertical a nuevas colonias y le ofrecen alimento,
a través de gldndulas subcuticulares en el exoesqueleto de las hormigas (Currie et al. 2003;

Haeder et al., 2009).

La asociacion hormiga-cultivo-parasito-bacteria es, por tanto, una simbiosis cuadripartita,
considerada una de las mas complejas descubiertas en la naturaleza. Las hormigas Attini
parecen haber cultivado hongos durante mas de 50 millones de afios. Este mutualismo se
caracteriza por una congruencia evolutiva ancestral, donde grupos especificos de hormigas

Attini se han especializado en cultivar hongos particulares (Currie et al., 2003).
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1.2 COMPUESTOS PREVIAMENTE AISLADOS DEL HONGO LUTEOMYCES

THRICODERMOIDES (0.8COL

Este hongo presenta principalmente compuestos policétidos andlogos de la familia de los
spiroleptosphols. En una investigacion previa, se logrd identificar compuestos registrados en
la literatura, como el Arthropsolide D, pero también se detectaron compuestos que no fueron
previamente reportados, tales como TP-38-2 y TP-39-5, los cuales se diferencian en la
posicion axial de los grupos hidroxilo en los carbonos C-7 y C-8. Ademas, se encontr6 el
compuesto TP-44-3, que presenta un grupo éster en el carbono C-7 (Figura 1) (Pérez, 2022).
Algunos analogos de estos compuestos incluyen spiroleptosphol, spiroleptosphol B,
spiroleptosphol C, norleptosphol C y hydroleptosphol, los cuales fueron aislados previamente
del hongo Leptosphaeria doliolum. El compuesto spiroleptosphol B destaca por su actividad
citotoxica (Hashimoto et al., 2008). Por otro lado, el compuesto Oxaspirol A, otro andlogo

de esta familia ha demostrado tener actividad antimicrobiana (Jun Doi et al., 1985).

Figura 1. Estructura de los compuestos TP-38-2, TP-39-5 y TP-44-3.

También se logro identificar una butenolida aromatica, el compuesto TP-43-2, el cual es muy
similar al compuesto malfilamentoside A (Pérez, 2022). La diferencia principal radica en la
presencia de un grupo metoxilo en el carbono C-6', y en comparacion con el analogo
gotjawaside, se distingue por tener un grupo hidroxilo en el carbono C-11 (Figura 2) (Xu et

al., 2008; Pérez, 2022).
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gotjawaside malfilamentoside A TP-43-2

Figura 2. Estructura quimica del compuesto TP-43-2 y sus analogos.

1.3 CLASIFICACION DE ESCOVOPSIS

Este hongo patdgeno se ha logrado clasificar recientemente en tres diferentes géneros, los
cuales son: Sympodiorosea, que tiende a crecer de manera mas lenta y posee un color rosado;

Luteomyces, que suele ser de color amarillo; y Escovopsis, de color marrén (Montoya et al.,

2021).

Dentro de las especies que estan formalmente descritas del género Escovopsis, se han aislado
cuatro de colonias de hormigas cortadoras de hojas en Brasil, incluida Escovopsis moelleri'y
Escovopsis microspora de nidos de Acromyrmex subterraneo molestans, Escovopsis weberi
de un nido de Atta sp.; y Escovopsis lentecrescens de un nido de Acromyrmex subterraneus.
La quinta especie, Escovopsis aspergilloides fue aislado de un nido de Trachymyrmex ruthae
de Trinidad (Figura 3). La sexta especie considerada como nueva, Escovopsis
trichodermoides, fue aislada de un jardin de hongos de la hormiga Mycocepurus goeldii
(Masiulionis et al., 2015). Recientemente, E. kreiselii y E. trichodermoides se renombraron
en dos nuevos géneros, Sympodiorosea kreiselii y Luteomyces trichodermoides,

respectivamente (Montoya et al., 2021).
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Figura 3. Comparacion de la morfologia de hongos Escovopsis (4) Escovopsis weberi ATCC 64542;
(B) Escovopsis aspergilloides CBS 423.93; (C) Escovopsis moelleri CBS 135748, (D) Escovopsis
lentecrescens CBS 135750, (E) Escovopsis microspora CBS 13575; (F) Escovops nivea CBS 135749
( Augustin et al., 2013).

1.4 IMPORTANCIA DEL DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS COMPUESTOS

ANTIFUNGICOS

En la actualidad, las enfermedades fingicas representan una carga significativa para la salud
publica, afectando a un gran nimero de personas en todo el mundo (Havlickova et al., 2008).
Y también las plantas se encuentran amenazadas por los hongos fitopatdgenos, los cuales
provocan enfermedades que generan pérdidas considerables en los cultivos (Chatterjee et al.,

2016).

En respuesta a la problematica planteada y considerando los resultados obtenidos en un
estudio previo, en el cual se determino que ciertas fracciones obtenidas del extracto organico
del cultivo en medio sélido del hongo Luteomyces trichodermoides 08.col, presentan la
capacidad de inhibir el crecimiento de diferentes cepas de hongos del género Escovopsis, se
decidio llevar a cabo esta investigacion con el objetivo de continuar con el proceso de
descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos. Ademas, se busca identificar aquellos
compuestos responsables de la actividad antifiingica observada, lo que podria abrir nuevas

vias para el desarrollo de tratamientos eficaces contra infecciones fungicas.
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CAPITULO 2 :OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GENERAL:

e Explorar la actividad antifungica de los metabolitos secundarios producidos por el

hongo Luteomyces trichodermoides 08.col.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Cultivar a gran escala el hongo Luteomyces trichodermoides 08.col en PDA vy realizar
extracciones con acetato de etilo para obtener el extracto crudo.

e Fraccionar el extracto crudo por extraccion en fase solida de fase reversa (SPE-C18)
y analizar las fracciones por UPLC-UV-ESI-MS.

e Purificar los compuestos producidos por el hongo utilizando el HPLC.

e Establecer la estructura quimica de los compuestos aislados por medio de Resonancia
Magnética Nuclear y Espectrometria de masas.

e Realizar bioensayos de los compuestos obtenidos contra diferentes hongos.
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CAPITULO 3: METODOLOGIA
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3.1 EQUIPOS, DISOLVENTES Y MATERIALES UTILIZADOS

Para el cultivo de los hongos se utiliz6 un autoclave Thermo Scientific Harvey SterileMax
(modelo: ST75925), una céamara de flujo laminar (Labconco), y una incubadora BOD
(Precision™), ubicados en los laboratorios 219, 202 y 213 de los edificios gemelos,

respectivamente.

Para la obtencion del extracto crudo, los medios de cultivo fueron congelados previo al
tratamiento de extraccion a -20°C en congelador y liofilizados con un liofilizador (Labconco)

ubicados en el laboratorio 202 de los edificios de los gemelos.

El disolvente empleado para la extraccion fue Acetato de etilo (Grado ACS). Los disolventes
empleados para el fraccionamiento en el HPLC y para los andlisis de LC-UV-Masas fueron:
Agua (MilliQ) y Acetonitrilo (grado HPLC). Los disolventes para obtener los datos de

Resonancia Magnética Nuclear fueron: cloroformo deuterado y metanol deuterado.

Para el fraccionamiento del extracto crudo obtenido a gran escala se utilizé un cartucho de
SPE-C18 (45 um, 10 g/70 Chromabond) y un colector de vacio (Chromabond para 12

posiciones, Macherey Nagel), ubicados en el laboratorio 219 de los edificios gemelos.

Para secar los disolventes al vacio se utilizaron los rotavapores R-215 Buchi y LABOROTA
4002- digital Heidolph, y un SpeedVac (SC210A Speedvac® plus) ubicados en el laboratorio

219y 212 de los edificios gemelos, respectivamente.

Para el aislamiento de los compuestos se utiliz6 en un inicio el HPLC (Waters®, Delta 600)
con la columna XTerra C18 (10um, 250 x 10 mm) para obtener los compuestos y la columna
XBridge C18 (5pm, 250 x 4.6 mm) para su purificacion. Al instalarse el nuevo HPLC
(Thermo Scientific, UltiMate 3000) se utilizé para obtener mejor resolucion al purificar los

compuestos en conjunto con la columna Hypersil GOLD™ (5um, 250 x 4.6 mm).

Los datos de espectrometria de masas fueron obtenidos en el UPLC-MS (Waters®
ACQUITY class H— Waters® XEVO TDQ) y una columna Shim-pack GISS (C18, 1.9 pum,

100 x 2.1 mm), ubicados en el laboratorio 208 de los edificios gemelos.
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Los datos de RMN 'H, RMN !*C, gHSQC, gHMBC, gCOSY y gNOESY fueron adquiridos
en el Resonancia Magnética Nuclear de 500 MHz de marca JEOL, ubicado en el Instituto de

Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia de Panama (INDICASAT-AIP).

Las rotaciones especificas fueron determinadas en un polarimetro Jasco P-2000, ubicado en

el laboratorio 219 de los edificios gemelos.

3.2 AISLAMIENTO DEL HONGO LUTEOMYCES TRICHODERMOIDES (08.COL

Para el aislamiento del hongo se tomaron muestras de los jardines encontrados en las colonias
de hormigas Apterostigma dentigerum, colectada en Gamboa, provincias de Panama. Se
tomaron pedazos del jardin de hongos con una pinza estéril. Se mantuvieron en contenedores
de pléstico esterilizados con luz ultravioleta, luego se sembraron en un medio de cultivo de
PDA (39 g por litro de agua destilada), utilizando fragmentos pequefios 0.5-1 cm de
diametro, y se incubaron a 25 °C en la oscuridad durante 14 dias. Las placas se revisaron en
busca de hongos y se sub-cultivaron en nuevas placas de PDA cuando se hizo visible el
crecimiento de hongo. Este proceso fue realizado por el laboratorio del Dr. Hermogenes
Fernandez Marin del Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta Tecnologia

de Panama (INDICASAT-AIP).

3.3 CULTIVO Y SELECCION DE MEDIOS PARA LUTEOMYCES

TRICHODERMOIDES (08.COL

Para el desarrollo del experimento, se emplearon diversos medios comerciales: avena (25 g
+ 100 mL de agua), arroz (25 g + 150 mL de agua), maiz (25 g + 100 mL de agua), PDA
(5.85 g+ 150 mL de agua), MEA (7.5 g + 150 mL de agua), pasta (25 g + 100 mL de agua)
y SAB (4.5 g de Sabouraud + 2.25 g de Agar + 150 mL de agua) en matraces Erlenmeyer de
250 mL. Aquellos que se encontraban en estado s6lido fueron previamente pulverizados con
una licuadora. Posteriormente, se procedié a la inoculacion del hongo Luteomyces

trichodermoides 08.col en cada medio.
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Las muestras inoculadas fueron incubadas a 26 °C en condiciones de oscuridad durante 14
dias. Al finalizar el periodo de incubacion, se realizaron extracciones con acetato de etilo.

Los extractos resultantes se analizaron mediante UPLC-MS.

3.4 CULTIVO A GRAN ESCALA DEL HONGO LUTEOMYCES TRICHODERMOIDES

08.coL

Para el cultivo a gran escala se prepararon 20 matraces Erlenmeyer de 1 L con 250 mL de
medio de cultivo PDA. Se inoculd cada matraz con una solucién de 2 a 3 mg de esporas en
30 mL de PDA diluido (29 g de PDA por litro de agua destilada). Luego se mantuvieron en

una incubadora a 26 °C en la oscuridad durante 14 dias.

3.5 PURIFICACION DE COMPUESTOS OBTENIDOS DEL HONGO LUTEOMYCES

TRICHODERMOIDES 08.COL

La mitad del cultivo fue cortado en pequefios cubos y congelados a -20 °C. Posteriormente,
se llevo a cabo un proceso de liofilizacion durante 3 dias. Todo el material seco se transfirio
en vasos quimicos y se dejo con acetato de etilo durante 24 horas. Luego se colocaron en un
sonicador durante 10 minutos y posteriormente se filtrd el disolvente para evaporarlo al
vacio. Este procedimiento de extraccion sélido-liquido se repitio tres veces para obtener el
extracto crudo (2.3119 g). A la otra mitad del cultivo se le realizd el mismo proceso de
extraccion, pero sin realizar la liofilizacion y se obtuvo una cantidad menor de extracto
(1.9416 g). Estos resultados indican que el proceso de liofilizacién incrementa el rendimiento

de extraccion en un 16 %. La masa total obtenida de extracto crudo fue de 4.2535 g.

Por cada gramo del extracto se fraccion6 con un cartucho de SPE-C18 (55 um, 10 g/60 mL)
utilizando el siguiente gradiente: 100 mL (20 % Acetonitrilo-Agua, FI: 1488.6 mg), 100 mL
(30 % Acetonitrilo-Agua, F2: 1445.6 mg), 100 mL (40 % Acetonitrilo-Agua, F3: 235.9 mg),
100 mL (50 % Acetonitrilo-Agua, F4: 40.8 mg), 100 mL (60 % Acetonitrilo-Agua, F5: 24.2
mg), 100 mL (70 % Acetonitrilo-Agua, F6: 100.4 mg), 100 mL (80 % Acetonitrilo-Agua,
F7: 160.7 mg), 100 mL (90 % Acetonitrilo-Agua, F8: 41.7 mg) , 100 mL (100 %
Acetonitrilo, F9: 163.2 mg) y 100 mL (100 % Acetona, F10: 241.3 mg).
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La fraccion F1I se inyectd en el HPLC (Waters®, Delta 600), utilizando una columna
(XTerra) C18 (10 um, 250 x 10 mm), con un gradiente de A (20 % Acetonitrilo-Agua) a B
(100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-10, un flyjo isocratico de 20 % B; min
10-20, gradiente de 20 % a 100 % B; min 20-25, flujo isocratico de 100 % B; min 25-26,
gradiente de 100 % a 20 % B; min 26-30, flujo isocratico de 20 % B. Se obtuvieron diez
fracciones: F1.1 (min 6.4, 2.2 mg), F1.2 (min 7.2, 3.1 mg), F1.3 (min 7.7, 1.4 mg), F1.4
(min 8.6, 1.1 mg), F1.5 (min 9.8, 1 mg), F1.6 (min 10.6, 1.4 mg), F1.7 (min 12.4, 2 mg),
F1.8 (min 14.3, 8.4 mg), F1.9 (min 17.3, 1.7 mg) y F1.10 (min 19.8, 2.2 mg).

La fraccion F2 se inyectd en el HPLC (Waters®, Delta 600), utilizando una columna
(XTerra) C18 (10 pm, 250 x 10 mm), con un gradiente de A (20 % Acetonitrilo-Agua) a B
(100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 30 % B; min
10-20, gradiente de 30 % a 100 % B; min 20-25, flujo isocratico de 100 % B; min 25-26,
gradiente de 100 % a 30 % B; min 26-30, flujo isocratico de 30 % B. Se obtuvieron seis
fracciones: F2.1 (min 11.4, 29.1 mg), F2.2 (min 13.3, 11 mg), F2.3 (min 14.8, 40.4 mg),
F2.4 (min 15.6, 14.2 mg), F2.5 (min 17, 8.3 mg) y F2.6 (min 19.7, 49.7 mg).

La fraccion F2.1 se inyect6 en el HPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000) utilizando una
columna Hypersil GOLD™ (5 um, 250 x 4.6 mm) con un gradiente de A (100 % Agua) a B
(100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 15 % B; min
5-20, gradiente de 15 % a 100 % B; min 20-26, flujo isocratico de 100 % B; min 26-27,
gradiente de 100 % a 15 % B; min 27-30, flujo isocratico de 15 % B. Se obtuvieron tres
fracciones: F2.1.1 (min 11.6, 6.6 mg), F2.1.2 (min 13.5, 0.2 mg), F2.1.3 (min 24.4, 0.1 mg).

La fraccion F2.3 se inyecto en el HPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000) utilizando una
columna Hypersil GOLD™ (5 um, 250 x 4.6 mm) con un gradiente de A (100 % Agua) a B
(100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 15 % B; min
5-20, gradiente de 15 % a 100 % B; min 20-25, flujo isocratico de 100 % B; min 25-26,
gradiente de 100 % a 15 % B; min 26-30, flujo isocratico de 15 % B. Se obtuvieron tres
fracciones: F2.3.1 (min 12.8, compuesto Arthropsolide A: 5.8 mg), F2.3.2 (min 13.2,
compuesto Roussoellide: 4.5 mg), F2.3.3 (min 13.6, 0.5 mg).

La fraccion F2.6 se inyectd en el HPLC (Waters®, Delta 600), utilizando una columna
XBridge C18 (5 um, 250 x 4.6 mm), con un gradiente de A (20 % Acetonitrilo-Agua) a B
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(100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 100 % A; min
5-20, gradiente de 100 % A a 60 % B; min 20-25, flujo isocratico de 60 % B; min 25-26,
gradiente de 60 % a 100 % B; min 26-29, flujo isocratico de 100 % B; min 29-30, gradiente
de 100 % B a 100 % A; min 30-34, flujo isocratico de 100 % A. Se obtuvo el F2.6.1 (min
11.4, compuesto TP-98-1: 11.3 mg).

La fraccion F3 se inyectd en el HPLC (Waters®, Delta 600), utilizando una columna
(XTerra) C18 (10 um, 250 x 10 mm), con un gradiente de A (20 % Acetonitrilo-Agua) a B
(100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 40 % B; min
10-20, gradiente de 40 % a 100 % B; min 20-25, flujo isocratico de 100 % B; min 25-26,
gradiente de 100 % a 40 % B; min 26-30, flujo isocratico de 40 % B. Se obtuvieron tres
fracciones: F3.1 (min 15.7, 30.0 mg), F3.2 (min 19.5, 7.8 mg), F3.3 (min 20.4, 13.3 mg).

La fraccion F3.1 se inyect6 en el HPLC (Thermo Scientific, UltiMate 3000) utilizando una
columna Hypersil GOLDTM (5 um, 250 x 4.6 mm) con un gradiente de A (100 % Agua) a
B (100 % Acetonitrilo), a un flujo de 1.5 mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 15 % B;
min 5-20, gradiente de 15 % a 100 % B; min 20-26, flujo isocratico de 100 % B; min 26-27,
gradiente de 100 % a 15 % B; min 27-30, flujo isocratico de 15 % B. Se obtuvieron dos
fracciones: F3.1.1 (min 14.6, 4.9 mg), F3.1.2 (min 24.5, 0.4 mg).

3.6 AISLAMIENTO DEL COMPUESTO TP-68-3 DE UN CULTIVO PREVIO DEL

MISMO HONGO

El crudo (6.55 g) se fracciond por extraccion en fase solida utilizando un cartucho de SPE-
Cis (45 pm, 10 g/70 Chromabond). Por cada gramo de extracto se realizo el siguiente
gradiente: 100 mL (10 % MeOH-H-»O, FI: 1296 mg); 100 mL (20 % MeOH-H>0, F2: 1781.4
mg); 100 mL (30 % MeOH-H,0, F3: 586.2 mg); 100 mL (40 % MeOH-H,0, F4: 1146.2
mg); 100 mL (50 % MeOH-H-0, F5: 344.9 mg); 100 mL (60 % MeOH-H2O, Fé6: 118.5 mg);
100 mL (70 % MeOH-H20, F7: 73.7 mg); 100 mL (80 % MeOH-H>0, F8: 145.5 mg); 100
mL (90 % MeOH-H»0, F9: 625.4 mg); 100 mL (100 % MeOH, F10: 182.9 mg); y 200 mL
(100 % acetona, F11:215.9 mg).
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La fraccion F35 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) Cis (10pum, 250 x
10 mm), con un gradiente de A (20 % MeCN-H>0) a B (100 % MeCN), a un flujo de 1.5
mL/min: min 0-1, un flujo isocratico de 50 % B; min 1-15, gradiente de 50 % a 100 % B;
min 15-20, flujo isocratico de 100 % B; min 22-23, gradiente de 100 % a 50 % B; min 23-
27, flujo isocratico de 50 % B. F5.1 (min 8.7, 7.3 mg), F5.2 (min 13, 16.3 mg), F5.3 (min
13.8, 7.2 mg), F5.4 (min 15.2, 19.4 mg).

La fraccion F5.4 se inyectd en un HPLC, utilizando una columna YMC-Pack SIL (5 um, 150
x 10 mm), con un gradiente de A (100 % isopropanol) a B (100 % Hexano), a un flujo de 1.5
mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 90 % B; min 10-20, gradiente de 90 % a 50 % B;
min 20-22, flujo isocratico de 50 % B; min 22-23, gradiente de 50 % a 90 % B; min 23-28,
flujo isocratico de 90 % B. Se obtuvieron cinco fracciones: F5.4.1 (7.5 min, 0.9 mg), F5.4.2
(8.8 min, 0.4 mg), F5.4.3 (9.2 min, compuesto TP-68-3: 8.2 mg), F5.4.4 (11 min, 3.2 mg),
F5.4.5 (12.8 min, 4.7 mg).

3.7 BIOENSAYO CONTRA HONGOS ASPERGILLUS BRAZILIENSIS Y FUSARIUM

OXYSPORUM

Se utilizaron los siguientes hongos fitopatogenos: Aspergillus braziliensis y Fusarium
oxysporum. Se cultivd previamente cada hongo en un plato Petri en medio PDA. Un pedazo
de agar con esporas de cada hongo se coloco en la mitad de un plato Petri con PDA. Los
compuestos (0.05 mg) se colocaron directamente en el agar con una micropipeta a 3 cm del
hongo inoculado. Para el control positivo se utilizo Nistatina (0.05 mg). Los platos Petri se
incubaron a 26 °C en la oscuridad y luego se monitoreo durante una semana para revisar si

habia un halo de inhibicion.

3.8 BIOENSAYO CONTRA Escovorsis SPY HONGOS MUTUALISTAS

Se utilizaron los siguientes hongos: Escovopsis sp. (hongo patogeno de las hormigas Attini),
y un hongo mutualista de las hormigas Attini. En un tubo falcon de 50 mL se preparaba una
solucion de esporas para cada hongo (2 a 3 mg en 40 mL de PDA diluido a 40 °C

aproximadamente), se utilizé un Vortex para homogenizar la solucion, luego se vertieron 10
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mL en un plato Petri (100 x 20 mm) y se dejaba enfriando hasta que se solidificara
completamente. Los compuestos (0.05 mg) se colocaron directamente sobre el medio s6lido
con una micropipeta. Para el control positivo se utiliz6 Nistatina (0.05 mg). Los platos Petri
se incubaron a 26 °C en la oscuridad y luego se monitoreo durante una semana para revisar

si habia un halo de inhibicion.

3.9 BIOENSAYO CONTRA CANDIDA ALBICANS

Las fracciones o compuestos también se probaron contra Candica albicans, utilizando la

prueba de susceptibilidad antimicrobiana por la técnica Kirby Bauer (difusion en agar).

3.9.1 Preparacion del estandar de turbidez

Para preparar el estandar de turbidez se agregd 0.5 mL de BaCl,-2H20 (1.175 %) a 99.5 mL
de H>SO40.36 N (1%), y se mezcl6 en constante movimiento para mantener la suspension.
Luego se verifico la densidad correcta del estandar usando un espectrofotometro cuya
absorbancia a 625 nm fue 0.08 a 0.10 para establecer el estandar a 0.5 de Mcfarland. Se

mantuvo la solucion en oscuridad a 22-26 °C (Hudzicki, 2009; Jorgensen and Ferraro, 2009).

3.9.2 Preparacion del inéculo

Las bacterias de referencia se incubaron en platos Petri con agar tripticasa de soya (TSA).
Antes de cumplir las 24 horas de incubacion se tomaron de 3 a 5 colonias para suspender en
9 mL de solucién salina estéril, luego se procedidé a comparar visualmente con el tubo
solucion Mcfarland, utilizando de contra fondo la tarjeta Wickerham; esta suspension

contenia aproximadamente 1-2 x 108 (Hudzicki, 2009).

3.9.3 Siembra de la muestra

Se esparcido 100 pL del indculo bacteriano en platos Petri de Mueller-Hinton Agar. Se
distribuyé homogéneamente con ayuda de un esparcidor estéril, y luego se dejo secar el
indculo a temperatura ambiente dentro de la cdmara de flujo laminar durante 15 min para
lograr una mayor fijacion (Jorgensen and Turnidge, 2015). Las fracciones (0.1 mg) o
compuestos (0.05 mg) se colocan directamente sobre el agar con una micropipeta. La

ciprofloxacina se utilizd como control positivo. Los platos Petri se incubaron a 37 °C durante
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la noche y luego se observo visualmente en busca de zonas de inhibicion (Adnani et al.,

2015).

3.10 MEDICION DE ROTACION ESPECIFICA DE COMPUESTOS

Las rotaciones especificas de los tres compuestos fueron determinadas en metanol a las
siguientes concentraciones: TP-98-1 (0.59 g/mL), Arthropsolide A (0.325 g/mL) y
Roussoellide (0.24 g/mL).
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 COMPARACION DEL CRECIMIENTO DEL HONGO LUTEOMYCES

TRICHODERMOIDES (08.COL EN MEDIOS DE CULTIVO COMERCIALES

Los resultados presentados muestran que el compuesto activo esperado (TP-68-3), con un
tiempo de retencion de alrededor de 14.2 minutos, fue detectado en los medios de maiz, PDA,
pasta, SAB y avena (Tabla 1 y Anexo A). En el medio PDA se obtuvo mayor cantidad de
extracto y se observa mayor abundancia del compuesto, lo que indica que es el mas adecuado
para la produccion de los metabolitos secundarios del hongo. Por esta razén, se decidid

utilizar exclusivamente el medio PDA en los pasos experimentales posteriores.

Tabla 1. Masas obtenidas de la inoculacion del hongo Luteomyces trichodermoides 08.col en

diversos medios comerciales.

Medio Masa final | Masa final | Diferencia de masa
(hongo) (blanco)

PDA 70.8 mg 3.3 mg 67.5 mg

SAB 67.6 mg 14.3 mg 53.3 mg
Avena 193.2 mg 175.3 mg 17.9 mg

Pasta 22.2 mg 9 mg 13.2 mg
MEA 252 mg 12.6 mg 12.6 mg

Maiz 223 mg 12.6 mg 9.7 mg

Arroz 16.6 mg 8.7 mg 7.9 mg
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4.2 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE COMPUESTOS AISLADOS DEL

HONGO LUTEOMYCES TRICHODERMOIDES 08.COL

4.2.1 Compuesto Roussoellide

Figura 4. Estructura del compuesto Roussoellide.

El espectro de RMN *C del compuesto Roussoellide (un solido aceitoso incoloro) presentd
13 carbonos [ dc: 175.4 (C-1), 158.2 (C-2), 69.9 (C-3), 57.0 (C-4), 40.3 (C-5), 130.7 (C-6),
127.3 (C-7), 64.7 (C-8), 68.0 (C-9), 88.8 (C-10), 128.1 (C-11), 131.5 (C-12) y 18.0 (C-13)
](Anexo B). Los espectros de RMN 'H y gHSQC mostraron la presencia de un grupo metilo
[0n 1.64 (H-13)]; tres protones oximetinos [on 5.46 (H-3), 4.17 (H-8) y 3.82 (H-9]; dos
hidrégenos vinilicos [on 4.62 (H-10a) y 4.80 (H-10b)]; un grupo metino [éu 3.40 (H-5)];
cuatro hidrogenos de alqueno [on 5.61 (H-6), 6.03 (H-7), 5.33 (H-11), y 5.68 (H-12)]; y tres
hidrégenos provenientes de grupos hidroxilos [on 2.59 (OH-3), 3.49 (OH-9)y 3.91 (OH-8)]
(Anexo C y D) . La estructura plana del compuesto Roussoellide (Figura 4) se determin6 a
través de las correlaciones observadas en el espectro de gHMBC y gCOSY (Figura 5)(
Anexo E y F ). El espectro de masa mostro la presencia de una molécula cationizada con
sodio [M + Na]* = 275 (Anexo G), que corresponde a la formula molecular C;3H;40sNa,
lo cual confirma la estructura base del compuesto Roussoellide. Los datos experimentales de
RMN son muy proximos a los de la literatura (Sommart et al., 2021) (Tabla 2), lo cual

sugiere que es la misma molécula.
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Figura 5. Principales correlaciones vistas en el COSY y HMBC del compuesto Roussoellide.

Tabla 2. Comparacion de datos experimentales de RMN-!'H y '*C de Roussoellide en CDClza 500
('H) y 125 (**C) MHz y los datos de la literatura 300 ('H) y 75 (*C) MHz.

Datos experimentales

Datos de la literatura

No. Tipo
oc on, mult. (J, Hz) oc on, mult. (J, Hz)
1 C 175.4 - 175.3 --
2 C 158.2 - 158.5 --
3 CH 69.9 5.46, dt (8.6, 2.3) 70.2 5.46, brs
4 C 57.0 - 57.1 --
5 CH 40.3 3.40,dd (8.9, 1.6) 40.4 | 3.41,ddd (8.7, 3.0,1.8)
6 CH 130.7 5.61,dt (10.1) 130.7 5.61,dt (9.9, 1.8)
7 CH 127.3 | 6.03,ddd (10.1,4.6,3.0) | 127.5 | 6.03,ddd (9.9, 4.8, 3.0)
8 CH 64.7 4.17, m 64.8 4.17, m
9 CH 68.0 3.82,dd (7.8,5.7) 68.3 3.81,d(5.7)
10 CH: 88.8 4.80,t(2.7) 88.6 4.80,t(2.7)
4.62,t(2.7) 4.62,t(2.7)
11 CH 128.1 | 5.33,ddq (15.2,8.9,1.6) | 128.4 | 5.33,ddq (15.3,8.7, 1.5)
12 CH 131.5 5.68,dq (15.2, 6.4) 131.5 5.68,dq (15.3, 6.6)
13 CH; 18.0 1.64,dd (6.4, 1.6) 17.8 1.64, dd (6.6, 1.5)
OH-3 2.59,d(7.2) 2.60, brs
OH-8 3.91,d (12.0) 3.91,d (12.0)
OH-9 3.49,d (7.2)

33|Pagina



4.2.2 Compuesto Arthropsolide A

Figura 6. Estructura del compuesto Arthropsolide A.

El espectro de RMN '*C en CDCl; del compuesto Arthropsolide A (cristales incoloros)
presento trece carbonos [ 6c 171.4 (C-1), 157.1 (C-2), 69.8 (C-3), 61.3 (C-4), 41.2 (C-5),
149.5 (C-6), 126.2 (C-7), 196.7 (C-8), 72.1 (C-9), 88.7 (C-10), 126.5 (C-11), 133.1 (C-12) y
18.1 (C-13)] (Anexo H). Los espectros de RMN 'H y gHSQC mostraron la presencia de 1
metilo [0n 1.67 (H-13)]; dos hidrogenos vinilicos [ou 4.60 (H-10a) y 4.79 (H-10b)]; dos
protones oximetinos [on 5.35 (H-3) y 4.32 (H-9]; un grupo metino [6u 3.90 (H-5)]; cuatro
hidrégenos de alqueno [dn 6.63 (H-6), 6.25 (H-7), 5.45 (H-11), y 5.75 (H-12)]; y dos
hidrogenos provenientes de grupos hidroxilos [6u 2.79 (OH-3) y 4.05 (OH-9)] (Anexo I y
J). La estructura plana del compuesto Arthropsolide A (Figura 6) se determind a través de
las correlaciones observadas en el espectro de gHMBC y gCOSY (Figura 7, Anexo Ky L).
El espectro de masa mostro la presencia de una molécula cationizada con sodio
[M + Na]* = 273 (Anexo M), que corresponde a la formula molecular C;3H;,0sNa, lo
cual confirma la estructura base del compuesto Arthropsolide A. Los datos experimentales
de RMN son muy proximos a los datos de la literatura (Sommart et al., 2021) (7abla 3), lo
cual sugiere que es la misma molécula.

0
OH
=7 OH

oF

— 'H-'"HCOSY “~ \HMmBC

Figura 7. Principales correlaciones en el espectro COSY y HMBC del compuesto Arthropsolide A.
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Tabla 3. Comparacion de datos experimentales de RMN-'H y '3C de Arthropsolide A en CDCl; a
500 ("H) y 125 (**C) MHz y los datos de la literatura 300 ('H) y 75 (**C) MHz.

Datos experimentales Datos de la literatura
No. Tipo
oc on, mult. (J, Hz) oc on, mult. (J, Hz)
1 C 171.4 -- 170.9 --
2 C 157.1 -- 157.3 --
3 CH 69.8 5.35,d(7.3) 69.2 5.36, brs
4 C 61.3 -- 61.8 --
5 CH 41.2 3.90,d (8.2) 40.8 3.90, m
6 CH | 1495 6.63,d (10.3) 149.1 6.63, dd (10.2, 2.4)
7 CH | 126.2 6.25,d (10.1) 126.2 6.25,dd (10.2, 3.3)
8 C 196.7 -- 196.2 --
9 CH 72.1 432,s 72.2 4.46, s
10 CH2 | 88.7 4.79, s 88.3 4.61,t(2.7)
4.60, s 4.31,t(2.7)
11 CH | 1265 5.45,dd (15.1, 8.7) 126.8 | 5.45,ddq (15.6,8.7, 1.5)
12 CH | 133.1 5.75,dq (15.2, 6.3) 133.0 5.76, dq (15.6, 6.6)
13 CHs | 18.1 1.67,d (6.1) 17.8 1.67,dd (6.6, 1.5)
3-OH 2.79,d (7,8)
9-OH 4.05,s

Los datos espectroscopicos de RMN-'H y '3C del compuesto Roussoellide son similares a
los datos del compuesto Arthropsolide A a excepcion de la presencia de una sefial adicional
de un proton oximetino ( 0n 4.17, m, H-8) y la sustitucion de la sefial del carbono carbonilico
de cetona (3¢ 196.7) en Arthropsolide A por la sefial de un carbono oximetino (6c 64.7) en
Roussoellide. Estos resultados indicaron que el grupo carbonilico de cetona en
Arthropsolide A fue reducido a un alcohol secundario en Roussoellide (Sommart et al.,

2021).
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En el espectro gNOESY del compuesto Roussoellide (Anexo N), se observaron
correlaciones entre los protones H-9 y H-5, asi como entre los protones H-9 y H-8 (Figura
8). La correlacion entre los angulos de los protones H-8 y H-9 muestra una constante de
acoplamiento *Jus.n9 = 5.7 Hz, lo que sugiere un angulo aproximado de 40° entre estos dos
hidrégenos. Esta distancia angular indica que los protones H-8 y H-9 se encuentran en una

configuracion espacial gauche o sinclinal, alternando sus posiciones en el espacio.

Ademas, el compuesto Roussoellide presenta una rotacion especifica de [a]3°= —107.7
(0.24, MeOH) que, al compararse con la rotacion especifica de la literatura de [a]3°= —77.5
(1.00, MeOH), muestra valores similares. Esto sugiere que el compuesto no esta

completamente puro, lo que podria estar relacionado con la presencia de impurezas.

Roussoellide
HH o, F XNOESY
X 3 Jusm0=15.7 Hz
C, H
"~

Figura 8. Analisis de la configuracion relativa de los compuestos Roussoellide.

Por otro lado, en el caso del compuesto Arthropsolide A, el espectro gNOESY (Anexo N)
mostrod correlaciones entre los protones H-9 y H-5, lo que indica que estos protones se
encuentran en el mismo plano axial (Figura 9). Este resultado sugiere que ambos protones
estan orientados de manera que permiten la interaccion espacial en la misma direccion, lo

que puede ser indicativo de una conformacion especifica de la molécula.

Este compuesto tiene una rotacion especifica de [a]3°= —225.5 (0.325, MeOH), que, al

compararse con la rotacién especifica de la literatura de [a]3°= —303.7 (1.00, MeOH),

demuestra que el compuesto podria no estar completamente puro (Sommart et al., 2021).
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Figura 9. Anélisis de la configuracion relativa de los compuestos Arthropsolide A.

4.2.3 Compuesto TP-68-3

Figura 10. Estructura del compuesto TP-68-3.

El compuesto TP-68-3 se obtuvo como un sélido aceitoso incoloro. Los datos de RMN de
TP-68-3 (Tabla 4) sugieren que es una mezcla de dos isdbmeros inseparables (TP-68-3 A y
TP-68-3 B). El espectro de RMN '*C del isdémero TP-68-3 A presentd 15 carbonos [ §¢ 17.96
(C-1), 132.81 (C-2), 124.90 (C-3), 45.27 (C-4), 129.41 (C-5), 125.08 (C-6), 74.57 (C-7),
73.41 (C-8), 59.34 (C-9), 194.74 (C-10), 150.77 (C-11), 95.31 (C-12), 171.93 (C-13), 173.24
(C-14), 21.27 (C-15)] (Anexo O). Los espectros d¢ RMN 'H y gHSQC mostraron la
presencia de dos grupos metilos [ou 1.60 (H-1) y 2.14 (H-15)]; dos protones oximetinos [on
5.65 (H-7) y 4.25 (H-8)]; dos hidrogenos vinilicos [6n 5.06 (H-12a) y 5.39 (H-12b)]; un
grupo metino [0u 3.47 (H-4)]; y cuatro hidrogenos de alqueno [dn 5.68 (H-2), 5.10 (H-3),
5.59-5.64 (H-5),y 5.62-5.70 (H-6)] (Anexos Py Q).

Para el isdomero TP-68-3 B el espectro de RMN !3C present6 15 carbonos: 8¢ 17.96 (C-1),
132.78 (C-2), 125.12 (C-3), 44.75 (C-4), 129.98 (C-5), 124.87 (C-6), 75.24 (C-7), 73.19 (C-
8), 59.56 (C-9), 196.10 (C-10), 151.07 (C-11), 95.42 (C-12), 169.51 (C-13), 173.55 (C-14),
21.27 (C-15). Los espectros de RMN 'H y gHSQC mostraron la presencia de dos grupos
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metilos [on 1.60 (H-1) y 2.15 (H-15)]; dos protones oximetinos [ou 5.67 (H-7) y 4.21 (H-8)];
dos hidrogenos vinilicos [on 5.08 (H-12a) y 5.41 (H-12b)]; un grupo metino [6n 3.36 (H-4)];
y cuatro hidrégenos de alqueno [on 5.58 (H-2), 5.19 (H-3), 5.59-5.64 (H-5), y 5.62-5.70 (H-
0)].

— !H-'H COSY
~X HMBC

Figura 11. Principales correlaciones en el espectro COSY y HMBC del compuesto TP-68-3.

La estructura plana del compuesto TP-68-3 (Figura 10) se determind a través de las
correlaciones observadas en el espectro de gHMBC y gCOSY (Figura 11, Anexo Ry S).
El espectro de masas mostrd la presencia de una molécula cationizada [M+Na]" = 315
(Anexo T), correspondiente a la formula molecular C1sH160sNa. Se han reportado en la
literatura algunos analogos de TP-68-3: mycosporulone (Guiraud et al., 1999), arthropsolide
By C (Ayer et al., 2011), y oxaspirol B (Wijeratne et al., 2016) (Figura 12).

OH
A
O Z
= /\O
=0 = 0
TP-68-3 mycosporulone arthopsolides B and C ~~  oxaspirol B

Figura 12. Anélogos de compuesto TP-68-3

El compuesto TP-68-3 puede ser una mezcla de dos epimeros inseparables que estan en
equilibrio (Figura 13). El mismo fenomeno se ha reportado para el compuesto oxaspirol B

(Wijeratne et al., 2016).
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Figura 13. Equilibrio de isdmeros de TP-68-3, via retro-Aldol y Aldol.

Tabla 4. Datos de 'H y *C NMR de los compuestos TP-68-3A y TP-68-3B en CDCI; 500 (‘H) y
125 (C) MHz.

TP-68-3A + TP-68-3B

No. | Tipo

oc on, mult. (J, Hz) oc on, mult. (J, Hz)
1 CH; | 17.96 1.60, dd (1.2, 6.6) 17.96 1.60, dd (1,2, 6.6)
2 CH 132.81 | 5.68, m 132.78 | 5.58,dq (0.7, 6.5,

15.1)
3 CH 124.90 | 5.10,ddq (1.7, 7.6, 125.12 | 5.19,ddq (1.7,9.2,
15.1) 15.2)
4 CH 4527 |347,m 4475 | 3.36, m
5 CH 129.41 | 5.59-5.64, m 129.98 | 5.59-5.64, m
6 CH 125.08 | 5.62-5.70, m 124.87 | 5.62-5.70, m
7 CH 74.57 | 5.65, m 75.24 | 5.67,m
8 CH 73.41 | 4.25,d(7.7) 73.19 | 4.21,d(7.6)
9 C 59.34 | --- 59.56 | ---
10 C 194.74 | --- 196.10 | ---
11 C 150.77 | --- 151.07 | ---
12 CH: |95.31 5.06,d (2.9) 95.42 |5.08,d(2.9)
5.39,d (2.9) 541,d(2.9)

13 C 171.93 | --- 169.51 | ---
14 C 173.24 | --- 173.55 | ---
15 CHs |21.27 |2.14,s 2127 | 2.15,s
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El compuesto TP-68-3 presenta un grupo acetato en el carbono C-7 y un carbonilo de cetona
en el carbono C-10. Los esterecoisoémeros TP-68-3 A y TP-68-3 B exhiben constantes de
acoplamiento y correlaciones idénticas en los espectros 'H-'H NOESY entre los hidrégenos
en las posiciones 4 y 8, asi como entre los hidrogenos en las posiciones 7 y 8, lo que indica
que la diferencia entre ellos radica en la configuracion del carbono C-9 (Figura 14) (Anexo
U). La correlacion entre los hidrégenos H-7 y H-8 muestra una constante de acoplamiento de
acoplamiento >Ji.7.n.s = 7.7 Hz , lo que sugiere que estos hidrogenos se encuentran en angulos
aproximadamente de 20°. Esta distancia angular indica que los protones H-7 y H-8 estan en
una configuracion espacial gauche o sinclinal, lo que implica que alternan sus posiciones en

el espacio.

En este contexto, la molécula no presenta rotacion Optica neta, ya que, aunque las partes
individuales puedan inducir rotaciones, la simetria interna de la molécula provoca que estas
se reorganicen de tal forma que no produzcan un efecto neto de rotacion del plano de luz.
Este fendmeno es similar al observado en el compuesto Oxaspirol B, donde la simetria interna
de la molécula anula la rotacion optica debido a la cancelacion de las contribuciones

individuales de las partes quirales de sus estereoisomeros.

TP-68-3A

MN\O 8 H # X\ NOESY
H O C H Q y 378 = 7.7 Hz
Cs b\/
HH Aq H

TP-68-3B

\\ # X NOESY
U

&/»\/ ST

Figura 14. Analisis de la configuracion relativa del compuesto TP-68-3.
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4.2.4 Compuestos TP-98-1

Figura 15. Estructura del compuesto TP-98-1.

El espectro de RMN '*C (Tabla 5) del compuesto TP-98-1 presentd quince carbonos [ ¢
17.944 (C-1), 131.481 (C-2), 127.847 (C-3), 39.739 (C-4), 123.991 (C-5), 131.359 (C-6),
69.949 (C-7), 71.411 (C-8), 57.637 (C-9), 75.042 (C-10), 157.771 (C-11), 88.484 (C-12),
172.970 (C-13), 172.534 (C-14) y 21.366 (C-15)](Anexo V). Los espectros de RMN 'H y
gHSQC mostraron la presencia de dos grupos metilos [ou 1.62 (H-1) y 2.14 (H-15)]; tres
protones oximetinos [dn 5.28-5.36 (H-7), 3.91 (H-8) y 5.88 (H-10)]; dos hidrogenos vinilicos
[0n 4.68 (H-12a) y 4.77 (H-12b)]; un grupo metino [0 3.50 (H-4)]; cuatro hidrogenos de
alqueno [on 5.53-5.71 (H-2), 5.26-5.37 (H-3), 5.58-5.66 (H-5), y 5.53-5.71 (H-6)]; y un
hidrogeno proveniente de un grupo hidroxilos [on 2.76 (OH-10)] (Anexos W y X). La
estructura plana del compuesto TP-98-1 (Figura 15) se determindé a través de las
correlaciones observadas en el espectro de gHMBC y gCOSY (Anexo Y y Z)(Figura 16).
El espectro de masa mostro la presencia de una molécula cationizada con sodio

[M + Na]* = 317 (Anexo AA), correspondiente a la formula molecular C1sH;3O¢Na.

— 'H-'"H cOosY

Figura 16. Principales correlaciones en el espectro gCOSY y gHMBC del compuesto TP-98-1.
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Tabla 5. Datos de 'H y *C NMR del compuesto TP-98-1 en CDCl; 500 ('H) y 125 (**C) MHz.

TP-98-1
No. Tipo
oc on, mult. (J, Hz)
1 CH; 17.944 1.62, dd (1.15, 5.35)
2 CH 131.481 5.53-5.71, m
3 CH 127.847 5.26-5.37, m
4 CH 39.739 3.50, dd (2.10, 6.87)
5 CH 123.991 5.58-5.66, m
6 CH 131.359 5.53-5.71, m
7 CH 69.949 5.28-5.36, m
8 CH 71.411 3.91,d (7.06)
9 C 57.637 --
10 CH 75.042 5.88, m
11 C 157.771 --
12 CHz 88.484 4.77,t(2.48)
4.68,1(2.48)
13 C 172.970 --
14 C 172.534 --
15 CHs 21.366 2.14,s
10-OH 2.76,d (7.83)

Por otro lado, el compuesto TP-98-1 contiene el grupo acetato en el carbono C-8 y un grupo
hidroxilo en el carbono C-10. Este compuesto muestra correlaciones de 'H-'H NOESY entre
los hidrogenos en las posiciones 7 y 8, asi como entre los hidrégenos en las posiciones 8 y
10 proveniente del proton del hidroxilo, lo que indica que estos protones se encuentran en el
mismo plano (Anexo BB) (Figura 17). Este compuesto tiene una rotacion Optica especifica
de [a]3® = —214.6 (0.59, MeOH) . Ademas de que en la literatura no se encuentra
informacion sobre este compuesto, lo cual sugiere que podria tratarse de un compuesto
nuevo.
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Figura 17. Analisis de la configuracion relativa del compuesto TP-98-1.
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4.3 BIOENSAYOS ANTIFUNGICOS

4.3.1 Bioensayo de fracciones contra Aspergillus brasiliensis

Se realiz6 un bioensayo utilizando los compuestos del hongo Luteomyces trichodermoides
08.col contra el hongo Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, aislado de ardndano
(blueberry). Se observé un halo de inhibicion generado por el compuesto TP-68-3, similar al
del control positivo. Este hallazgo sugiere que el compuesto TP-68-3 presenta capacidad

inhibitoria frente a Aspergillus brasiliensis (Figura 18).

Figura 18. Resultados de bioensayo contra el hongo Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 obtenido
de blueberry: A) Control positivo frontal (Nistatina). B) Control positivo posterior (Nistatina). C)
Compuesto TP-68-3. D) Control negativo.
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4.3.2 Bioensayo de fracciones contra Fusarium oxysporum

Los resultados de los bioensayos de los compuestos aislados del hongo Luteomyces
trichodermoides 08.col frente al hongo Fusarium oxysporum ATCC 48112 revelaron halos
de inhibicidon solamente por parte del compuesto TP-68-3, similar al del control positivo.
Este resultado demuestra la capacidad inhibitoria del compuesto TP-68-3 frente a Fusarium

oxysporum (Figura 19).

Figura 19. Resultados de bioensayo contra el hongo Fusarium oxysporum ATCC 48112: A) Control
positivo frontal (Nistatina). B) Control positivo posterior (Nistatina). C) Compuesto TP-68-3. D)

Control negativo.
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4.3.3 Bioensayo de TP-68-3 contra Candida albicans

Los resultados del bioensayo del compuesto TP-68-3, aislado del hongo Luteomyces
trichodermoides 08.col, evidenciaron la formacion de un pequenio halo de inhibicion frente
a Candida albicans (Figura 20). Este efecto sugiere que, aunque la actividad observada fue
limitada debido a la baja concentracion del compuesto, TP-68-3 posee capacidad inhibitoria

contra Candida albicans.

Figura 20. Actividad antifiingica contra Candida albicans: A) TP-68-3 (25 ng), B) Nistatina (25 ug).

4.3.4 Bioensayo de TP-68-3 contra Escovopsis sp.

Los resultados de los bioensayos realizados con los compuestos aislados del hongo
Luteomyces trichodermoides 08.col frente a otra colonia del hongo Escovopsis sp. mostraron
resultados negativos para la mayoria de los compuestos, con excepcion del compuesto
TP-68-3, el cual presentd un halo de inhibicion, evidenciando asi su actividad antifungica

para inhibir el crecimiento de Escovopsis sp (Figura 21).

Figura 21. Actividad antifungica contra Escovopsis sp.: A) TP-68-3, B) Control Negativo.
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4.3.5 Bioensayo de TP-68-3 contra hongos mutualistas

Los resultados del bioensayo del compuesto TP-68-3 contra hongos mutualistas evidenciaron
una potente actividad antifungica (Figura 22). Al comparar la inhibicion provocada por TP-
68-3 con la del control positivo, Nistatina, se observd una mayor capacidad inhibitoria por

parte del compuesto TP-68-3. Estos hallazgos destacan su notable potencial como agente

antifungico.

Figura 22. Actividad antifingica contra hongos mutualistas (4 dias a 26 °C): A) TP-68-3 (50 pg) vs
Apt7, B) Nistatina (50 pg) vs Apt7, C) DMSO (control negativo) vs Apt7.
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CONCLUSIONES

Una posible funcion ecologica de los compuestos producidos por el hongo Luteomyces
trichodermoides 08.col en las colonias de hormigas Attini podria estar relacionada con la
regulacion de las poblaciones de hongos dentro de su ecosistema. Los metabolitos de este
hongo ejercen efectos antifungicos sobre los hongos cultivados por las hormigas, que son
fundamentales para su nutricion. Al interferir con estos microorganismos, el hongo
Luteomyces trichodermoides 08.col altera el equilibrio ecologico de la colonia, afectando las

practicas de cultivo y cuidado de los hongos por parte de las hormigas.

En cuanto a las condiciones de cultivo, se analizo el crecimiento del hongo Luteomyces
trichodermoides 08.col en diversos medios comerciales, determinando que el medio PDA
(Potato Dextrose Agar) favorece la produccion dptima de metabolitos secundarios, lo que lo

convierte en la mejor opcidn para la obtencion de compuestos bioactivos.

Se identificaron dos nuevos policétidos, denominados TP-68-3 y TP-98-1, cuyas estructuras
quimicas son andlogas a las de la familia de los spiroleptosphol. Ademas, se aislaron los
compuestos Roussoellide y Arthropsolide A, previamente reportados en la literatura. En las
pruebas de actividad antifungica, el compuesto TP-68-3 demostré un alto potencial
inhibitorio. La principal diferencia estructural que distingue al compuesto activo TP-68-3 de
otros compuestos aislados radica en la presencia de dos grupos carbonilo en el anillo de cinco
carbonos. Este detalle estructural es de gran relevancia, ya que, segun la literatura,
compuestos estructuralmente similares, como mycosporulone, arthopsolide B y C, y
oxaspirol B, también exhiben actividad antifiingica y citotoxica. Por lo tanto, la presencia de
un carbonilo adicional en esa posicion podria ser un factor clave en la actividad biologica del

compuesto.
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RECOMENDACIONES

Utilizar el PDA (Agar de Papa Dextrosa) como medio de cultivo para el hongo
Luteomyces trichodermoides 08.col, ya que favorece una mayor produccion de
metabolitos por parte del hongo, optimizando asi la obtencion de compuestos

bioactivos.

Implementar la liofilizacion de los cultivos del hongo después de la cosecha, como
tratamiento antes de la maceracion, con el fin de mejorar la eficiencia en la extraccion

de metabolitos.

Explorar la actividad antifiingica del compuesto TP-68-3 contra diferentes hongos
considerados patdogenos de humanos de importancia médica y contra hongos

patogenos de plantas.
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ANEXOS
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Anexo A. Cromatograma de los extractos obtenidos del cultivo de
Luteomyces trichodermoides 08.col en diferentes medios.
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Anexo F. Espectro gCOSY del compuesto Roussoellide en CDCl3 a 500 MHz.
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Anexo H. Espectro de RMN '3C del compuesto Arthropsolide A en CDCl; a 125 MHz.
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Anexo N. Espectro gNOESY del compuesto Roussoellide en CDCl3 a 500 MHz.
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Anexo O. Espectro RMN 3C del compuesto TP-68-3 en CDCl; a 125 MHz
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Anexo P. Espectro de RMN 'H del compuesto TP-68-3 en CDCl; a 500 MHz.
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Anexo P (Cont.). Espectro de RMN 'H del compuesto TP-68-3 en CDCl; a 500 MHz.
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Anexo Q. Espectro gHSQC del compuesto TP-68-3 en CDCls a 500 MHz.
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Anexo R. Espectro gHMBC del compuesto TP-68-3 en CDCl; a 500 MHz.
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Anexo S. Espectro gCOSY del compuesto TP-68-3 en CDCl; a 500 MHz.
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Anexo T. Espectro de masas del compuesto TP-68-3.
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Anexo U. Espectro gNOESY del compuesto TP-68-3 en CDCl3 a 500 MHz.
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Anexo V. Espectro RMN *C del compuesto TP-98-1 en CDCl; a 500 MHz.
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Anexo V.(Cont.). Espectro RMN 3C del compuesto TP-98-1 en CDCl; a 500 MHz.
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Anexo W. Espectro RMN 'H del compuesto TP-98-1 en CDCl; a 500 MHz
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Anexo W. (Cont.). Espectro RMN 'H del compuesto TP-98-1 en CDCl; a 500 MHz
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Anexo X. Espectro gHSQC del compuesto TP-98-1 en CDCI3 a 500 MHz.
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Anexo Y. Espectro gHMBC del compuesto TP-98-1 en CDClz a 500 MHz.
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Anexo Z. Espectro gCOSY del compuesto TP-98-1 en CDCl3 a 500 MHz.
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Anexo AA. Espectro de masas del compuesto TP-98-1.
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Anexo BB. Espectro gNOESY del compuesto TP-98-1 en CDCls a 500 MHz.
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