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AISLAMIENTO Y DETERMINACION ESTRUCTURAL DE METABORS
BIOACTIVOS CON POTENCIAL APLICACION EN APICULTURAGRICULTURA
OBTENIDOS A PARTIR DE CULTIVOS DE HONGOS.

Resumen

En esta tesis se describe el aislamiento, bioguiado a trd@émnsayos de actividad antifingica y/o
antibacteriana, y la elucidacion estructural de los metabslipyesentes en los cultivos de hongos

provenientes de diversas fuentes naturales.

Las especies analizadaklernaria brassicicola, A. raphani, Aspergillustrietus, Trichoderma koniigii
y Ascosphaera apifsieron aisladas de polen de colmenas ubicadas en el apiario deé\ \stituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria) de la ciudad de BelBarenos Aires, Argentina.

De Alternaria brassicicolg A. raphanise aislaron los compuestds4, siendo el acido tenuazonico,
compuesto2, el responsable de la actividad antibacteriana frente a la Io@d®e larvae patégenade las
larvas de las abejas meliferas. El compudstacido Dallo-tenuazénico, es aislado por primera vez
como producto natural. DAspergillus restrictuse aisl6 el compuest®, conocido como pseurotinasA
Del hongo entomopatdgeno de las larvas de las abejas$fared, Ascosphaera apise aislaron los
compuestos6-8, siendo6 y 8 monoterpenos de estructura quimica no informada previatee Los
compuestoss y 8 mostraron actividades antibidticas, antifingicas y antioxidamesleradas, mientras
gue el compuestd posee buena actividad frente al hongo fitopatdgenovirguliforme Del cultivo de
Trichoderma koningise aislaron los compuestd®; acido hidroxiaspergilico, 0, acido terréstrico,

ambos con actividad antifangica importante frent&.avirguliforme

El estudio del cultivo de una cepa enddfita septada osdd&E() aislada de raices de plantas de soja,
brindé los compuestod1-13. Dichos metabolitos son activos frente a los hongosirguliformey F

lateritium.

Se sintetizaron nuevos agentes antimicrobianos previameaitdados del cultivo del hongo
intermarealAcremonium furcatumcompuestod 4y 15. Los intermediarios sintéticdsl y 22 resultaron
poseer muy buena actividad antifingica frent€.avirguliforme, Aspergillus fumigatus, Botrytis cyaere

Colletotrichum trucatuny Macrophomina phaseolina.



Todos los extractos de las especies estudiadas fuemecitmados mediante distintas técnicas
cromatogréficas hasta la obtencion de los metabolitos deréstguros. La elucidacion estructural se

llevé a cabo utilizando principalmente experimentos de RMNy 2D, junto con espectrometria de

masa.

Palabras clavemetabolitos fungicosAlternaria brassicicola, Alternaria raphani, Aspergiltastrictus,

Trichoderma koningii, Ascosphaera apis, Acremoniuoafum, hongos endofitos septados oscuros.



ISOLATION AND STRUCTURAL DETERMINATION OF BIOACTIMETABOLITES
WITH POTENTIAL USE IN APICULTURE AND AGRICULTUREOMNR FUNGAL
CULTURES.

Abstract

The bioguided isolation against phytopathogenic fungi andbacteria and the structural elucidation

of the metabolites produced from fungal cultures fronfferent natural sources are described.

Alternaria brassicicola, A. raphani, Aspergilludrietsis, Trichoderma koniigénd Ascosphaera apis
were isolated and studied from pollen of beehives fraime apiary of INTA, Balcarce, Buenos Aires,

Argentina.

Compoundsl-4 were isolated fromAlternaria brassicicoland A. raphani Compound2, tenuazonic
acid, was the responsibleif the antibacterial activity againd®. larvae pathogenic bacteria of the
honey bee larvae. This is the first time report on teelation of Compound, D-allo-tenuazonic acid,
from a natural source. Compourg] pseurotin A, was isolated fronAspergillus restrictusCompounds
6-8 were isolated fromAscosphaera apign entomopathogenic fungi of the honey bee larvae. Two
novel monoterpens, 6 and 8, showed moderate antibiotic, antifungal and antioxidant activityileh
compound? exhibited good activity againgt. virguliformeFrom the culture offrichoderma koningii,
compound9, hydroxy aspergillic acid, and compoulf@ terrestric acid, were isolated. Both compounds

showed antifungal activity againbt virguliforme.

Compoundsl1-13 were isolated from a dark septate root endophyte fungtrais from soybean,

which possess antifungal activity agaiRstwirguliformeand F. lateritium.

The synthesis of new antimicrobial agents isolated mnesly from Acremonium furcatum
compoundsl4 and 15 was performed The synthetic intermediarie21 and 22, showeda very good
antifungal activity against, F. virguliforme, Aspergillus fumigatus, Botrytis cyaer Colletotrichum

trucatumand Macrophomina phaseolina.

All the extracts from the abovementioned species weeetionated using different chromatographic
techniques, to obtain the pure metabolgéeThe structural elucidation was achieved mainly through 1D

and 2D NMR experiments and mass spectrometry.
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Key words fungal metabolites,Alternaria brassicicola, Alternaria raphani, Aspéugil restrictus,

Trichoderma koningii, Ascosphaera apis, Acremoniumtiurgadark septate endophytic fungi.
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Los hongos son organismos celulares heterotréficosugamoticos que realizan una digestion
externa de sus alimentos secretando enzimas, y luego rebiesalo las moléculas disueltas resultantes
de la digestion, es decir se alimentan osmotréficame@@recen de clorofila y la mayoria son saprofitos,

esto significa que viven sobre materia organica mueetdadjue se alimentdn

Pueden ser simbioticos de plantas, acompafar a las raicésrma de micorrizas arbusculares,
ectomicorrizas o enddfitos septados oscuros y ayudéaglentre otras cosas a absorber nutrientes del
suelo. Se piensa que esa simbiosis fue esencial paoadmista de las plantas del medio terrestre y para

la existencia de los ecosistemas continentales

Solo algunos son patégenos o parasitos estrictos qualisentan a expensas de un organismo
vivo y pueden producir enfermedades que se conogema micosis. Poseen un enorme talento para
biosintetizar y producir un amplio y diverso rango delénalas organicas de relativo bajo peso
molecular, con interesantes actividades biolégicadctualmente la mayoria de los grupos de
investigacion que trabajan con productos naturales prodogipor hongos se centran en sus aplicaciones

farmacéuticas, en sus roles como micotoxinas y sus nuétifaas funciones ecoldgicas.

Desde el descubrimiento de la penicilina en el afid8l% partir del cultivo del hongBenicillum
notatum’, hasta la actualidad existen numerosos antecedentes de metabditcundarios aislados de

cultivos de hongogue fueron de enorme relevancia para la industria farmacéutica.

Algunos pocos ejemplos de compuestos bioactivos desrdob a partir de esta fuente natural son

los siguientes:

Ciclosporina A(figura 1), compuesto inmunosupresor aislado a partil lkhengo filamentoso

Tolypocladium inflaturh utilizado en tratamientos post trasplante de érganos.



Figura 1 Estructura de ciclosporina A

Mevinolina (figura 2), agente reductor de colesterol, una de lagyds conocidas como estatinas,

producida por el hongdspergillus terreds

Figura 2 Estructura de mevinolina

Asperlicindfigura 3, antagonista de la hormona peptidica reguladora coleqisituina, aislada

de Aspergillus alliacedsutilizada en terapias antiulcerosas.



HN

O

- H n
NH 2/ TN

Figura 3 Estructura de asperlicina

Su modificacién sintética derivé en el descubrimiento de benzodiazepinas (figud), drogas

utilizadas para tratamientos severos de insomnio y ansiédad

Figura 4 Estructura base de benzodiazepinas

Metabolitos secundarios aislados de hongos con bioactivid ades de interés en el agro.

Se denominan agroquimicos a los plaguicidas utilizadsgecdificamente en las actividades
relacionadas con el agro, clasificAndose segun sea swunat@@rocedencia en naturales, a aquellos que
son productos naturales; o sintéticos, a los que prosiede sintesigjuimicas industriales. Se pueden
enumerar diferentes ventajas y desventajas entre estosgiopos. Los agroquimicos que provienen de
productos de sintesis presentan como problema fundamenial generalmente son poco especificos en

su modo de accion y su biodegradabilidad es baja, poudt la contaminacion ambiental que provocan
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puede llegar a ser considerablemente alta; en cambio lessg obtienen a partir de productos naturales
son siempre biodegradables y pueden poseer una magpedficidad ya que suelen ser moléculas
complejas estructuralmente que operan por mecanismosadeibn mas especificos. Sin embargo, a la
hora de hablar de rentabilidad los papeles se inviertenuglgs plaguicidas sintéticos son mas faciles de
producir debido a que son moléculas pequefas, que lsden sintetizar sin mayores problemas en
reactores a diferencia de los compuestos que son aislados xdm@os de plantas para los que se
necesita entre otras cosas, mucho espacio fisico padampcultivarlas.

Para poder utilizar la ventaja de la biodegradabilidad y @fipglad de los productos naturales y
que su produccién no sea un grave inconveniente,nsprendio la busqueda de agroquimicos a partir de
otras fuentes de productos naturales como los microorganismas,que se los puede cultivar en
fermentadores industriales haciendo asi su producciénaa giscala mucho mas sencilla. Los paises con
mayores recursos econémicos estan incluso fomentaridiesarrollo de agentes de biocontrol (ABC)
en donde se busca utilizar directamente al microorganigmmo controlador especifico de alguna plaga
en particular. El inconveniente de utilizar estos ABQjues el uso del microorganismo vivo requiere
condiciones especiales de uso ya que cada ABC se diesamoun ambiente especifico y suele ser
aplicable siempre que el medio a tratar contenga condiegosimilares. Ademas, durante el desarrollo de
los ABC, no siempre se identifican todos los metatwliroducidos por el microorganismo pudiendo
éstos ser perjudiciales para la salud. Por estos mo@woalgunos paises como el nuestro hay resistencia

a su empleo, prefiriendo los productores el uso deproducto quimict *°

Actualmente existen mas de mil productos agroquimicasargiales en uso siendo en su gran
mayoria sintéticos, y se estima que toda la poblacién espluesta en alguna medida a ellos, ya sea
mediante exposicion directa por trabajar con ellos, ponstono de alimentos que estuvieron en

contacto con los mismos o por efectos ecoldgicos alatgzd™.

Se pueden citar numerosos ejemplos de enfermedadegpldetas 0 animales producidas por
bacterias y hongos, particularmente en los cultivos atagdos cuales se ven afectados por diversos
hongos fitopatégenos. Cultivos como vid pueden sidrienfermedad conocida como oidio, causada por
el hongo fitopatdgenddidium tucker?, los de soja en cambio, pueden verse infectados pés e 50
especies, entre ellaSercospora kikuchij Macrophomina phaseolifdy Rhizoctonia solahi, mientras

que la marchitez que sufren los cultivos de batatas es causadaugarium oxysporuth



Estos son s6lo unos pocos ejemplos entre los ciedéosnfermedades descriptas para cultivos
agricolas.

Existen numerosos metabolitos provenientes de microoigjans que son capaces de controlar
las enfermedades provocadas tanto por bacterias como porgbsnfitopatégenos, citando como
ejemplo los siguientes compuestas

-Blasticidina S (figura 5): Metabolito aislado $teeptomyces griseochromogenegtivoin vitro

frente a hongos y bacterias fitopatdgerids

NH,
N/// ‘
o)\N
COOH
O
FeN T N w NH
NH NH, o}

Figura 5 Estructura de Blasticidina S

-Kasugamicina (figura 6): Metabolito aislado $tkeeptomyces kasugaensisS. kasugaspinus,
activo frente a levaduras y hongos filamentosos cd®gdcuaria oryzae patdégeno de cultivos de arroz,

y algunas bacterias como por ejemplseudomonds.

NH
///H\\\ HaC NH,
HOOC N
H OH
OH
HO
OH

-0
O
HO

Figura 6 Estructura de Kasugamicina
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-Polioxinas (figura 7): Metabolitos aisladosSteeptomyces cacawsar. asoensis activos frente
a diversos hongos que afectan a variadas clases de cuttvos cultivos de arroz, que se ven afectados

por Rhizoctonia solangultivos de vid y vegetales afectados Bartrytis cinere&

o)
Ry B R
B CHOH OH HN
D COOH OH ‘
L H OH
0 N
COR,
SN
C—HN—CH _O
CHNH,
?HOH
CHOH
[ OH OH
CH,OCONH,

Figura 7 Estructura de las polioxinas

-Mildiomicina (figura 8): Metabolito aislado &treptoverticillium rimofaciensactivo frente a
hongos resistentes al compuesto antifingico comerciaidoeyl, como por ejemploSphaerotheca

fuliginea el cual es patdégende cultivos de zapalfd.

NH,
| l
OH N/KO
" HOOC.  OH
HoN N
T O
NH
NH,
HO NH
o)

Figura 8 Estructura de mildiomicina
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En el &rea de apicultura las principales afeccionessuyfieen las larvas de las abejas meliferas
(Apis melliferpason causadas por la bacteRaenibacillus larvaguya enfermedad infectocontagiosa es
conocida como Loque americanagl hongoAscosphaera apigl cual es el agente responsable de la
enfermedad conocida como cria yesificada, ascosfaevasimlkbrood®.

Debido a que Argentina es el 2° productor de mieiveihmundial, alternando este puesto con
Estados Unidos, y un importante agro exportador, cualgeigermedad que produzca una disminucién

en la produccién de estos alimentos genera grandesigésda nivel econémiéd

A raiz de estos inconvenientes se considera que essp@dsable desarrollar nuevas
investigaciones en este tema para tratar de soluciaigroblema de las enfermedades infecciosas en
plantas y animales a través del uso de agroquimicos naturad@sparticular de microorganismos por

las razones que se expusieron anteriormente.

Teniendo en cuenta que solamente se expusieron unospefemplos, se puede concluir que
tiene sentido emprender la busqueda de nuevos productatirales que posean diversas actividades
biolégicas a partir de cultivos de hongos y consideraek se presume que se han descripto al dia de
hoy solamente el 5% de los microorganismos existemead universo, hay un enorme y prometedor

segmento de productos naturales bioactivos por descubrir

En este sentido, este trabajo de tesis doctoral tiene eahjetivo el aislamiento y elucidacién
estructural de compuestos bioactivos producidos por eaftide hongos provenientes de diferentes
fuentes sostenibles para su aplicacion en el agro parargta de enfermedades infecciosas, tanto en

agricultura como en apicultura.
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Capitulo 2

Aislamiento y elucidacion estructural de

metabolitos secundarios producidos por

Alternaria brassicicola (MPO03)y A. raphani (MPO5)
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™ Introduccion

Las colmenas de las abejas productoras de nAgis( meliferp presentan un habitat muy
favorable para que muchas clases de macro y microorgasiseguedan desarrollar en su interior.
Poseen alimento (miel, cera, polen, etc.), 30 °C de &atpra promedio y entre un 60 y 70 % de
humedad relativa.

Muchos organismos pueden crecer sin praograves infecciones que afecten la produccién de
miel y derivados, pero otros en cambio pueden generdiermedades que afectan a las larvas de las
abejas generando como consecuencia importantes pérdidaiséaicas. A estas afecciones se las puede

dividir segun la clase de organismo patégeno responsabénfermedades producidas por:

X Bacterias: La bacteriaPaenibacillus larvag@rovoca la enfermedad infectocontagiosa
Loque americana, conocida desde 1906 como una de fasneedades mas graves que
afectan a la apicultura. La bacteria no supone amenaza algarzalp salud humana
Son muy pocos los paises conocidos como librestdecafermedad.

Las larvas, principalmente en el estado de prepupa, sfattadas al consumir
esporas de la bacteria patbgena presentes en su aliméntego, las esporas germinan
y crecen en el estomago infectado. Una vez desarrollaties,bacterias se van
adhiriendo a los tejidos provocando la muerte de la lahexho que ocurre a los 3 dias
de comenzada la infeccion. Varios millones de esporageseran al morir la larva
enferma, infectado al resto del panal, figura 9Si bien existen abejas sanitarias, que se
ocupan de la limpieza de la colmena, no es posiblelgidza completa del panal ya que
las esporas se unen fuertemente a las celdas. Como aserseia,la enfermedades
trasladada por las abejas adultas de un panal a otro, ya que éstagortadoras
asintomaticas. Las esporas son muy resistentes a desantest al calor y al frio y
pueden retener el poder de germinacion por varios afésgo en el panal como en la
miel. Las pérdidas econdmicas surgen a raiz de la disidinde la poblacion adulta en
los panales contaminad@do cual desencadena una baja considerable de la prdiic

apicola.
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Figura 9 Colonia sana vs colonia infectada ¢adrlarvae® Crown copyright 2007

Website: www.defra.gov.uk

Un grave problema de esta enfermedad es que es divisaddas colonias
cuando la infeccién esta avanzada, por tal motivo muchosufipres introducena
modo preventivo, antibiéticos de amplio espectro en lamamas. Algunos ejemplos de
antibiéticos empleados actualmente son clorhidrato de dxéteiclina (Terramicing)
fluoroquinolonas y tartrato de tilosina (Tylan), el cual furobado por la
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estddalos en el afio 2005 y su
uso también esta permitido en nuestro pais. Si bientiizacidbnde estos productos
esta permitida, no se debe detectar su presencial@mmiel al momento de ser
exportada. Es decir que el producto debe apbean tiempo y concentracion adecuada
para que al momento del andlisis en el laboratorio no deiectable en la miel o sus
subproductos Tanto la utilizacion de nitrofuranos mm de cloranfenicol esta
terminantemente prohibida

Sin embargo, se ha demostrado con anterioridad que estogbibticos
permitidos dejan residuos apreciables en la miel o satpctos apicolas, hecho que
puede causar dafios importantes en la salud. Ejemplos des efdfios son alergias,
intoxicaciones y la generacion de mecanismos genemdesesistencia, ya que son
drogas antibiéticas que se utilizan también en humanos (paitelina se utilia como
antibiético de amplio espectjo Debido a esto se legislaron a nivel mundial limites

maximos para las concentraciones de los diferentes ariiiois.
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Al momento no existen compuestos bioactivos espedfinformados frente a la
bacteria entomopatégen®. larvae

Se conoce también la enfermedad conocida como Loguepea, causada por la
bacteriaMelissococcus plutoniuga cual no forma esporas. Los efectos que causa son
mas leves que los mencionados p&darvaeX « pv  v( CEu e %o} E N ¢S C
es decir que es solamente peligrosa si la coloniarsientra por alguna razén bajo
estrés, ya que en condiciones normales no es afectad enfermedad es controlada
quimicamente mediante el uso de los mismos antibiéticae ge utilizan para Loque

Americana.

Hongos El hongoAscosphaera apiss el agente responsable de la enfermedad conocida
como cria yesificada, ascosfaerosis o chalkbrood, cearefo a observarse en
Argentina a fines de 1978.

Las esporas de este hongo, que estan presentes en ardbnfanal, germinan
en el intestino de la larva de la abeja posteriormentaiaigestion. La infeccion puede
surgir también por la propagacion del hongo a travésadruticula. Tras ser operculadas
(tapadas) las celdas, el micelio del hongo se desarrofiaridr de las esporas hasta
llegar a afectar a toda la larva, apareciendo una pelusa blamiiaisa la del algodén en
rama. Luego de la muerte de la larva, el cadaver se cogtsgeseca convirtiéndose en
una momia de color blanco o gris negruzcm especto de yeso. Las momias blancas
son el resultado de la infeccién con un tipo sexualAdapis mientras que las momias
de color gris negruzco indican que la invasion ha sidleambos tipos sexuafesLas
larvas presentan un maximo de susceptibilidad a la infacci@ndo tienen entre &-
dias de edad y mueren en los 2 dias siguientes a la wipei@n celulaf (figurasi0y
11).

Debido a que el dafio producido por esta enfermedad aocsnsidera muy
grave, no se han formulado compuestos antimicéticos e§iges. Si el apicultor desea
utilizar algun producto debe formularlo por si mismo atipale medicamentos para uso
humano o animal. Por ser una afeccién generada por ugh@e encuentra ligada a la
temperatura y humedad de la colmena. Durante los ultimossas® ha probado con

cierta eficacia el uso de numerosos antimicoticos. Conemnpjo se pueden citar:
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nistatina (Micostatin), tiabendazol (Thibenzole) y Anfaii@a B, teniendo esta ultimd e
inconveniente de ser inestable y muy cdarBambién se han ensayado fumigaciodes
los panales con oOxido de etilenimol al 0,7 % , formaldehido al 4 % , amagniaco

propionato de sodio y hasta incluso una simple solugdonosa.

FiguralGQ: Colonias infectadas cokscosphaera apisVebsite: www.mdbka.com/Page326.htm

a) b)

Figurall: a) Momias blancas y negras (Imagen N° K8144-3, por Js);H89 larva enferma desprendiendo esporas del

hongo entomopatdgeno.Website: www.ars.usda.gov/Research

x Parasitos:Varroa jacobsonies un acaro que provoca la enfermedad conocida como
Varroasis. Este acaro se alimenta de los fluidos fisieossl abejas adultas, pupas y
larvas adhiriéndose a la piel. Provoca grandes dafios pienttile la desaparicion de
numerosas colmenas. (Figuta)

Acarapis woodies otro 4caro que afecta las vias aéreas de las abejagnmaelif
causando Acarapisosis. Es una enfermedad grave que genpoatantes pérdidas en

las colonias de abejas.
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Existen varios tipos de tratamientos para estas clases dereatiades, como
por ejemplo el agregado de cristales de mentol o salide metilo en forma solida en

la parte superior de la colmena cuyos vapores son activos.

Figural2: Cria de abejas sacadas de celdillas operculadas con Varibecha indica la ubicacién de la hembra adulta/deroa

jacobsonj por Ferrnando G. Fredes Martinez. Website: www.fagsdabejas_en_peligro.htm

Sabiendo que nuestro pais es uno de los mayores tagmes mundiales de miel y otros
productos apicolas y que las mayores pérdidas econéneinaapicultura son causadas por la bacteria
entomopatogenaP. larvae se decidié6 emprender la basqueda de nuevos commsesthibidores del
crecimiento de la misma. Para lograr dicho fin se in&idisqued de metabolitos bioactivos producidos
por hongos presentes en polen aislado del interior démenas. Se eligieron estas cepas ya que son
habitantes naturales de las colmenas y podrian eventualmenteanccomo ABCEstos hongos
probablemente sean introducidos a través de material infeatadmo particulas del suelo, planta®y

semillas transportadas por el vient@bejas u otros insectos.

No existe mucha informacion sobre cepas aisladas da #fsinte; al realizar la busqueda
bibliogréafica se encontré una publicacion acerca déhaigento de diversas cepas de hongos de polen de
colmenas en el municipio de Irapuato, estado de Guanajudéxico, con el objetivo de cuantificar la
contaminacion fungica que posee, ya que el polen eszadib para diversos usofueron aisladas
especies de los género®enicillium, Mucor, Alternaria, Rhizopus, Fusarium, Adher y

Helminthosporiur
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Como primer paso para la realizacion de este trabajo, & Nora Pefia de la Universidad
Nacional de Mar del Plata realiz6 el aislamiento y clasifinate 18 especies de hongos a partir de polen
de colmenas ubicadas en el apiario de INTA Balcarceo Lioetps las cepas aisladas fueron cultivadas en
pequefia escala con el objetivo de realizar una evaluad#actividad y contenido de los extractos de

cada especie.

Se realizaron 3 cultivos de 75 ml cada uno para cada esaistagla, utilizando como medio de
cultivo extracto de malta. Una vez crecido el hongo en cadgiente, se lo filtr6 separando el micelio
del medio de cultivo. EI micelio fue extraido con HEtY posteriormente con AcOEt y ambos extractos
fueron combinados y evaporados a presion reducida, obtatose el extracto de micelio. Por otro lado
el medio de cultivo fue extraido con AcOEt y luego erajm obteniéndose el extracto de medio de

cultivo.

Seguidamente se llevaron a cabo ensayos de bioactividddsdextractos de micelio y medio
para cada una de las 18 cepas aisladas frefmRelarvae Para evaluar la especificidad de la actividad de
los extractos se ensayd también la actividad frente a otrygas de bacterias comBtaphylococcus
aureus (Gram+) yEscherichia col{Gram-) y frente a los hongd3ladosporium cucumerinurghongo

patégeno de cultivos de meldn y papaya}andida albicans

Para evaluar la rigueza quimica de los extractos obtersgogealizaron también espectros de

RMNH y se evalu6 el comportamiento cromatografico en caggati (ccd) sobre silica.

Los Unicos extractos que resultaron activos y espesifiemte aP. larvaefueron los extractos de

medio de cultivo déAlternaria brassicicolp Alternaria raphani

Con estos resultados se decidié entonces proceder azagatultivos en mayor escala de las
especiesAlternaria brassicicolg A. raphanipara poder aislar e identificar los metabolitos secundario

responsables de esta actividad.

™ Aislamiento de los metabolitos secundarios

Los cultivos a mayor escala obtenidos para ambas espe@emftratados de la misma forma

Se filtraron y se trabajé Unicamente cars medios de cultivo ya que como se menciond anteriortegn
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eran los Unicos activos frenteRa larvae Los medios de cultivo fueron extraidos exhaustivamenoie c
AcoEt, evaporados y los extractos fueron cromatografiadosuna columna semipreparativa de
Sephadex LI2O. Todas las fracciones se ensayaron frenke lrvaey solamente una para cada especie
estudiada mostré actividad positivaa fraccion activa fue separada mediante el uso de cromatagrafi

liguida de alta resolucion (HPLC).

La fraccion activa de la cepa brassicicoldlV) rindié por HPLC los compuesio? y 3 mientras
que la fraccién activa (V) de la cepa raphanirindié solamente los compuesta®d y 3, idénticos

espectroscopicamente a los aisladosAlébrassicicol§esquema 1).

Esquema 1Diagrama de extraccion de brassticolay A. raphani

24



Una de las fracciones inactivas, obtenida en la separaddnacolumna semipreparativa de
SephadexX.H20 deA. raphanj present6 varias manchas de buen aspecto al ser estudiadacgd ysu
espectro de RMNH mostré la presencia de un compuesto mayoritario quEseia una estructura
quimica interesante. Esta fraccion fue purificada mediantenetografia en capa delgada preparativa

aislandose el compuesta

™ Elucidacion estructural de los compuestos aislados

La elucidacion estructural de todos los compuestos aisladdievo a cabo mediante el uso de

técnicas espectroscépicas como RMN 1D y 2D, ademas detrespetria de masa.

El i6n molecular obtenido para los compuestiog 2 fue m/z 197 (ionizacion por electrones, 70
eV)y fue confirmado tanto por ionizacién quimica como por FABI+H] m/z 198). Evalor impar
hallado para el i6n molecular sugiri6 que ambas molécpéasian un atomo o un nimero impar de

atomos de N en su estructura.

Teniendo en cuenta este dato y el nimero de sefiales whses en el espectro de RMFG se
propuso la siguiente formula minima, 8;sNO; para bs compuestosl y 2, lo que indicaba que la

molécula pos& 4 insaturaciones.

El espectro RMNH (CROD)del compuestol (figural3) mostraba un doblete a 3.91 ppriR.9
Hz) correspondiente a un hidrégeno, un singulete 4 2@m que integrba para 3 H, dos multipletes a
1.92y 1.28-1.57ppm correspondientes a 1 y 2 H respectivamente y por dltidos sefales que
integraban para 3 H cada una, un triplete a 0.96 pf#.8 Hz) y un doblete a 0.76 ppd&.6 Hx
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Figural3: Espectro RMNH del compuestdl (CROD)

Todas las sefales, exceptuando el singulete a 2.41 ppultaban similares a las informadas en
literatura para el aminoacido isoleucina, en el cual umpgretilo y uno metilo se hallan unidos a un

metino vecino al carbonddel amino&cido, tal como se muestra en la figurd.14

0.76 d

1.28-1.57m 3.91d

Figura 14 Estructura parcial del compuesfo
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Enel espectro de RMNC del compuestd se observaban diez sefiales, cuatro de las cuales
pertenecian a carbonos cuaternario&l©9.9, 187.8, 176.1 y 104.0), d@sarbonos de grupos metinos
(@6.3y 38.0), una sola a un carbono de grupo metileno (7.6) y tresa carbonos de metilos@0.4,
13.3, 12.1) asignadas segun el espectro DEPT 135albosswde desplazamiento quimico de las sefiales

al199.9, 187.8, 176.1 ppm indizan la presencia de distintos tipos de carbonil@€ t insaturados.

Teniendo en cuenta estos datos, el peso molecular yl@@yuda de la base de datos Antibase

2000, pudo proponerse la estructura de la figura 15.

Figura 15Estructura propuesta para el compuesto

Consultando con los datos de literattra? se pudo confirmar que el compueslioera 5sec
butil-3(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona, conocido mo acido tenuazoénico. La elucidacion de la

estereoquimica absoluta se comenta mas adelante.

La diferencia fundamental entre los espexstde RMN'H de los compuestaky 2 (figura 16), se
encontraba en las sefales observadas a campos mas altoss gana el compuesta se observha un
dobletea (.76 y un tripletea .96 ppm, en cambio para el compue&tse observhaun dobletea G

0.99 ppmy un triplete a (.90 ppm.
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Figura 16 Espectro RMNH del compuest@ (CRQOD)

Con estos datos se supuso entonces que el compueptmdria ser un compuesto diasteromero

de 1. La elucidacion de la esteroquimica absoluta se comenta nelarad.

Para el compuest8 se procedio de la misma manera para realizar la elucidaséuctural El
mismo presenté un ién moleculama/z 183 EM-E| 70 eV) 9 sefiales en el espectro de RMIE, por lo
cual se pudo deducir que su formula minima esbh DO, conteniendo entonces igual nimero de

insaturaciones que los compuestby 2.
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Elespectro de RMNH de 3 (figura 17) resulté muy similar a los observados pasabmpuestos
1y 2, presentando como diferencia principal un patron difgeeen la region de campos altos. Este
espectro mostrd dos dobletes GL.02y 0.82 que integrhan para 3 H cada uno y un multiplete@.13
Estedato indicéa la presencia de dos grupos metilos unidos a un metipor lo tanto el reemplazo de
la isoleucina base de la estructura de los compuestp® por una valingen el compuesto3, como se

muestra en la figura 18.

CHDROD

Figura 17 Espectro RMNH del compuest@® (CROD)
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Figura 18Estructura del compuest8

Con toda esta informacién y con la ayuda de datos bibliogsific ** se pudo deducir la
estructura perteneciente al compuest®8 como 5- isopropil-31-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona

(figura 18).

Las asignaciones de los diferentes fragmentos observaddss espectros de masa para los

compuestosl, 2y 3, confirman las estructuras propuestas (figuras/ 29).

‘/ H O +.
_— I \)\/NHy

HN — OH m/z 86

m/z 197 m/z 98
0 OH

. _ . \
"HaN miz 141 °" *HoN S}
m/z 43

0 o)

- H,O

m/z 123

Figura 19Fragmentaciones observadas para los compuekio? (EM El, 70 eV)
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Figura 20 Fragmentaciones observadas para el compu8fEM El, 70 eV)

Nota: no se realiz6 un estudio de genética i6nica para woafi la identidad de los iones

observados.

Para determinar la configuraciébn absoluta de los compuesiislados, éstos fueron oxidados
utilizando el reactivo de Jon¥s purificados mediante un cartucho de extraccion en fad@a con
CHCL-MeOH (8:2) como fase mavil y finalmente hidrolizados galentamiento a 120°C por 8 horas
con HCl 6M. Los aminoacidos obtenidos fueron derivatigddcomo los correspondientes\-
pentafluoropropill ésteres de isopropilo e inyectadas un cromatdgrafo gaseoso con una columna
Chirasil-Val Los patrones utilizados fueron preparados por el mismaoo@ derivatizando los
correspondientes amino&cidos comerciales. Se comparastiempos de retencion de los estandares
con los obtenidos para los derivados de los compuest8gpudiéndose determinasu configuracion

absoluta (tabla 1). A modo de confirmacion se realizammgecciones.
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Derivado tr(mMin)

L-Val 5.55
D-Val 6.24
D-allo-lle 7.75
D-lle 8.11
L-allo-lle 8.19
L-lle 8.44

1 7.75

2 8.44

3 5.55

Tabla 1 Tiempos de retencion de los derivados de amino&cidos

Se pudo asi identificar al compuestcomo (R, 1'S) Ssecbutil-3{1-hidroxietiliden)-pirrolidin-
2,4-dionao acido D-allo-tenuazénico, al compuest@ como (5S,1'S) gecbutil-3(1-hidroxietiliden)-
pirrolidin-2,4-dionao acido L-tenuazoénico y al compuest8 como 5S-isopropil-8t-hidroxietiliden)-

pirrolidin-2,4-diona (figura 21).

Figura 21Estructuras de los compuestbs3

Los compuesto8y 3 habian sido informados previamenteno asi el compuestb
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Cabe destacar que en el espectro RMNlel compuestdl se observo la presencia de otro juego
de sefales (figur@2). Este hecho se debe al equilibrio tautomérico catdleo que pueden presentar

los acidos tetramicos.

@ @)

40 3
B ' [] B ' [] ' [] B [] [] [] [] [] [] [] [] [ [] ' [] [] [] [] [] [] [] [] [] [] [] [] []
64 a0 56 52 48 a4 40 36 32 28 24 20 16 12 a8
(@M

Figura22: Espectro RMM del compuestd (CDG)

Los &cidos 3-aciltetramicos pueden en principio forrdderentes tautdémeros de los cuales
solamente 4 son detectables en solucién. Dos pares d@i@ros se interconvierten internamente en

forma muy rapidaAi/Aii y Aiii/Aiv a través de la transferencia de un proton a lo largo de idrun
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hidrégeno intramoleculdr’ *® (figura23). Este hecho es demasiado veloz como para poderetecthdo

en la escala de tiempo de los experimentos de RMN.

La interconversion externa de tautomero&j/Aii = Aiii/Aiv, en cambio estd dada por el
efecto de rotacién de la cadena latéfay puede detectarse por RMN, observandose por este motiv

dos juegos de sefiales en el espectro RN CDGI

Como la relacidn entre los diferentes tautomeros pugdese afectada por el intercambio del
hidrogeno unido aN en el anillo pirrolidinico con el solvente prético denado utilizado, pueden
obtenerse diferentes espectros de RMN utilizando difezersolvente¥.
HO

rapido
0
N
Ho i
lento
/ OH
\ rapido
o)
Aiii - N N Aiv

Figura23: Equilibrio tautomérico de los &cidos 3-aciltetramicos.

Como se menciond anteriormente, se aisléAdeaphaniuna fraccion inactiva que rindié por ccd

preparativael compuesto4 quimicamente interesante (esquema 1).

El ion molecular obtenido par compuestod fue m/z 352 (EM/EI, 70 e¥) espectro de RMN-
3C del compuesto4 presentaba veinte sefiales, dos de las cuales podiaespwnder a carbonilos de
cetona D Einsaturados (205.3 y 203.0 ppm), dos a carbonos aronssastituidos probablemente por

hidroxilo (161.9 y 161.6 ppm), diez carbonos aromatwms desplazamientos quimicos muy similares y
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una a un carbono cuaternario unido a oxigeno (69.1 pggh)esto de las sefiales correspondian a

carbonos alifaticos hidrogenados.

En el espectro de RMM de este compuesto (figura 24), se observaban cuattdetes (d 7.85,
7.82, 7.08 y 7.02) pertenecientes a 1 H cada uno,womcoplamientode 8.8 Hz correspondiente a
sustitucion orto, en la zona de protones aromaticBste hecho estaria indicando la presencia en la
molécula de dos anillos aroméaticos, los cuales poseedarhitirégenos en posicidn orto cada uno. En el

espectro COSY se observaron correlaciones entreffedesa G7.08 y G7.85 y entrdas sefiadsa G7.02

y G/.82.

CHCL

JU‘L <
(,:f)

Figura 24 Espectro RMNH del compuestd (CDG)
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En el mismo espectro de correlacibn pudo observarsgee @l multiplete a G 4.67,
correspondiente a un metino probablemente unido a udrbxilo, correlacionba con la sefial &3.07y
con d multiplete a G2.90-3.@. También se observo correlacion entre dos sefialesespandientes a

metilenos, .68y 3.17con @.44y 305

Esbs resultados indicaron las siguientes estructuras pasiale

H 7.02dH
7.08d

s\ T T\

2.68 ddd
3.07d CH H\
| 4.67 ddd C
2.90dd H CH 2.44 dt T~H 317m

Figura 25Estructuras parciales correspondientes al del compudsto

Como siguiente paso se realizd6 una busqueda de estrucemat base de datos Antibase
2000, ingresando las subestructuras deducidas, obteniendoocsaultado la molécula conocida como

Altertoxina | (figura26).

36



Figura 26 Estructura del compuestd: Altertoxina |

Este compuesto fue previamente aislado y caracterizagartir de un cultivo dé\. alternatag en
el afio 1988°. Los datos espectroscopicos obtenidos para el compuésson coincidentes con los

informados en literatur®.

™ Actividad bioldgica

Los compuestos aislados puros se sometieron a ensayastividad antibiética.

Los resultados observados para los compuestp8 en el ensayo de actividad frentePalarvae
fueron levemente positivos, con halos de inhibiciém 4 y 5 mm respectivamente, mientras que e

compuesto? resultd ser el mas activo en estos ensayos con 12 shatb.

Por este motivo se determiné frente a diferentes cepasP. larvae el valor de concentracion
minima de inhibicién (MIC) para el compuegtamediante bs métodos de difusion sobre adary

dilucién.

En los ensayos de actividad frentePa larvaese utilizaron como testigos oxitetraciclina, una
droga sintética comercial, que como se indicé en la intooibn tiene un uso regulado; y gentamicina,
un antibiético comercial de amplio espectro. Puede observars la tabla 2 que los valores de MIC del
compuesto2 son comparables tanto con oxitetraciclina como con gentaraiy que los MIC obtenidos

para gentamicina utilizando el método de dilucion somores que los hallados pafay oxitdraciclina

37



utilizando el método de difusion. Esto puede dedweprobablemente a la mayor polaridad de la

gentamicina cuya distribucién en el medio acuoso skaverecid&”.

Cabe destacar que la actividad se prob6é sobre 6 cepaP.darvaeaisladas de colmenas

infectadas ubicadas en el apiario de INTA Balcarce.

Compuesto Cepa

A C Il 1| v
28 1.0 1.0 1.0 1.0 50 1.0
oxitetraciclina® 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
gentamicing 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
2 32 32 32 32 32 32
oxitetraciclina® 64 32 32 32 16 16
gentamicind’ 2 16 4 4 8 8

4 MIC medido enRy/disco determinado mediante el método de difusion sehgar
® MIC medido enRy/ml determinado mediante el método de dilucién

Tabla 2:Valores de MIC obtenidos para el compuedtppara antibiéticos comerciales frente a 6 cepa®dkarvae

Para evaluar la especificidad de la actividad antimicrobiandoslecompuestos aislados se
realizaron ensayos frente a otras bacterias cddaaillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia col
y también frente aCandida albicanssiendo todos los resultados negativos. Cabe mencigunaren un
estudio previo se habia determinado que el adidenuazénico no poseia actividad antibiética frente a

numerosas cepas de bacterias y levadtfras
Esto indica que el compuesBposee una muy buena actividad y especificidad frerfee larvae.

En trabajos anteriorese habia informado sobre la actividad antivifadiel 4cido tenuazénico
frente a parainfluenza-3, vaccinia y herpes simplex, s$ecte inhibidor de crecimiento del
adenocarcinoma humarfda través de la inhibicién de la incorporacién de amina#i las proteinas
microsomale$’ en huevos embrionarios y su escasa actividad como atitii® Este Gltimo ensayo
habia sido realizado tanto con el acido tenuaz6nico comoetatidob-allo- tenuazénico frente a 31

cepas de bacterias y 48 levaduras arrojando resultadostivega
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Debido a su promisoria actividad antitumoral se estudi6 laicidad que poseen estos
compuestos sobre ratones machos, siendo s idderada (125 mg/kg $0)*. Todos estos ensayos

de bioactividad fueron realizados con compuestos deeorigjntéticd?.

Si bien la actividad biologica del acidtenuazonico ha sido estudiada en profundidad no se
habia informado con anterioridad su actividad especificatér@P. larvaeni la de ningln otro producto

natural o sintético.

Acerca de la actividad biologica del compuestse ha informado su fitotoxicidad en cultivos de

lechuga en particuldty su actividad mutagénita
™ Biosintesis

Se han realizado estudios sobre la biosintesis del adifuazonico y algunos derivadgspara
lo cual el microorganismo apropiado fue cultivado en medcon distintos aminoacidos-yalina, L-
leucing’ o L-norvaling®) y &cido acético marcados cdfC. Se propusieron inicialmente dos rutas

biosintéticas que se muestran en la figura 27.

\/\'/C02H
O NH, (o)
2 X )]\ )J\
* OH/ | \* OH
WCOZH R

HN @)

*
1

OH

Ac. L- tenuazoénicco

Figura 27 Ruta biosintética propuesta para el acidtenuazénicd’
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En estos estudié® **se pudo aislar y caracterizar al compuesto |l pero especie Ill. Con este
hecho experimental se concluyé que la ruta ocurre vitadiin de Il mas que por acetilacion del

compuesto Ill.

™ Antecedentes de compuestosdl tetramicos.

La estructura quimica base de los acidos tetrdmicos esnémacta en varios y distintos tipos de
productos naturales tanto terrestres como marinosids compuestos han sido aislados de esponjas,
cianobacterias, bacterias y hongos. En los ultimos 20 a&@oian publicado numerosos trabajos
relacionados con este tipo de compuestos debido al gspeetro de actividades biolégicas que poseen

y a gue son un reto interesante para los quimicos quesgecializan en sintesis organica

Los acidos tetramicos fueron descubiertos en 897esde esa fecha hasta la actualidad se han
aislado e identificado mas de 150 derivados, se ha estudmdiosintesis de los mismos, sus variadas

actividades bioldgicas y diferentes estrategias sintéticas.

En 1993, Henning y colaboradotesy en 2003, Ghisalbefti y Gossauéf, publicaron
importantes compilaciones acerca de la sinfésibiosintesis y modificaciones sintéticas de estos

compuestos.

El acidoL- Tenuazénico (compuestd) fue aislado de diferentes especies corAdternaria

tenuis®, Pyricularia oryza@y Aspergillus sp.

El &cido p-allo-tenuazonico (compuestol) fue previamente sintetizado por Poncet y
colaboradores en el afio 198(ero nunca antes habia sido informado como producto natiabido a
gue los cultivos de las dos cepas estudiadas fueron tratddogjual modo y que el compuesiofue
aislado Unicamente dé. brassicicolapuede suponerse que no se trata de un artefacto prattugor

racemizacion durante el aislamiento.

Los acidos 3-acil tetramicos son los mas frecuentestareisantes desde el punto de vista
farmacologico ya que poseen la habilidad de quelar ialeesietales indispensables y de mimetizar a los

grupos fosfonato en el sitio de accién de quinasas fafasas” *.
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Como ejemplos se pueden citar a lagrantésidos Ay B (figura 28), acidos tetrdmicos
glicosidados citotoxicos, aislados en 1991 de la gspdheonella spcolectada en la isla Hachijo,

Japori®,

2, A,
B,

0
I

R O\\\‘“ .

Figura 28 AurantésidbsAy B

el acido ravénico (figura 29, antibiético activo frente a cepas d&taphylococcus aureus

resistentes a meticilina, obtenido a partiel cultivo del hongdenicillium sp*’y

OH 0

N T PN

NH

Figura 29 Acido ravénico
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la lidicamicira (figura30), acido tetramico con esqueleto octahidronaftaleramivo frente a las
bacterias gram positiva3acillus subtiliy Staphylococcus aureusislado del actinomicet8treptomyces
lydicus®.

ZT

Figura30: lidicamicina

™ Antecedentes de compuestos aislados de otras cepl@é mismo

género.

El génerdAlternariaes conocido por producir una amplia variedad de metaimisecundarios,
los cuales fueron utilizados para diferenciar especiesfatbgicamente similares, especialmente entre
las que poseen esporas pequeffag&ntre los compuestos aislados de diferentes espeiseSiternaria

pueden citarse, alternariol y metiléter de alterndr{igura31), producidos pod. tenuig® **

(0]

HO

CHj R

alternariol R = OH
metiléter de alternariol R = OCHg

Figura31: Metabolitos aislados dA. tenuis
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las toxinas AAL (figura 32), analogas a las fumonisinasugdas porA. arborescengjue inducen
apoptosis en células renales tumorales de mono e inhladsosintesis de esfingolipidos en hepatocitos

de ratd?y

O COOH

COOCH

NH,

OH OH OH
toxinas AAL

TAR=0H
TBR=H

Figura 32Metabolitos producidos poA. arborescens

alternol (figura33), compuesto que inhibe la proliferacion e induce piosis en la linea celular A 2780

(cancerigenas ovaricas humarfagroducido porA. alternata.

H

O T

HO alternol

Figura33: Metabolito producido porA. alternata
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™ Conclusion

En la busqueda de antibidticos especificos frente éarvae a partir de un extracto del cultivo
de A. raphaniy A. brassicicolase aislaron e identificaron cuatro metabolithsa 4, de los cuales el
compuesto2 (acido tenuazonico) ha demostrado poseer actividad antilddéspecifica frente #.

larvaecomparable a la de la oxitetraciclimavitro.

A pesar de la importante y selectiva actividad presentada pbe eompuesto, que podria
sugerir la utilizacibn de ambas especikesraphaniy A brassicicolacomo agentes de biocontrol, la
presencia de la toxina altertoxina | desaconsejaria este y&s que probablemente los metabolitos de
los hongos presentes en pol@puedan dejar residuos en la miel u otros productos apgatomo asi lo

hacen los antibiéticos de amplio espectro utilizados iriisinadamente por los apicultores.
El compuestd no habia sido previamente aislado como producto natural.

Este trabajo dio origen a una publicacibn

™ Detalles experimentales

La cepas estudiadas daeslhonga A. brassicicoldSchw.) Wiltshire . raphaniGroves & Skolko
fueron aisladas de polen, clasificadas por la Dra. Nora Refepositadas en el cepario de hongos de la

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Univedad&denos Aires, Argentina (BAFC).

Cultivo de A. brassicicolay A. raphani

En una primera etapa se realizaron cultivos de cada una de=dpscies estudiadash.
brassicicola(Schw.) Wiltshire YA. raphaniGroves & Skolko en cajas de Petri con agar malta. Cuando
estos cultivos estuvieron bien crecidos se cortaroorcpnes pequeilas de 1 cm por 1 cm
aproximadamente para inocular 4 erlenmeyers de 125 mlemehdo 75 ml cada uno de medio de
cultivo liquido de extracto de malta al 30% , detalladcagatte experimental general. A la semana,
estos cultivos liquidos fueron utilizados como in6écd® 4 cultivos de 1 litro cada uno contenidos en

erlenmeyers de 4 litros con el mismo medio. La fertaeidn fue llevada a cabo a 25°C por 15 dias bajo
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condiciones estaticas. Los tiempos y las condiciongsnép fueron determinados previamente en

experimentos de escala menor.

Extraccion y fraccionamiento de A. brassicicola y A. raphani

Ambos cultivos fueron filtrados, separando el mediocd#ivo del micelio del hongo. EI micelio
fue descartado, ya que en estudios previos se habia aet@do que no poseia la bioactividad buscada
y el medio de cultivo fue extraido con acetato de difioc 500ml). La masa de extracto obtenida fue de 1
g paraA. brassicicolay 1.5 g para. raphani Ambos extractos fueron fraccionados en una columna
semipreparativa (de 80 cm de largo y 3.5 cm de didmeterno) con Sephadex LH-20 como fase fija y

metanol como fase movil.

Se recogieron 6 fracciones de 200 ml cada una pararassicicoldALB) y 8 paré. raphani
(ALR). Las fracciones ALB IV (400 mg) y ALR V (6f2@rag)las que brindaron resultados positivos en
los ensayos de actividad antibacteriana frent®.darvae La purificacion de estas fracciones se llevé a
cabo mediante HPLC, utilizando una columna de fase revéMg& (C-18, 3, 20 x 250 mm) y una
mezcla de C¥DH:HO (65:35) como eluyente (flujo 5 ml/min). De estgpa@acion se obtuvieron el
compuestol (65 mg), el compuest@ (60 mg) y el compuest8 (2 mg) paraA. brassicicolay el

compuesto? (49 mg) y el compues®(1mg) pardd. raphani.

La fraccién ALR VIII (53,1 mg) del extract?\deaphanj fue separada mediante cromatografia
en capa delgada preparativa sobre silica gel, utilizando das® movil CKCb: AcOEt (80:20). De esta

separacion se obtuvo el compuegtpdtertoxina | (5,3 mg) 0.5).

Determinacién de la configuracion absoluta de los comp uestos 1-3.

Un miligramo de cada compuesto fue disuelto en acatgnoxidado con 1 ml del reactivo de
Jone$’. El producto crudo obtenido fue transferido en su tatatl a un cartucho de extraccion en fase
sélida (LC-Si, 3ml, Sigma Aldrich), y el eluidoGi@H- MeOH (80:20), evaporado en rotavapéd
residuo anterior se le agregaron 0.3 ml de HCI 6M,adentd a 120°C por 8 h y posteriormente se

evaporo hasta sequedad.
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Los aminoacidos asi obtenidos y los aminoacidos patruresen derivatizados utilizando el Kit
comercial PFP-IPA de Alltech, segun el siguiente gimgento general. Se colocanndg de aminoacido
en un vial de reaccion de 5 ml, se agregan 0.5ml @e@2M, se calienta la solucién a 110°C por 5
minutos y se seca bajo atmoésfera de nitrégeno. Se adiocidnml| de una solucién de cloruro de acetilo e
isopropanol (1:1), previamente preparada, al vial quetenia al aminoacido seco, calentando a 100°C
por 45 min con el vial cerrado herméticamente. Cudpkl tiempo de reaccion se lo destapa y se eleva
la temperatura de la estufa hasta 115°C, trabajando bajo atmdsferaitddgeno para eliminar asi el
exceso de reactivo. Luego el dalenfria en un bafio de hielo, se le agrega 1 ml dgC&iA0.5ml del
reactivo PFPA (anhidrido pentafluoroprioguiético) volviéndolo a cerrar y calentar por 15 minutodsa
100°C. Una vez finalizado este tiempo se deja enfriar adesityra ambiente y se evapora el exceso de

reactivo bajo atmésfera de nitrégeno.

Para realizar el analisis cromatografico se disolvieron nagestras en CiEL calidad
cromatogréfica. La colunarcapilar quiral utilizada fue Chirasil-val (Alltech, 28enlargo y 0.25 mm de
d. i.) yel programa de la rampa de temperaturas fue @&a 180°C a una velocidad de 4°C/Mir_os
tiempos de retencién (min) observados fueron los igigtes: L-Val (5.55)p-Val (6.24)p-allo-lle (7.75),
D-lle (8.11)1-allo-lle (8.19))-lle (8.44), compuesti (7.75), compuest@ (8.44) y compuest8 (5.55). Se

realizaron coinyecciones a modo de confirmacion dasgnaciones.

Actividad biolégica.

Actividad antibacteriana frente B. larvae Los métodos que se utilizaronrsel de difusion en agar
y el de dilucién. Por el método de difusion las difées cepas d@. larvaese sembraron sobre cajas de
Petri conteniendo medio Columbia agar sangre modificadtgcando luego los discos de papel de filtro
que contienen los compuestos a ensayar dentro de las mishasscajafueron incubadas en estufa a
37°C con 10% defLO

Las cepas dP. larvaese repicaron semanalmente en medio Columbia agar sangaificado y se

guardaron refrigeradas.

La descripcion de la actividad antibidtica frent&scherichia coli, Bacillus subtilis y Staphylococcus

aureus asi como el método de dilucién, se encuentran ecagitulo de detalles experimentales.
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Propiedades fisicas de los compuestos aislados.

Los detalles del equipamiento empleado se encuentran eagitulo8.

Compuesto 1 ((5R,1°S)-Secbutil-3{1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-diona¥}: aceite amarillo;
€% 493 ~ 85 MeOH)UV(CHCh * ma ~ 0} P2%¥5nm (430), FTIR~ < Gse: 3300(OH),
2966 (CH), 2930 (CH), 2880 (CH), 1654 (CO), 16261459, 1384, 122am* . EM- EI(70 eV)
m/z (AR: 197 (IM], 1), 182([M-CHy]", 1), 168 [M-GHs]", 3), 141 [M-CHg] ™, 100), 123 ([141-
HOT", 19), 98 (12), 86 (13), 84 (15), 43 (M Cl fnodo +, CH) m/z (AR: 198 [M+H] (52), 41
(100).EMt FAB fhodo +, Nal, glicerol)242 (M+ 2 Nat 1J", 100);:RMN*H (CQOD): w3.91 (d,J
= 2.9 Hz, H-5); 2.41 (s, H-7); 1.92 (m,[MV iX5D(MH-2); 0.96 (tJ= 7.3 Hz, H-[*V iXd0
= 6.6 Hz, H-4'RMNH (CDG): w6.34 (sa, Nk, 6.17 (sa, N); 4.03 (dJ= 3.2 Hz, Hr9; 3.86
(d, J= 3.0 Hz, Hyp; 2.51 (s, Hf); 2.46 (s, HW); 2.03 (m, Hi[+V i X 6H-2<a);UL.33 (mH-
2'b); 0.97 (tJ= 7.3 Hz, H-): 0.96 (t,J= 7.5 Hz, H-fy); 0.82 (d,J= 6.9 Hz, K ,); 0.79 (dJ=
6.9 Hz, H4"y); RMN-*C(CQOD): w199.9, C-4; 187.8, C-6; 176.1, C-2; 104.0, C-3; 665; 38.0,
C-1"; 27.6, C-2'; 20.4, C-7; 13.3, C-4"; 123[, RMN*3C (CDG): w195.7, C-4; 188.9, G:6
184.6, C-f; 175.6, C-2; 107.6, G:3102.4, C-g; 65.8, C-; 62.6, C-f; 36.4, C-1"; 26.9, E;
26.6, C2'; 20.6, C-4 19.5, C-y; 13.1, G4, 12.9, &4y, 11.7, C-3". M: tautomero

mayoritario, m: tautdbmero minoritario.

Compuesto 2 ((5S,1°S)-5ecbutil-3{(1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4-dionaj = aceite
amarillo;[ r]p™-86 ~ A 1X38UVDHEL)* M (I0g ¥: 276 nm (3.96)FTIR(KBr) s :
3322 (OH), 2966 (CH), 2930 (CH), 2880 (CH), 16911E19 (CO), 1455, 1234 tnEM- EI(70
eV) m/z (AR: 197 ([M]™, 1)], 182 [M-CHJ", 2), 168 ([M-&Hs]*, 3), 141([M-CHg]*, 100], 123
([141-H,OT", 25), 98 (10), 86 (1084 (12), 43 (73)RMNIH (CROD): wa.84 (d,J= 3.3 Hz, H-5);
2.42 (s, H-7); 1.90 (m, HE* V X433 (MH-27); 0.99 (dJ= 7.3 Hz, H§ [+ V | X35 7384, H-
3');RMN+*C(CROD: w198.7, C-4; 187.8, C-6; 175.8, C-2; 104.0, C8; 675; 38.4, C-1"; 24.8,
C-2";20.7, C-7; 15.9, C-4; 12.2, C-3".

Compuesto3 (5-isopropil-3¢1-hidroxietiliden)-pirrolidin-2,4 diondj * aceite amarillof r]p>° :-

(i1~ A IXiiU EME(VeV)m/z (AR: 183 (M]*, 20), 168 [M-CH]", 3), 141 [M-
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GsHs'], 100), 123 ([141-KO]", 32], 98 (30), 84 (36), 72 (72), 43 (JORMN-H (CROD: w3.77
(d, J= 3.3 Hz, H-5); 2.41 (s, H-7); 2.13 (m,[MYV X iJ=7.3HzH-2"); 0.82 (dJ= 6.6 Hz, H-
i); RMN*3*C(CROD): w198.5, C-4; 187.4, C- 6; 175.5, C-2; 103.3, T®&;6-5; 35.4, C-1"; 20.1,
C-7;19.5,C-2"; 15.7,XC-

Compuesto4 (altertoxina 5% aceite amarillo[ r]p?> +404 ~ A GG EMEI(70 eV) m/z
(AR: 352 ([M]*, 100), 334 [M-H,O[", 16), 316 ([m/z 334-bO]", 81]. RMN*H (CDGl+ 5% de
CROD: w12.73 (s, 3H: 1238 (s,10-0H: 7.85 (d,J= 8.8 Hz, H-1); 7.82 (@= 8.8 Hz, H-12);
7.08 (d,J= 8.8 Hz, H-2): 7.02 (d@= 8.8 HzH-11); 4.67 (dddJ= 11.4, 9.2, 5.3 Hz, H-7); 3.17 (m,
H-5ax); 3.09 (m, H-8ec); 3.07 J&; 9 HzH-6b); 3.05, (m, H-6ec); 2.989d( J= 16.3, 11.4 Hz, H-
gax); 268 (ddd,J= 17.5, 3.5, 2.9 Hz, H-5e2)44, (dd,J= 15.4, 5.0 Hz, H-6afMN3C (CDG):
W205.3, C-4; 203.0, C-9; 16%.€-3; 161.6 C-10; 136.3, C-9b; 135.5, C-12c; 13Z51; 132.4
C-12; 124.5, C-12a; 123.1, C-12b; 119.2, C-2; 113-21; 1169 C-3a; 69.1, C-6a; 65.6, C-7;
51.9, C-6b; 47.8, C-8; 34.6, C-6; 34.0, C-5.

+ U” geBlales que pueden intercambiarse.
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Capitulo 3

Aislamiento y elucidacion estructural
de metabolitos secundarios producidos por

Asperqillus restrictus (MP 09)
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™ Introduccion

Muchas veces en los programas de busqueda de metabatibtm alguna actividad biol6gica
especifica se aislan compuestos que, si bien no polseantividad buscada, presentan una estructura

guimica novedosa, la cual podria ser activa frente a otiigidad especifica no ensayada.

Si bien el objetivo de este trabajo de tesis era elamigento de metabolitos con actividad
antibacteriana frente aP. larvaea partir de extractos de hongos aislados de polen ddrimt de
colmenas, d realizar el screening del extracto de medio de cultl® una de las cepas aisladas,
Aspergillus restrictysse obtuvieron resultados de bioactividad negativos paochal extracto present6
un espectro de RMNH con sefiales que podian corresponder a un compueitoestructura
quimicamente interesante. Por este motivo se decididizaalel cultivo a mayor escala de esta cepa con

el fin de aislar el o los metabolitos de interés.

Figura 34.Cultivo deA. restrictusen MEA

™ Aislamiento de los metabolitos secundarios

El medio de cultivo obtenido de la ceparestrictusfue extraido exhaustivamente c@uOEty
el extracto de la fase organica fue fraccionado por mefticcromatografia flash en columna seca en
silica gel. Ninguna de las fracciones obtenidas resul&egoactividad antibidtica ni antifangica, sin
embargo una de ellas presenté en su espectro de RiNINis sefiales que habian sido observadas en el

espectro de RMNH del extracto crudo y por las cuales habia sido seleada la cepa. Dicha fraccion
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fue purificada mediante cromatografia en capa delgada preparatidéendo el compuest® (esquema
2).

Esquema 2Diagrama de extraccion despergillus restrictus

™ Elucidacion estructural del compuesto aislado

El compuestd presentd en su espectreM-FABen modo positivo el ién m/z 432 [Mif. Ese
dato indicaba que el peso molecular del compuestera impar y sugirié quia molécula podria poseer

un atomo o un numero impar de atomos de N en su estmactu

En & espectro RMNH (CDCL) del compuesto5 (figura 35), se observo la presencia de sefiales
en un amplio rango de frecuencidd espectro mostré un singulete ancho@.17 (1H), perteneciente a
un protén intercambiable unido probablemente a un atomorddgeno. En la zona de campos bajos

se observaron tres sefiales, un doble doblet&a32 (8.4y 1.2Hz 2 H) y dos multipletes &7.63y 7.48
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gue integraban para 2 y 1 hidrégeno respectivamente, wompatrén caracteristico correspondiente al
de un anillo aromatico monosustituido. El desplazamientémico elevado para la sefial d&8.32

sugeria la presencia de un grupo carbonilo o equivalesrt posiciébn orto con respecto de este

hidrégeno.

Por otro lado se observo la presencia de dos multggen G5.60 (1H)y 5.29 (1H),
correspondientes probablemente a un doble enlace aislgolobablemente cis de acuerdo a las
constantes de acoplamiento, un multiple®.75 (1H), un singulete &1.69 (1H), y un doblete (4.58
(4.8 Hz, 1H), sefales que podrian pertenecer a metindr®xilados. Por Ultimo el espectro mostré un
singulete a@&.42 (3H), perteneciente a un grupo metoxilo, un mudtipla G2.12 (2H), un singulete &
1.67 (3H) y un triplete &0.98 (7.5 Hz, 3H).

CHJ

A.56 N3z A2

Tbpri)

480 455
1@ OB
U @
a 60 s 50 45 40

35 30 25 20 15 10

80 75 70 65

(@M
Figura 35Espectro RMRH del compuesto 5 (CREI
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Al analizar en conjunto los datos anteriores con las corn@ias observadas en el espectro

COSY se pudieron deducir las siguientes estructurasafesci

.48
8.3

7.63

(@)
8'32U 7.48

Figura 36Estructuras parciales para el compueStobservadas por COSY

En el espectro de RMNE (figura 37) se observaron veinte sefialgse, junto con las
correlaciones obtenidas en el espectro HETCOR y ectespDEPT 135 permitieron deducir que la
molécula poseia 8 sefiales que pertenecian a carbonos roaaies a G196.5,195.1, 185.8, 166.7,
132.3, 113.4, 92.7 y 90.5,88carbonos de grupos metinas G136.9, 134.7, 130.7, 128.7, 126.4, 73.2,
70.7 Y 70.6, una sola a un carbono de grupo metil&24.4y tres a carbonos de grupos metiles G
518, 14.1 y 6.0. Se confirmé entonces la preseneiaud anillo aroméatico monosustituido, un doble
enlace disustituido y otro tetrasustituido, con una sustitncidxigenada y se inferia también la

presencia de 3 carbonilos.

Figura 37:Espectro RMINC del compuests (CDG)
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Teniendo en cuenta estos datos, el peso molecular yi@@yuda de la base de datos Antibase

2000, pudo proponerse la estructura de la figura 38, conmcidmo pseuroting”.

Figura 38Estructura propuesta para el compue&o

El espectro de correlacion HMBC permitié confirmar tauetura planteada. Las correlaciones

observadas se muestran en la figura 39.

Figura 39:Correlaciones observadas en el espectro HMBC del cotapbies

En el espectro NOESY (figura 40) se observd undamére entre el H-9 y el metoxilo unido al

C-8, sugiriendo que ambos se encontraban sobre la mismza
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Figura 40:Espectro NOESY del compuédstoampliacion
Al dia de hoy ha sido informada la existencia de vagesnotinas.

La pseurotina A fue aislada y caracterizada a partiPstideurotium ovafisy dePenicillium sh
La configuracion absoluta de todos los estereocentros prteseen la molécula fueron establecidos
como 5S, 8S, 9R, 10S, 11S, mediante espectroscopéya®e X del derivado bromatioDel cultivo de
Penicillium shfueron aisladas también las pseurotinasyMA. La pseurotina Aes un epimero de la
pseurotina A en el carbono 9, mientras que la pseurotinadémas de diferir en este carbono lo hace
también en el carbono 5 (figura 41). No se hallaron datbkoigraficos sobre los poderes rotatorios de

estos ultimos compuestos.

pseurotina A
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pseurotina A,

pseurotina Az

Figura 41 Estructuras de las pseurotinas AyA%

El valor del poder rotatorio obtenido para el compueStooincidé en signo pero no en médulo

con el publicado para la pseurotind A

Al no poder obtener cristales del compuediopara realizarle experimentos de rayos ¥, s
decidid utiliar la técnica de dicroismo circular (DC) para tener asi edarhientas para poder concluir

acerca de la estereoquimica absoluta de dicho compuesto.

La técnica de DC mide la diferencia entre la absorcioa te Ipolarizada circularmente hacia el
lado derecho versus el izquierdo, la cual surge de haedsia estructural de la molécula. En este caso en
particular, los esterocentros que se podrian analizargsba técnica son el carbono 8 y el carbono 5, ya
gue poseen como vecinos grupos cromoforos los auprmiten obtener la diferencia necesaria en la

absorcion.

Comparando la curva obtenida (figura 42) con los datddiogiraficos de DC de las 3
pseurotinas, A, Ay A, se puede concluir que la estereoquimica del carb®eo la pseurotina aislada

(compuestab) coincide con la de las conocidas, Ay A, ya que sus curvas de DC son semejéntes

No fue posible concluir acerca de la estereoquimiclacdebono 5, ya que en bibliografia no

figura el registro de la regién correspondiente por gtignes instrumentales.
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Figura 42 Curva de dicroismo circular (DC) del compué&sta MeOH

Debido a que la estereoquimica de los carbonos 10 gsl&imilar en todas las pseurotinas

conocidas, se asume que probablemente sea la misma pamrgluesto aislads.
Con estos datos, la estructura quimica para el compugsizede ser la pseurotina, & A.

Por comparacion de los espectros de R€MBlen (CR),SO del compuestb (figura37) con los
de las pseurotinas®y A, se encontrd que la pseurotina aislada se asemeja mas adaghisa A y por

lo tanto es la estructura que se propone para el compuégfigura 43).

Figura 43 Estructura propuesta para el compues&to
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™ Actividad bioldgica

Se ha informado en diversas publicaciones sobre Igsiguiades neuroprotectoras que posee la
pseurotina Aen el tratamiento de enfermedades que provocan disfuncomel sistema nervioso,
generando expectativas importantes en el tratamiento deeemiedades como por ejemplo el mal de
Alzheimer. Se ha informado también acerca de la actividad antiviral queegoeste compuesto frente

al virusHerpes simpléx

Por otro lado se ha demostrado la actividad que poseen tamtpskurotina A como la 8-
demetil-pseurotina A en ensayos de inhibicion de lareazjuitina sintetasgal reducir su solubilidad y
su unién con las membranas que forman el exoesquetet® caparazon de artrépodos o insectos
invertebrados como los escarabajds que provoca la muerte de los insectos por deshidridi®. La

pseurotina5 no posee actividad ni antifingica ni antibacteriana

™ Biosintesis

Se han realizado estudios sobre la biosintesis de larpsea A debido al interés que genero su
estructura heterospirociclicaSe utilizaron precursores marcados ¢,y se observo que la pragnil-

coenzima A actuaba como unidad iniciadordalrita biosintética.
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Figura 44: Ruta biosintética propuesta para la pseurot?na A

muestra en la figura 45

Se demostro recientemente que existe un gen PKS/NR&&uguple un rol fundamental en la
ruta biosintética de la pseurotinaéx el hongoAspergillus fumigatugroponiéndose la ruta que se
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Figura 45Ruta biosintética de pseurotina A y sinerazol

™ Antecedentes de compuestos con estructura similarla

pseurotina A

Hasta el momento se conocen 9 compuestos dentro dedsectonocida como pseurotinas,
siendo las primeras BA a E) aisladas originalmente del cultivo dseudeurotium ovafis® *° En los

ultimos afios se publicaron trabajos acerca de la producd@pseurotinas por parte de otras especies
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1114

de hongos, como por ejemploAspergillus fumigatis , Aspergillus sydowj Pochonia

chlamydospori¥#, Diheterospora chlamydospotj@seudallescheria boydiy Ulocladium sf5.

En particular, se aislaron @-demetilpseurotina A,11-O-metilpseurotina A, pseurotina E y
sinerazol, (figur@6), intermediario propuesto en la ruta biosintética de pseimatA a partir de cultivos
de Aspergillus fumigatds***. El azaspireno (figura $6otro intermediario en la biosintesis de la

pseurotina A,fue aislado a partir de cultivosNeosartorya sp?.

azaspireno

11-O-metilpseurotina A

pseurotina E

Figura 46:Compuestos de la familia de la pseurotina A
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™ Antecedentes de otros compuestos aislados de cuswde

la misma especie.

Los primeros antecedentes que existen de metabolitasisdarios aislados da&. restrictusson
bastante recientes, ya que hasta el afio 280 habia ningin estudio quimico sobre este hongo. S
aislaron e identificaron cristatina A, arestrictinas y aspesigh a partir de cultivos da.restrictusy A.

penicilloide&’, en este tnico trabajo previo (figura)47

Yt

(@]
R = OH arestrictina A @_(O )
N
R = H arestrictina B }
HN— \—/

cristatina A

H OAcC

//,,

<
-

asperglusida

Figura 47.Compuestos aislados de restrictus

™ CONCLUSION

A partir de un cultivo del hongA. restrictusse aisl6 y elucilla estructura del compuestb,

denominado pseurotina Ade estructura quimica informada previamente.

Si bien dicho compuesto no posee actividad antimicrobiaeaté a P. larvae,ni a otras
bacterias y hongos ensayadas activo como neuroprotector e inhibidor de ciertasziemas segun

datos bibliograficos.
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™ Detalles experimentales

Cultivo de A. restrictus

A partir de un cultivo dé\. restrictuscrecido en caja de Petn agar malta al 30 % , se cortaron
porciones pequefias de 1 cm por 1 cm aproximadamente pavaular 4 erlenmeyers de 125 ml
conteniendo 75 ml cada uno de extracto de malta al 30% ,comyposicion esta detallada en la parte
experimental general, capitulo 7. A la semana, estos caltiguidos fueron utilizados como in6culo de
4 cultivos de 1 litro cada uno contenidos en erlenmsyee 4 litros con el mismo medio. La
fermentacion fue llevada a cabo a 25°C por 15 dias bajoi@onds estaticas. Las condiciones 6ptimas

de cultivo fueron determinados previamente en expegimos de escala menor.

Extraccion y fraccionamiento de A. restrictus

Los 4 litros de cultivo se filtraron, separando el matkccultivo del micelio del hongo. El micelio
fue descartado, ya que en estudios previos ese extragtbabia mostrado la presencia de compuestos
ni activos ni con estructuras guimicamente interesankganedio de cultivo fue extraido con AcOEt (3 x
1 1) obteniéndose 530 mg de extracto. El mismo fue fra@donmediante cromatografia flash en
columna seca, con silica gel como fase fija, utili@aon gradiente de polaridad creciente desde
Ciclohexano: AcOEt (70:30) hasta AcOEt puro como sisterehucion. Se obtuvieron 10 fracciones de
500 ml que fueron analiges mediante ccd y RMMH, siendo la fraccion VI (40 mg), eluida con
Ciclohexano: AcOEt (50:50), la Unica que demostré con&fies compuests buscados. Dicha fraccion
fue purificada mediante cromatografia en capa delgada preparativsilica gel con Ciclohexano: AcOEt

(80:20) como fase movil, obteniéndose 15 mg (2.8%exthelcto crudo) del compues®puro (R 0.6).
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Propiedades fisicas del compuesto aislado.

Compuesto5 , (3Z, & 9R 15 2[*2[1" Udihidroxi-T fhexenil]-7-aza-8-benzoil-4,6
diona-9-hidroxi-3-metil-8-metoxi-1-oxa+®neno: aceite amarillp €% : -23.8 ~ M6,i X
MeOH);UMCHCb * ma ~0} P 263 nwi (420), 280 (4.05)EM t FAB (Gly) m/z (abundancia
relativa): 470 [M+K](12),454 [M+Na] (15), 432 [M+H](38),EM t FAB (Gly)m/z (abundancia
relativa): 431 [M] (33),399[M-CHOH" (100);RMN*H (CDG): w8.32(dd, J=8.4, 1.2 Hz, 23
y H-19); 8.17(sa, H-7); 7.63 (m, H-21); 7.48 (R22y H-20):5.60 (m, H-13); 5.29 (m, H);
4.75 (ddd J= 8.9, 4.8, 1.2, H-11); 4.69 (s, H-9); 4.58 4.8 Hz, H-10); 3.42 ($40); 2.12 (m,
H-14); 1.67 (s, H-16); 0.98J& 7.5 Hz, H5); RMN**C(CDG): w b, C-4; 195.1, T7; 185.8
C-2; 166.7, C:d36.9, C13; 134.7, C-21; 132.3, 18; 130.7, 23y C19, 128.7, C-2% C-20
126.4, C-12; 113.4, C-3; 92.7, C-5; 90.5, C-8; €3%2,70.7, C-11; 70.6, C-10; 5108;0; 21.4,
C-14; 14.1, @5; 6.0, Ct6. RMN*H ((CR),SO): w8.26 (ddJ= 8.4, 1.2 Hz, B3y H19); 9.95 (s,
H-7); 7.68 (m, H-21); 7.54 (#;22 y H20); 5.42 (m, H-13); 5.36 (m, H-12); 4.46,(J=5.8, 1.8
H-11); 4.92 (s, H-9); 4.35 (t 5.8 Hz, H-10); 35 (s, €0); 2.02 (M, H-14); 1.64 (s, H-16):90.8
(t, J= 7.6 Hz, H5); RMN*C((CR),SO) w &, C-4; 196.9, C-17; 187.4, C-2;.06C-6; 134.3
C-13; 134.2, C-21; 133 C-18; 130.8, €3y C19; 128.9, C-22 y €8, 19.6, C-12; 112.0, C-3;
93.0, C-5; 91.7, C-8; 73.2, C-9; 70.7, C-11; €O1®, 51.8(H;0; 21.4, C-14,; 14.1, C-15; 6.0, C-
16.
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Posicion @ Gt COosy HMBC NOESY
2 185.8 - -

3 1134 - -

4 196.5 - -

5 92.7 - -

6 166.7 - -

7 - 8.17(sa) -

8 90.5 - -

9 73.2 4.69(s) - C-2,C-5 OCH

10 70.6 4.58(d, 4.8H2) H-11 C-11, C12, C-2,C-4

11 70.7 4.75(m) H-10, H12 C10, C12 H-12

12 126.4 5.29(m) H-11, H413 H-11

13 136.9 5.60(m) H-12, H14 C11

14 214 2.12(m) H-13, H45 C-13, Ci5

15 141 0.98(t, 7.5H2) H-14 C-13,Ci4

16 6.0 1.67(s) - C-2,C-3,C+4

17 195.1 - -

18 132.3 - -

19y 23 130.7 8.32(dd) H-20 o H22 C-17,C-190 C-23, 21 H-20 o H22
20y 22 128.7 7.48(m) H-19 y H-23, H21 C-18,C 20022 H-19 o H-23, H21
21 134.7 7.63(m) H-20 o H22 C 19 0C23,C-200 @22 H-20 o H22
OMe 51.8 3.42(s) - c-8 H-9
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Capitulo 4

Aislamiento y elucidacion estructural

de metabolitos secundarios producidos por

Ascosphaera apis (MP 07)
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™ Introduccion.

Los hongos entomopatégenos son microorganismos quenvd expensas de insectos de
diferentes 6rdenes en forma naturahlgunas especies de insectos son particularmente stibtep al
ataque de hongos entomopatdgenos, siendo estos Ultimoy especificos al grado de género y/o
especie, por lo que no infectan al hombre, a plantasaypimales. El desarrollo de estos patégenos es
favorecido por condiciones particulares de humedad, ptdrgperatura, las cuales varian para cada

especie de hongo

Los hongos entomopatdgenos actian por contacto en losatifes estadios de los insectos
Los conidios, que son las unidades infectivas, penettatuerpo del insecto, produciéndole al crecer
disturbios a nivel digestivo, nervioso, muscular, nedpiio yo excretorio, enfermando al insecto
hasta provocarle la muerte, que dependiendo de la virciierdel hongo y del estadio del insecto,
puede ocurir entre los tres y los cinco dias después de la infec&6ntodos estos motivos esta clase
de hongos posee extrema importancia ya que pueden utdegara el control de insectos plaga, en
particular ectoparasitos (parasitos que viven en la sugerfie otro organismo parasitado, huésped,
como por ejemplo pulgas piojos), ya que este tipo de insectos es muy susclepéibas enfermedades

fangicas.

Se conocen en la actualidad mas de 700 especies de s@mjomopatégenos con alrededor
de 100 géneros; dentro de los mas importantes se encaanMetarhizium spp, Beauveria spp,
Aschersonia spp, Entomopthora spp, Zoophthora sppjg&spp, Eryniopsis spp, Akanthomyces spp,
Fusarium spp, Hirsutella spp, Hymenostilbe spp, Pasgies spp y Verticilliun sppvarias de estas
especies son utilizadas actualmente para controlar diversagapl como alternativa al uso de
insecticidas quimicos. Algunas de las especies conegcsain:Beauveria bassiangara controlar
coledpteros o escarabajoyerticillium lecaniipara controlar &fidos o pulgones, moscas blancas y
tisanopteros (insectos comunmente conocidos como tripae cafectan la produccion agricola

particularmente en Latinoamériégy Metarhizium anisopliagara controhr homopteros o cigarras.

Se sabe que muchos hongos entomopatdégenos ejercen @anamsecticida a través de la
produccion de diversos metabolitos secundarios, @ dps convierte en nuevas fuentes naturales

potenciales de agentes insecticida®n bajo impacto ambientalUn claro ejemplo es el caso de las
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dextrudinas producidas por el hongo entomopatdgevietarhizium anisopliaeque poseeractividad

insecticida frente a acaros y arafias

Para conocer cudles toxinas son las responsables déivalad y porqué son téxicas para los
insectos, es importante estudiar el modo de accion delgmwpatdégeno tanto a nivel celular como

molecular y los metabolitos secundarios que produce

Por este motivo se decidié estudiar una cepafdeosphaera apiaislada de polen colectado
de colmenas del apiario del INTiBalcarce, a pesar de que sus extractos no presentabarmdactini
antibiética ni antifangicaA. apises un hongo entomopatégeno responsable de la enfermedad
conocida como chalkbrood o cria yesificage afecta a las larvas de las abejas meliferas como ha sido

comentado en el capitulo 2.

Debido a que no existe en la actualidad ningin compuesttfingico especifico para
controlar esta enfermedad y a que solamente existe unalipation del afio 1993acerca del
aislamiento de algun metabolito producido por este honggue ese metabolito fue el acido linoleico
se consider6 importante estudiar quimicamente la espep@&dgena para contribuir con su

conocimiento y poder aportar datos que puedan servir paraantrol efectivo

Figura 48.Cultivo deA. apisen medio MY20
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™ Aislamiento de los metabolitos secundarios.

La cepa dé\. apisaislada se cultivd utilizando como medio de fermentacidyi2bl Una vez
crecido el cultivo se separ6 el medio del micelio etk filtracibn y se extrajo el medio
exhaustivamente con A& El extracto de la fase organica obtenido fue fraccionaddalmente
mediante el uso de cromatografia flash en columna secsilea gel utilizando como eluyente mezclas
de polaridad creciente de GEL: AcOEt. De esta separacién se obtuvieron 2 fraccioes
presentaron por ccd y RMNH compuestos de estructura quimicamente interesante. ésa razon

ambas fueron separadas mediante el uso de HPLC a escalagtnepa

La fraccién Il rindidk compuesto$y 7y la IV el compuest® (esquema 3).

Esquema 3Diagrama de separacion de los compuestos producidog\papis
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™ Elucidacion estructural de los compuestos aislados.

Compuesto 6

La férmula molecular del compuest6é fue determinada como gH;sO; mediante
espectrometria de masa de alta precision utilizando comaitécde ionizacion ESI/APCI, ya que el
valor de m/z encontrado para el ion [M+Hiie 185.1183. En el espectro RMN(EDG) (figura 49), se
observo la presencia de tres singulete§l.98, 1.27 y 1.25 correspondientes a tres metilosicamto
el valor de desplazamiento quimico correspondient@rinero que se encontraba unido a un doble
enlace. En este espectro se observaron también seialegftorrespondientes an hidrégeno cada
una, a .86 ppm (ga, 1.2 Hz), perteneciente a un hidrogerwesoin carbono olefinicozt.04 (dd 9.0
y 2.1 Hz), que podria pertenecer a un proton unido @anbono oxigenado(x2.53, 2.16, 1.93 (dt, 17.7
y 5.6 Hz)y el tltimoa (.36 (ddd 17.7, 8.8 y 7.0 Hz).

CHJ

Figura 49Espectro RMN Hiel compuest® (CDG)
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El espectro COSY (figura 51), permitié deducir lagesigs estructuras parciales:

1.98sa

G

5.86ga

Figura50: Estructuras parcias correspondientes al compuesé

Figura51: Espectro COSY del compueSto

Enel espectro de RMIKC (CDGFCROD, 95:5) del compues (figura 52), se observaron 9
sefales, tres de las cuales pertenecian a carbonos cuatesn@il69.3, 156.2 y 71.2), dos a grupos
metinos (GL17.8y 84.7), otras dos a grupos metileno&33.6 y 27.2) y las dos restan&8 metilos (G
26.1y 24.6). La multiplicidad de las sefiales de Ri@e determiné a través del espectro HSQC-DEPT
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(figura 53). La sefial d&24.6 pertenecia a dos grupos metilos seguin lo obsernew el espectro
HSQC. El valor de desplazamiento quimico de la sefl#®l98 ppm indicaba probablemente la
presencia de un grupo carbonil®E t insaturado, las sefales &56.2 y 117.8 a un doble enlace

conjugado con el carbonilo y las sefialeG#.7 y 71.2 a carbonos oxigenados.

Ccbd

CROD

Figura 52:Espectro RMNSC del compuesté (CDGHCROD(955))

Figura 53Espectro HSQC-DEPT del compuéstana ampliacion
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El experimento HMBC confirmé las estructuras parcigespuestas ademas de permitir
elucidar completamente la estructura del compue$toSe observd que los dos grupos metilos @e
1.27 y 1.25 correlacionaban con el carbono cuatamarGr1.2 y con el carbono oxigenado@4.7,
mientras que tanto el protén olefinico d€6.86 como el de4.04 lo hacian con el carbonilo@.69.3.

Esta Ultima observacién resultdé muy importante ya que pténdeterminar que el compuest®

poseia un anillo lacténico de 7 miembros.

En la figura 54 se muestra el espectro HMBC y algumesdamones ampliadas.

Figura 54:Algunas ampliaciones del espectro HMBC del compuesto
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Quedo asi determinada la estructura del compueStgue se muestra en la figura 55. En la

misma figura se pueden observar las correlaciones maadas anteriormente del espectro HMBC.

Figura 55Estructura propuesta para el compue$tg correlaciones importantes observadasel espectro HMBC

El espectro ROESY permitié confirmar la configuraZidiel doble enlace. Se observé una

fuerte correlacion entre el protén olefinico y el gruptilo unido al doble enlace (figura 56).

Figura 56 Ampliacion del espectro ROESY del compu@sto
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Compuesto 7

El i6n molecular obtenido por espectrometria de masaapeErcompuesto7 fue m/z B8
(determinado por la técnica de ionizacion por electroneSh el espectro RMNH (CDG) del
compuesto? (figura 57) se observo la presencia de dos doblet€¥ 1 (8.1 Hz) y 6.73 (8.1 Hz) que
integraba cada uno para dos protones, lo cual estaria indicandodagncia de un anillo aromatico
para-disustituido. Se observaron también dos tripletes @3.73 (6.8 Hz) y 2.72 (6.8 Hz)
correspondientes a dos grupos metilenos, el primem allos probablemente perteneciente a un

carbono oxigenado.

- (AN

Figura 57 Espectro RMRH del compuestd (CDG)

Teniendo en cuenta estos datos, y el espectro RRIN(CCDG) que presenté 6 sefiales, 4 en la
I}v. E}u 8] ~w iAAXiU iiiXiU i16aXolQviiAX]{ST Ue~w 01XOU i0XieU o

entonces la estructura del compuestaomo p-hidroxifeniletanol (figura 38
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Figura 58 Estructura propuesta para el compuesto

Los datos espectroscopicos obtenidos de RMNRMN®C y espectrometria de masa para el

compuesto?, coinciden con los publicados en la base de datos jg@SDES

Compuesto 8

La férmula molecular del compuesddue determinada por espectrometria de masa utilizando
la técnica de ionizacién (ESI/APCI) con alta precisémia la misma GH;sO, sobre la base del i6n

[M+Na] medido a m/z 225.1099, indicando gq8goseia 18 unidades de masa (2H y 1 O) masque

Tanto el espectro RMNHfigura 59) como el de RMRE (figura60) resultaron ser muy
similares a los observados para el compuestd.a principal diferencia en el espectro RMNgé
encontreba en que el compuest8 presentaba una sefial como dobledeG3.32 en lugar de un doble
doblete a G4.04. En el espectro de RMfG, las principales diferencias se encontraban @ |
corrimientos de C-6 de 84.7 a 76.7 ppm y de C-35f21a 161.8 ppm en el compuest Estas

diferencias sugerian que el compuesto 8 podria séartaa abierta de la lactona

83



CHCE

Figurab9: Espectro RMN-Hiel compuestd (CDG)

Cbd

Figura60: Espectro RMN**C del compuest8 (CDG)
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En forma coherente con esta suposicion, no se obserpddsencia de correlacion entre elbH-
(&3.32)y el C-1 & 170.4) en el espectro HMBC (figura 62). Todos dpsatros de correlacion
realizados confirmaron la estructura propuesta (figury édostrdndose en la misma figura algunas de

las correlaciones observadas en los espectros COSY @. HMB

En el espectro ROESY se observg, al igual que para pliestm6 una correlacion entre el
protén olefinco de G5.79 (H-2) y los protones del metilo unido al dobldace (HB) (figura 63),

deduciéndose que la configuracion del doble enlace témlbra Z.

Figura61: Estructura del compues®y mrrelaciones observadas en los espectros COSY y HMBC

Figura 62:Espectro HMBC del compuesto
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Figura 63:Ampliacion de una region del espectro ROESY del astgf

La estereoquimica absoluta del Unico centro quiral, @ebcompuestd metilado con CHN,,
fue determinada mediante la utilizacién del método de Mashmodificadd a través de la
derivatizacion quimica con el cloruro del aci8y R-D metoxi-trifluorometil-fenilacético (MTPA)

(figura 64) y el andlisis subsecuente de los éstemstatieoméricos resultantes por RMN-

OMTPA COOMe

F

HO

Figura 64 Derivado de Mosher del compuesto

Se encontraron valores deG( @ @ negativos para HOy H8 mientras que para H-9, H-4 y H-
2 los valores fueron positivos (figura 65). Siguiendaréagas del métody) estos datos indicaron una

configuraciorRen el G5.
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OMTPA COOMe

Figura 65Valores de' G(en Hz) obtenidos para los derivados de MTPA del cesip8

Debido a que el compuest® presentdoa también un Unico centro quiral en la molécula, el
mismo que8, teniendo en cuenta ademas que para ambos compuestoigyed slel poder rotatorio
era negativo y que ambos compuestos estaban estructuralmeel&cionados, se asumié que la
configuracion de C-6 era tambiéhen el compuest® (figura 66). La relacion estructural entre ambos
compuestos también se determiné quimicamente, ya quetratar al compuest 8 con HCI

concentrado en MeOH, se conwiren6 y al tratar & con NaOH 40% en MeOH se transfornt en

La estereoquimica absoluta y el signo del poder rotatoaitados resultaron coincidéss con
datos informados previamente paraun diol de farnesilacetona (figura 67), relacionado

estructuralmente con los compuestés 8, aislado deCystophora moniliformi§

Los compuesto$ y 8 resultaron poseer una estructura no informada previameoteno

productos naturales.

COOH

OH

Figura 66 Estructuras de los compuestéy 8
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Figura 67 Estructura deun diol de farnesilacetona

Recientemente se ha publicado la obtencién de una mezcknmia del compuesté como

producto secundario de la reaccion de 6,7-epoxicitragjomonitrilo™.

El compuest fue aislado de diversas fuentes naturales, por ejemptoacmetabolito de la
esponja marina chim Cinachyrella australiensfs como componente del aceite de la semiNaem
Azadirachta indicaMeliaceae)® y como metabolito secundario bioactivo inhibidor déocromo
CYP3A4, responsable de metabolizar drogas, aisladoltiebale una especie marina denicillium®.

Por otro lado este compuesto es comercializado como linéeliario de la sintesis de metoprolol,
medicamento utilizado en enfermedades cardio y cerelasculares, bajo el nUmero de registro CAS

50194-0.

Se ha publicado una patente sobre la sintesis del isofaeiel compuestd a partir del acido
geranico, para ser utilizado como principio activo en itatientos tépicos para el tratamiento de

acné, psoriasis y lesiones pre-cancerigenas d& piel

™ Actividad bioldgica.

La actividad antibidtica de los compuestésa 8 fue determinada mediante el método de
difusién en agdf frente a cepas ATC@ Bacillus subtilis, Staphylococcus aurgusscherichia coli
frente a dos cepasle P. larvae(A y C), ambas provenientes del laboratorio de bactegialadel

departamento de produccion animal, INTA, EEA Balcarce.

Tanto el compuesté como el compuest8 mostraron resultados positivos frenteBa subtillis
con halos de inhibicion de 6 y 11 mm respectivamePRi@r otro lado el compuest® mostré actividad
antibiética frente aS. aureuscon una zona de inhibicion de 12 mm de diametro goehpuesto6

contra E. colicon un halo de 7 mm. Estos valores corresponden a unadac moderada o baja (< 10
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mm). Como compuesto testigo se utilizé el antibiético eocial gentamicina, el cual presentd halos

de inhibicion entre 250 mm a concentraciones similares.

Enuna publicacion del afio 1998e informé sobre el estudio de la actividad de utivoide A.
apis frente aP. larvae aislandose un Unico metabolito activo, el 4cido 9, lt2aecadienoico (acido
linoleico). Sin embargo en este trabajo no se ha enconotractividad antibiética alguna frente R.

larvae

Para evaluar la actividad antifiangica se empleé el método idaubografia directa sobre
placas de ccd, a una concentracion d&0 Ry/punto. Se utiliz6 benomyl como compuesto testigo que
presentd zonas de inhibicion entre 20 y 28 mm a unaceatraciéon de 2%/punto. Tanto el
compuesto6 como el8 mostraron resultados positivos leves frenteFa lateritium con halos de
inhibicion de 4 y 5 mm respectivamente, mientras qelecompuesto7 mostré buena actividad

antifingica frentea F. virguliformecon 15 mm de halo de inhibicién.

Por ultimo se evaluo6 la actividad antioxidante de los corsmss y 8 mediante el ensayo de
decoloracién de una solucién metandlica del radical 2f@nd-1-picrilhidrazilo (DPPH) utilizando
como referencia catequina. Los porcentajes de decolomaglitenidos fueron: compuest6 (100R)),
34% , compuest®(100R)), 37% y catequina (BPy 1R)), 96% vy 36%s decir, los compuest@sy 8

presentan una leve actividad antioxidante.

™ Bjosintesis.

Tanto el compuesto6 como el 8 podrian biosintetizarse a través de la ruta tipica de
isoprenoides a geranitl, luego a geranial, neral y acido néffcd' (figura 68). La dihidroxilacion del
acido nérico llevaria a la formacion del compue8fcel cual luego podria cicks para dar como

producto la lactond.

Como los intermediarios biosintéticos no fueron aisladus,puede excluirse la biosintesis a
través de una ruta mas compleja, por ejemplo a través deidaoion de terpenos ciclicos. Se conoce
sobre la presencia de Baeyer-Villiger monooxigenasasdiversos microorganismds las cuales
poseen la capacidad de transformar monoterpenos ciclewssus correspondienteddactonas, y

ademés se ha demostrado que los microorganismos con estdlidad pueden tener también
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actividad hidrolasa sobre las lactonas formadas, con lo seapodria explicar la presencia del

compuesto8 (lactona) y de su producto hidrolizado (compueg)to

OPP
oPP

geranil difosfato sintetasa \ oPp

+ ———»
isopentenil difosfato dimetilalil difosfato .
geranil difosfato
IPP DMAPP GDP
geraniol sintetas
N N GES
OH
geraniol
geraniol deshidrogenasa
GeDH
NAD
H © NADH
H
isomerasa
[e]
neral geranial
l HO 0 HO o)
o]
—>
/

acido nérico

Hactona hidrolasa
-

Compuest@

Compuest®

Figura 68:Ruta biosintética propuesta para el acido nérico y paradospuestoH y 8o
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™ Antecedentes de compuestoson estructura similar.

Si bien diversas clases de monoterpenos han sido aislpdaéamente de hongdd los
compuestos6 y 8 no fueron aislados con anterioridad de ninguna fuente retuEntre los muchos
ejemplos de monoterpenos aislados de microorganismuosgdpn citarse geraniol y nerol presentes en
Trametes odoratd y Cetatocystis moniliformi§ mientras que del cultivo del hongo endofitico

Phomopsis sse aislé Emonoterpeno dihidroxisabinano (figura 68)

Ho\\\\“"

Figura 69Estructura de dihidroxisabinano

Por dro lado se han alado también compuestos monoterpénicos d&manita ovoidea,
Amanita citrina, Agrocybe aegerita, Cantharellus cibariemstre otras especies de hongos. Los

principales monoterpenos aislados de estas especiesusstnan en la figurd0®.

OH

\

Dtujeno Dpineno linalool camfeno

Figura70: Monoterpenos aislados de honngs
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™ Antecedentes de otros compuestos aislados de culswde

la misma especie.

Como se menciond previamente, existe un Unico estut#il cultivode A. apisprevio a este
trabajo. El Unico compuesto aislado en esa oportunidad fuéc&lo linoleico, reportdndolo como

responsable de la actividad antibiética frent® alarvae

™ Conclusion.

A partir de un cultivo del hongA. apisse aislaron y elucidaron dos monoterpertby 8, de

estructura quimica no informada previamente como prodgataturales y un fenol, compuesto

Los compuesto8 y 8 mostraron actividades antimicrobianas moderadas y antioxidantess|ev
mientras que el compuest@ mostré buena actividad antifingica frente al hongo fitopaidg F.

virguliforme

Numerosos productos quimicos han sido probados paraniatecontrolar la ascosfaerosis en
colonias de abejas productoras de miel. Tanto el gerargblgcitral como el citronelal, todos
compuestos relacionados estructuralmente o®ry 8, han probado inhilb el crecimiento del hongo

patégend’.

Por otro lado, es sabido que los monoterpenos comoitebnelal y el nerol, son téxicos para
las larvas del escarabajo de la papa de Coldfadeientras que el citral posee actividad insecticida

contra el mosquitaCulex pipiens quinquefasciatis

También se sabe que las abejas poseen el sistema denéceion feromonal mas complejo

que existe en la naturaleza. Entre las feromonas conofigiasan los acidos geranico y néritg"

Debido a egis hechos cabe pensar que la produccion del compu6stt del 8 por parte de
A. apistiene algun proposito determinado, ya sea en la causa @émfiermedad de las larvas de las

abejas o en el favorecimiento de la infeccion.

El compuesto 4-hidroxi-3-metoxifeniletanol, relacionaskiructuralmente con el compuesto

7, también se ha informado como una feromona mandibulaladgbeja reing>.
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Seria interesante poder estudiar la relacién directa que puexistir entre los compuestos
aislados y las abejas vivopara poder asi determinar fehacientemente la actividad qogepn como
feromonas. Para este proposito se plantea sintetizar lospegestos en un futuro cercano para poder

realizar los ensaydn vivoen un centro especializado.

Este trabajo dio origen a una publicacin

™ Detalles experimentales.

La cepa estudiada del hongo apis(Maassen ex Claussen) Spiltoir y Olive fue aisladalda po
del interior de colmenas, clasificada por la Dra. Nora Bedigpositada en el cepario de hongos de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la UniversidAde®ms Aires, Argentina (BAFC), con el

nimero BAFC 3298.

Cultivo de A. apis.

La fermentacion fue llevada a cabo utilizando como mediouttevo MY 20 liquido, el cual esta
compuesto por 20% de glucosa, 0.5% de peptona, €.8%radto de malta y 0.3% de extracto de
levadura. Como primer paso se deben colocar a bafio Marialtle agua junto con la levadura y el
extracto de malta hasta disolucion total. Por otro lado sealisila glucosa en 30 ml de agua. Luego

se mezclan ambas soluciones y se autoclavz0a @ y 1 atmosfera durante 20 minutos.

Se realizaron cultivos en caja de Petri con agar MY20, westgp por los nutrientes
mencionados en el parrafo anterior mas el agregado de %n @e agar junto con la levadura y el
extracto de malta. Porciones pequefias de 1 cm por 1 cmxapealamente fueron empleadas para
inocular 2 erlenmeyers de 250 ml conteniendo 75 mindedio liquido cada uno. A la semana, estos
cultivos liquidos fueron utilizados como inéculo deu®tivos de 1 litro cada uno con el mismo medio
contenidos en erlenmeyers de 4 litros. La fermentadidm llevada a cabo a 25°C por 10 dias bajo
condiciones estaticas. Las condiciones 6ptimas fuerderaignadas previamente en experimentos de

escala menor.
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Extraccién y fraccionamiento.

El cultivo fue filtrado, separando el medio de cultivd decelio del hongo. Este ultimo fue
descartado, ya que en estudios previos se habia determirpdo era inactivo en los bioensayos
testeados y no presentaba interés por ccd, y el medieculévo fue extraido con acetato de etilo (3 x
500 ml). La masa de extracto obtenida fue de 2.2 g luegsed evaporado en evaporador rotatorio
Como paso siguiente se fracciond el extracto mediantenatografia flash en columna seca en silica

gel, utilizando como eluyente mezclas de polaridad creeide CHCh:ACOEL.

Se recogieron 10 fracciones de 200 ml cada una. Lasoinasdll (134 mg, eluida con la mezcla
CHCL-AcOEt 60:40) y IV (106.4 mg, eluida con AcOEt perplirficaron mediante HPLC, utilizando
una columna de fase reversa (YMC C 18n520 x 250 mm, GBH:HO (30:70) como eluyente, flujo
3 ml/min, detectores UV a 254nm e indice de refria@n serie). De esta separacion se obtuviaten
la fracciénlll el compuestd (3.7 mg, 0.17% del extracto original) y el compue§ios mg, 0.20% del

extracto original) ye la fraccion 1V, el compues8&(14.7 mg, 0.67% del extracto original).

Los compuesto$ y 8 revelaron manchas amarillo-verdosas con vainillinaeggmtaban un Rf
de 0.6 y 0.4 en GBb: AcOEt (50/50) respectivamente.

Ensayo de decoloracion de DPPH.

Para medir la actividad antioxidante se utilizaron 100, 500 W/ml de los compuesto6y 8
puros mediante el ensayo de decoloracion de una satugitetandlica del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPM®. Para realizar el ensayo se prepard una solucion metandglisad de DPPH

(Sigma Aldrich) (20 mg/l), la cual fue utilizada comand. Los compuestos fueron disueltos en

metanol. Como control positivo se utilizd catequina (1Q yR/ml). La capacidad antioxidante se
determiné espectroscépicamente a 517 nm, como el pot@ie de decoloracion del radical DPPH

utilizando la siguiente ecuacion:

Porcentaje de decoloracion = (1-(Abs. del compuesh®. Alel blanco)) X 100

94



Propiedades fisicas de los compuestos aislados.

Compuestd ((6R)-3,7dimetil-7-hidroxi2(Z)octen6-dido): aceite amarillof r]p*>- i 0 ¢ =0.1,
MeOH);UMMeOH) ma (I0g 3: 224 nm 2.7); FTIR(KBI) fa: 3439 (OH), 2962 (CH), 2920 (CH), 2850
(CH), 1688 (CO), 1374, 1291, 1071, 1088 EM-ARESI/APQIn/z: [M+H] 185.1183, (valor calculado

para GoH705, 185.1178," 2.9 ppm), [M+N&]207.1001 (valor calculado paraid¢O:Na, 207.0997,
1.7 ppm). Los valores de RMNy RMN-C se detallan en la tabla 4.

Compuesto7 (2-(p-hidroxifeni) etanol): aceite amarilloEM EI (70 eV) m/z (abundancia
relativa): 138 [M] (55), 107 @+0'(100).RMN*H (CDG): w7.01 (d,J= 8.1 Hz, H-4, 8), 6.73
(d, J= 8.1 Hz, H-5,7), 3.73 iz 6.8 Hz, H-1), 2.72 (= 6.8 Hz, H-2RMN-~C(CDG): wi155.1,
C-6; 130.0, C-4, 8; 129.6, C-3; 115.6, C-5, 7,631738.3, @-

Compuestd (acido (®)-3,7-dimetil-6,7-dihidroxi-2(Z)}octenoico: aceite amarillo[ r]p?>-i1 ¢~
= 0.1, MeOH)UMMEOH) ,ma (I0g 3 : 226 nm (2.7)ETIR(KBI) s : 3384 (OH), 2976 (CH), 2912 (CH),
2848 (CH), 1693 (CO), 1646 (CC), 1435, 1380, 11288, 1072 cry, EM FAB(Gly)m/z (abundancia
relativa): 203 [M+H] (70), 185 [M+H-}D] (60), 167 [M+HO]" (100); EM FAB (Gly) m/z
(abundancia relativa)201 [MHJ (100),EM-AR ESI/APCin/z: [M+Na] 225.1099, (valor calculado

para GoHigOsNa, 225.1106, 1.7 ppm). Los datos de los espectros RMN-RMN-’C se detallan en la
tabla 4.
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Compuesto6a Compuesto8b

13C 1H 13C 1H
1 169.3 170.4
2 117.8 5.86qa(1.2) 116.8 5.79 sa
3 156.2 161.8
4 33.6 253dt(17.7, 5.6) 29.9 3.07m
2.36 ddd (17.7, 8.8, 7.0) 2.42m
5 27.2 216 m 29.4 1.71m
1.93m 1.56m
6 84.7 4.04 dd (9.0, 2.1) 76.7 3.32da (11.0)
7 71.2 72.8
8 24.6 1.27 s 26.1 1.19s
9 26.1 198 sa 25.0 192sa
10 24.6 1.25s 234 1.16s
OH 4.25 sa

Las asignaciones estan basadas en experimentos C®G5¥, HSQg HMBC 2 CDGI-CxOD, 95:5> CDO

Tabla 4:Datos espectroscopicos de los compuesio3, Gen ppm Jen Hz)

Determinacién de la configuracion absoluta del éster m etilico del compuesto 8

mediante la preparacién de los ésteres de (R) y (S)-MT PA.

El compuest®8 (1mg) fue metilado con una solucion etérea deMGKiLml). Luego, 10 del
cloruro de(S) 6 (R) MTPA fueron agregados a 20®de una solucion del éster metilico @en
piridina, dejando la mezcla a temperatura ambiente durantéddta con agitacion. La mezcla fue
entonces volcada sobre un bafio de hielo con HCI (thaida con AcOEt (3x2 ml), lavada con una
solucion acuosa de NaHC&) 5% vy luego con agua. La fase organica se evapor6 hastdagby los
diésteres derivado8a (RMTPA)y 8b (SMTPA) fueron purificados mediante ccd preparativa utilizand

una mezcla de GBL-AcOEt (80:20) como fase movil.

Derivado8a: RMN*H (CDG): W5.656 (sa, 1H, H2), 2.183 (it, J= 11.6, 5.0 Hz, H-4a), 2.803
(m, H-4b), 1.183 (s, 3H, 8); 1.792 (s, 3H, H-9), 1.247 (s, 3H, H-10).

Derivado8b: RMN*H (CDG): W5.692 63 1H, H-2), 2.445 (df = 11.7, 5.4 Hz, H-4a), 2.803
(m, H-4b), 1.143 (s, 3H, H-8), 1.852 (s, 3H, H-9)8X<8H, H-10).
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Capitulo 5

Aislamiento y elucidacion estructural de
metabolitos secundarios producidos por

Trichoderma koningii (MP 18)
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™ Introduccion.

En la actualidad resulta de gran importancia encontrar variantespgumitan el desarrollo de
una agricultura rentable y no contaminante del medio ami®e®i bien el uso de productos quimicos
para intentar solucionar o prevenir los dafios causados pongbs fitopatbgenos aumenta
notablemente los rendimientos y la rentabilidad de lo#tieas, la utilizacién constante de éstos puede
alterar el medio biolégico produciendo graves dafioslandiversos ecosistemas. Es por eso que la
utilizacion de préacticas sostenibles como por ejemgordduccién de productos quimicos y las
rotaciones de suelos son las mejores variantes para garantimbuena produccion manteniendo a

salvo el futuro de nuestro planeta

En la busqueda de compuestos con actividades antifungicas péentar resolver esta
problematica han sido probadas diversas fuentes naturatesocplantas y microorganismos, ya que
estos organismos, debido a su imposibilidad de movitoiedeben desarrollar numerosas estrategias
de defensa frente a ataques de insectos y/o microorgaogsrmarasitos La eficacia de la defensa

muchas veces radica en la produccion de metabolitoadtivos.

Como ejemplos de compuestos antifingicos aislados deégda® puden citar algunas flavonas
e isoflavonas, aisladas dEriosema tuberosufn planta medicinal utilizada en la cultura china;
miristicina, elemicina e isoelemicina aisladds Diplolophium buchanahiy diversos metabolitos
bioactivos producidos pdfypericum brasiliensgRapaneanelanophloeos En la figur&1 se muestran

algunas de las estructuras de los compuestos agtivo

OCH;

HzCO OCH;

X

OH 0
Compuesto antifungico aislado de Compuesto antifungico aislado
Eriosema tuberosum Diplolophium buchanani
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Figura71l. Compuestos antifingicos aislados de plaﬁtas

Mientras que la relacidon entre los metabolitos producigms las plantas y su actividad como
defensa ya ha sido estudiada en detalle para una gran variéelaantad®, los mecanismos de defensa
de los hongos a través de la produccién de metabobtsundarios han sido menos investigatd&s
sabido que la diversidad de los metabolitos secundarists eelacionada con sus mecanismos de
supervivencia, su continua competencia con otros hengo bacterias por alimento y espatiofrente
a microorganismos parasitosPor esta razén, muchos de los metabolitos secundaridadais a partir

de cultivos de hongos son compuestos que poseenidaties antibioticas y/o antifingicas.

Aprovechando estas potenciales actividades, se han realiegsialios sobre la produccion de
metabolitos secundarios de hongos, focalizados en stulerimiento de nuevas drogas con potencial
actividad frente a diversos microorganismos fitopatégén@omo primer ejemplo se puede citar el
aislamiento de griseofulvina (figura 72), aisladaPemicillium griseofutym, cuyo uso en agricultura fue

discontinuado en 1975 debido al elevado costo de proidunic

Figura 72 Estructura de griseofulvina
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Otro ejemplo importante es el de la oudemansina y la esinoba A (figura 7Baislados de
Oudemansiella muciday Strobilurus tenacelld$ respectivamente. Estos compuestos presentaron un
mecanismo de accién antifungico muy especifico y paaichhsado en su habilidad de inhibir la
respiracion mitocondrial mediante el bloqueo de la tramshcia de electrones entre los citocromos b y
c.'" 2 Debido a esta importante actividad, diversas empresas agrugas desarrollaron estrobilurinas

sintéticas basandose en el producto natural, siendo algumosstios productos lideres en el mercado
actualmenté™.

En la figura 73 se muestra el desarrollo de estos loduymtos comerciales por dos empresas a

partir de los metabolitos naturales.

e
NN =
MeO N OMe MeO N OMe
(¢} o
estrobilurina A oudemansina A
AN /
L
MeO \ OMe

7\

N/\N
L °
O/ O/
& \ oMe MeO \N/OMe
MeO
(0]

Azoxistrobina Kresoxim-metilo O
ICl A 5504 BASF 490

Figura73: Compuestos comerciales derivados de estrobilurinaAdgmansina A
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Ambos productos son comercializados actualmente y utiligaoor los agricultores para la

proteccién y cura de una amplia gama de cultivos de fruteseales, trigo y arrdz

Teniendo en cuenta estos antecedentes y que el extractméddio de cultivo de una cepa de
Trichoderma koningiaislada de colmenas del INTA Balcarce presenté impertaetividad antifngica
frente a diferentes hongos fitopatégenos, se decididical este hongo en escala mayor para poder

aislar e identificar los compuestos responsables detlaidad observada.

Figura 74 Cultivo deT. koningiien medio MEA

Los hongos pertenecientes al génefachodermasuelen interactuar en ambientes diversos
como hojas, raices y/o suelos y se los utiliza comereiale como agentes de biocontrol (ABC) contra
hongos patdgend$ '° Las especies d€richodermaméas conocidas y estudiadas como ABC Fon
harzianum, T. vireny T. viride Se ha descripto también @. koningiicomo biocontrolador de
enfermedades de plantas agricolas causadas por hongos, @mncejemplo las producidas por

Pyrenphora tritici-repentis, Sclerotium cepivory®clerotinia sclerotiorum

™ Aislamiento de los metabolitos secundarios.

Se cultivé la cepa dE. koningiien medio liquido extracto de malta al 30% , detaln la parte
experimental general. Una vez crecido el cultivo, seasepl medio del micelio mediante filtracion.
Luego, el medio de cultivo fue extraido en fase sélilzando Amberlite XAD16 eluyendo con MeOH

El extracto organico obtenido se separd por cromatogmfiuna columna preparativa de sephadex LH-
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20 rindiendo 5 fracciones, de las cuales 2 demostrarosepr actividad antifangica frente Botrytis
cinereay Fusarium virguliformehongos patégenos de cultivate vid y soja respectivamente. Las
fracciones activas fueron separadas por medio de cartuchosxttaccion en fase sélida (SPE) con fase
reversa C18 eluyendo con un sistem®HMeOH de polaridad decreciente. Cada una de las frazgion
activas rindié a su vez una subfraccion activa, las que fuamdficadas finalmente por HPLC a escala

preparativa, rindiendo la fraccion Il el compue8ty la fraccion IV el compuest® (esquema 4)

Esquema 4Diagrama de extraccion de koningii
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™ Elucidacion estructural de los compuestos aislados.

Compuesto9

La férmula molecular del compuest® fue determinada como @,N,O; mediante

espectrometria de masa de alta resolucion utilizando laité&cDCI con NH

En el espectro de RMM (CROD) (figura 75), se observo la presencia un singulet®7.45
(1H), un doblete a 2.60 ppm (6.5 Hz) (2H), tres pielts a .12 (1H),&.01 (1H) y 1.94 (1H). La sefial
de G7.45 podia corresponder a un H perteneciente a un fogtielo aroméatico, teniendo en cuenta la
férmula molecular hallada, el nUmero de insaturaciones|@presencia de 2 atomos de N y el nimero
de carbonos arométicos. Se obsgademas un singulete &L.53 (3H), un doblete &).88 ppm (% Hz)

(6H) y un triplete ancho &0.79 (3H)

HDO

CROH +
CDHOD

Figura75: Espectro RMRH del compuest® (CD;0D)
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Enel espectro de RMRC (CRQOD) del compuestd, se observaron once sefiales, cuatro de las
cuales pertenecian a carbonos cuaternari@48.3, 150.5, 144.3 y 74.9), dos a grupos metinGs24.4
y 28.6), otras ds a grupos metilenos &2.8 y332) y las tres restantes a metilo§324.8, 22.9 y 8.8)
Debido a la intensidad de la sefial@2.9 y a la formula molecular, ésta debia corresponder @ do

grupos metilo equivalentes.

El espectro HMQC permitié correlacionar las sefialesHdg C directamente unidos yl e
experimento COSY permitié deducir que la molécula jgodes cadenas, un etilo y un isobutilo, ya que

se observhan las correlaciones indicadas en la figura 76.

0.88d 2.60d H H
1.94m 2.01m

0.79ta
0.88d

Figura 76 Estructuras parciales y correlaciones observadas via @D&xmpuest®

En el espectro HMBC se obsemnda correlacion entre el protén deG/.45 y los carbonos
cuaternarios de 150.5 y 144.3 ppggue los protones del metileno d€2.60 correlacionban con los
carbonos de 158.3 y 150@pm. Otra importante correlacion observada fue la del protin GL.53 con
el carbono de Gl44.3. Las demas correlaciones permitieron confirmar dabestructuras antes

deducidas.

En la figura77 se muestran las correlaciones observadas en este imeeto y la estructura

propuesta para el compuest
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1.53

Figura77: Estructura propuesta para el compue$tg las correlaciones observadas en el espectro HMBC

La presencia de un N-Oxido se establecié por considerats la formula molecular.

La configuracién absoluta del carbono 1° fue deducida cBreegln las reglas de asimetria de
Brewstef® teniendo en cuenta que la molécula presenta un solo ceqtival, suponiendo al anillo
pirazinico de igual efecto que un anillo aromatico y atersindo el valor positivo del poder rotatotio

18 (figura 78).

Figura 78 Estructura propuesta para el compue$o

El compuest®, conocido como &cido hidroxiaspergilico, fue previateaislado de cultivos de

Aspergillus flavidy A. oryza&®, aunque nunca fue determinada ssteroquimica absoluta.

Los valores obtenidos experimentalmente para el poder rotaty el espectro UV coinciden
con los datos bibliograficos hallad8sSin embargo, mfue posible realizar una comparaciéon de los

datos de RMN debido a que las publicaciones referidassiEmiento y elucidacién estructural del acido
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hidroxiaspergilico son muy antiguas y carecen de esitssdPor este motivo se comparé con los datos

de literatura hallados para el acido aspergfiictos cuales resultaron coincidentes en linea general.

Los N-éxidos de las hidroxipirazinas se encuentraaggilibrio tautomérico con la pirazinona
correspondiente. Segun estudios realizados con estoapaestos, la especie que predomina en
solucion es la hidroxil-amida. Uno des factores que pueden afectar dicho equilibrio es el &@nte
estérico en el cual se encuentra el anillo heteromiclen particular si posee sustituyente en la posicion
6%. Por lo tanto, es posible que el compueStgue se encuentra en el equilibrio tautomérico que se

muestra en la figur&9, se halle predominantemente en la forma .

N N
= =
‘ OH - ‘ OH
——
\
HO N* o T
o OH

Figura79: Equilibrio tautomérico del compuesf

Compuesto 10

La férmula molecular del compuesttO fue determinada como H;40, sobre la base del

espectro de masa de alta resolucién utilizando la técde@nizacion ESI.

B espectro RMNH (CDG) del compuestdlO (figura 80 mostraba multipletes aG4.95 (1H)
4.62 (1H), 3.62 (1H), 3.58 (1H), 3.30 (1H), 2.88,(1.96 (1H), 1.89 (1H) y 1.80 (1H), dos doblates
@G48y 1.46 (1H) (722 y un triplete aGL.07 (3H) (7.5 Hz).
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CHCE

¢ &

Figura 80Espectro RMNH del compuestd0(CDG)

<

En el espectro de RMNE (CDG) se observaba la presencia de sefiales que pareciarcadas,
lo que sugeria que el compuesi® o no estdoa puro y era una mezcla de dos compuestos distintos
pero de similares caracteristicas estructurales en relatidn o eran dos isébmeros de interconversion

lenta.

El andlisis cromatogréfico empleando distintas fases vy icimmeés parecia indicar que la

segunda suposicion era la corract

Considerando entonces la presencia de sefiales duplieadaesespectro de RMNC y que esas
sefiales duplicadas correlacionaban cada una con dos saf@fésen el espectro HMQC, la presencia

de isdbmeros interconvertibles se hizo evidente.

S observaban entonces once pares de sefiale$’dede las cuales cuatro pares pertenecian a

carbonos cuaternarios®199.3 y 195.8, 187.$186.9, 170.1ly 167.7 y 94.9/ 94.4), correspondiendo
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probablemente los dos primeros a carbonil@sEinsaturados. Segeian también dos pares de sefiales
correspondientes a metinos oxigenado®@.2 y 92.7 y 79.5y 79.3), tres pares de sefaleseatidemos
(&33.8y33.6,27.5/274 y 26.2) y dos sefiales de metildd.68 y 9.1).

Las correlaciones observadas en el experimento COSYimake los isbmeros se muestran en

la figura 81.

1.46
HsC 4.95
H
1.80,1.96 | 1.89,2.38
H
4.62 CHs 1.
6 OAT 3.30, 3.62 3 107t

O

X

Figura81: Estructuras parciales propuestas para uno de los iséeaebcompuestd 0 sobre la base del experimento COSY

El otro isbmero presentd correlaciones conducentesas mismas subestructuras que las

descriptas en la figura anterior.

Los espectros HMQC y HMBC permitieron corroborar esthestructuras y demas el HMBC
determind la presencia de un carbonildal carbono oxigenado cuyo protdn resonabd4.62 y de un

doble enlace vecino a los protones @8.62 y 3.30.

Con estas subestructuras se realizd entonces una busqereda base de datos Antibase 2000
Como resultado de la busqueda se obtuvo el compuest@@dn como acido terréstrico, cuyos datos

espectroscopicos de literatura coinciden con los aiites para el compuesttO (figura 83.

En esta figura se indican las correlaciones observadad BIMBC que confirman la estructura

propuesta.
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HiC““m
H

Figura82: Correlaciones observadas en el espectro HMBC del cotapl@s

Para éste y otros compuestos similares también se ha irfdongue sus espectros de RMN
presentan sefiales duplicadas que varian de intensidad relativdistintos solventes. Por ejemplb a
realizar los experimentos de RMN-y *Cen CDGldel &cido cardlico (figura3), aparecian todas las
sefales duplicadas en relacion 4:5 debido a la preaateilos isomerokEy Zen equilibria En cambio,

al cambiar el solvente p&ZCN prevalecia el isémeo Estos hechos indican que el equilibrio entre el

isdmeroEy elZ es dependiente de las condiciones experimenfdles

H

H3C|||II|--
@)

Figura83: Estructura del 4cido cardlico
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H3C||||"" H3C||II||--

o H
acido E terréstrico acido Z terréstrico

Figura 84Equilibrio entre los isomerdsy Z del acido terréstrico

La configuracién absoluta del carbono 5 en el cido taiogses R ®y ladel E }v ledi$’.
Debido a que el valor experimental obtenido para el pad¢atorio del compuestdlO coincidd con el

de literatura, se concluy6 que la estereoquimica absolelacdmpuestalO era la misma.

™ Actividad bioldgica.

Los hongos fitopatdgenos empleados en los bioensayesof: Fusarium virguliformghongo
que afecta a los cultivos de soja produciendo la enfeladeconocida como sindrome de muerte
repentina (SMR) o sindrome de muerte subita (8DBjsarium lateritium hongo que afecta a los
cultivos de batatad, porotos, cucurbitaceas y otros cultivaBptrytis cinerea hongo patégeno de
muchas especies de vegetales, aunque su hospedadmdetoamente mas importante es la ¥dy
Rhizoctonia solangue es un patégeno de cultivos de soja entre otros, wogran rango de huéspedes

en horticultura y de distribucién mundfal

Los resultados obtenidos para ambos compuestos fremiesaiguliformefueron marcadamente
positivos, siendo los halos de inhibigcithedidos de25 mm para cada uno de ellos. FrenteBatrytis
cinereael compuest® mostré también una fuerte actividad con un halo de 20 mnmegntras que la
actividad observada para el compuedi@dfue menor con un halo de inhibicién de 5 mm. Lasvatades

observadas para ambos compuestos frente kteritiumy Rhizoctonia solarfueron negativas.

Cabe destacar que estos halos de 20-25 mm son simikréss correspondientes para

antifingicos comerciales como el benomyl o el Maxim XL
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La actividad antibiotica fue determinada experimentalmentenfeea dos cepade P. larvagA 'y
C), ambas provenientes del laboratorio de bacteriologiaddpbrtamento de produccion animal, INTA,
EEA Balcarce. El compueSttue el Unico que dio resultados positivos frente adatbria patbgena con

un halo de inhibicién de crecimiento de 15 mm.

Con respecto a la actividad biolégica conocida para ambopwestos se ha informado que el
compuesto9 posee actividad antibacteriana frente a diversas cepas déi@Es como por ejemplo
Streptococcus pyogenes, Micrococcus pyogenes, Klepsalanoniaey Escherichia coéintre otras® 2
mientras que el compuestd0 ha sido informado como agente fitotdxioen cultivos de arroz,

inhibiendo el crecimiento de las raices, ramas y hdggeendiendo dda concentra®n utilizada.

No existe ninguna publicacion hasta el momento que deaddbactividad antifingica de estos

compuestos.

™ Bjosintesis.

Compuesto 9

La ruta biosintética del acido hidroxiaspergilico (congo®) fue estudiada por primera vez en
el afio 196%. Este estudio se bas6 en la similitud que existe efdrestructura quimica del acido
hidroxiaspergilico con la del acido aspergilico y qgmas deA. flavusbajo determinadas condiciones
pueden biosintetizar una mezcla de ambos compuédtasugiriendo que las rutas biosintéticas de
ambos compuestos son similares. En varios estudiosestdw rutas biosintéticas se propuso la
condensacion inicial de dos aminoacidos para formar dicatopiperazina, que se oxida luego par

formar el N-6xido de piraziia® (figura 85)
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o] = 0
H Isoleucina
OH + OH
Leucina
NH, NH,
H N
o) N AN
OH ‘
—>
=
N OH
; N o
H H
= . _ 0 N
cicloleucina- isoleucina Acido hidroxiaspergilico

Figura 85:Ruta biosintética propuesta pdac Donald para el compueses™

Cada uno de los pasos de esta ruta biosintética invalizvarias enzims, las cuales no son aun

conocidas.

Sin embargo, otros estudios demostraron que la biosiatasi necesariamente oclria via la
formacion dekicldeucinaisoleucina, ya que comprobaron que este compuesto serpaa con mayor

eficiencia a las proteinas miceliales que al acido hidspergilicd’.

Compuesto 10

Debido a que los acidos tetronicos son compuestosthalonente encontrados como productos
naturales, existen diversos estudios acerca de la lesgde los mismos. En el afio 1962 se publico la
primera ruta biosintética (figura 86) para el acido cardfi¢a cual podia extrapolase a s1 analogo, el

compuestolO.
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OH
HO HO
o 0
+ —
HO o)
Malonil CoA
0
COAS)‘k/\
+
/\kb\ Acido carlésico
HO hidroxilacion

OH

HO
decarboxilaciég
HO o (0] (0] o
Acido carlico
. OH
Acido carolico HO

(figura 83)
o}

Figura86: Ruta biosintética propuesta para el acido cardlico, analogaidb terréstrico
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™ Antecedentes de compuestoson estructura similar.

Se han aislado diversos compuestos pirazinicos daderiespecies de hongos y bacterias. Un
ejemplo es el acido aspergilico (figura 87), estructuealid relacionado con el acido hidroxiaspergilico.
Tal como se indicO anteriormente ambos compuestos samdymidos por las mismas especies de
hongos® ** Otros ejemplos son los compuestos antifngicos ybanterianos denominadostezinas,
aislados del hong&porormiella teretispord y las pirazinas A y B aisladas del hohgnisporopsis

theobromad® (figura 87).

N HO N
AN
0 N N OCHj
Acido aspergilico (|)H Terezina A

HO
HO N
0] / =
A \E;
B N

mnmQ
T

OCH,

Terezina C

Figura87: Algunas pirazinas aisladas de otras especies de hongos

Los &cidos tetronicos son compuestos producidos fretreente por hongos, en particular

pertenecientes al géner@enicilliun®. El 4cido terréstrico, compuestt, es uno de los compuestos
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utilizados como marcador para identificar y clasificar difiéze cepas de este généfoEn la tabla 5 se

citan ejemplos.

Estructura Nombre R= honga
P. terrestris
P.aurantiogriseum
P. veneium
£ P P. hirsutum
acido terréstrico _COCHCH,CHOHGH5 P hordei
HO R - NOrae
P. radicicola
P. viridicatum
P. crustosum
P. oryzae
o acido L- 3 metiltetronico_ P charlesii
ACi Hli COCH,CH,CH,OH .
acido carolico _COCHCH,CH; P charlesii
P. cinerascens
acido carolinico _COCHCH,COOH N
P. charlesii
HO
o) ..
acido carldsico _COCH,CH,CH; P. charlesii
P. cinerascens
HO (e] acido carlico _ COCH,CH,CH,0OH P. charlesii
acido viridicatico _COGH; P. viridicatum
HO R .
P. cinerascens
acido dehidrocardlico _COCHCH,CH,OH
o)

Tabla 5 Acidos tetronicos aislados de diversas especidedécilliu
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™ Antecedentes de otros compuestos aislados de culswde

la misma especie.

La especid. koningiiha sido estudiada en reiteradas oportunidades debido avarsidad de
metabolitos secundarios con variadas bioactividades quelyme. Se puede citar el aislamiento de
peptaiboles denominados trichokoninas, las cuales preseatdividad antibidtica frente a un amplio

rango de bacterias Gram positivas y actividad antifingicadramliversos hongos fitopatogeriés*.

También se ha aislado de la misma especie un compuestontinado koningina By varios

sesquiterpeno¥. Algunas estructuras se muestran en la figura 88.

tricho-acorenol

e
Z
)

H
(+) koningina D

///,,II
.,

HO ciclonerodiol

Figura88: Algunos compuestos aislados Tekoningii
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™ Conclusion.

A partir de un cultivo dél. koningiiaislado de polen de colmenas cuyo extracto preliminar
poseia actividad antibittica frente R larvaey antifungica frente &. virguliforme fueron aislados los

componentes activos.

S aislaron e identificaron dos compuest@y 10, de estructura conocida aunque nunca antes
aislados en cultivos dé&. koningii Ambos compuestos presentaron importante actividad antiféag
frente aF.virguliforme,actividad que no habia sido informada previamente para estmspuestos. El

compuesta9 ademas presenté buena actividad frent® alarvae

™ Detalles experimentales.

La cepa deT. koningiiestudiada fue aislada de polen, clasificada por la Dra. Ref@a y
depositada en el cepario de hongos de la Facultad de i@gBxactas y Naturales de la Universidad de

Buenos Aires, Argentina (BAFC), con el nUmero de@&EC 3293.

Cultivo de T. koningii

Se realizaron cultivos en caja de Petri en agar malta yrs&r@o porciones pequefias de 1 cm
por 1 cm aproximadamente para inocular 2 erlenmeyer2%@ ml conteniendo 75 ml de medio liquido
cada uno. La fermentacién fue llevada a cabo utilizando coradio de cultivo liquido, extracto de
malta 30% . A la semana, estos cultivos liquidos fueraradtis como inéculo de 4 cultivos de 1 litro
cada uno con el mismo medio, contenidos en erlenmeyde 4 litros. La fermentacion fue llevada a
cabo a 25°C por 9 dias bajo condiciones estaticas. Laficimoes 6ptimas fueron determinadas

previamente en experimentos de escala menor.

Extraccion y fraccionamiento

Los 4 litros de cultivo se filtraron, separdndose el imete cultivo del micelio del hongo. Este
ultimo fue descartado, ya que en estudios previos seidaleterminado que era inactivo en los

bioensayos testeados y que no contenia compuestos ctmadgras quimicas interesantes. El medio
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fue extraido en fase sélida utilizando Amberlite XXSigma) (200 g/l de cultiyoobteniéndose 1.26 g

de extracto, luego de extraer el amberlite con 2 litds MeOHy evaporar la fase obtenida en
evaporador rotatorio El extracto fue fraccionado en una columna semipreparg8@acm de largo y 3.5
cm de didmetro internoyle Sephadex LH-20 como fase fija y metanol como fasél.n®&/recogieron 5
fracciones de 200 ml cada una. Las Unicas fraccionesddgu@straron poseer actividad antifingica
frente aBotrytis cinereg Fusarium virguliformgfueron la 111 (700 mg) y la IV (225 mg). Se analizas
perfiles cromatogréaficos de estas fracciones activas mégliehuso de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) analitica, con gradiente de solvetdede 90% de agua hasta 100% de metanol.
Mediante el analisis de los cromatogramas obtenidos para deatzxién se decidié realizar una
separacion previa al uso de HPLC preparativo con cartudte@xtraccion en fase solidaPE de 6 ml

con relleno de @8 (Supelco). Cada fraccion activa fue eluida con 25 mada gna de las siguientes
fases moviles: 0, MeOH/HO (50/50) y MeOH. Las fracciones eluidas con Me@H(B0/50),326 mg
para lll, 185 mg para IV resultaron actiydseron purificadas finalmente por HPLC a escala preparativa,
utilizando una columna de fase reversa (YMC C 180,520 x 250 mmCHOH:HO @5:15), 4 ml/min,
detector de indice de refraccion y UV a 21th en serie) rindiendo la fraccion Il el compue8t(l5 mg

1.19%y la fraccion IV el compuesi® (10 mg, 0.79 % ).

Propiedades fisicas de los compuestos aislados.

Compuesto9 (Acido hidroxiaspergilico)solido amarillo; € %> +224 (¢ = 0.1, MeOHUV
~D K, e~ 0} P 02:n (B.49), 229 nm (3.60), 331 nm (3.FWARESI (+)m/z 263.1172IM+Naf
(valor calculado para;&hoN,NaO;, 263.1366," -2.2 ppm); EM- AR DCINH;: m/z 241.15521§M+H"*
(valor calculado para;&,1N.Os, 241.15570," -2.0 ppm); EM-EI(70 eV)m/z (abundancia relativap40
[M]*™ (1), 223 [MOH]"(4), 211 [M29]' (5), 167 [M-73X3), 57 (46), 55 (57), 43 (LOBMN*H (CQK W w
7.45 (s, H-5); 2.60 (d=6.5 Hz, H-1""); 2.12 (m, H-2""); 2.01KR2,); 1.94 (MH=2"); 1.53 (s, HO[+V 1X 06
(d, J=5.9 Hz, Hi [ $0.79 (ta; Hi [ ‘RMN*C (CQK W 583/ C-2; 150.5, G-344.3, G5; 124.4, C-5
74.9,CLt;42.8,Ct"; 332, C-2"; 28.6, C-224.8, C-4"; 29, C-3""; 8.8, G-

Compuestol0: aceite amarillo;€ %> =18 ~ 2AMe®H):EM- ARESI (+)m/z: 233.0793
[M+Na] (valor calculado para;E,NaQ,, 233.0784,' -3.7 ppm); 211.097PM+H" (valor calculado
para GiHis0,, 211.0965,' -3.4 ppn); EM-EI(70 eV):m/z (abundancia relativa): 210 [M)20), 166 [M-
441" (22), 138 [M-72]" (100), 126 (6), 109 (8), 95 @3), RMN*H (CR K «WA.98 (m, H-5'); 64 (q,J=
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7.5 Hz, H-5); 4.62 (q, J= 7.5 Hz, B;3.62 (ddd, J= 9.3, 4.3,8 H-3"a); 3.58 (ddd, ¥ 9.6, 4.6, 3.4, H-
3’a ); 3.30 (m, H-3"b); 2.38 (h-6"a); 1.96 (m, H8[ 4\89 (m, H-6"b)1.80 (m, H4"a); 1.48 (d, J=7.2
Hz, H-6); 1.46 (d, J= 7.2 Hz, H)}61.07 (t;J=8.0 Hz, H-T.

Iy Il representan a los dos isdmeros geométricoscgiilibrio.

Posicién C Datos experimentales Datos bibliogréficog
Isémero Z (Il) Isomero E (1) Isbmero Z Isbmero E

2 167.7 170.1 166.9 170.3
3 94.4 94.9 94.3 94.8
4 199.3 195.8 198.8 195.1
5 79.5 79.3i 79.3 79.0
6 16.8 16.8 17.0 17.0
2 187.6 186.9 187.1 186.4
3 33.6 33.8 33.6 33.9
4 27 4 27.5 27.6 27.6
5 92.7 93.2 93.0 92.5
6 26.2 26.2 26.4 26.4
7 9.1 9.1 9.5 9.5

i yii pueden intercambiarse

Tabla 6:Comparacion de datos de RMAG experimentales (GDD) con bibliograficos (CRCI

123



™ Bibliografia.

1. Anaya Lang, A. L., La alelopatia: Sutil mecanismo de c@uidniquimica entre organismos.
UNAM. Hoyl996,Afo 5. 23, 61-66.

2. Hostettman, K., Marston, A., Search for new antifungalpmmds from higher plant®2ure and
Applied Chemistr§994,66, 2231-2234.

3. Spiteller, D., Plant defense strategien."Encyclopaedia of Ecology", Jorgensen, S. E.,B:dih,
ed. Elsevier. 2008 2798-2811.

4, Harborne, J. B., Plant Chemical Ecold&pymprehensive Natural Products Chemidie®9, 8,

137-196.

5. Steglich, W., Some chemical phenomena of mushroonts taadstools. Biologically Active

Moleculesl989 1-8.

6. Anke, H., Stadler, T., Mayer, A., Sterner, O., Secpnohetabolites with nematicidal and
antimicrobial activity from nematophagous fungi and Ascoatgs. Canadian Journal of Botariyp95,
73, 932-939.

7. Stadler, M., Sterner, O., Production of bioactive seappdnetabolites in the fruit bodies of
macrofungi as a response to injuBhytochemistry1 998,49, 1013-1019.

8. Anke, T., Thines, E., Fungal metabolites as lead stescfor agriculture British Mycological
Society Symposiug007,26, 45-58.

9. Yamaguchi, I., Antibiotics as antifungal ageets."Modern Selective Fungicides". Properties,
Applications, Mechanisms of Actided. Lyr, H. Sempel995,20, 415-429.

10. Anke, T., Oberwinkler, F., Steglich, W., SchrampT,l&. strobilurins: new antifungal antibiotics
from the basidiomycetestrobilurus tenacellugPers. ex Fr.) Singournal of Antibiotic4977, 30, 806-
810.

11. Ypema, H. L., Gold, R. E., Kresoxim-Methyl. Matiific of a naturally occurring compound to
produce a new fungicidd?lant Diseas&€999,83, 419.

12. Kraiczy, P., Haase, U., Gencic, S., Flindt, S., AniBrandt, U., Von Jagow, G., The molecular
basis for the natural resistance of the cytochrome bcl cempfrom strobilurin-producing
basidiomycetes to center QP inhibitoEauropean Journal of Biochemistt§96,235,54-63.

13. Sauter, H., Steglich, W., Anke, T., Strobilurinsiukwo of a new class of active substances.

Angewandte Chemie - International Editit®R9, 38, 1328-1349.

124



14. Kubicek, C. P., Mach, R. L., Peterbauer, C. Kaq, M, Trichodermafrom gene to biocontrol.
Journal of Plant Patholo®@001,83, 1123.

15. Harman, G. E., Howell, C. R., Viterbo, A., Chegtritp, M., Trichodermaspecies- opportunistic,

a virulent plant symbiontdNatural Review Microbiolog3004,2, 43-56.

16. Brewster, J. H., A useful model of optical activitpden chain compounddournal of American
Chemical Societ}959,81, 5475-5483.

17. Ayer, W. A., Trifonov, L. S., Metabolites Rdniophora polygonjaPart 2. Some aromatic
compoundsJournal of Natural Produci®993,56, 8589.

18. Honwad, V. K., Rao, A. S., Terpenoids-LX: Absoluiguration of ar-turmerone Tetrahedron
1964,20, 2921-2952.

19. Dutcher, J. D., Aspergillic acid: an antibiotic substamoeluced byAspergillus flavusThe
structure of hydroxyaspergillic acidournal of Biological Chemistt958,232, 785-795.

20. Nakamura, S., Shiro, T., Studies on growth inhibitfoHiochi-bacteria, Specific saprophytes of
Saké. Part IV. Hydroxyaspergillic acid as a growtibifaht against Hiochi- Bacteri®ulletin of the
Agrochemical Society of Japa859,23, 418-427.

21. Nurchi, V. M., Crisponi, G., Pivetta, T., Tramont&pMarincola, F. C., Lachowicz, Interaction
between aspergillic acid and iron (Ill): A potentiontV-Vis'H NMR and quantum chemical studly.
Polyhedror2009,28, 763-768.

22. Sato, N., Pyrazines and their benzo derivativas,"Comprehensive Heterocyclic Chemistry",
Elsevier2008, capitulo 8.03, 273-331.

23. Jacobsen, J. P., Reffstrup, T., Cox, R. E., HolgefE.) Boll, P. M., Revision of the structures of
the naturally occurring acyl tetronic acids: dehydrocarddicid, terrestric acid and carlic acid.
Tetrahedron Letter$978 1081-1084.

24. Boll, P. M., Sorensen, E., Balieu, E., Naturally meguactones and lactames. Il. The absolute
configuration of gamma-methyltetronic acid, carolinicca@nd carolic acidActa Chemica Scandinavica
1968,22, 3251-3255.

25. Bloomer, J. L., Kappler, F. E., Microbial metabolest XI.1 total synthesis and absolute
configuration of (S)-carlosic acid (4-butyryl-2,5-ditoy8-hydroxy-5-oxofuran- 2-acetic acid) and
conversion of (R)-5-methyltetronic acid into (R)-caraeid {3,4-dihydro-8-methylfuro[3,4-bJoxepin-
5,6(2H,8HYi-one}.Journal of Chemical Society PerkifT76,14, 1485-1491.

26. Ravid, U., Silverstein, R. M., General Synthesis afafiptiactive 4-alkyl (or alkenyBlactones
from glutamic acid enantiomer3etrahedron Letter$977,18, 423-426.

125



27. Aoki, T., O'Donnell, K., Homma, Lattanzi, A., Suddathdyndrome of soybean is caused by
two morphologically and phylogenetically distinct specigthin the Fusarium solanspecies complex.
virguliformein North America ané&. tucumaniaen South Americavlycologia2003,95, 660-684.

28. Clark, C. A., Valverde, R. A., Wilder- Ayers, Nelsgn, P. E.Rusarium lateritiumcausal agent
of sweetpotato chlorotic leaf distortiorPhytopathologyl 990,80, 741-744.

29. Choquer, M., Fournier, E., Kunz, C., Levis, &ligPrJ. M., Simon, A., Viaud, Eqtrytis cinerea
virulence factors: new insights into a necrotrophic amalyphageous pathogefrEMS Microbiology
Letters2007,277, 1-10.

30. Wiese, M. V., Compendium of wheat diseases. "Compendium of Plant Disease Series".
American Phytopathological Societ987, 124.

31. Nukina, M., Terrestric acid as phytotoxic metabolitarfrByricularia oryza€avaraAgriculture
and Biological Chemist®y988,52, 2357-2358.

32. MacDonald, J. C., Biosynthesis of hydroxyaspergdlat. The Journal of Biological Chemistry
1962,237, 1977-1981.

33. Woodward, C. R., Production of aspergillic acid byasartultures oAspergillus flavusJournal

of Bacteriologyl 947,54, 375-379.

34. Beck, H. C., Hansen, A. M., Lauritsen, F. R., Nonadirgy metabolites found in polymyxin
biosynthesis byraenibacillus polymyx&EMS Microbiology Lette?803,220, 6773.

35. Uffen, R. L., Canale- Parola, E., Synthesis of puloh@oiacid byBacillus subtilisJournal of
Bacteriologyl972,111, 8693.

36. MacDonald, J. C., Biosynthesis of pulcherriminic 8aitthemical Journal65,96, 533-538.

37. Sammes, P. G., Naturally occurring 2,5-dioxopiperazamel related compoundg-ortschritte
der Chemie Organischer Naturstoff@75,32, 51-118.

38. Bentley, R., Bhate, D. S., Keil, J. G., Tetronic iasighthesis in moldsThe Journal of Biological
Chemistryl962,237, 859-866.

39. Wang, Y., Gloer, J., Terezines A-D: New amino adicedebioactive metabolites from the
coprophilous fungu$poromiella teretisporalournal of Natural Producf®95,58, 93-99.

40. Chinworrungsee, M., Kittakoop, P., SaenboonruengKdngsaeree, P., Thebtaranonth, Y.,
Bioactive compounds from the seed fungM&nisporopsis theobromaBCC 3975Journal of Natural
products2006,69, 1404-1410.

41. Soderstrom, B., Frisvad, J. C., Separation of clodatgd asymmetric penicillia by pyrolysis gas

chromatography and mycotoxin productioklycologial984,76, 408-419.

126



42. Nielsen, F. K., Ostenfeld Larsen, T., Frisvad,LlgBtweight expanded clay aggregates (LECA), a
new up-scaleable matrix for production of microfungal metkties. Journal of AntibioticR004,57, 29-
36.

43. Huang, Q., Tezuka, Y., Kikuchi, T., Nishi, A., Takienaka, K., Studies on metabolites of
mycoparasitic fungi Il. Metabolites dfichoderma koningiChemical and Pharmaceutical Bullet®95,

43, 223-229.

44, Xiao-Yan, S., Qing-Tao, S., Shu-Tao, X., Xiu-Lan, Yain,Cai; Yu-Zong, Z., &ie spectrum
antimicrobial activity and high stability of trichokonins fromichoderma koningiSMF2 against plant
patogens FEMS Microbiology Lette2606,260, 119-125.

45, Mori, K., Bando, M., Abe, K., Determination of therabchemistry of (-)- Koninginin A by X- ray
analysis of its synthetic sampBioscience, Biotechnology and Biochemi2@§2,66, 1779-1781.

46. Huang, Q., Tezuka, Y., Hatanaka, Y., Kikuchi, T., Ajshiybaki, K., Studies on metabolites of
mycoparasitic fungi. 1ll. Nex sesquiterpene alcohol frdmichoderma koningii Chemical and
Pharmaceutical Bulletih995,43, 1035-1038.

127



Capitulo 6

Aislamiento y elucidacion estructural de
metabolitos secundarios producidos por una

cepa fungica endofita septada oscura (DSE 01)
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™ Introduccion.

Todas las plantas pertenecientes a ecosistemas naturales establdiferentes funciones
simbidticas con diversos microorganismos endofiticos. hongos endofitos son aquellos que infectan
plantas vasculares y se desarrollan dentro de ellas sin dassAntomas patdgenos. Se ha demostrado
que plantas infectadas con esta clase de hongos son mas aénague las no infectadasEste hecho
puede debese a la produccion por parte del hongo de fitohormonasolyos compuestos que
promueven el crecimiento del hospedadogeneran proteccion frente a pestes causadas por insectos, a

ataques de herbivoros y/o infecciones causadas por digarscroorganismos patdgerfos

Este tipo de hongos es omnipresente y hasta la fech& mmsoce ninguna especie vegetal en la
cual no se haya detectado presencia de esta clase de onganismos; en algunas especies de plantas

incluso se han aislado mas de cien cepas endofiticadasgerdiversidad biolégica enorme

Debido a la gran diversidad quimica que posg®r su enorme biodiversidad, los metabolitos
secundarios producidos por este tipo de hongos puetdarer variadas actividades bioldgicas. Se citan

algunos de estos compuestos como ejemplo, clasifickns segun la actividad biolégica que poseen:

¥ Compuestos anticancerigenos: El taffigura89) es una ddas drogas anticancerigenas
mas conocidas a nivel mundial, que se utiliza principatmgara el tratamiento de
cancer de ovario y mamas. La misma fue aislada por prinegreeslas partes aéreas del
arbol Taxus brevifoli§ el cual es de crecimiento lento y ademas producertmal en
muy baja concentracion en comparacion con las dosis aei@sspara tratar este tipo de
enfermedades. En la busqueda de nuevas fuentes de poidlucie Taxol se encontré
que era producido por diferentes especies de hongosi@ Taxomyces andreanae
Pestalotiopsis microspota Pestalotiopsis guepiny Seimatoantlerium tepuiense
endoéfitos de los arbole§axus brevifolia, Taxus gIobésaTaxus wallachiarfa

Otros compuestos con propiedades anticancerigenas scetfisiatonas Ay B

(figura89), las cuales se aislaron Aspergillus parasiticusndofito del arbol de madera
roja Sequoia sempervirechsAmbos compuestos mostraron inhibicién moderada y
selectiva frente a diversos tumores celulares humanosncipalmente en lineas

celulares tumorales mamarias.
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Figura89: Estructuras de compuestos antitumorales producidos paorgus endofito4 ®

Ya Compuestos antivirales: Del cultivo del hongo eitddfytonaema spse
aislaron dos compuestos, los &cidos citonicos A ygBrgP0)°, ambos inhibidores de

proteasas de citomegalovirus (hCMV).
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Figura90: Estructuras de compuestos antivirales producidos por hsrlgudofitoéa
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¥% Compuestos antifungicos: La cryptocandina (Bgf) es un péptido aislado del cultivo
del hongo endofiticdCryptosporiopsis querciraslado de las partes aéreas de la planta
medicinalTripterigeum wilfordi’. Dicho compuesto posee actividad antifingica frente a
hongos patégenos para humanos como por ejemphlndida albicany Trycophyton
mentagrophytes. Actualmente es utilizado como droga comercial para tratar

enfermedades causadas por hongos en piel y ufias.
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Figura9l: Estructura del compuesto antifingico criptocandina prodagidr un hongo endofit!

¥% Compuestos antibacterianos: El guanacastepeno A (fi@l|a es un compuesto
producido por el cultivo de un hongo endaf no clasificado aislado de las ramas del
arbol Daphnopsis Americaira Es activo frente a cepas de bacterias resistentes a
antibioticos comerciales de amplio espectro co8taphylococcus aureysEnterococcus

faecalis.

Figura92: Estructura del compuesto antibacteriano guanacastepeno A aisladm hongo endofitt
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% Compuestos inmunosupresores: Subglutinol A y Bréi@3) son compuestos aislados
de Fusarium subglutinanshongo endofito deTripterigeum wilfordi con propiedades

inmunosupresoras, no citotoxicos.

subglutinol A, 12='S

subglutinol B, 12=R

Figura93: Estructuras de compuestos inmunosupresores aisladosdengo endofitd?

Las raices de las plantas vasculares también estan colonipadd®ongos endofitos que se

clasificaren micorrizas arbusculares (AM), ectomicorrizas (EM)dp#tos septados oscuros (D&E)

Esbs endofitos de raiz poseen funciones de gran implicaeai el ecosistema. Pueden absorber
nutrientes del suelo como nitrégend™*y fésford>, Gtiles para el crecimiento de la planta, y pratdg
al mismo tiempo al limitar el transporte y acumulacion metales pesados en tejidos vasculares.
También son Utiles para facilitar la transferencia interna gigientes y agua por toda la superficie de la

planta'®.

También se ha demostrado que algunas cepas de hongositoo®poseen un efecto protector

de diversos cultivos agricolas sobre enfermedades causamasiproorganismas.

Se conocen aproximadamente 600 especies de plantas hadpess de 320 géneros y més de
110 familias de hongos endofiticos septados oscur8%. De muchos de ellos no se conocen sus
estructuras reproductivas, sexuales, ni asexuales y algusmogsporulado en condiciones particulares y

especificas de cultivo y es por ello que resulta Hifai identificacion por medio de caracteres
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morfolégico$’. Mediante técnicas moleculares se ha avanzado en la idewiifitde este grup&y se
ha podido establecer tanto su origen polifilético corabhecho de que la mayoria pertenecen a la
division Ascomycofd *% La especie mas frecuentemente encontrada y por ende &mbi mas

estudiada ehialocephala fortinfr.

En contraste con el amplio conocimiento que se dispdedas micorrizas arbusculares y de las
ectomicorrizas, es muy poco lo que se conoce aceecéosl hongos endofitos septados oscuros. En
particular, no existe informacién hasta el momento acercdodenetabolitos producidos por esta clase

de hongosi de sus potenciales actividades biolégicas.

Por estos motivos se considerd interesante realizaestlidio de los compuestos bioactivos
provenientes de cultivos den DSE aislado de raices de plantas de soja, por la Djandxk Rodriguez
(Laboratorio de microbiologia del suelo, DBBE, FCEN, UBA

™ Aislamiento de los metabolitos secundarios.

Se realiz6 un cultivo en pequefia escala en medio ligdeluna de las cepas DSE, denominada

DSEL1 (figura 94), aislada de raices de soja.

Figura 94 Cultivo del hongo endofito septado oscuro DSE1 en onaglarizado
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Al analizar el extracto de este minicultivo por ccd y RMNse determiné la presencia de
compuestos que podrian poseer estructuras quimicameinteresantes. Dicho extracto demostré

también tener actividad antifiingica frente a hongos fitopatégen

Por tal motivo se decidié cultivar este hongo en mayaaks para obtener mayor cantidad de

los metabolitos para realizar la elucidacion estructuralafecompuestos bioactivos.

S realiz6 el cultivo utilizando extracto de malta al 30% , coextio de cultivo liquido. Una vez
crecido el cultivo se separ6 el medio del micelio raete filtracion y se extrajo el medio
exhaustivamente coAdOEt. El extracto de la fase organica obtenido fue fraccionagldiante el uso de
cromatografia flash en columna seca en silica gel utilzaswmo eluyente mezclas de polaridad
creciente de C}Ch: ACOEt. De esta separacion se obtuvieron frasciones (1]l y Ill) de las cuales
solamente dosl(y Ill) demostraron poseer compuestos de estructura quimiteré@sante yo actividad

antifungica.

La fraccién activél fue purificada primero mediante el uso de cromatograféatf en columna
seca en silica gel utilizando como eluyente mezclapalaridad creciente de ciclohexan@HCh:
AcOEt, obteniéndose cinco fracciones (A, B, C, Dbarccion D, eluida c@HCLb: AcOEt (50/50), fue
luego purificada utilizando una columna de silica flaghoezclas de solventes de polaridad creciente
CHCL: AcOEt. De esta ultima separacion se obtevoompuestoll (Esquema 5). La fraccion E, eluida
con AcOEt, fue luego purificada mediante ccd preparativailica gel utilizando como fase méviL,CH

AcOEt (70/30) obteniéndose el compued®(Esquema 5).

La fraccion activdll fue purificada utilizando una columna de silica flash ceezclas de
solventes de polariad creciente CHCh: AcOEt, (50/50) hasta AcOEt. La fraccion eluida co@bCH
AcOEt (70/30) fue purificada medianted preparativa de silica gel utilizando como fase moviGEH

AcOEt (60/40). Esta separacion brind6 el compu#8t(Esquema 5).
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Esquema 5Diagrama de extraccién de DSE1

™ Elucidacion estructural de los compuestos aislados.

Compuesto 11

La férmula molecular del compuestdl fue determinada como &H;,0; mediante
espectrometria de masa de alta resolucién utilizando la t&cnie ionizacién ESI. Con este dato se

deduo que el numero de insaturaciones que pizsia molécula e 6.
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Al analizar el espectro de RMN{EDG) (figura 95), se observé la presencia de dos sefialés a
5.34 y 5.28 correspondientes a un grupo metilendligio, cinco multipletes &6.01, 4.46, 4.44, 3.56 y
3.44 correspondientes a metinos, el primero de unldoénlace y los Ultimos cuatro a metinos cuyos
carbonos estan unidos a oxigenoun triplete a GL.91 (1.3 Hz) caracteristico de un metilo unido a un

doble enlace.

Analizando los desplazamientos quimicos observadod espectro de RIN-°C, figura 96, se
deduo que la molécula poseia dos dobles enlaces cuyos cash@sonaban aGl32.0, 126.4, 122.8

122.5 y un alquino sustituidcuyas sefiales de carbono se encontraba@®2.0 y 85.6.

Teniendo en cuenta las correlaciones observadas entreptotones de los metinos en el
experimento RMN 2D-COSY se establecié la presencia dielohexeno polioxigenado con un epdxido
con lo cual teniendo en cuenta la presencia de dos dadhdsces y un alquinguedaan determinadas

las 6 insaturaciones de la molécula.

&

Figura 95Espectro RMNH del compuestd 1 (CDG)
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CDCk

Figura96: Espectro RMNC del compuestdl (CDG)

Con las correlaciones observadas en el experimento C&&SYedujeron las siguientes

estructuras parciales:

Ho R H
3.44 3.56
1.91 4.46
e— 4.44
HO OH
H5.28
H 6.01

Figura 97 Estructuras parciat del compuestd. 1 establecidas mediante el experimento COSY.
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El experimento HMBC permitié conectar las estructurasipi@s propuestas (figura 97), con lo
cual se pudo deducir que el compuestd poseia la estructura de la figura 98, conocida como

asperpentin&’.

1.91 (23.0)

5.34-5.28 (122.4)

Figura98: Correlaciones observadas en el espectro HMBC del cotapliks

Por comparacion de los datos espectroscépicos, incluyerdaoder rotatorio, obtenidos en
este trabajo con los bibliogréficos se determindé quedéructura del compuesto 11 era idéntica a la
aspertentina (figura 99) previamente aislada del cultivo Hehgo Aspergillus duricaufid Cabe
mencionar que se muestra en la figura la estereoquinetativa, ya que no se determiné previamente

la estereoquimica absoluta.

Figura 99 Estructura de la asperpentina, compue&tb
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Compuesto 12

La formula molecular del compuestd2 fue determinada como Hi;sOs mediante
espectrometria de masa de alta resolucién utilizando la t&cuie ionizacion ESI. Con este dato se

dedyo que la molécula posa5 insaturaciones.

Al analizael espectrode RMNIH (CDG) del compuestdl2 (figural00) se observé la presencia
de seis sefiales que integraban para un proton cada una, trdasdeuales eran multipletes &41.71,
452 y 3.86, otra un doblete ancho@.55 (J= 3.8 Hzy dos dobletes a@.68 y 2.51, con una constante
de acoplamiento de 16 Hz igual para ambos, sugiriendo egtaban unidos al mismo carbono. Las
sefiales deGl.71 y 4.52, pertenecian probablemente a dos gruposmostoxigenados, mientras que las
de (.86 y 3.55 a un grupo epoéxido. También se observédasgmcia de dos singuletes@..53 y 143,
que integraban para tres protones correspondientes a metilmidos probablementain carbono

cuaternario oxigenado.

EtOH

Figura 100Espectro RMN-Hel compuestd2 (CDG)
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En el espectro de RMNE del compuestd?2 (figura 101), se observia presencia de once
sefales de carbonos, cuatro de los cuales pertenect@arl@onos cuaternarios@90.7, 166.4, 110.9
83.4), cuatro a grupos metinog366.8, 64.6, 57.9 49.7),una a un grupo metileno (47.2) y las dos
restantesa grupos metilo (G27.2 y 24.9). La multiplicidad de las sefiales de KiNse determiné a

través del espectro HSQC-DEPT (fig0g3.

El valor de desplazamiento quimico de la sef@lG90.7 indicha la presencia de un grupo
carbonilo DE t insaturadoy en ese caso las sefialde GL66.4 y 110.0 debian correspasrdal doble
enlace conjugado con el carbonilo, debiendo estarzagbono de GL66.4 unido a un atomo de oxigeno
El carbono cuaternario dg€83.4 y los metinos deG66.8, 64.6, 57. 49.7 parecian corresponder

carbonos oxigenados, los dos Ultimosuteepoxido.

CcDhd

Figura 101Espectro RMNC del compuestd2 (CDG)
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Figura 102Ampliacién del espectro HSQC del compuédsgto

Figura 103Ampliaciones del espectro COSY del compu&gto
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Al analizar esta informacion en conjunto con la obtenid&leexperimento COSY (figura 103), se

pudieron proponer las siguientes estructuras parcidiigsi(a 104):

(110.0)

(166.4)

Figura 104Estructuras parciales propuestas para el compué&to

El experimento HMBC (figura 1)Ofue utilizado para confirmar y conectar las estructuras
parciales propuestas y permiti6 proponena estructura para el compuest@2. Esta estructura y

algunas de las correlaciones observadas en el espect®dHd¢ muestran en la figura 106.

Por un lado se observé que los dos grupos metilosGie53 y 1.43 correlacionaban con el
carbono cuaternario de@34, con el metileno dez47.2 y entre ellos, mientras que los protones del
grupo metileno de@.68 y 251 correlacionaban con el carbono cuaternario oxigenadoG#3.4, con
los dos metilos y con el carbonilo dél90.7. Los protones dézt.71 y2.51 correlacionaban con el
carbono de doble enlace d€110.0 y éproton de G4.71 correlacionaba ademas cas tarbonos deG
190.7 y 166.4 y con el metino d&7.9. Eprotén de G4.52 correlacionaba con las sefmtle GL10.0y
57.9, el proton @ G3.86 correlacionaa con las sefiales d€66.8 y 64.6 y por ultimo el protén d€3.55
correlacion#da con los carbonos de 190.7, 166.4, 110.0 y.57.9
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FiguralO5: Espectro HMBC del compuest@y una ampliacion
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4.71 (66.8)
OH

2.68, 2.51

(47.2) 4.52 (64.6)

1.43 (24.9
3.86 (57.9)

1.53 (27.2)

Figura 106Algunas correlaciones observadas en el espectro HMBC lpaoenpuestol 2

Las bajas constantes de acoplamiento observadas para lasnpsotel anillo B del compuesto
12 sugeririan que los protones se encuentran en pos&sopseudoecuatoriales. Esto indicaréa |

esteroquimica relativa mostrada en la figura 107.

Estehecho quedaria sustentado también con el acoplamiento \& spiobserva en el espectro

RMN2H y la correlacion entre los protones @.71y 3.86 en el experimento COSY.

Figura 107 Estructura propuesta para el compuedtd

El espectro NOESY no mostré correlaciones lo suablerente con la estructura propuesta

aunque por tratarse de un resultado por la negativa, negaiconfirmarse la estructura propuesta.
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Este compuesto no habia sido previamente informadaditdratura.
Compuesto 13

La férmula molecular del compuestd3 fue determinada como H;cOs mediante
espectrometria de masa de alta resolucion utilizando laitécde ionizacién ESI

Tanto el espectrale RMN*H (figura D8), como el de RMNCdel compuestal3 eran similares
a los obtenidos para el compuest@, diferenciandose Unicamente en la presencia de una seffal a

3.42 (3H, s) en el espectro RMNy una a 58.3 ppm en el espectro de RN®I-

Estos datos indicaban que el compue$8yposeia una estructura similar a la del compueisto
en la cual algun hidroxilo se encontraba metilado. Analizdasl@orrelaciones observadas en el
espectro de HMBC, se pudo deducir que el hidroxadilado era el de la posicién 6, tal como se

muestra en la figura 109, quedando determinada su esfinac

CHOH

Impureza

Impureza

s L

I

Figura 108Espectro RMNH (CDG) del compuestd.3
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3.42 (58.3)
OCHs;

< 4.44 (73.7)

2.68, 2.51 . /\V O

4.51(65.6)

23.75 (57.0)

1.52 (26.9) 3.46 (48.7/1/5,

Figura 109Estructura propuesta para el compuedtdjunto con algunas correlaciones observadas en el eapétiBC

Figural10: Ampliacion del espectro HMBC del compuekio
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Por los motivos expuestos anteriormente para el compue&2 se asume que la
estereoquimica relativa del compuesi® es la que se muestra en la figura 109 y es similar alla de

compuestol?2.

Debido a la escasa cantidad de masa que se obtuvo del catapl@ aln después de realizar
tres cultivos de 5 litros cada uno, no fue posible ireal experimentos para deducir su esteroguimica
absoluta. Para optimizar la producciéon de los compue&tbg 13 para poder completar la elucidacion
estructural se planea realizar proximamente un estudio melio de cultivo para encontrar tanto la
composicion del medio asi como caracteristicas del culfteonperatura, agitacién, tiempo, etc.) mas

adecuadas.

La estructura del compuestt8 tampoco ha sido informada previamente.

™ Actividad bioldgica.

Para evaluar la actividad antifungica se emple6 el métodoiakubografia directa sobre placas
de ccd®. Los hongos fitopatégenos que se utilizaron para realizrelsayos de bioactividad fueron
Fusarium virguliforn®, Fusarium lateritiurff, Botrytis cinered, Macrophomina phaseolifd y

Rhizoctonia solafii

El compuestoll presentd resultados positivos Unicamente frente a las dspecies de
Fusariumensayadas con halos de inhibicion H@mm y 5 mm contraF. virguliformey F lateritium
respectivamente,mientras que los compuesto42 y 13 fueron activos uUnicamente frente &.

virguliformecon halos de inhibiciéon de 17 y 5 mm respectivamente.

Los compuestosll, 12 y 13 no presentaron actividad antibidtica frente a las especies

bacterianas ensayadaB.(subtillis, S. aureysE. col).

Se ha informado que el espectro de actividades biol§gipae presenta la asperpentina,
(compuesto 11) y compuestos de estructura similar es muy amplion@oactividad antifingica,
antitumoral y fitotdxica entre otra&s, aunque no hay detalles publicados sobre los resultatiogos

bioensayos
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™ Bjosintesis.

Compuestol 1l

La ruta biosintética de la asperpentina no ha sido determanadn. Su estructura pareceria
provenir de una biogénesis mixta con la incorporaci@ wha unidad de isopreno a un anillo

aromaticc>.

Compuestos 12y 13

A partir del cultivo del hongo patégenkutypa lata se aislaron diferentes metabolitos
relacionados con los compuesttg, 12y 13*. En ese trabajo se propuso una ruta biosintética para la
obtencion de los metabolitos aislados que podria aplicaas®s compuestos encontrados en este

trabajo. Esta ruta se muestra en la figura 111.

OH OH

N o N

HO

Figura 111Ruta biosintética propuesta para el compuektelacionado estructuralmente ca?y 13%
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Como puede observae ,el precursor de esta ruta biosintética esta relacionado
estructuralmente con la asperpentina (compuedtt) sugiriendo que podria ser el precursor de los

compuestosl2y 13aislados.

™ Antecedentes de compuestoson estructura similar.

Como ejemplos deampuestos estructuralmente similares al compueétb se pueden citar el
compuesto A, antibiético obtenido del cultivo del deutergceteBeauveria felinge€”® y el compuesto B

proveniente de otro deuteromycetdelminthosporium siccaffs(figura 112).

OH

HO

Figurall2: Compuestos de estructura quimica similar a la Asperpeﬁ’?ﬁﬁa

También se han aislado compuestos de estructura quimitajs@te a la de los compuest®s-

13del cultivo del hongd&utypa lata patégeno de varias clases de arboles y cultivos d2 (figural13)
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OR;

1 R=H, R=CH,
la R=Ac,R°= CH,
1b R=Ac,R>=0

OH

Figurall3 Compuestos aislados @itypa lat&’

Lamentablemente enldérabajo mencionado no se informan todos los datos espstdpicos de

estos compuestos, por lo que no ha sido posiblesaparacion.

™ Antecedentes de compuestos aislados de cultivos de

hongos endofitos septados oscuros.

Como se menciond en la introduccion de este capitulopien existen numerosos DSE
descriptos, siendo las especies encontradas con magoudncia en las raices de plantadoridium
paucisporum, Leptodontidium orchidicola, Phialocephalanodiospora, Phialocephala fortinii,
Phialocephala finlandfdy Acephala applanaty, hasta el momento no existen publicaciones referidas
al aislamiento y elucidacién estructural de metabolitosuselarios, ya sean bioactivos o no, de ninguna
especie DSE. Unicamente se describe en las publicac@nmportante rol de los DSE y las diferentes

funciones que cumplen en la simbiosis planta hospedadongo endofitd® *,
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™ Conclusion.

El escaso conocimiento que existe sobre los compuestgales aislados de hongos endofitos
y en particular de hongos endofitos septados osctfiobace de éstos una potencial fuente de
metabolitos bioactivos por descubrir, ya que se sabe guededor del 80% de las cepas de hongos DSE
poseen tanto propiedades antibacterianas, antiflngicas, alqascido herbicida¥, como inhibitorias de

depredacion frente a animales o insectos herbivéros

Este seria el primer estudio realizado sobre los matads secundarios bioactivos producidos
por el cultivo de una cepa DSE. En este trabajo se olglusompuesto conocido como asperpentina

otros dos compuestos no descriptos anteriormente cqmaductos naturales.

En particular, los tres compuestos aislados presentaronidativantifingica importante frente

aF. virguliformeresponsable de la enfermedad de soja sindrome dertawsubita.

Debido a que las estructuras de los compuedtdyg 13 no fueron aisladas hasta el momento de
ninguna fuente natural, se planea continuar con el cultivbraago, optimizando la produccion dey
13 para obtener masa suficiente como para poder determiaastereoquimica absoluta de sus centros
quirales por métodos quimicos. Asi mismo, aprovecbadadobtencion dell, se planea determinasu
estereoquimica absolutadebido a que en literatura solamente se encuentra informasia

esteroquimica relativa.

™ Detalles experimentales.

La cepa del hongo DSE1 estudiada fue aislada por la Drajhdkh Rodriguez (Laboratorio de
Microbiologia del suelo, DBBE, FCEN, UBA). La mesaislGde raices de cultivos de soja utilizando un
método novedoso para el aislamiento de microorganismudoéitos”. En particular, la cepa estudiada
fue cultivada y aislada en cajas de Petri con agar malta (btitA) medio de cultivo, compuesto por

extracto de malta (3% ), peptona (0.5% ) y agar (1.5 % ).
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Cultivo de la cepa fungica DSEL1.

La cepa DSE1 estudiada fue cultivada en caja de PetrM&A como medio de cultivia
fermentacion liquida fue llevada a cabo utilizando como meldi cultivo extracto de malta. Los cultivos
en medio solido se cortaron en porciones pequefias denlpor 1 cm aproximadamente para inocular 3
erlenmeyers de 250 ml conteniendo 75 ml de mediaitlg cada uno. A la semana, estos cultivos
liquidos fueron utilizados como in6culo de 6 cultidesl litro cada uno con el mismo medio, contenidos
en erlenmeyers de 4 litros. La fermentacion fue llevadaabo a 25°C por 7 dias bajo condiciones
estaticas. Las condiciones Optimas de crecimiento fueleterminadas previamente en experimentos

de escala menor.

Extraccion y fraccionamiento.

Los 5 litros de cultivo se filtrancseparandose el medio de cultivo del micelio del horigste
ultimo fue descartado, ya que en estudios previos seidateterminado que era inactivo en los
bioensayos testeados. El medio de cultivo fue extraidoametato de etilo (X 1000ml), siendo la masa
de extracto obtenida de 1.§, luego de ser evaporado en rotavapor. Como paso siguientearticiond
el extracto mediante cromatografia flash en columna secas#ica gel, utilizando como eluyente

mezclas de polaridad creciente de,CHACOEt.

Se recogieron 3 fracciones de 300 ml cada una. Dosst@es éracciones demostraron poseer
compuestos de estructura quimica interesante por RMIYfo presentaron actividad antifangica frente

a los hongefitopatégenos testeados.

La fraccion |l (386.5 mg, eluida con LLHACOEt (6:50)) fue fraccionada mediante el uso de
cromatografia flash en columna seca en silica gel utizatomo eluyente mezclas de polaridad
creciente de cy: GBb: AcOEt, obteniéndose cinco fracciones, A, B, CEDdg 200 ml cada una. La
fraccion D, eluida con @Eb: AcOEt (50/50), fue luego purificada utilizando una mwia de silica flash
(50 cm de largo y 3.0 cm de diametro interno) con nazde solventes de polaridad creciente,CH
AcOEt. De esta Ultima separacion se obtuvieron 45 mgatepeestoll (3% del extracto originala
fraccion E (55 mg), eluida con AcOEt, fue purificadaiantzlca utilizando como fase moévil GEL:

AcOEt (70/30) obteniéndose 3 mg del compuel2§0.2% del extracto original).
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La fraccion activéll (141.9 mg, eluida con AcOEt) fue purificada utilizamocolumna de silica
flash con un sistema GEL: AcOEt de polaratl creciente, desd&0:50 (v/v) hasta AcOEt pur®e esta
separacion se obtuvieron 4 fracciones de 100 ml cada ua fracciorl (64 mg, eluida co@€HC}:
AcOEt, 7(0), fue purificada mediante ccp de silica gel utilizandmo fase movil Gigh: AcOEt 60:40.

Esta separacion brindo finalmentarig del compuestd.3 (0.07 % del extracto original).

Propiedades fisicas de los compuestos aislados.

Compuesto 11 (Asperpentina, (-)-(1R*,2S* 5R*,6 S*|@metilbut-3-en-1-inil)-7-
oxabiciclo[4.1.0]hept-3-ene-2,5-dioBolido amarillo;€ p%° 24 ~ A i X iU BW KRESI/APCin/z
[M+Na* 215.06787, (valor calculado para;,NaQs;, 215.06766,' 2.0 ppm); EM-EI (70 eV) m/z
(abundancia relativa): 192 [M](25), 175 [MOH]" (4), 163 [M-GHs]" (19), 145 33), 131 (34), 117 44),
91 (100), 77 (73), 65 (5FXMN*H (COTE): W6.01 (it, = 4.9, 2.0 Hz, H-43:34 (m, H-4"a); 5.28 (M, H-
4’b);4.46 (m, H-2)4.44 (da, E 4.9 Hz, H-58.56 (m, H-1)3.44 (m, H-6)1.91(t; = 1.3 Hz, H5"); RMN-
¥c(cocy) tabla 7.

Compuestol2: sélido amarilloEM- ARESI (+)n/z: 249.0799[M+NaJ , (valor calculado para
CiiHiNaOs, 249.0734, ' 1.4 ppn); EM-EI(70eV)m/z (abundancia relativa): 226 [M]4), 209M-OH]"
(32), 211 [MEH ] (8), 154 (85), 83 (48RMN-*H (COCk* W w (@)Xé 2.5 Hz, H-6); 4.52 (t3= 2.5 Hz,
H-7); 3.86dt, J= 3.8, 2.5 Hz, H-8); 3.5da(J=3.8Hz,H-9); 2.68d, J= 16.5 Hz, H-3a); 2.51 (& 165,
H-3b);153 (s, GCHs); 1.43 (s, €CHs); RMN*C (CITL « WLO®. 7, C-4; 166.4, C-10; 110.0, C-5; 832}, C-
64.6, C-6; 6@, C-7;57.9, C-8; 49.7, C-9; 47.2, C-3; 27 24.9, GCH;.

Compuestol3: sélido amarilloEM- ARESI (+)n/z: 263.0890[M+NaJ , (valor calculado para
CioHigNaOs, 263.0890," 0 ppm);EM-EI(70 eV) m/z (abundancia relativa): 240 [M5), 225 [M-CH]"
(1), 182 (54), 83 (58RMN*H (CDGls W 51 (= 2.1 Hz, H-7%.44 (ta, J= 2.1 Hz, H-6); B5 (dt, J=
3.7, 2.5 Hz, 18); 3.46 (da,J= 3.7 Hz, H-9); 3.42 (s, &L 2.68 (dJ= 16.5 Hz, H-3a); 2.51 (s 16.5 Hz,
H-3b); 1.53 (s, £H,); 1.43 (s, £CHs); RMN**C(CDGle W w i &4 167U4, C-10; 107.5, C-5; 83.2; C-
73.7, C-6; 65.6, C-7; 58.304); 57.0, C-8; 48.7, C-9; 47.2, C-3; 26,9}, 25.4, GO
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Posicion C Qppm) Qppmy®

1 54.0 54.1%
2 64.9 65.8
3 122.7 127.8
4 131.9 133.0
5 62.1 63.3
6 55.1 52.9°
1 92.0 91.¢¢
2 85.6 89.%
3 126.3 123.0
4 122.4 122.3
5 23.0 23.4

Tabla 7:Comparacion de los datos de RI\]/‘ﬁ@-(CDQ experimentales con bibliogréaficos ({C]IDCI;)ZS para el compuestd1

a, b, cindican que esos carbonos pueden ser intercaipbia
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Capitulo 7

Sintesis de metabolitos antimicrob ianos
producidos por el hongo Iintermareal

Acremonium furcatum
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™ Introduccion.

En estudios previos realizados en el laboratorio @slaron e identificaron nuevos
aminoalcoholes epimerico$4 y 15 (1:3) y aminoaldehidos epimérico&6 y 17 (1:1) derivados de

isoleucina, del cultivo del hongo intermaréstremonium furcatumcon actividad antimicrobiana frente

a bacterias y hongos fitopatogénos (figura 114).

Debido a que no fue posible la separacién de los epigyeri empleando HPLC con una columna
quiral, ni por métodos quimicos y enzimaticos, sediécintetizara cada uno de los componentes de la

mezcla para poder evaluar la bioactividad de cada compuestsgparado y poder determinar ademas

las constantes fisicas.

OH

Compuestd4 (2S, 3S)
Compuestd5 (2R, 3S)

/
/

O CHO
Compuestd6 (2S, 3S)

/
/

Compuestd 7 (2R, 3S)

Figurall4: Compuestos aislados del hongo marieremonium furcatum
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™ Sintesis de los compuestos 14 y 15.

Como estrategia sintética se decidio realizar el acoplamientce el correspondiente acide
isoleucina en forma tradicional empleando diciclohextboatimida (DCC)y posteriormente reducir el

acido carboxilico de la isoleucina con la metodologkdipada por Hamada y colaboradotes

Esta metodologia permitia ademas la posibilidad de obtdoerdiferentes epimeros y otros
compuestos analogos con el fin de analizar la relacidruestra actividad variado el aminoacido de

partida.

Por tal motivoel primer paso de sintesis fue la obtencién del acidatimado22, paalo cual se

utilizé el procedimiento propuesto por Ceroni y Séduijue se muestra en la figura 115.

0 o} OH o)
Zn/ Bz
\ 4+ Br > X
H OCH,CHj OCH,CHj
18 19 20
P,O5/CHCl,
o) 0
NaOH/t-BuOH
-
~ X OH RN X OCH,CHs
22 21

Figurall5: Ruta sintética para la obtencion del aci2i®

La condensacion de Reformatsky de crotonaldehido (compu&$tcon 2-bromopropionato de
etilo racémico (compuest@9) brindé como producto una mezcla diasteromérica dehliolsoxiésteres
20. Esta mezcla se traté con@® sobre silica gel Kieselgel 60 G- Merck (1:2) ear ldgl agente
Sicapent, utilizada en el trabajo de Ceroni, para obtener el compued. Dicho compuesto fue
hidrolizado al 4cid®2 con NaOH en-butanol a reflujo. Fue necesario el uso tdbutanol ya que en
presencia de otros alcoholes primarios, se produciamemesos subproductos de adicion a los dobles

enlaces, tanto en medio basico como acido.
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Como paso siguiente se obtuvo el clorhidrato corresjpente aL-isoleucina yp-allo-isoleucina
metilados, tal como se muestra en la figura 188 emplearon estos aminoacidos ya que eran los

precursores de los compuestos naturales aislados.

Este paso consistié en primer lugar en la protecciérgdgbo amino presente en el aminoacido
utilizandodi-t-butilcarbonato en TEA, posteriormente en la metilacion depg carboxilo con ioduro de
metilo en DMF y finalmente en la formacién del clorhid; haciendo reaccionar a los aminoacidos

protegidos con una solucion saturada de cloruro de hjdr en acetato de etilo setd

Se utilizaron los clorhidratos correspondientes en ludgtos aminoécidos libres, ya que su uso

mejora el rendimiento en el paso de acoplamiento postéri

Partiendo del aminoacidolle se obtuvo como producto el compues8y a partir dep-allo-lle

se obtuvo24.

COOCH;

1- (Boc)O/TEA
2- CHyl, KHCO4/ DMF compuest@3(2S, 3S)

> HCI.NH,
(D-allo-lle) 3- Hcl AcOEt, 5h, t. amb. (compuest@4 (2R, 3S))

L-lle

Figurall6: Ruta de obtenciémle los compuesto23y 24

Una vez obtenidos los compuest®?, 23y 24 se procedid al paso de acoplamiento empleando
DCC en THF, con previo agregado de 1 equivalenteasi. lEste paso brindd como productos el

compuesta2s, paral-lle, y el26 parap-allo-lle (figura 11Y.

Como base se empled Py ya que se obtuvo un mejoimeedto que con EN.
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N OH CO,CHj
22

+ 2 2

Py, DCC/THE =

COOCHS; i

25(2S, 3S) 26(2R, 39))
HCIL.NH,
23 (24)
Figurall7: Acoplamiento entre el acidd2y el aminoacid@3 (24) *
CO,CHs CH,OH
2 3 A X NH

LiBH / MeOH- E4Q

14(2S, 3S) 15(2R, 3S))

25(26) 7

Figurall8 Preparacion del compuestts (0 15)

Como paso final para la obtencién de los productos naturdsy 15 se redujeron los

compuesto25y 26 con LiBIMeOH/ELO’ para dar los correspondientes alcoholes (figura 118).
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(0]
18
/\)k
H

+ Zn/ Bz P,0s/CHCI
§ 505/ g

e \
0 OCH,CHj X OCH,CHj
Br 20 21
OCH,CHs
19
NaOH/t-BuOH
0
X OH
22
COOCH,

HCI.NH,

Py, DCCITHF 23(2S,39) 24(2R, 39))

Y 0 CH,0H
0

CO,CH;z )\/\
NN NH
N N N LiBH / MeOH/ E4O :
: —_— 14(2S, 3S) 15(2R, 3S))
2

25(2S, 3S) 26(2R, 3S))

Figurall9 Esquema general de la sintesis realizada

Los datos espectroscépicos de los compuestbg 15 sintetizados (figura 119), coincidieron con
los de los compuestos naturales aislados previamentes ywalores medidos de los poderes rotatorios

molares ([Dp)° para la mezcla de los compuestos naturales coincidio laosuma relativa de los

obtenidos para los epimeros sintéticos.

En el caso de los compuestd$ y 17 que habian sido obtenidos naturalmente como

compuestos minoritarios en relacion 1:1 y que se degmanian con facilidad, restaba determinar la
estereoquimica absoluta.
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Si bien podia asumirse que la mezcla epimérica estabaaftarporp-allo y L-isoleucinaldehido,
de igual forma que los compuestdd y 15 presentes en el mismo extracto, se decidié confirmal

través de la sintesis del compue&® (N-Boc-L - isoleucinaldehido), figura 120.

El amino&cida-isoleucina protegido en el N coro®y metilado, obtenido como se detallé
anteriormente, se redujo con borohidruro de litio dandomo productaN-Boc-L-isoleucinol, compuesto

27. Dicho compuesto fue luego oxidado con clorocromat@ilidinio (PCCpara dar el product@8.

OH

1
C;OOMe / CHO
z H H 4
NN LiBH /MeOH-ELO SN PeCiChCl, NG N
BocHN = IBH Ve ,tz BocHN - ————» BocHN 2 e 5
: 6
Compuest@7 Compuest@8

Figural20. Esquema de obtencion del compue&®

Los datos espectroscopicos de RMNy RMN=C obtenidos para el compuest®8 coinciden
con los observados para las sefiales correspondient@soade los aldehidos natuesl compuestol6,

confirmando asi su identidad y permitiendo la completgacion de la mezcla natural.

Los datos espectroscopicos determinados en este trabaja pl éster21® y para el acidad2’
son coincidentes con los hallados en la literatura.

™ Actividad biologica.

Se determinaron las actividades antibacterianas y antifingieasos compuestos naturales
sintetizados y de los intermediarios sintéticos obtenidos.
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La actividad antibiotica fue determinada mediante el métodaddasion en agar frente a cepas
de Bacillus subtilifATCC 6633gtaphylococcus aure (& TCC 25923) Bischerichia cofATCC 25922).
Gentamicina que exhibe halos de inhibicion de 25-30 frente a estas cepas, fue el compuesto

comercial utilizado como testigo positivo.

Para evaluar la actividad antifiangica se empled el método arubbgrafia directa sobre placas
de ccd®. Se utiliz6 Benomyl como compuesto comercial testige presenta halos de inhibicién entre
20y 28 mm por esta técnica. Cuando se considerd apropiaddeserminaron las concentraciones

minimas de inhibicién mediante el mismo método.

Las cepas fungicas contra las que se probd bioactividadrfukrs siguientesFusarium
virguliforme responsable del sindrome de muerte subital@soja;Colletotrichum truncatumcausante
de la enfermedad antracness Macrophomina phaseolinague causa la enfermedad conocida como

podredumbre carbonosaotrytis cinereapatégeno de vig Aspergillus fumigatus.

Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 8 (y lasistas de los compuestos se

resumen en las figuras 119 y 120).

En linea general puede observarse que en los ensayestdedad antibidtica los compuestos
14 y 25, que poseen la misma esteroquimica en sus centrosalgsir resultaron activos frente B.
subtilisy E. coli mientras que los compuestos epimérichS y 26 resultaron inactivos. Salvo el
compuestol5, que resultd levemente activo frente & aureuslos demas compuestos mencionados

resultaron inactivos.

Los intermediario1y 22 en cambio resultaron poseer buena- moderada actividad abiidai
frente a las bacterias Grampositivas, sobre todo el compues2d que presento halos de inhibicion de

15 mm frente a ambas cepas.
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14 15 21 22 25 26 28 B Mn

E. coft 7 - _ - 7 _ _ nd 9

B. subtili§ 9 B 15 9 10 B 3 nd 10
S. aureu$ _ 7 15 9 _ _ _ nd 8

F. virguliformé  10° 15 15(5R) 25(1R) 12 15 _ 20 12
A.fumigatu®  10° 15 24 (1R) 29 (1R) _ 10 14 20 10
B. cinered B 15 12 (5R) 15 (1R) _ a . 28 12
C.truncatum? 5 10 10 (10R)) 12 (1R) _ 8 11 25) nd
M. phaseolind nd Nd 10 (25Ry)) 20 (1Ry) nd nd nd 22 nd

Halos de inhibicion en mm (MI@/pt); nd no determinado;® concentracion utilizada50 RyY6 mm disco;”
concentracion utilizada50 Ry/punto; B benomylZ5 Ry/punto); Mn muestra natural de epimerdsy/ 15 (1:3); ¢ halos

difusos.

Tabla 8 Actividades antimicrobianas de los compuestos naturalgatgticos

Con respecto a los ensayos de actividad antifungica seabs@e el compuestd5 era activo
frente aF. virguliformeA. fumigatusB. cinerea/ C. truncatum con halos de inhibicion de 15 mm frente
a les tres primera cepas y 10 mm frente a la ultima, mientras que su epimefazompuestol4,
demostré poseer una pobre actividad antifangica, con hak#dlibicion difusos de 10 mm frenteFa

virguliformey A. fumigatusy 5 mm frentea C. truncatum.

Los compuestog1y 22 demostraron poseer muy buena actividad antifingica, cormiplarcon
la del producto comercial benomyl y por tal motivo sstestminaron los valores de los MIC para cada
compuesto frente a las especies flngicas ensayadadvil®observados par2l fueron entre 1y 25

Ry/pt, mientras que par22 resultaron de 1Ry frente a todas las cepas ensayadas.

Es interesante observar que la mezcla natural que contidas @ompuestod44y 15 en relacion
1:3 refleja este hecho en los ensayos realizados, gargsultd tanto antibidtica como antifingica y en
los ensayos de actividad antifingica con halos de inbibiiciferiores a los del componente con mayor

actividad.

169



Esnotable que a partir de los resultados observados en losagos puede concluirse que los
compuestos derivados delle (14y 25) resultaron antibidticos pero poco antifungicos, mientcae los

derivados deb-allo-lle 5y 26), mostraron tener buena actividad antifingica pero no antibitic

™ Conclusion.

Se sintetizaron nuevos agentes antimicrobianos que habidm gieviamente aislados del
cultivo del hongo intermareahcremonium furcatunpudiendo asi confirmar las estructuras propuestas
incluyendo la estereoquimica absoluta, y evaluar las activeElai@ogicas que posee cada compuesto

en forma individual

Debido a la muy buena actividad de los intermedialldsy 22 comparada con los productos
naturales se decidié no realizar la sintesis de otros anélagpartir de diferentes aminoacidos como se

habia planeado inicialmente al comentar la sintesid4lg 15.

Este trabajo dio origen a una publicacibn

™ Detalles experimentads.

¥ Sintesis del éster etilico del acidd)B-hidroxi-2-metil-hex-4-enoico (Compues6,
figura 119, pag.as6).

Se adicioné gota a gota una mezcla de crotonaldenl® (37 ml, 0.45 mol) y 2-
bromopropionato de etildl9, (46 ml, 0.41 mol) a una suspension de zinc (3144, @ol) en 150 ml de
benceno secoEl zinc fue previamente activado sumergiéndolo poriButes en HCI 2 N, lavandolo

luego con 2 porciones de agua, acetona y benceno siaasnte.

La reaccién comenz6 espontaneamente cuando se habia agregadximadamente un tercio
de los reactivos, y la ebullicion se mantuvo constantéliarge la regulacion del flujo de la adicion de la
mezcla de reactivos y/o por enfriamiento del balén daacion. El reflujo se mantuvo por 30 minutos y
luego de este lapso se eitfry se adicionan 120 ml de EBQ 2 N. Se extrajo la fase organica, la que se
lavé con una solucion de NaH{®s) y agua y se seco finalmente sdbegSQ anhidro y se evaporo en

rotavapor a presion reducida.
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¥ Sintesis del éster etilico del acidog(2B)-2-metil-hexa-2,4-dienoico (Compuesid,
figura 119, pag. 166

El crudo de reaccién obtenido en el paso anterior fefftufado con 35 g de,BPs en silica gel
Kieselgel 60 G- Merck (132n CHGIdurante 30 minutos. La mezcla fue entonces filtrada yiteddo
lavado con agua y secado solMeSQ anhidro. La fase organica fue evaporada a presion reducida

brindando 25 g del compuestil con un rendimiento total de36% .

¥ Hidrolisis del compuest®1 para dar el acido (£ 4B-2-metil-hexa-2,4-dienoico

compuesto2?2, (figura 119, pagl66).

A una suspensién del compuesta (18 g, 0.11 mol) ettbutanol (200 ml) se le adicionaron 1.2
equivalentes de NaOH (4.8 g, 0.13 mol), calentando ajogflor 1 hora. Al producto crudo obtenido se
le realizé una cromatografia flash en columna seca utilizaodwoo solventes de elucién un gradiente de
polaridad creciente dgy:AcOEt (50:50), obteniéndose 10.1 g del compu@&@uro en la fraccién
cy/cy:AcOEt 90:10, con un rendimiento @8l% .

¥ Obtencion deds ésteresmetilicos deN-Boct isdeucinay N-Bocb-allo-isoleucha.

Estos compuestos fueron preparados de acuerdo al pliotiento descripto por Hamada y
colaboradore$ de la siguiente forma: a una suspensionLdsdeucina (0.50 g) en acetonitrilo seco (33
ml) se le agregd dibutilcarbonato (0.9 g) y TEA (0.56 ml). La mezcla fitadaga temperatura
ambiente durante 24 hs y concentradresion reducida, dando como producto de reaccion 0.8%le
un aceite incoloro, correspondiente al aminoacMgrotegido, el cual se utilizé en el siguiente paso si

mayor purificacion.

El aminoéacido protegido (0.850 g) se disolvié en 9.derDMF y se agregaron luego 0.70 g de
K:CQ pulverizado, seguido de 0.30 ml de ioduro de metila. mezcla fue agitada a temperatura
ambiente durante 4-5 hs, después de lo cual se adicanaf ml de agua y se exjwacon acetato de
etilo: ciclohexano (1:1) (10 ml x 3). La fase organiealdvada con agua (5 ml x 2), con solucion de

sulfito de sodio 5% (5 ml x 2) y finalmente con uneisol saturada de cloruro de sodid ml). & secé
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la solucién con sulfato de sodio anhidro y se evapor8odlente a presion reducida. Se obtuvieron

0.750 g (82% ) de producto, que fue utilizado emyeiesite paso sin purificacién previa.

Para preparar el éster metilico déBocb-allo-isoleucina, se procedié de igual forma que para
N-Boct-isoleucina, partiendo deb.50 g de aminoacidm-allo-isoleucina, obteniéndose 0.730 g de
producto N-protegido. Con toda la masa obtenida se procedié aizamala metilacion obteniéndose

finalmente 0.640y (82% ) del correspondiente éster.

¥ Sintesis de los clorhidratos de los ésteres metildms-isoleucina yp-allo-isoleucina

(compuesto23y 24) (figura 119, pagl66).

A una solucién d€®.40 g del éster metilico d&-Boct isoleucina en 5 ml de acetato de etilo
seco, se le agregaron 5 ml de una solucién saturadaaderclde hidrégeno en acetato de etilo seco.
Luego de 5 hs. de agitacion a temperatura ambiente, el priederudo fue concentrado a presion
reducida, obteniéndos®.30 g (83% ) del compuest®d3. Dicho producto fue utilizado tal cual en el

siguiente paso.

Para obtener el compuest®4 se partié d€).34 gdel éster metilicdN-Bocb-allo-isoleucina y se

repitié el procedimiento utilizaden el caso anterior, obteniéndo€e250 g (98% ) de producto.

¥ Sintesis del éstemetilico del &cido (2S, 3S)-3 metil-2-—EU B3| fmetil-hexa-i[ U d [
dienoilaming pentanoico, compuest@5, (figura 119, pagl66).

El producto obtenidd?3 fue disuelto en 10 ml de THF junto cdA9 g del compuest@2y 1
equivalentede Py (0.1ml). La mezcla de reaccién fue luego enfriada @ 6r? un bafio de hielpse le
agregaron0.33 g de DCC. Luego de 30 minutos se dejo que laideapcocediera a temperatura
ambiente durante 4 hs. La N,N"-diciclohexilurea formadargmovida por filtraciéon y el filtrado fue
evaporado a presion reducidal iroducto crudo obtenido fue purificado por medio dematografia
flash en columna seca utilizando como solventes dei@iucn gradiente de polaridad creciente
ciclohexano/CKCh (1:1) hasta CHCL/AcOEL (1:1) obteniéndos@.20 g (53% ) del compue&® puro en

la fraccion eluida co@HC).
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