Universidad de Panama

Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia

“Estudio de los metabolitos secundarios del hongo Escovopsis sp.
A.det.08col aislado de una colonia de hormigas Apterostigma

dentigerum”

Trabajo de Grado como requisito para optar por el titulo de:
Licenciado en Quimica
Tania Denice Pérez Vasquez

EC-22-12747

Asesor: Dr. Humberto Ortega

Co-asesor: Dr. Hermdgenes Fernandez-Marin

Panama 2022

pag. 1



Dr. Humberto Ortega
Asesor

Departamento de Quimica Orgéanica

Dr. Hermogenes Fernandez-Marin
Co-asesor

Investigador en el centro de
Biodiversidad y Descubrimiento de
Drogas de INDICASAT-AIP

pag. 2



Iindice general

INdice de fIGUIAS ..oevvuneernneirineeerieeeiiieertieeereeerieeertneeersneeesseeersneersnneene 3)
INAICe de tADIAS ...eevunerenieiieieiiieeriieeerieeerteeereteeersaeeeraneersseeersnneersnnenes 6
Lista de abreviaturas y tErMINOS .........c.oouiiiiiieiieeee e 7
AGradecimientos .....ooevveiieiiieiiniiniiieiinieieiinisseesessssossssssosssssssnsosssssssnsons 9
Dedicatoria. . cociieiiiiieiiniiiiriniiniiieiieiieiosetesstsntossssssssssssssnsosssssssnsossssssns 10
RESUIMIBIN ..ottt e e e e e s et r e e e e e e e e nnenees 11
INEFOAUCCION ...t e e et e et e e reeanae e 12
R\ T ol I =T ] ot OSSR 15
1.1 Simbiosis de las hormigas cultivadoras de hongos............ccccceiieiieniieiiene. 16
1.2 E1 hoNgo parasito ESCOVOPSIS .........euiiviiiieiiiiiie it 16
1.2.1 INteracciones eNtre ESCOVOPSIS .......ciuieiuieriieiiiesiriesieesie et siee e 18
1.2.2 Metabolitos secundarios reportados del hongo Escovopsis...................... 18
2. ODJBEIVOS ...ttt ettt bttt 21
2.1 ODJEtiVOS QENEIAIES. ... ..eieieiie ettt e e e e et e e eesnrae e 22
2.2 ODJetiVOS BSPECITICOS. .. .viieiiie et e e e e srae e 22
K T 1Y/ =1 (oo [o] [0 1 - USROS OPR PRSPPI 23
3.1 Equipos, solventes y materiales utilizados. ............ccccoevveiiii i 24
3.2 Aislamiento de hONQOS ESCOVOPSIS. .. .ccvureiirireiiieeiitiieeiieeesiteeesteeesieeesieeesrnee s 25
3.3 Cultivo a gran escala del hongo Escovopsis sp. A.det.08.col.. ........ccccccveevnnnnnn 26

3.4 Purificacion de Compuestos obtenidos del hongo Escovopsis sp. A.det.08.col. 26

3.5 Medicidn de rotacion especifica de COMPUESLOS. .......cccvveevieeeiiieeiiie e 28
3.6 Cultivo a pequeria escala de hongos ESCOVOPSIS... .....ccovveeiiieeiiiieeiiiee e 29
3.7 Fraccionamiento de Crudos obtenidos de los cultivos a pequefia escala de 29
NONQOS ESCOVOPSIS. ...uvieeiieeeitiee ettt ettt e ettt e e s e e e e st e e et e e et e e et a e e ssae e e snaaeennneeeanes

3.8 Analisis por cromatografia liquida acoplada a masas de compuestos y 30
I - T01 (0SSP PPR PP

3.9 Bioensayo contra hongos ESCOVOPSIS.......cccuriiiireiiieeiiieeeiiieeesveeesieeesieeesane e 31
3.10 Bioensayos antibDacterian0s .............cocureiiieeiiie e 31
3.10.1 Preparacion del estandar de turbidez............cocoveiiiee e 31
3.10.2 Preparacion del inoculo bacteriano. ...........ccccocveiiiie e 31

pag. 3



3.10.3 SiembBra de 18 MUEBSTIA ......e e et 32

4. ReSUItAdOS Y DISCUSION ......coiuiiiiiiiaiii ittt ettt 33
4.1 Elucidacion estructural de compuestos aislados de Escovopsis sp. 34
s N 20 1)

4.1.1 Compuestos TP-38-2 Y TP-39-5........coiiiii e 34
4.1.2 COMPUESEO TP-44-3 ... o e 37
4.1.3 COMPUESEO TP-43-2... oot 41
4.2 Comparacion del perfil quimico de diferentes hongos Escovopsis................... 43
4.3 Bioensayo de fracciones contra ESCOVOPSIS. ........ccuverireiieeiiiiiie e 49
4.4 Bioensayos antibDaCTErTaANO0S .........ooiviiiiieiii ettt 51
CONCIUSIONES ...ttt et e e e e e e e st e et e e e beeeenreeeennaeeennneeeanseeens 53
Recomenadaciones......ccoeeviiieiiiiiniiiiiiniiiiinnntisiessecsesssssesssssssssssssnssosones 54
BiDIIOGrafia. .. .c.eeiiie e 55
AANIEXOS. ..ottt e e e e ettt e e e e e e ra e s 61

indice de figuras

pag. 4



Figura 1. Relacion simbiotica cuatripartita de las hormigas Acromyrmex
echinatior Y SUS SIMBDIONTES .........oiiiiiiiie e e
Figura 2. Compuestos producidos por hongos del género Escovopsis

LT =T 0T
Figura 3. Cultivo a gran escala del hongo Escovopsis sp.

Acdet.08.C0L . unniiiiinniiiiniiiiniiiiiiniiicissnsecssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssns
Figura 4. Estructura de compuesto Arthropsolide D, TP-38-2, y TP-39-5. ..........

Figura 5. Principales correlaciones vistas en el COSY y HMBC para TP-38-2 'y
TP-30-0 L e e e e e e
Figura 6. Analisis de la configuracion relativa de TP-38-2y TP-39-5 ..................

Figura 7. Estructuray correlaciones *H-'H COSY y HMBC de TP-44-3 ...........
Figura 8. Analisis de la configuracion relativa de TP-44 3.....ccceveiiienenenenennnnn
Figura 9. Analogos de los compuestos TP-38-2, TP-39-5y TP-44-3......................

Figura 10. Estructuras de los compuestos gotjawaside, malfimentoside A,

L PSP ER P
Figura 11. Anélisis de la configuracion relativa de la porcion del monosacarido
8 TP-43-2 oot e e e e e et e e e s e e e e st e e e e s a e e e s abaaa e e
Figura 12. Hongos EScovopsis estudiados. ..............cccooveiiiiiiiiiieiiieiie e

Figura 13. Comparacion de cromatogramas UPLC-PDA del hongo A.det.08.col
Y 105 COMPUESEOS AISIAAOS .......eeeieiieeciiie e
Figura 14. Comparacion de de cromatogramas UPLC-PDA del hongo

A.det.08.col y los hongos aislados de colonias Apterostigma .........ccccccccveevvveennen.
Figura 15. Comparacion de cromatogramas UPLC-PDA del hongo A.det.08.col
y los hongos aislados de colonias ACrOMYFIMEX ......cccvveiivreiiireerieesiieeesieeesieeeens
Figura 16. Comparacion de cromatogramas UPLC-PDA del hongo A.det.08.col
y los hongos aislados de otras colonias de hormigas ...........ccccvvveiiiieeiiieccciieen,
Figura 17. Resultados del bioensayo contra hongo ESCOVOPSIS...........cccccveevveeenne.

Figura 18. Ejemplo de resultados de los bioensayos antibacterianos. .................

17

19

26

34
35

37
37
39
40
41

43

44
46

47

48

49

52

pag. 5



Indice de tablas

Tabla 1. Hongos EScovopsis Estudiados ....cocvuieeiieiniiniieiieeniiniieciecersnsensesne 25
Tabla 2. Crudos obtenidos de hoNgoS ESCOVOPSIS teveeererenteeeeeeransenceesnsonsennes 29
Tabla 3. Rendimiento obtenido de cada fraccion de extracto de crudos ............ 30
Tabla 4. Datos RMN Arthroposolide, TP-38-2, TP-39-5en CDCI3z c.ccvveinennnne. 35
Tabla 5. Datos RMN H y C TP-38-2, TP-39-5eNn CD30D ....ccevvvnreneeenrnnnnn 36

Tabla 6. Datos espectroscopicos de RMN-'H y 3C del compuesto TP-44-3 en 38

Tabla 7. Datos espectroscopicos de RMN del compuesto TP-44-3 en CD3OD ..... 42
Tabla 8. Datos de bioensayos antibDacterianos ..ceeeeeeieereeenreereeseecsensensescnsonee 51

pag. 6



Lista de abreviaturas y términos
AcOEt = Acetato de etilo
ACN = Acetonitrilo
PDA = Agar de papa y dextrosa
cm = Centimetro
CDClI; = Cloroformo deuterado
HPLC = Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
UPLC = Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Resolucién
& = Desplazamiento quimico
DMSO = Dimetilsulfoxido
d = Doblete
br d = Doblete ancho
dd = Doble doblete
ddqg = Doble doble cuarteto
ddd = Doble doble doblete
MS = Espectrometria de Masas
gCOSY = Gradient correlation spectroscopy
gHSQC = Gradient heteronuclear single-quantum correlation
gHMBC = Gradient heteronuclear multiple-bond correlation
gNOESY = Gradient Nuclear Overhauser effect spectroscopy
°C = Grados Celsius
ESI = lonizacion por electrospray

MHz = Megahercio

pag.7



MeOH = Metanol

CD30OD = Metanol deuterado

pL = Microlitro

mg = Miligramo

mm = Milimetro

m = Multiplete

RMN = Resonancia Magnética Nuclear

RMN C = Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
RMN !H = Resonancia Magnética Nuclear de Proton
s = Singulete

br s = Singulete ancho

UV = Ultravioleta

pag. 8



Agradecimientos

Al Sistema Nacional de Investigacion (SNI) y la SENACYT por financiar la investigacion
presentada en esta tesis.

Ala Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado de la Universidad de Panamé y al Laboratorio
de Bioorgéanica Tropical por facilitar los laboratorios y equipos para realizar la mayoria de
los experimentos presentados en esta tesis.

Al Profesor Daniel Torres por ayudar a obtener los espectros de masas de las muestras

analizadas.

Al Licenciado Ricardo Santamaria y Randy Mojica por ayudar a obtener los espectros de
RMN en INDICASAT-AIP.

A la Magister Kathleen Hernandez por ayudar a realizar los bioensayos antimicrobianos.

Al Dr. Hermogenes Fernandez-Marin por realizar las colectas de las hormigas, aislamiento
de los hongos Escovopsis, por facilitar algunos solventes organicos y diversos insumos de
microbiologia.

Al Dr. Humberto Ortega por la paciencia, los consejos, por la excelencia que desempefia
como investigador y también como profesor.

pag. 9



Dedicatoria

A Dios, mi Sefior, que como dice Efesios, siempre nos da mas de lo que podemos sofiar o
pedir; A mi padre, Mynor, mi héroe, el hombre al que Dios le ha dado gracia; A mi madre,
Yesenia, que pueda seguir honrando su vida tanto, como ella bendice la mia; A mi hermano
Daniel, que siempre escucha, siempre esta presente y siempre sabe que decir; A mi abuelo
Felipe el hombre de fe; A mi abuelo Angel, el mejor narrador de historias; A mis abuelas
Zenaida y Teresa, las que amo con todo mi corazén; En memoria de mi tia Leticia, mi
revolucionaria favorita.

pag. 10



Resumen

Los hongos del género Escovopsis son parasitos especializados que solo se han encontrado
en los ecosistemas de las colonias de hormigas cultivadoras de hongos (Tribu Attini), y han
evolucionado junto con estas durante millones de afios. Estos hongos son capaces de producir
metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de bacterias y hongos mutualistas de
estas hormigas, y ademas afectan el comportamiento de las hormigas attines. Incluso, algunas
especies de Escovopsis también pueden exhibir comportamientos antagonistas contra hongos

del mismo género de distintas colonias.

En esta investigacion se escogieron diecisiete hongos Escovopsis que han sido aislados,
identificados y estudiados previamente por el laboratorio del Dr. Hermdgenes Fernandez-
Marin de INDICASAT-AIP. Con el fin de comparar sus perfiles quimicos, se cultivaron a
pequefia escala en medio de cultivo PDA, se obtuvo el extracto crudo con acetato de etilo, se
analizaron por UPLC-UV-ESI-MS, y se le realizaron bioensayos contra bacterias gram-

positivas y gram-negativas.

Los hongos Escovopsis de colonias Apterostigma tiene la capacidad de producir compuestos
que inhiben el crecimiento de otros hongos Escovopsis y producir compuestos
antimicrobianos. Por tal motivo se escogio el hongo Escovopsis sp. A. det. 08 col para

estudiar sus metabolitos secundarios.

Se aislaron 4 compuestos nuevos, una butenolida aromética y tres policétidos, del hongo
Escovopsis sp. A. det. 08 col. Se establecieron las estructuras a través de la espectroscopia

de Resonancia Magnética Nuclear y espectrometria de masas.

Después de analizar el perfil quimico de cada hongo se encontraron diferencias notables entre
algunas de las cepas aisladas, especialmente entre los hongos aislados de géneros distintos
de hormigas Attini, incluyendo Acromyrmex, Atta, Apterostigma, Cyphomyrmex,

Paratrachymyrmex y Mycetomoellerius.
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Las hormigas cultivadoras de hongos (tribu Attini), poseen un ecosistema de diversas
interacciones complejas. Dentro de sus colonias han desarrollado una relacion mutualista
obligada con basidiomicetos (Por ejemplo, Leucoagaricus gongylophorus), un hongo que
depende de forma exclusiva de las hormigas para su propagacion dentro de las colonias. Estos
insectos proveen diferentes tipos de sustratos al hongo para que puedan desarrollarse y a
cambio este simbionte funciona como principal fuente de alimento para las hormigas. (Moller
etal., 2011)

Existe también en estos ecosistemas un grupo de hongos patdgenos especializados del género
Escovopsis, que se nutren casi de manera exclusiva del hongo basidiomycete mutualista
(Lepiotaceae), considerandose ademas como un posible biocontrolador frente a este tipo de

hormigas. (Currie y Reynolds, 2004; Travaglini et al., 2018)

Las hormigas Attini poseen algunos mecanismos de defensa contra Escovopsis, como la
limpieza manual de los jardines y de compuestos antimicrobianos producidos por
actinobacterias simbiontes que recubren el exoesqueleto de las hormigas. A pesar de estos
sistemas de proteccion, los hongos Escovopsis son capaces de producir compuestos y/o
enzimas que degradan las hifas de L. gonglylophorus (Currie y Reynolds, 2004). Se han
reportado que algunos metabolitos secundarios como la melinacidina 1V y la shearinina D
pueden inhibir el crecimiento de la bacterias mutualistas (género Pseudonocardia), la
shearinina D puede reducir la defensa del comportamiento de las hormigas obreras, ademas,
la emodina y la cicloartropsona son capaces de inhibir el crecimiento del hongo mutualista
L. gonglylophorus. (Dhodary et al., 2018; Heine et al., 2018)

Ademas de la interaccidn antagonista que posee Escovopsis con el resto del ecosistema de
las hormigas Attini, también muestran relaciones neutrales y antagonistas con cepas de
hongos Escovopsis de distintas colonias. Por ejemplo, los hongos Escovopsis de colonias de
hormigas Apterostigma tienen la capacidad de producir compuestos que inhiben el
crecimiento de hongos Escovopsis aislados de otras colonias de hormigas Attini. Las
relaciones antagonistas y neutrales estan basadas en la compatibilidad que cada cepa posee,
reguladas por factores genéticos y mediadas por la produccién de metabolitos secundarios

con propiedades antifungicas, por lo que podemos tener una idea de qué tan distintos son
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estas cepas entre si, basdndonos en su perfil quimico. (Malik y Vilgalys, 1999; Christopher
et al., 2021)

Tomando en cuenta estos antecedentes, nos planteamos en esta investigacion estudiar los
metabolitos secundarios producidos por el hongo Escovopsis sp. A.det.08col, aislado de una
colonia de hormiga Apterostigma dentigerum, y comparar su perfil quimico contra otras 16

cepas de hongos Escovopsis aisladas de colonias de seis géneros distintos de hormigas Attini.
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1.1 Simbiosis en las colonias de hormigas cultivadoras de hongos

La simbiosis, es una asociacion intima entre especies distintas y es de gran importancia en
biologia, como ejemplo tenemos a las hormigas de la Tribu Attini. El origen de estas
hormigas se encuentra alrededor de 50 millones de afios y se han diversificado en mas de 250
especies de 16 géneros (Meirelles et al., 2015). Se pueden dividir en cinco sistemas distintos
de agricultura: agricultura inferior; agricultura de hongos de coral; agricultura de levaduras;
agricultura superior generalizada; y agricultura de cortadoras de hojas (géneros Atta y
Acromyrmex) que han evolucionado mas recientemente para convertirse en los herbivoros
dominantes de los tropicos del nuevo mundo (Schultz y Brady, 2008). Las hormigas Attini
cultivan hongos basidiomicetos del grupo Lepiotaceae 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 simbiotica 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 glandulas subcuticulares en el exoesqueleto de las hormigas (Currie et al. 2006;
Haeder et al., 2009). En la Figura 1 se muestra un ejemplo de la relacion simbidtica

cuatripartita en una colonia de hormigas Attini del género Acromyrmex.
1.2 El hongo parasito Escovopsis

Los jardines de hongos basidiomycetes cultivados por las hormigas Attini estan
constantemente amenazadas por los hongos parasitos Escovopsis, algunos de estos se
consideran altamente virulentos para su huésped y aunque las hormigas han desarrollado
mecanismos de defensa, si no se controlan, pueden destruir los jardines de las hormigas.
(Currie, C. R., Bot, A. & Boomsma, 2003; Fernandez-Marin et al., 2015)
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Pseudonocardia Acromyrmex Leucoagaricus

& Mutualism
et

Antagonism

Escovopsis

Figura 1. Relacion simbidtica cuatripartita en una colonia de Acromyrmex echinatior. Las lineas rojas indican
iteraciones de antagonismo, y las verdes indican interacciones mutualistas (Heine et al., 2018).

Los hongos Escovopsis nunca han sido aislados fuera de los ecosistemas de las hormigas
cultivadoras de hongos y han coevolucionado con las hormigas Attini, desarrollando un estilo
de vida de micoparasito (Dhodary, Schilg, Wirth y Spitelle, 2018). Una de las especies mas
estudiada es E. weberi, que primero degrada las hifas de L. gongylophorus y luego procede
a tener una interaccion fisica con L. gongylophorus, lo que supone que el hongo parasito es
capaz de producir toxinas y/o enzimas que rompen el micelio del huésped para asi
alimentarse de él. (Dhodary, Schilg, Wirth y Spitelle, 2018)

Inicialmente se clasificaron estos hongos parasitos dentro del género Escovopsis, pero gracias
a estudios morfoldgicos y moleculares se han ido resolviendo las incongruencias filogénticas
que se dieron en las ultimas décadas, se ha logrado clasificar a Escovopsis como un clado
monofilético, separandolo en tres diferentes géneros. Estos géneros son: Sympodiorosea, que

de manera general tienden a crecer de manera mas lenta y poseen un color rosado,
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Luteomyces que tienden ser de color amarillo y Escovopsis de color marron. (Montoya et al.,
2021)

1.2.1 Interacciones entre Escovopsis

Para los hongos, como para la mayoria de los organismos, es importante el reconocimiento
de los posibles antagonistas y mutualistas. Para los hongos la incompatibilidad vegetativa
ocurre cuando dos hongos aislados de la misma especie entran en contacto y si las cepas son
de diferentes grupos de incompatibilidad se rechazan a través de mecanismos quimicos que
producen inhibicion del crecimiento, o envejecimiento de regiones del micelio. Se ha
reportado que existen interacciones intraclonales e interclonales de Escovopsis que incluyen
tanto interacciones, mutualistas, neutrales, y antagonistas (de inhibicién). (Christopher et al.,
2021)

Es posible que estas interacciones antagonistas entre distintas cepas de hongos Escovopsis,
estén mediadas por la produccion de metabolitos secundarios con propiedades antifingicas.
(Christopher et al., 2021; Boya et al., 2017)

1.2.2 Metabolitos secundarios reportados del hongo Escovopsis

En la literatura se ha reflejado un mayor interés en la exploracion del potencial
antimicrobiano de los metabolitos secundarios producidos por las Actinobacterias asociadas
a las hormigas cultivadoras de hongos; sin embargo, hay pocos estudios realizados sobre las
moléculas producidas por los hongos del género Escovopsis. Es considerado un patégeno
especializado en las colonias de hormigas Attini, pero ha mostrado ser capaz de producir
diversos compuestos antimicrobianos. Entre estos se pueden mencionar a la melinacindina
11y IV, la quetracina B y C, la shearinina A, B, D y E, la 22,23-deshidroshearinina A, la
cicloartropsona, la emodina y dos nuevos derivados de shearinina, shearinina L y M (Figura
2), producidos por Escovopsis weberi aislado de colonias de hormigas cortadoras de hojas
del género Acromyrmex. La melinacidina IV y la shearinina D pueden inhibir el crecimiento
de la bacteria mutualista Pseudonocardia. Ademas, la shearinina D puede reducir la defensa
del comportamiento de las obreras. La emodina y la cicloartropsona mostraron una potente
inhibicion contra el hongo mutualista de las hormigas, Leucoagaricus gongylophorous. La

emodina también fue activa contra la bacteria Streptomyces sp. (Dhodary et al., 2018; Heine
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et al., 2018). Esto podria explicar coémo los jardines de hongos a veces se ven abrumados por
Escovopsis, y también la muerte de hormigas obreras en la colonia. Este grupo de compuestos
se han publicado con diversas actividades bioldgicas (antimicrobianas, antiparasitarias,
citotoxicas, etc.), lo cual aumenta el interés de explorar nuevos compuestos bioactivos

producidos por Escovopsis, que podrian alinearse con las actividades farmacoldgicas.

Melinacidina IV: X =2, Y =2, R=OH Shearinina D: R = OH
Melinacidina III: X=2,Y=2,R=H Shearinina E: R = OCH;
Chetracina B: X=2,Y=3,R=0H Shearinina A: R=H
Chetracina C: X=3,Y =3, R=0H

H

Shearinina L: R=H
Shearinina M: R = OH

Shearinina B

Figura 2. Compuestos producidos por hongos del género Escovopsis weberi aislados de colonias de hormigas

del género Acromyrmex. (Heine et al., 2018; Batey, Greco, Hutchings, y Wilkinson, 2020).

Aunque los hongos Escovopsis son capaces de segregar metabolitos secundarios como la
Shearinina L para inhibir a L. gongylophorus. Es posible que las hormigas Attini puedan
aprender rapidamente a reconocer los mecanismos del hongo parasito, por lo que pueden
iniciar reacciones de defensa. (Heine et al., 2018; Batey, Greco, Hutchings, y Wilkinson,
2020)
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Aungue se han reportado diversos compuestos involucrados en estas interacciones, ain se
desconocen muchos de los metabolitos secundarios producidos por los hongos Escovopsis,
por lo que la identificacion de nuevos compuestos de un rango mas amplio de grupos de
Escovopsis puede ser muy Util para comprender de mejor forma las interacciones complejas
de estos ecosistemas. (Batey, Greco, Hutchings, y Wilkinson, 2020)
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2.1 Objetivo general

Estudiar los metabolitos secundarios producidos por el hongo Escovopsis sp.
A.det.08col y comparar su perfil quimico con hongos del mismo género aislados de
diferentes colonias de hormigas cultivadoras de hongos.

2.2 Objetivos especificos

Cultivar a gran escala el hongo Escovopsis sp. A.det.08col.

Aislar y purificar algunos compuestos producidos por Escovopsis sp. A.det.08col.
Escoger 16 hongos del género Escovopsis encontrados en diferentes colonias de
hormigas de la Tribu Attini de Panama, que han sido aislados, identificados y
estudiados previamente.

Cultivar a pequenfia escala los 17 hongos del género Escovopsis en medio de cultivo
PDA y obtener el extracto organico.

Analizar los extractos organicos por UPLC-UV-ESI-MS.

Comparar el perfil quimico de los extractos organicos.
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3.1 Equipos, solventes y materiales utilizados

Los solventes empleados para la extraccion o fraccionamiento por VLC fueron: Acetona,
Metanol, Hexano y Acetato de etilo (todos de Grado ACS). Los solventes empleados para el
fraccionamiento en el HPLC y para los andlisis de LC-UV-Masas fueron: Agua (MilliQ) y
metanol (grado HPLC). Los solventes para obtener los datos de Resonancia Magnética

Nuclear fueron: cloroformo deuterado y metanol deuterado.

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

respectivamente.

Para secar los solventes al vacio se utilizd6 un Rotavapor R-215 Buchi, y un SpeedVac
(SC210A Speedvac® plus) ubicados en el laboratorio 219 y 212 de los edificios gemelos,

respectivamente.

Para el fraccionamiento del extracto crudo obtenido a gran escala se utiliz un cartucho de
SPE-Cig (45 pm, 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 el aislamiento de los compuestos se utilizd6 un HPLC (Waters®, Delta 600) y dos
columnas: Synergi Cig (4pum, 250 x 4.6 mm), y XTerra Czg (10um, 250 x 10 mm), ubicados

en el laboratorio 208 de los edificios gemelos.

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

el laboratorio 219 de los edificios gemelos.

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.

Los datos de RMN *H, RMN 3C, gHSQC, gHMBC, gCOY 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).
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3.2 Aislamiento de hongos Escovopsis

Para el aislamiento de cada cepa de hongo utilizada se tomaron muestras de los jardines de

colonias de hormigas cultivadoras de hongos de algunas provincias de Panama (Tabla 1). Se

tomaron pedazos del jardin de hongos con una pinza esteril. Se mantuvieron en contenedores

de plastico esterilizados con 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 didmetro, 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 Escovopsis. Este proceso fue realizado por el laboratorio del Dr. Hermdgenes Fernandez-

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

Tabla 1. Hongos Escovopsis Estudiados.

No. | Cdodigo de hongos Colonia de hormiga Lugar de colecta
Escovopsis
1 At.ceph Atta cephalotes Copé, Coclé
2 Col.2.29/12 Acromyrmex echinatior Gamboa
3 Ac.33.10-2 Acromyrmex echinatior Gamboa
4 01.Ac.3/02 Acromyrmex coronatus Cordillera, Chiriqui
5 03.Ac.8/02 Acromyrmex coronatus Fortuna, Chiriqui
6 03.Ac.19/01 Acromyrmex coronatus Fortuna, Chiriqui
7 09.Ac.8/02 Acromyrmex coronatus Cordillera, Chiriqui
8 01.Asp.R3.17/2 Acromyrmex sp Juan Hombrén, Coclé
9 Ac.2.10-2 Acromyrmex Gamboa
octospinosus
10 | DRA1l Apterostigma Parque Nacional Soberania,
auriculatum Panama
11 | Acol.40.BCT Apterostigma collare Changuinola, Bocas del Toro
12 | 26/11.A.dent.06.col | Apterostigma dentigerum | Gamboa
13 | A.det.08.col Apterostigma dentigerum | Gamboa
14 | Apil.04 Apterostigma pilosum Gamboa
15 | Cope.CN5 Cyphomyrmex sp Parque nacional Omar Torrijos
Herrera, Cope, Coclé
16 | T.zeteki.T2th-155 Mycetomoellerius zeteki Gamboa
17 | T.cornetzi Paratrachymyrmex Gamboa
cornetzi
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3.3 Cultivo a gran escala del hongo Escovopsis sp. A.det.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 inocul6 cada matraz con una solucién de 2 a 3 g 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 24 dias. (Figura 3)

Figura 3. Cultivo a gran escala del hongo Escovopsis sp. A.det.08.col.

3.4 Purificacion de Compuestos obtenidos del hongo Escovopsis sp. A.det.08.col.

A los cultivos obtenidos a gran escala se les afiadié acetato de etilo hasta cubrir todo el
material, se dejé hasta el dia siguiente para luego filtrar el solvente y secarlo al vacio con un
Rotavapor. Esta extraccion solido-liquido se repitio tres veces para obtener el extracto crudo
(6.25 g).

Una parte del crudo (3.0 g) se fracciond por extraccion en fase sélida utilizando un cartucho
de SPE-Cig (45 pm, 10 g/70 Chromabond). Por cada gramo de extracto se realizo el siguiente
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gradiente: 100 mL (10% MeOH-H:0, F1: 366.3mg); 100 mL (20% MeOH-H20, F2: 511.4
mg); 100 mL (30% MeOH-H20, F3: 365.8 mg); 100 mL (40% MeOH-H20, F4: 381.2 mg);
100 mL (50% MeOH-H,0, F5: 113.6 mg); 100 mL (60% MeOH-H,0, F6: 34.3 mg); 100
mL (70% MeOH-H-0, F7: 25.0 mg); 100 mL (80% MeOH-H.0, F8: 20 mg); 100 mL (90%
MeOH-H,0, F9: 171.1 mg); 100 mL (100% MeOH, F10: 41.2 mg); y 200 mL (100 %
acetona, F11: 94.3 mg).

La fraccidon F2 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) Cig (10um, 250 x
10 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H:0) a B (100% MeOH), a un flujo de 1.5
mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 20% B; min 10-20, gradiente de 20% a 100% B;
min 20-24, flujo isocratico de 100% B; min 24-25, gradiente de 100% a 20% B; min 25-28,
flujo isocratico de 20% B. Se obtuvieron dos fracciones: F2.1 (min 17, 10.0 mg) y F2.2 (min
20, compuesto TP-38-2: 30.0 mg).

La fraccion F3 se inyecto en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) Cig (10pum, 250 x
10 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H.0) a B (100% MeOH), a un flujo de 2.0
mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 10% B; min 10-20, gradiente de 10% a 100% B;
min 20-23, flujo isocréatico de 100% B; min 23-24, gradiente de 100% a 10% B; min 25-26,
flujo isocréatico de 10% B. Se obtuvieron seis fracciones: F3.1 (min 16, 7.9 mg), F3.2 (min
17, 0.9 mg), F3.3 (min 20, 6.0 mg), F3.4 (min 21, 20.0 mg), F3.5 (min 22,
compuesto 39-5: 5.2 mg), F3.6 (min 23, 3.2 mg).

La fraccion F4 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) Cig (10pum, 250 x
10 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H20) a B (100% MeOH), a un flujo de 1.5
mL/min: min 0-10, un flujo isocratico de 20% B; min 10-20, gradiente de 20% a 100% B;
min 20-24, flujo isocréatico de 100% B; min 24-25, gradiente de 100% a 20% B; min 25-28,
flujo isocratico de 20% B. Se obtuvieron tres fracciones: F4.1 (min 18, 17.3 mg), F4.2 (min
20, 1.3 mg), F4.3 (min 21, 28.3 mQ).

La fraccion F4.3 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) C1g (10um, 250
x 10 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H-0) a B (100% MeOH), a un flujo de 1.0
mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 20% B; min 5-15, gradiente de 20% a 100% B; min
15-25, flujo isocratico de 100% B; min 25-26, gradiente de 100% a 20% B; min 26-31, flujo
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isocratico de 20% B. Se obtuvieron tres fracciones: F4.3.1 (min 14, 13.0 mg), F4.3.2 (min
21, 0.3 mg), F4.3.3 (min 22, 0.2 mg).

La fraccion F4.3.1 se inyectd en un HPLC, utilizando una columna (Synergi) Cis (4um, 250
X 4.6 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H>0) a B (100% MeOH), a un flujo de 1.0
mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 40% B; min 5-15, gradiente de 40% a 100% B; min
15-25, flujo isocrético de 100% B; min 25-26, gradiente de 100% a 40% B; min 26-31, flujo
isocratico de 40%. Se obtuvieron cuatro fracciones: F4.3.1.1 (min 5, 0.6 mg), F4.3.1.2 (min
6, 0.8 mg), F4.3.1.3 (min 8, compuesto TP-44-3: 8.0 mg), F4.3.1.4 (min 23, 0.5 mg).

La fraccidn F5 se inyect6 en un HPLC, utilizando una columna (XTerra) Cig (10um, 250 x
10 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H-0) a B (100% MeOH), a un flujo de 2.5
mL/min: min 0-1, un flujo isocréatico de 50% B; min 1-15, gradiente de 50% a 100% B; min
15-20, flujo isocratico de 100% B; min 20-21, gradiente de 100% a 50% B; min 21-23, flujo
isocratico de 50% B. Se obtuvieron dos fracciones: F5.1 (min 8, 34.1 mg), F5.2 (min 10,
22.7 mg).

La fraccion F5.1 se inyecté en un HPLC, utilizando una columna (Synergi) C1s (4um, 250 x
4.6 mm), con un gradiente de A (40% MeOH-H;0) a B (100% MeOH), a un flujo de 1.0
mL/min: min 0-5, un flujo isocratico de 40% B; min 5-15, gradiente de 40% a 100% B; min
15-25, flujo isocratico de 100% B; min 25-26, gradiente de 100% a 40% B; min 26-31, flujo
isocratico de 40% B. Se obtuvieron tres fracciones: F5.1.1 (min 8, 16.5 mg), F5.1.2 (min 11,
compuesto TP-43-2: 3.9 mg), F5.1.3 (min 23, 0.2 mg).

3.5 Medicidn de rotacion especifica de compuestos

Las rotaciones especificas de los cuatro compuestos fueron determinadas en metanol a las
siguientes concentraciones: TP-38-2 (0.353 g/mL), TP-39-5 (0.060 g/mL), TP-43-2 (0.0467
g/mL), y TP-44-3 (0.100 g/mL).
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3.6 Cultivo a pequeiia escala de hongos Escovopsis.

Los 17 hongos de la Tabla 1 se inocularon en 15 platos Petri (100 x 20 mm, con 25 mL de
PDA) y se incubaron a 26 °C en oscuridad por un periodo de 2 a 3 semanas dependiendo de
la velocidad de crecimiento de cada hongo. En el dia de la cosecha, los cultivos se cortaron
en cubos pequefios, se colocaron en matraces Erlenmeyer de 1 L y se les afiadié acetato de
etilo hasta cubrir todo el material, se dejo hasta el dia siguiente para luego filtrar el solvente
y secarlo al vacio con un Rotavapor. Esta extraccion sélido-liquido se repitié tres veces para

obtener el extracto crudo (Tabla 2).

Tabla 2. Crudos obtenidos de hongos Escovopsis.

No. | Codigo de Escovopsis | Tiempo de crecimiento en | Extracto crudo (mg)
la incubadora a 26 °C

1 At.ceph 2 semanas 150.3
2 Col.2.29/12 2 semanas 109.1
3 Ac.33.10-2 2 semanas 57.3
4 01.Ac.3/02 2 semanas 95.1
5 03.Ac.8/02 2 semanas 71.4
6 03.Ac.19/01 2 semanas 59.4
7 09.Ac.8/02 2 semanas 46.6
8 01.AspR3.17/2 2 semanas 73.9
9 Ac.2.10-2 2 semanas 54.8
10 DRA1 3 semanas 266.7
11 A.col.40.BCT 3 semanas 248.8
12 26/11.A.dent.06.col 3 semanas 260.0
13 A.det.08.col 2 semanas 347.3
14 Apil.04 3 semanas 108.7
15 Cope.CN5 3 semanas 128.3
16 T.zeteki. T2th-155 2 semanas 127.0
17 T.cornetzi 2 semanas 95.0

3.7 Fraccionamiento de Crudos obtenidos de los cultivos a pequefia escala

Para los crudos con un peso mayor a 100 mg, se realizé un fraccionamiento por cromatografia
liquida al vacio (VLC) con una columna de vidrio (10 cm de altura, 4 cm de diametro) y
10 g de Silica gel (200-400 mesh), con el siguiente gradiente: 100 mL (100% Hexano); 100
mL (Hexano-AcOEt 1:1); 100 mL (100% AcOEt); 100 mL (AcOEt-MeOH 1:1); y 100 mL
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(100% MeOH). Mientras que, para los crudos con un peso menor a 100 mg, se realiz6 un
fraccionamiento con el siguiente gradiente: 100 mL (100% Hexano); (100% AcOEt); 100
mL (100% MeOH).

Este fraccionamiento se realizé para remover los lipidos y componentes polares procedentes
del medio de cultivo. Las fracciones obtenidas con 100% AcOEt contienen los compuestos
de mayor interés para realizar el estudio comparativo de los perfiles quimicos por
cromatografia liquida acoplada a masas (Tabla 3). De esta manera se obtiene un

cromatograma mas limpio y fécil de analizar.

Tabla 3. Rendimiento obtenido de cada fraccion de los extractos crudos

Fracciones

No. | Crudo 100% Hexano- 100% AcOEt- 100%

Hexano | AcOEt (1:1) | AcOEt | MeOH (1:1) | MeOH
1 At.ceph: 150.3 mg 1.6mg 23.5mg 9.2 mg 68.3mg 27.8 mg
2 Col.2.29/12: 109.1 mg 2.6mg 16.6 mg 11.6 mg 27.7 mg 19.5 mg
3 Ac.33.10-2: 57.3mg 0.7 mg - 14.8 mg 23.1 mg
4 01.Ac.3/02: 95.1 mg 2.3 mg 21.6 mg 45.2 mg
5 03.Ac.8/02: 71.4 mg 1.3mg 9.5 mg 49.3 mg
6 03.Ac.19/01: 59.4 mg 1.0mg 16 mg 35.5mg
7 09.Ac.8/02: 46.6 mg 0.8 mg 8.2 mg 17.4 mg
8 01.AspR3.17/2: 73.9 mg 2.5mg 6.0 mg 47.2 mg
9 Ac.2.10-2: 54.8 mg 0.9 mg 15.0 mg 24.8 mg
10 DRA1: 266.7 mg 2.6 mg 24.8 mg 75.1 mg 34.8 mg 19.7 mg
11 A.col.40.BCT: 248.8 mg 6.3 mg 24.0 mg 124.1 mg 68.1 mg 24.3 mg
12 26/11.A.dent.06.col: 260.0 mg 0.9 mg 19.1 mg 115.9 mg 60.5 mg 21.9 mg
13 A.det.08.col: 347.3 mg 0.9 mg 19.1 mg 127.0 mg 146.3 mg 33.8mg
14 Apil.04: 108.7 mg 1.2mg 39.3mg 10.6 mg 30.4 mg 10.4 mg
15 Cope.CN5: 128.3 mg 3.2mg 60.7 mg 38.8 mg 16.6 mg 17.2 mg
16 T.zeteki.T2th-155: 127 mg 2.3 mg 25.4 mg 35.5mg
17 T.cornetzi: 95.0 mg 0.8 mg 10.8 mg 75.8 mg

3.8 Analisis por cromatografia liquida acoplada a masas.

Los datos de Cromatografia Liquida-UV-Masas fueron obtenidos por un UPLC-MS
(Waters®). Se inyectaron 5 pL del compuesto (0.5 mg/mL) o fraccién/extracto (1 mg/mL)
en una columna Shim-pack GISS (C18, 1.9 um, 100 x 2.1 mm), y se utilizé un gradiente de
A (H20 con 0.1% de &cido acético) a B (100% MeOH) a un flujo de 0.2 mL/min: min 0-5,
un flujo isocratico de 20% B; min 5-20, un gradiente de 20% a 100% B; min 20-25, flujo
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isocratico de 100% B; min 25-26, un gradiente de 100% a 20% B; y min 26-30, flujo

isocrético de 20% B.
3.9 Bioensayo contra hongos Escovopsis.

En un tubo falcon de 50 mL se prepard una solucion de esporas del hongo (2a3 g en 30 mL
de PDA diluido a 40 °C aproximadamente), se utiliz6 un vortex para homogenizar la solucion,
luego se vertieron 10 mL en un plato Petri (100 x 20 mm) y se dejaba enfriando hasta que se

solidificara completamente.

Las fracciones o compuestos (0.1 mg) se colocaron directamente sobre el medio sélido con
una micropipeta. Para el control positivo se utiliz Nistatina. 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.

3.10 Bioensayos antibacterianos

Las fracciones o compuestos también se probaron contra Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus, utilizando la prueba de

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

3.10.1 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 H2SO4 0.36 N (1%), y se mezcld en constante movimiento para mantener la suspension.
Luego se verificO la densidad correcta del estdndar 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).
3.10.2 Preparacion del inéculo bacteriano:

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 procedié 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).
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3.10.3 Siembra de la muestra:

Se esparcio 100 pL del indculo bacteriano en platos Petri de Mueller-Hinton Agar. Se
distribuyd 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 fijacién (Jorgensen and Turnidge, 2015).

Las fracciones o compuestos (20 pg) se colocan directamente sobre el agar con una
micropipeta. La ciprofloxacina se utiliz6 como control positivo. Los platos Petri se incubaron
a 37 °C durante la noche y luego se observo visualmente en busca de zonas de inhibicion
(Adnani et al., 2015).
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Capitulo 4

Resultados y Discusion
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4.1 Elucidacion estructural de compuestos aislados del hongo Escovopsis sp.
A.det.08.col

4.1.1 Compuestos TP-38-2 y TP-39-5

Arthropsolide D TP-38-2 TP-39-5

Figura 4. Estructura de compuesto Arthropsolide D, TP-38-2, y TP-39-5.

El espectro de RMN 3C del compuesto TP-38-2 (un sélido aceitoso sin color) en cloroformo
deuterado mostr6 trece carbonos [6¢c 18.01 (C-1), 131.25 (C-2), 126.99 (C-3), 39.61 (C-4),
129.57 (C-5), 127.73 (C-6), 70.19 (C-7), 72.27 (C-8), 58.31 (C-9), 68.70 (C-10), 157.33
(C11), 88.55 (C-12), y 174.52 (C-13)] (Anexo A). Los espectros de RMN H y gHSQC
mostraron la presencia de un grupo metilo [6n1 1.58 (H-1)]; tres protones oximetinos [on 4.81
(H-7), 3.68 (H-8), y 5.21 (H-10)]; dos hidrdgenos vinilicos [dn 4.72 (H-12a) y 4.63 (H-12b)];
un grupo metino [on 3.61 (H-4)]; y cuatro hidrogenos de alqueno [6n 5.61 (H-2), 5.26 (H-3),
5.45 (H-5), y 5.66 (H-6)] (Anexo B y C). Para determinar la estructura plana se utilizaron las
correlaciones observadas en el gHMBC y gCOSY (Figura 5y Anexo D y E). El espectro de
masa mostré la presencia de una molécula cationizada [M+Na]* = 275.176 (Anexo F),
correspondiente a una formula molecular C13H160sNa, lo cual confirma la estructura base
del TP-38-2.

pag. 34



'H-H cosy

7~ HMBC
Figura 5. Principales correlaciones vistas en el COSY y HMBC para TP-38-2 y TP-39-5.

Los datos de RMN del compuesto TP-38-2 son muy parecidos a los del Arthropsolide D,
un policétido aislado por primera vez del hongo Arthropsis truncata (Ayer, Craw y Neary,
1991). Existen pequefias diferencias entre sus desplazamientos de carbono e hidrégeno, y en
las constantes de acoplamiento de algunas sefiales, lo que sugiere que puede haber diferencia

en la configuracion de alguno de sus centros quirales (Tabla 4).

Los datos de RMN en cloroformo deuterado y de Masas del compuesto TP-39-5 (un sélido
aceitoso sin color) (Tabla 4 y Anexo G, H y I) sugieren que tiene la misma estructura base
que el TP-38-2 y el Arthropsolide D. Las diferencias en los desplazamientos quimicos de

los carbonos e hidrogenos sugieren que se trata de otro esterecisomero.

Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN *H y *C del compuesto Arthropsolide D en CDCls
comparados con los del compuesto TP-38-2 y TP-39-5 en CDCl; a 500 (*H) y 125 (**C) MHz

No. Tipo Arthropsolide D TP-38-2 TP-39-5

dc &1, mult. (J, Hz) dc dn, mult. (J, H2) dc &1, mult. (J, Hz)
1 CHs | 17.81 1.60, dd (1.5, 6.5) 18.01 1.58, dd (1.3, 6.4) 17.98 1.65, d (6.3)
2 CH 131.07 | 5.63,dq (7.0, 15.0) 131.25 | 5.61,dq (6.4, 15.1) 129.69 | 5.50, dq (6.5, 14.9)
3 CH 127.20 5.28,ddq (1.8, 8.5, 15.5) 126.99 5.26,ddg (1.3, 8.4,15.1) 127.52 5.24, m
4 CH 39.40 3.60, br d (8.5) 39.61 3.61, m 40.79 3.28,dd (4.2, 8.9)
5 CH [ 129.78 | 5.69,brd(9.5) 129.57 | 5.45, br d (10.0) 133.32 | 5.76,dd (4.2, 10.0)
6 CH 127.28 5.49, br dd (1.5, 10.0) 127.73 5.66, br d (10.0) 123.64 5.81, dd (5.0, 10.0)
7 CH 69.70 4.80, br s 70.19 481, m 65.70 4.38, m
8 CH 72.22 3.69, brs 72.27 3.68,brd (7.8) 65.75 440, m
9 C 57.72 58.31 56.37
10 CH 69.14 5.19, br ddd (2.0, 2.0, 6.5) 68.70 5.21,brs 68.84 5.27,brs
11 C 157.02 157.33 155.53
12 CH, 88.67 4.75,dd (2.2, 2.2) 88.55 4.72,brs 90.28 4.92,brs

4.65,dd (2.2,2.2) 4.63, brs 4.75, br s

13 C 174.49 174.52 173.60

Los datos de RMN *H y RMN 3C de los compuestos TP-38-2 y TP-39-5 también fueron

obtenidos en metanol deuterado para observar las diferencias y analizar con mas
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detenimiento algunas sefiales (Tabla 5y Anexo J-P). En el caso del compuesto TP-39-5 se
pudo observar con més claridad los desdoblamientos de las sefiales de los hidrégenos en el

espectro RMN *H, lo que facilitd el analisis de su configuracion relativa.

Tabla 5: Datos espectroscopicos de RMN-tH y 3C del compuesto TP-38-2 y TP-39-5 en
CD3OD a 500 (*H) y 125 (*3C) MHz

NGMero T TP-38-2 TP-39-5

dc on, mult. (J, Hz) dc o1, mult. (J, H2)
1 CH,3 18.17 1.58, ddd (0.6, 1.5, 6.4) 17.96 1.63,dd (1.5, 6.3)
2 CH 131.01 | 5.60,ddq(1.0,6.4,15.3) | 129.26 5.48, dq (6.3, 15.0)
3 CH 129.10 | 5.31,ddq(15,8.0,15.3) | 130.13 5.29, ddq (1.5, 9.3, 15.0)
4 CH 40.51 354, m 41.81 3.22,dd (4.4, 9.3)
5 CH 129.12 | 5.40, dt (2.1, 10.3) 132.53 5.61, dd (4.4, 10.0)
6 CH 130.20 | 5.64,dt(2.5,10.3) 126.55 5.78, ddd (1.6, 5.0, 10.0)
7 CH 71.39 471, m 66.66 4.23,dd (3.9, 5.0)
8 CH 73.92 3.56,d (7.9) 67.01 4.21,d (3.9
9 C 59.38 57.29
10 CH 69.54 5.30,1(2.6) 70.16 5.25,1(2.3)
11 C 16053 | -- 158.20
12 CH, | 87.06 462,1(2.6) 89.03 481,1(2.3)

4.51,1(2.6) 4.63,1(2.3)

13 C 174.16 -—- 174.24 ---

La configuracion relativa de los compuestos TP-38-2 y TP-29-5 se determino por gNOESY
y por las constantes de acoplamiento. El compuesto Arthropsolide D posee una relacion anti
entre H-7 y H-8 (Ayer, Craw y Neary, 1991). Para el compuesto TP-38-2 se observé una
correlacién en el NOESY entre el H-7 y el H-8 (Anexo Q), y una constante de acoplamiento
3Juzms = 7.9 Hz, lo que sugiere que debe existir un angulo menor a 60° entre estos
hidrogenos y una configuracion sin. Por otro lado, el compuesto TP-39-5, presenta una
constante de acoplamiento 3Ju.71-s = 3.9 Hz, esto sugiere que el angulo entre el H-7 y H-8
debe ser proximo a los 60°, pero el NOESY (Anexo R) indica que el H-8 deben estar en el
mismo plano que H-3, por tanto H-7 y H-8 deben tener una configuracion invertida con
respecto a H-7 y H-8 de TP-38-2 (Figura 6). Ademas, la rotacion especifica para el
compuesto TP-39-5 fue de [a]3® = +8.5 (0.06, MeOH), y para el compuesto TP-38-2 fue
de [a]3° = —3.68 (0.35,MeOH), los cuales son muy distintos a la de Arthropsolide D,
[a]3° = —239 (c 1.09, MeOH). Elcompuesto TP-38-2y TP-39-5 no aparecen en la base

de datos de Scifinder lo cual sugiere que pueden ser dos nuevos productos naturales
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Figura 6. Analisis de la configuracién relativa de los compuestos TP-38-2 Y TP-39-5

4.1.2 Compuesto TP-44-3

TP-44-3 — 'H-"H CcosY

-\ HMBC
Figura 7. Estructura y principales correlaciones *H-'H COSY y HMBC del compuesto TP-44-3.
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El espectro de RMN 3C del compuesto TP-44-3 (un sélido aceitoso sin color) en metanol
deuterado mostréd dieciséis carbonos [6c 17.70 (C-1), 130.32 (C-2), 132.54 (C-3), 44.24 (C-
4), 135.57 (C-5), 124.19 (C-6), 75.44 (C-7), 73.19 (C-8), 61.49 (C-9), 76.96 (C-10), 214.85
(C11), 28.42 (C-12), 172.89 (C-13), 52.15 (C14), 172.77 (C-15), 21.70 (C-16)] (Tabla 6y
Anexo S). Los espectros de RMN H y gHSQC mostraron la presencia de cuatro grupos
metilo [0n 1.58 (H-1), 2.17 (H-12), 3.73 (H-14), 2.08 (H-16)]; tres protones oximetinos [dH
5.22 (H-7), 4.09 (H-8), 5.76 (H-10)]; cuatro hidroégenos de alqueno [oH 5.48 (H-2), 5.56 (H-
3), 5.50 (H-5), 5.37 (H-6)] y un grupo metino [dn 3.35 (H-4)] (Anexo T y U). Ademas, los
espectros de RMN C y gHSQC mostraron dos carbonilos de éster [172.89 (C-13) y 172.77
(C-15)]; y un carbonilo de cetona [214.85 (C-11)]. La estructura plana del compuesto TP-
44-3 se determind a través de las correlaciones observadas en el espectro de gHMBC y
gCOSY (Figura 7 y Anexo V y W). Este compuesto es de la misma familia que TP-38-2 y
TP-39-5. El espectro de masas mostro la presencia de una molécula cationizada [M+Na]* =
349.59 (Anexo X), correspondiente a una formula molecular C16H2207Na, lo cual confirma
la estructura base de TP-44-3.

Tabla 6. Datos espectroscopicos de RMN-tH y 3C del compuesto TP-44-3 en CDsOD a
500 (*H) y 125 (**C) MHz

Numero Tipo dc &1, mult. (J, Hz)

1 CHs; 17.70 1.58,dd (1.2, 7.3)

2 CH 130.32 5.48, m

3 CH 13254 | 5.56,ddq (1.2, 9.5, 15.2)
4 CH 44.24 3.35,m

5 CH 135.57 5.50, m

6 CH 124.19 5.37,ddd (0.7, 2.3, 10.2)
7 CH 75.44 5.22, m

8 CH 73.19 4.09, d (9.0)

9 C 61.49

10 CH 76.96 4,76, s

11 C 214.85

12 CHs; 28.42 2.17,s

13 C 172.89

14 CHs; 52.15 3.73,s

15 C 172.77

16 CHs; 21.70 2.08, s
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Figura 8. Anélisis de la configuracion relativa de TP-44-3.

En el espectro gNOESY (Anexo Y) se observaron correlaciones entre H-7/H-8, H-8/H-4 y
H-4/H-2, indicando que estan en el mismo plano. La constante de acoplamiento 3Ju7ns =
9.0 Hz, sugiere que el angulo entre H-7 y H-8 es menor a 60° (Figura 8). El compuesto
TP-44-3 posee una rotacion especifica [a]2® = —201.30 (0.05, MeOH). Este compuesto no

aparece en la base de datos de Scifinder lo cual sugiere que es un nuevo producto natural.

Los compuestos TP-38-2, TP-39-5y TP-44-3, forman parte de la familia de los policétidos.
Los cuales son metabolitos secundarios que pueden variar mucho en su estructura y también
en sus funciones. Los policétidos exhiben una amplia gama de bioactividades, tales como
antibacteriana, antifingica, anticancerigena, inmunosupresora, entre otras. Este grupo de
metabolitos secundarios son producidos por bacterias, hongos, plantas, animales, protistas y
moluscos. Estos organismos podrian usar los policétidos que producen como compuestos
protectores (Moore et al., 2001; Widyastuti, et al., 2012; Rizdian, Mozef y Wink, 2019).

Hay un grupo de policétidos que tienen una estructura parecida a los compuestos TP-38-2,
TP-39-5 y TP-44-3 (Figura 9). Los compuestos spiroleptosphol, spiroleptosphol B,
spiroleptosphol C, norleptospol C y hydroleptosphol fueron aislados anteriormente del hongo
Leptosphaeria doliolum, y el compuesto spiroleptosphol B fue reportado con actividad
citotoxica (Hashimoto et al., 2008). EI compuesto Oxaspirol A se aislo por primera vez de la

levadura Rhodotorula glutinis y posee actividad antimicrobiana (Jun Doi et al., 1985). El
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compuesto arthopsolide A, se aislé por primera vez del hongo Arthropsis truncata (Ayer,
Craw y Neary, 1991) y se ha reportado con accién antidiarreica (Akrimajirachoote et al.,
2020). El compuesto oxapirodion fue aislado del ascomiceto Chaetomium subspirale (Rether
et al., 2004). El compuesto massangerin A fue aislado del hongo de origen marino Massarina
sp (Abdel-Wahab et al., 2007). El compuesto mycosporulone fue aislado del hongo
Mycosphaerella rosigena y fue reportado con actividad antimicrobiana y antitumoral
(Guiraud et al., 1999; Albinati et al., 2019). 6-epi-5"-hydroxy-mycoporulone fue aislado del
hongo Microsphaeropsis sp (Akiko et al., 2010). EI compuesto rosigenin,fue aislado como
un metabolito de Mycosphaerella rosigena (Albinati et al., 1979). Los compuestos oxaspirol
B, C y D fueron aislados del hongo Lecythophora sp (Wijeratne et al., 2016). Los compuestos
spiroleptosphol U, T1, T2, W, V, Z y Y fueron aislados del hongo Fusarium avenaceum
(Westphal et al., 2019).

CH; CH,4 CH,4 CH;

H Cr H,C, H;C HiCo Aoy H,C,,
HiC,, HC, =
H,C
H,C OH/ o0 = o _ H;C 9].{/ 2 OH __—
o—// H, g HOO : d
\\\\\ ?/ OH | ?/ 4
%5 HO' % HO
on OH

OH
spiroleptosphol ﬂplmlepm:phn] B >P1r015P‘05Ph0] C norleptospol C hydroleptosphol oxaspirol A

H;C
CH; H,C  oH HC 0 HC  OH 56 OH
HC, oH_/ N\ cHy Sy oms o e CH,
d s < O> < o = o, = [o}
A !
0 : %4 %6 %6 ‘ué
HO OH o) O (0]

oxaspirodion massangerin A mycosporulone 6-¢pi-5 —hy(]iroxy— rosigenin
mycosporulone

OH

OH

Spiroleptosphol T2

Oxaspirol B Oxaspirol C Oxaspirol D
CH
CH, g CH; CH,
= =
_—
HC  OH HC  OH o
f 'S 0 2=
0O, ~ B :
OH| > H;C
J Lo
[¢) . A G <
z C = Z
OH OH OAc
Spiroleptosphol W Spiroleptosphol V Spiroleptosphol Z Spiroleptosphol Y

Figura 9. Anélogos de los compuestos TP-38-2, TP-39-5 y TP-44-3
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4.1.3 Compuesto TP-43-2

gotjawaside malfilamentoside A TP-43-2 — 'H-'HCOSY
7~ HMBC

Figura 10. Estructuras de los compuestos gotjawaside, malfimentoside A, TP-43-2 y principales
correlaciones *H-'H COSY y HMBC del compuesto TP-43-2.

El espectro de RMN 3C del compuesto TP-43-2 (un s6lido blanco) mostré 25 carbonos
[6c 171.99 (C-1), 131.03 (C-2), 159.22 (C-3), 102.32 (C-4), 130.36 (C-5), 130.22 (C-6),
130.19 (C-7), 130.33 (C-8), 130.19 (C-9), 130.22 (C-10), 33.45(C11), 137.58 (C-12), 129.71
(C-13), 129.85 (C-14) 128.37 (C-15), 128.09 (C-16), 128.71 (C-17), 100.09 (C-17), 55.23
(C-27), 72.02 (C-3), 71.57 (C-4"), 74.86 (C-5"), 61.85 (C-6"), 173.64 (C-7"), 22.77 (C-8)]
(Anexo Z). Los datos de RMN H y gHSQC mostraron un grupo metilo [81 3.88 (H-8"); un
metino de acetal [on 5.81 (H-4)]; un grupo de hidrogenos de monosacérido [5.0 (H-1"), 3.95
(H-2", 3.70 (H-3", 3.51 (H-4", 3.80-3.85 (H-5"), 3.75-3.86 (H-6"), 2.06 (H-8)]; y un grupo
de sefiales de hidrogenos aromaticos [on 7.33 (H-6/10), 7.44-7.50 (H-7/9), 7.44 (H-8) 7.16
(H-13/17), 7.52 (H-14/16), 7.28 (H-15)] (Anexo AA y BB). Los datos de RMN C, indican
la presencia de un carbonilo de éster (C-1); un carbono de amida (C-7"). El espectro gHMBC,
y gCOSY mostraron correlaciones entre H-4 y C-1, C-2, y C-3, que sugieren la presencia de
un anillo de y-lactona a, - insaturado; las correlaciones entre el H-11 al C-3 y C-12 y entre
el H-6 y H-10 al C-2 sugieren la presencia de dos anillos de benceno unidos al anillo de
y-lactona o, - insaturado; y la correlacion entre H-4 y C-1" muestra la union del anillo de la
lactona y el monosacéarido (Anexo CC y DD). El espectro de masas mostro la presencia de
una molécula cationizada [M+Na]* = 492.166 (Anexo EE), correspondiente a una férmula
molecular C2sH27NOgNa, lo cual confirma la estructura base de TP-43-2. Este compuesto no

aparece en la base de datos de Scifinder lo cual sugiere que es un nuevo producto natural.

pag. 41



Existen dos compuestos similares a TP-43-2. Uno de ellos es gotjawaside, aislado por
primera vez del ascomiceto Auxarthron sp. KCB15F070, derivado de suelo volcanico (Won
Kim et al., 2019), Este posee una rotacion especifica de [a]3® = +17 (¢ 0.5, MeOH).
Presenta desplazamientos quimicos similares a TP-43-2 (Tabla 7), y la Gnica diferencia es
que tiene un grupo hidroxilo en C-11 (Figura 10). Otro compuesto que también se observa
en la tabla 7 con desplazamientos quimicos similares es el malfilamentoside A, que se ha
reportado como aislado del hongo Malbranchea filamentosa (Wakana et al., 2008) y la
diferencia principal es un grupo metoxilo en el C-6". Malfilamentoside A posee una rotacion
especifica [a]3® = +206.4 (c 1.0,MeOH) y el compuesto TP-43-2 posee una rotacion
especifica de [a]3° = +148.3 (c 0.05, MeOH).

Tabla 7. Datos espectroscopicos de RMN-H y 3C de TP-43-2 en CDsOD a 500 (*H) y
125 (3C) MHz comparados con los de gotjawaside en CDsOD a 800 (*H) y 200 (**C) MHz
y malfilamentoside A en CDCl3 a 500 (*H) y 125 (*3C) MHz.

No Tipo TP-43-2 Tipo otjawaside Tipo malfilamentoside A
) dc &1, mult. (J, Hz) dc &n, mult. (J, Hz) dc &1, mult. (J, Hz)

1 C 171.99 C 172.0 | --- C 169.9

2 C 131.03 C 131.4 C 136.0

3 C 159.22 C 1604 | --- C 155.7

4 CH 102.32 5.81, s CH 1034 | 6.31,s CH 100.8 5.76,s

5 C 130.36 C 1305 | --- C 128.6

6/10 CH 130.22 733, m CH 130.3 | 7.35,ovI* CH 129.3 7.34,m

719 CH 130.19 7.44-7.50, m CH 129.5 7.35, ovl* CH 128.8 752, m

8 CH 130.33 7.44-7.50, m CH 1304 7.34, ovl* CH 129.5 744, m

11 CH, | 3345 3.88,d (15.5) CH 711 5.95,s CH, 326 3.82,d (15.6)

4.15,d (15.5) 4.05, d (15.6)

12 C 137.58 C 142.7 C 131.1

13/17 CH 129.71 7.16,d(7.1) CH 128.8 7.46,d (7.5) CH 128.5 7.14, m

14/16 CH 129.85 752, m CH 130.1 741, t(7.7) CH 128.9 744, m

15 CH 128.37 7.26, m CH 129.6 7.34, ovl* CH 127.5 7.28, m

1 CH 100.09 5.0,d(3.7) CH 101.7 | 5.23,d(3.5) CH 984 5.03,d (3.4)

2’ CH 55.23 3.95,dd (3.7, 10.9) CH 55.3 3.91,dd (3.5, CH 53.3 4.08, m
10.6)

3 CH 72.09 3.70, dd (8.8, 10.9) CH 73.2 3.38,dd (9.0, CH 725 3.64,brd (9.8)
10.5)

4 CH 7157 3.51,dd (8.8,9.8) CH 716 3.49,1(9.3) CH 717 3.64, br d (9.8)

5’ CH 74.86 3.80-3.85, m CH 75.3 3.77,m CH 71.2 3.98, m

6’ CH, 61.85 3.75-3.86, m CH, 62.1 3.85,m CH, 71.8 3.65, dd (10.7, 3.4)
3.79,m 3.75,dd (10.7, 4.3)

7 C 173.64 C 173.7 C 171.5

8’ CH; 22.77 2.06,s CH; 23.0 1.74,s CHs 23.2 1.93,s

- 6’-0-Me 59.5 341,s

*Sefiales sobrepuestas con otras.
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Los datos obtenidos en el espectro de gNOESY (Anexo FF) y las constantes de acoplamiento
de los hidrogenos de TP-43-2, indican que debe tener una a-D-glucosamina (Figura 11),
igual a los compuestos gotjawaside y Malfilamentoside A.

NOESY

NOESY
H OH .
) . JH-l'ec,H-Z'ax =3.7Hz

J H-2'axH-3'ax — 10.9 Hz
3JH-3'ax,H-4'ax =8.8 Hz
3JH—4'ax,H—5'aX =9.8 Hz

Figura 11. Andlisis de la configuracién relativa de la porcion del monosacarido de TP-43-2.

4.2 Comparacion del perfil quimico de los hongos Escovopsis estudiados.

En total se cultivaron 17 hongos para este estudio (Figura 12). Para comparar el perfil
quimico de cada cepa se analizaron los cromatogramas de las fracciones obtenidas con
acetato de etilo (Tabla 3) y los cromatogramas de los compuestos aislados del hongo
Escovopsis sp. A.det.08.col. a 254 nm.

El compuesto TP-38-2 se pudo observar facilmente en el cromatograma del extracto de
Escovopsis sp. A.det.08.col., pero el resto de los compuestos aislados no se logran observar

tan facilmente por su baja concentracion (Figura 13).
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Figura 12. Hongos Escovopsis Estudiados: A) At.ceph; B) Col.2.29/12 C) Ac.33.10-2 D) 01.Ac.3/02 E)
03.Ac.8/02 F) 03.Ac.19/01 G) 09.Ac.8/02 H) 01.AspR3.17/2 1) Ac.2.10-2 J) DRA1 K) A.col.40.BCT L)
26/11.A.dent.06.col M) A.det.08.col N) Apil.04 O) COPE.CN5 P) T.zeteki. T2th-155 Q) T.cornetzi
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Los extractos de hongos aislados de colonias de Apterostigma, muestran un perfil quimico
variado, aunque existe una seccion en los cromatogramas donde se encuentran la mayor parte
de los picos, se hallan diferencias entre la intensidad de los picos y entre tiempos de retencion.
Es posible que los hongos de A.col.40.BCT y 26/11.A.dent.06.col, también produzcan el
compuesto TP-38-2, aunque por la intensidad de los picos presentes en los cromatogramas,
tal vez no lo produzcan en tanta abundancia. Sin embargo, no se encontraron coincidencias
con tiempo de retencion del compuesto TP-39-5y el compuesto TP-44-3. De forma general,
el hongo A.det.08.col tiene un perfil quimico parecido a A.col.40.BCT de Apterostigma
collare y 26/11.A.dent.06 col. de Apterostigma dentigerum (Figura 14).

Por otro lado, el perfil quimico de los extractos de los hongos aislados de Acromyrmex, son
muy similares, lo que puede indicar que se producen los mismos compuestos en este grupo
de hongos. Sin embargo, el hongo A.det.08.col muestra diferencia en su perfil quimico y es
probable que los hongos aislados de colonias Acromyrmex no produzcan los compuestos
aislados del hongo A.det.08.col (Figura 15).

Los cromatogramas de los extractos de los hongos aislados de Cyphomyrmex sp,
Paratrachymyrmex cornetzi, Mycetomoellerius zeteki, Atta cephalotes a comparacion con el
extracto del hongo A.det.08.col, muestran un perfil quimico diferente y es probable que
ninguno de los compuestos aislados de A.det.08.col, se encuentren en este grupo de hongos,
a excepcion de Escovopsis sp. T.cornetzi de Paratrachymyrmex cornetzi, que posee un pico
con un tiempo de retencion muy similar al compuesto TP-38-2, por lo que es probable que

el compuesto esté presente en este hongo (Figura 16).
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------ o TP-43-2

Figura 13. Comparacién de cromatograrﬁzgGfJ'I;I:mC":(—WI"—"”DA del hongo A.det.08.col y los compuestos aislados
de A.det.08.col: (A) hongo A.det.08.col de Apterostigma dentigerum; (B) Compuesto TP-38-2; (C)
Compuesto TP-39-5; (D) Compuesto TP-44-3; (E) Compuesto TP-43-2,
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C-PDA aelﬂh()))ngib A.det.08.col y los hongos de las

Figura 14. ; Cémbarr/ac"ién’ d(é érbumétoéréﬁg

(B) a

(D) Apil.04 de

; (C) 26/11.A.dent.06 col de Apterostigma dentigerum;

colonias de hormigas Apterostigma a 254 nm. (A) A.det.08.col de Apterostigma dentigerum;

col.40.BCT de Apterostigma collare

Apterostigma pilosum; (E) DRA1 de Apterostigma auriculatum.
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UPLC-PDA del hoﬁgd A.det.08.col y hongos de colonias

Figura 15. Comparacién de cromatogramas

(E)

(G) 01.AspR3.17/2 de

(1) 09.Ac.8/02 de Acromyrmex coronatus.

(F) 03.Ac.19/01de Acromyrmex coronatus;

Acromyrmex a 254 nm: (A) A.det.08.col de Apterostigma dentigerum; (B) Col.2.29/12 de Acromyrmex
Acromyrmex sp; (H) Ac.2.10-2 de Acromyrmex octospinosus;

echinatior; (C) Ac.33.10-2 de Acromyrmex echinatior; (D) 01.Ac.3/02 de Acromyrmex coronatus;

03.Ac.8/02 de Acromyrmex coronatus;
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Figura 16. Comparacién de Cromatogramas UPLC-PDA del hongo A.det.08.col y otros hongos Escovopsis
aislados de colonias de hormigas a 254 nm: (A) A.det.08.col de Apterostigma dentigerum; (B) Cope.CN5 de
Cyphomyrmex sp; (C) T.cornetzi de Paratrachymyrmex cornetzi; (D) T.zeteki:T2th-Iss de Mycetomoellerius
zeteki; (E) At.ceph de Atta cephalotes.

4.3 Bioensayo de fracciones y compuestos contra Escovopsis.

Se realiz6 un bioensayo de las fracciones y compuestos obtenidos del hongo Escovopsis
A.det.08.col contra el hongo Escovopsis 03.Ac.19/01. Se observé un halo de inhibicion para
fracciones F4, F5, F6 (Figura 17). Sin embargo, se observo un halo de inhibicién mayor con
la fraccién F5, por lo que es probable que los compuestos antifingicos se encuentren en
mayor concentracion en esta fraccién. Ninguno de los cuatro compuestos aislados de
Escovopsis sp. A.det.08.col presento actividad antifdngica, por lo que el compuesto bioactivo

aun queda pendiente por ser asilado.
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Figura 17. Resultados de bioensayo de las fracciones obtenidas por extraccion en fase sélida del
crudo del hongo A.det.08.col contra un hongo Escovopsis de una colonia de Acromyrmex:
A) Fracciones: F1 (1); F2 (2); F3 (3); F4 (4). B) Fracciones: F5 (5); F6 (6); F7 (7); F8 (8). C)
Fracciones: F9 (9); F10 (10); F11 (11); Control negativo (-). D) Control positivo (Nistatina).
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4.4 Bioensayos antibacterianos.

Casi todos los hongos Escovopsis estudiados producen compuestos que pueden inhibir el

crecimiento de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa (Tabla No.8). Este resultado era de esperarse ya que se han
reportado diversos compuestos antimicrobianos del hongo Escovopsis. En la figura 18 se
observa algunos de los resultados positivos en los bioensayos antibacterianos. EI hongo
Escovopsis sp A.det.08.col mostré ser activo contra estas bacterias a excepcion de
Enterococcus faecalis, que mostré6 un halo de inhibicion parcial. Sin embargo, ain se
desconocen los compuestos responsables de esta actividad antibacteriana, ya que ninguno de
los cuatro compuestos aislados del hongo Escovopsis sp. A.det.08.col mostré actividad

antibacteriana.

Tabla 8. Datos de bioensayos antibacterianos de los extractos de los hongos Escovopsis

Caodigo del hongo Colonia de hormiga donde AETUE ) antibacterianaf =
No. Escovopsis se aisl6 el hongo Staphylococcus Enterocopcus Escher[chla Pseudqmona
aureus faecalis coli aeruginosa
1 26/11.A.dent.06.col Apterostigma dentigerum + + +/- +
2 A.det.08.col Apterostigma dentigerum + +/- + +
3 A.col.40.BCT Apterostigma collare + - + +
4 A.pil.04 Apterostigma pilosum + + + +
5 DRA1 Apterostigma auriculatum - - - +
6 Col.2.29/12 Acromyrmex echinatior + + + +
7 Ac.2.10-2 Acromyrmex octospinosus + + + +
8 01.Asp.R3.17/2 Acromyrmex sp + + - +
9 03.Ac.19/01 Acromyrmex coronatus + + + +
10 03.Ac.8/02 Acromyrmex coronatus + + - +
11 01.Ac.3/02 Acromyrmex coronatus + + + +
12 Ac.33.10-2 Acromyrmex echinatior + + + +
13 09.Ac.8/02 Acromyrmex coronatus + + + +
14 At.ceph Atta cephalotes + + + +
15 T.cornetzi Paratrachymyrmex cornetzi + + + +
16 T.zeteki T2th-155 Mycetomoellerius zeteki + + + +
17 Cope CN5 Cyphomyrmex sp + + + +

*Presencia de halo de inhibicién (+); Ausencia de halo de inhibicién (-); Presencia de halo inhibicién parcial (+/-).
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Figura 18. Ejemplo de resultados de los bioensayos antibacterianos contra: A) Staphylococcus aureus; B)
Pseudomonas aeruginosa; C) Enterococcus faecalis; D) Escherichia coli
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Conclusiones

Se identificaron cuatro nuevos productos naturales, una butenolida aromatica (TP-43-2) y
tres policétidos (TP-38-2, TP-39-5, TP-44-3), del hongo Escovopsis A.det.08.col, aislado de
una colonia de Apterostigma dentigerum colectada en Gamboa, Provinica de Colén, Panama.
Ninguno de los compuestos aislados posee actividad antifungica o antibacterina, algunas de
las fracciones obtenidas del hongo A.det.08.col poseen tanto actividad antiflngica contra
otros hongos Escovopsis, como también actividad antibacteriana, los cuales quedan

pendiente por identificar.

Se encontraron notables diferencias en los perfiles quimicos de los hongos Escovopsis segln
el género de las colonias de hormigas de las que fueron aislados (Apterostigma,
Cyphomyrmex, Paratracymyrmex, Mycetomoellerius, Atta y Acromyrmex). Los hongos
Escovopsis de las colonias de Apterostigma tienden a producir compuestos muy diferentes al

resto y esto puede explicar por qué pueden inhibir el crecimiento de otros hongos Escovopsis.
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Recomendaciones

Aislar los compuestos con actividad antifingica y antibacteriana.

Realizar Espectrometria de masas en alta resolucion de los cuatro compuestos
aislados.

Determinar la configuracién absoluta de los nuevos compuestos.
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Anexo L. Espectro RMN *H del compuesto TP-39-5 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo M. Espectro RMN C del compuestoTP-39-5 en CDsOD a 125 MHz.
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Anexo N. Espectro gHSQC de TP-39-5 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo O. Espectro gHMBC de TP-39-5 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo P. Espectro gCOSY de TP-39-5 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo Q. Espectro gNOESY de TP-38-2 en CDCl3 a 500 MHz.
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Anexo R. Espectro gNOESY de TP-39-5 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo S. Espectro de RMN *3C del compuesto TP-44-3 en CD3OD a 125 MHz.

pag. 75



parts per Million : Proton

H-16
«
=3
H-12
N
o
=
=)
@
2
8
£
.g o
&
T T T T T T
21 2.0 19 18 1.7 16
X : parts per Million : Proton
H-14
N
o
= |
=)
H-10
H-8
8 A H-4
c
: M k_A_A\A—’__jJML
g
S
€ o+
T T T T T T T T T T T T T T T
47 46 45 4.4 43 42 4.1 4.0 39 38 37 36 35 34
X : parts per Million : Proton
o
=£ H-2 y H-5
=
=8
H-6
=3
=8
o H-7
—~9o]
za
5
=
3
2
= o T T T T
5.7 5.6 55 5.4 53 5.2
X

Anexo T. Espectro de RMN *H del compuesto TP-44-3 en CD3OD a 500 MHz.
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Anexo U. Espectro gHSQC del compuesto TP-44-3 en CDsOD a 500 MHz
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Anexo V. Espectro gHMBC del compuesto TP-44-3 CD30D a 500 MHz.
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Anexo W. Espectro gCOSY del compuesto TP-44-3 en CDsOD a 500 MHz.
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Anexo X. Espectro de Masas del compuesto TP-44-3
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Anexo Y. Espectro gNOESY del compuesto TP-44-3 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo Z. Espectro RMN *C del compuesto TP-43-2 en CD3;0D a 125 MHz.
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Anexo AA. Espectro RMN *H del compuesto TP-43-2 en CD3;OD a 500 MHz.
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Anexo BB. Espectro gHSQC del compuesto TP-43-2 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo CC. Espectro gHMBC del compuesto TP-43-2 en CD30D a 500 MHz.
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Anexo DD. Espectro gCOSY del compuesto TP-43-2 en CDsOD a 500 MHz.
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Anexo EE. Espectro de Masas de TP-43-2.
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Anexo FF. Espectro gNOESY del compuesto TP-43-2 en CD30D a 500 MHz.
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	Hay un grupo de policétidos que tienen una estructura parecida a los compuestos TP-38-2, TP-39-5 y TP-44-3 (Figura 9). Los compuestos spiroleptosphol, spiroleptosphol B, spiroleptosphol C, norleptospol C y hydroleptosphol fueron aislados anteriormente...

