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RESUMEN

En los ultimos afos, ante la necesidad urgente de descubrir nuevos candidatos a
farmacos debido a la aparicién de nuevas enfermedades y el aumento de enfermedades
graves como el cdncer, las patologias neurodegenerativas y la resistencia a antibiéticos,
ha resurgido el interés en explorar fuentes microbianas en la busqueda de nuevos
productos naturales biolégicamente activos, impulsado por el avance de las técnicas de

cultivo y biologia molecular.

En la busqueda de estos metabolitos secundarios bioactivos, en el presente estudio se
ha investigado una seleccion de microorganismos (hongos y actinomicetos)
fundamentalmente de origen marino, recogidos de distintas regiones geograficas,
siguiendo una estrategia OSMAC (One Strain Many Compounds) para la induccién de
metabolitos secundarios cripticos utilizando diferentes medios de cultivo, inductores
guimicos y técnicas de cocultivo con otros microorganismos. Este enfoque permitio el
aislamiento de una amplia variedad de metabolitos secundarios, algunos de ellos
previamente descritos en la bibliografia, pero otros muchos con estructuras novedosas,
qgue fueron sometidos a una bateria de ensayos bioldgicos (antimicrobiano, antifungico,

antitumoral, insecticida, etc.) para la caracterizacién de su bioactividad.

Las estructuras de los nuevos compuestos se elucidaron mediante técnicas de HRESIMS,
RMN 1D y 2D, asi como por comparacién con la literatura, y se aplicaron métodos
computacionales QM-NMR (Quantum Mechanical - Nuclear Magnetic Resonance) para
determinar sus configuraciones relativas. En algunos casos, las configuraciones
absolutas de los compuestos novedosos se asignaron mediante dicroismo circular
electrénico o por comparacion de las rotaciones Odpticas observadas, con las de

productos naturales conocidos relacionados estructuralmente.



1. INTRODUCCION

1.1. Productos naturales como fuente de nuevos compuestos bioactivos

Si bien, en un sentido estricto podriamos englobar como productos naturales (PNs) a
cualquier compuesto orgdnico producido por organismos vivos, en la practica, este
concepto se asocia principalmente a compuestos quimicos de bajo peso molecular,
generalmente inferior a 1500 uma, que son sintetizados por organismos biolégicos (de

origen natural).!

Dichos compuestos, también denominados metabolitos secundarios, se encuentran
sélo en determinados organismos o grupos de organismos y son una expresion de la
individualidad de la especie. En muchos casos, la funcidn de estos metabolitos no se
conoce todavia. En otros casos, sin embargo, se sabe exactamente cual es el beneficio
gue representan para el organismo productor; por ejemplo: toxinas como defensa

frente a depredadores, sustancias que atraen o repelen a otros organismos, etc.

Asi pues, los compuestos bioactivos son sustancias quimicas que desencadenan una
respuesta bioldgica en el organismo, influenciando tanto la actividad celular como los
procesos fisiolégicos. Esta influencia suele traducirse en efectos beneficiosos para la
salud y puede desempenfiar un papel fundamental en la proteccion y la adaptacién de los

organismos a su entorno.

En los ultimos afos, se ha producido un renovado interés en el campo de los PNs. Ahora
reconocemos plenamente el valor de la quimiodiversidad presente en la naturaleza, lo
gue haimpulsado la buisqueda de nuevos compuestos con actividad biolédgica de utilidad
en medicina o en la industria agroalimentaria, entre otros sectores. Ademas, con el
avance de la ecologia quimica, hemos comprendido mejor el papel fundamental que
desempeiian los metabolitos secundarios en la regulacién de las complejas
interacciones entre organismos en un determinado ecosistema. A diferencia del pasado,
donde se consideraban simplemente subproductos metabdlicos, actualmente prevalece
la idea de que la sintesis de tales compuestos confiere ventajas evolutivas a los

organismos productores.?



La busqueda de nuevos PNs bioactivos ha sido de gran interés a lo largo de la historia de
la humanidad, ya que muchas sustancias derivadas de fuentes naturales tienen
propiedades bioldgicas que podrian emplearse en el desarrollo de nuevos farmacos,
nutracéuticos, alimentos funcionales o en otros sectores como agricultura, cosmética,
etc. Desde las antiguas civilizaciones, como la egipcia, la china y la griega, que utilizaban
hierbas medicinales para tratar enfermedades y aliviar dolencias, hasta la era moderna
en la que los laboratorios farmacéuticos y cientificos exploran exhaustivamente la
naturaleza en busca de compuestos con potencial médico, esta exploracién ha sido una
constante en nuestra evolucién, lo que ha llevado al descubrimiento de moléculas con
propiedades terapéuticas extraordinarias que han revolucionado la medicina y la salud
humana. El conocimiento sobre estas sustancias se ha transmitido a lo largo de los siglos
y con el avance de la quimica, en el siglo XIX se comenzaron a aislar los primeros
compuestos activos de plantas y otras fuentes naturales, sentando las bases para la

farmacologia moderna.>*

En la actualidad, los PNs son considerados un recurso inagotable de moléculas bioactivas
en la busqueda de nuevas cabezas de serie y desempefian un papel crucial en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos.! La investigacién se enfoca en la
busqueda de compuestos con mayor eficacia, biodisponibilidad, farmacocinética
mejorada, mayor estabilidad y perfiles de efectos secundarios mds bajos en

comparacion con los compuestos ya existentes.

J. Newman y M. Cragg, a través de varias revisiones publicadas en 2007,> 2012,° 2016’ y
2020,% han analizado el origen de los nuevos farmacos aprobados en los ultimos afios,
basandose en los datos obtenidos del Annual Reports of Medicinal Chemistry (ARMC) de
la Food and Drug Administration (FDA), del Drugs News and Perspective y de la base de
datos Prous (nombrada en la actualidad como Thompson-Reuters, Integrity). Estos
estudios muestran la evolucion de los PNs en el descubrimiento de nuevos farmacos en
los periodos comprendidos entre 1981-2006, 1981-2010, 1981-2014 y 1981-2019,
respectivamente. De su ultimo estudio se desprende que mas de un 50% de las 1881
nuevas entidades quimicas aprobadas como farmacos en el periodo 1981-2019 se
corresponden con PNs, entendiendo como tal a los propiamente llamados asi, a sus

derivados y a los miméticos de los mismos, que son farmacos sintéticos disefiados a



partir del conocimiento adquirido sobre un PN. Este porcentaje sube hasta el 75% si se
incluyen los productos “biolégicos” aislados de organismos o producidos por

biotecnologia y las vacunas (Figura 1).

Origen nuevos farmacos 1981-2019

7,5% 4,6%
m Producto natural

18,9% = Derivado producto natural
18,4%
m Sintético farmacoforo natural
Sintético

3,2% R ..
® Semi-sintético/natural miméticos

= Sintético/natural miméticos
11,5%

m Bioldgico

24,6% ® Vacuna

11%

Figura 1. Nuevas  entidades quimicas entre  1981-2019, clasificadas segin  su  origen.
*Producto  natural:  farmacos aislados de una fuente natural sin  modificaciéon  alguna.
*Derivado  producto natural: fdrmacos obtenidos mediante modificacion directa de un PN.
*Sintético farmacoforo natural: farmacos obtenidos por sintesis, pero el farmacéforo es de un PN. *Sintético:
farmacos obtenidos por sintesis total cuyas estructuras no guardan ninguna relacién con la de un PN, a menudo
hallados por cribado/modificacién de un agente existente.

*Semi-sintético/natural miméticos: farmacos sintéticos disefiados a partir del conocimiento adquirido sobre un PN,
con relacién directa con el PN.

*Sintético/natural miméticos: farmacos sintéticos disefiados a partir del conocimiento adquirido sobre un PN, sin
relacién evidente con el PN.

*Bioldgico: péptidos o proteinas aislados de organismos/lineas celulares o producidos por medios biotecnoldgicos.

*Vacuna: productos bioldgicos compuestos por microorganismos inactivados.

Estos estudios, junto a otros de la misma secuencia que les precedieron,®'® muestran la
evolucidn del peso de los fadrmacos cuyas estructuras estdn relacionadas de alguna
manera con la de PNs en el mercado farmacéutico mundial, en detrimento de los

puramente sintéticos (Figura 2).
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Figura 2. Evolucion y tendencia en el origen de los nuevos farmacos a lo largo de los uUltimos 40 afios a nivel mundial

segun las revisiones de Newman y Cragg.

Ademas, el éxito de los PNs se basa en que son compuestos que han pasado por un
proceso de validacion natural a través de la evolucidn. Han sido biosintetizados,
degradados y transformados por sistemas enzimaticos, lo que les confiere una ventaja
Unica en su interaccién con las moléculas diana. Por lo tanto, los compuestos sintéticos

solo tendran éxito cuando logren imitar a los PNs.™

Estas razones respaldan la idea de que los PNs desempefian un papel fundamental en la
busqueda de nuevos farmacos. Lo que hace que sean particularmente valiosos en este
contexto es la combinacién Unica de caracteristicas quimicas y bioldgicas que poseen.
Desde una perspectiva quimica, las estructuras de los PNs se destacan por su equilibrado
compromiso entre flexibilidad y rigidez. Esto significa que pueden adaptarse a las formas
y tamafios variables de los receptores de membrana, lo que facilita su capacidad para
unirse a ellos de manera efectiva. Ademas, la disposicidn de grupos funcionales en estas
estructuras es altamente favorable para la interaccidon con los componentes bioldgicos,
lo que aumenta su eficacia. Desde un punto de vista bioldgico, los PNs a menudo imitan
a otras sustancias naturales presentes en el organismo, cuya funcidon es unirse a
proteinas y participar en procesos biolégicos especificos. Esto les permite actuar como

moduladores naturales en el organismo vy, por lo tanto, tienen el potencial de generar
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menos efectos secundarios no deseados en comparacion con los compuestos

completamente sintéticos.

1.2. Productos naturales de origen microbiano

Los recursos naturales a partir de los cuales se obtienen los PNs provienen de diversos
entornos. Estos recursos pueden ser terrestres, incluyendo plantas superiores,
microorganismos, vertebrados e invertebrados, o marinos, tales como algas, esponjas,

sedimentos y microorganismos.

Un estudio sobre el origen de los PNs aprobados como NMEs (nuevas entidades
moleculares) realizado por la FDA, revelé que casi la mitad (44%) procedian de
mamiferos (PNs bioquimicos), mientras que el resto de fuentes estaban dominadas por
plantas (25%), bacterias (16%) y hongos (12%).%? Si nos fijamos mas detenidamente en
los agentes antibacterianos, destaca el hecho de que el 69% proceden de PNs, de los
cuales el 97% han sido aislados a partir de microorganismos. Desde una perspectiva mas
actual, en los ultimos 20 afios, el 77% de los antibiéticos aprobados por la FDA son PN,

siendo el 100% derivados de microbios.

Los PNs de origen microbiano, también conocidos como metabolitos microbianos,
representan una categoria Unica y valiosa dentro de la amplia variedad de compuestos
gue se encuentran en la naturaleza. Esto es debido a la naturaleza de los
microorganismos productores, tales como bacterias unicelulares, hongos vy
actinomicetos, los cuales representan una enorme diversidad genética y metabdlica.
Esta riqueza de diversidad microbiana se traduce en una impresionante variedad de
estructuras quimicas y, en consecuencia, en una amplia gama de propiedades bioactivas
y aplicaciones potenciales. Ademads, su papel en la coevolucidon bioldgica con otros
organismos, como patdgenos y depredadores, haimpulsado la evolucién de compuestos
bioactivos con diversas funciones y aplicaciones Unicas como parte de su competencia

por recursos en su entorno.3*8

Un aspecto esencial es el control que se puede ejercer en el ambiente de produccién de

estos metabolitos. Los metabolitos microbianos se pueden producir en condiciones de

12



laboratorio o fermentacion controlada, lo que permite una produccion escalable y
reproducible, siendo particularmente relevante en la fabricacién de antibidticos y otros

productos farmacéuticos.

Un ejemplo emblematico de PNs de origen microbiano es la penicilina, un antibiético
producido por el hongo Penicillium.*® Descubierta por Alexander Fleming en 1928, la
penicilina marco el inicio de la era de los antibidticos y revolucioné la medicina al
combatir eficazmente infecciones bacterianas. Otro ejemplo relevante es la
estreptomicina, un antibidtico producido por actinomicetos del género Streptomyces.*®
La estreptomicina se convirtié en un tratamiento crucial contra la tuberculosis en la
década de 1940. En un contexto diferente de accién farmacoldgica, encontramos la
bleomicina, un compuesto antitumoral obtenido de cepas de bacterias también del
género Streptomyces.?* La bleomicina ha sido fundamental en el tratamiento de diversos

tipos de cdncer y se ha utilizado ampliamente para combatir tumores malignos.

En la actualidad, los PNs microbianos contintan siendo fuentes importantes de nuevos
medicamentos y compuestos bioactivos. Por ejemplo, la ciclosporina, producida por el
hongo Tolypocladium inflatum, se utiliza para suprimir el sistema inmunolégico en
trasplantes de érganos.?? Ademas, los metabolitos microbianos tienen aplicaciones en
la industria alimentaria, como la nisina, un antibiético producido por Lactococcus lactis
que se utiliza como conservante en productos lacteos y cdrnicos,” asi como en
agricultura, como la tetranactina, una macrotetrolida con actividad insecticida y
antihelmintica o las validamicinas, que presentan actividad antifungica frente al hongo
Rhizoctonia solani, causante de la enfermedad del tizon de la vaina en plantas de arroz.*
Estas ultimas son producidas por actinobacterias de los géneros Actinomyces vy

Streptomyces, respectivamente.

Por otro lado, la ingenieria genética ha permitido la manipulacidon y modificacion de
microorganismos para mejorar la produccién de metabolitos especificos. Un ejemplo
destacado es la produccién de insulina humana recombinante mediante la ingenieria de

bacterias, que ha revolucionado el tratamiento de la diabetes.?

No obstante, es importante destacar que, a pesar de los avances significativos en la

investigacion de PNs microbianos, gran parte de la biodiversidad microbiana y sus
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potenciales metabolitos ain no se han explorado completamente. Esto sugiere que
existe un vasto territorio inexplorado con el potencial de revelar nuevas moléculas
bioactivas con aplicaciones en medicina, agricultura e industria. Los PNs de origen
microbiano contintdan siendo una fuente emocionante y prometedora de innovacion

cientifica y desarrollo tecnoldgico.

En los uUltimos afios, para dar solucidn a los grandes problemas de salud publica y la
aparicién, cada vez con mayor frecuencia, de nuevas enfermedades en el mundo
moderno (enfermedades emergentes y reemergentes) y patogenos antibidtico-
resistentes, las nuevas tendencias en la busqueda de nuevos metabolitos secundarios
bioactivos se centran en hdbitats inexplorados vy, por ello, el entorno marino se ha
convertido en un recurso principal, debido a la mayor diversidad bioldgica y variedad

metabdlica que se produce en los océanos.

El ecosistema marino, que cubre mas del 70% de la superficie del planeta, alberga una
inmensa diversidad de vida. Ademds, debido a la extrema profundidad de los océanos
(con una profundidad media de mas de 3000m), representan mdas del 99% del habitat
natural de nuestro planeta. De los 35 filos animales identificados taxonémicamente, 34
se encuentran en el ambiente marino, y muchos de ellos son exclusivos del mismo.? %’
Del resto, aproximadamente la mitad son tanto marinos como terrestres (aunque
predominantemente marinos) y sélo uno, el filo Onychophora (los gusanos de

terciopelo), es exclusivamente terrestre.

Los primeros organismos vivos aparecieron en el mar hace mds de 3500 millones de
afos, y como resultado, estos organismos han sufrido el periodo evolutivo mas largo.
Con el tiempo, las duras condiciones marinas favorecieron la producciéon de una gran
variedad de moléculas que tienen estructuras Unicas en términos de diversidad quimica,
y también una mayor incidencia de bioactividad significativa en relacidn con los PNs de
las formas de vida terrestres.?® Teniendo en cuenta que se ha explorado menos del 5%
de las profundidades marinas, y que se trata de un entorno extremo con alta presién,
baja temperatura, oscuridad y baja concentracién de oxigeno, es probable que aln se
descubran muchas nuevas moléculas con actividades bioldgicas interesantes.?” Los
organismos marinos pueden considerarse la fuente mas reciente de PNs bioactivos en

relacion con las plantas terrestres y los microorganismos no marinos. Inicialmente, su
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explotacién dependia del desarrollo de técnicas adecuadas de bioprospeccidén y mejorar
los métodos espectrométricos, principalmente de RMN, y de separacién. El avance en
estos campos ha sido muy grande en los ultimos afios, lo que ha propiciado que el campo
de los PNs marinos esté viviendo un auténtico renacimiento, y segun la version actual

de MarinLit se han identificado mas de 40.000 PNs marinos hasta la fecha.?

Desde 1995, las investigaciones sobre nuevos metabolitos marinos experimentaron un
aumento considerable debido a los descubrimientos de nuevos compuestos bioactivos
en microorganismos, invertebrados y algas. Si bien los invertebrados marinos han sido
la fuente de la mayoria de los PNs marinos bioactivos, siendo Porifera (esponjas) y
Cnidaria los filos mas prolificos, el verdadero origen de la mayoria de los PNs marinos
parecen ser los microorganismos que conviven con ellos. La mayoria de los
invertebrados marinos son sésiles y de cuerpo blando vy, por lo tanto, estan sujetos a la
depredacion potencial de los parasitos y la colonizacion microbiana perjudicial. Como
resultado, requieren un complejo arsenal de metabolitos producidos por
microorganismos simbidticos (bacterias, hongos, microalgas, cianobacterias,
dinoflagelados)® para facilitar sus defensas naturales. Esta es probablemente la razén
por la que casi todos los PNs marinos aprobados como medicamentos, o actualmente
en ensayos clinicos, provienen de fuentes biosintéticas bacterianas, resultando ser los

actinomicetos marinos importantes contribuyentes.3% 32

Las actinobacterias cuentan con un amplio metabolismo secundario y son responsables
de la produccién de cerca de dos tercios de todos los antibidticos de origen natural
utilizados actualmente en la practica clinica, ademas de contribuir a la sintesis de
numerosos compuestos con propiedades anticancerigenas, antihelminticas vy
antifungicas. También se estan explorando como fuentes potenciales de nuevos
compuestos para combatir la resistencia bacteriana a antibiéticos conocidos, y pueden
resolver problemas medioambientales, sobre todo en la biorremediacién de pesticidas,
metales tdxicos, residuos radiactivos y bioincrustaciones. En consecuencia, estas

bacterias son de gran importancia para la biotecnologia, la medicina y la agricultura.

Ademas de su uso en aplicaciones médicas y medioambientales, los actinomicetos
marinos estan siendo evaluados actualmente para diversas aplicaciones industriales

(Fig. 3).2® Algunos de estos usos incluyen: su utilidad como probidticos en acuicultura, su
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capacidad para la produccion de biocombustibles y la produccion de metabolitos
secundarios para su uso en el desarrollo de plasticos, detergentes y otros productos. Los
actinomicetos marinos son cada vez mas influyentes en estos diferentes campos vy
tienen el potencial de revolucionar la medicina, la restauracién medioambiental y la

industria.

Actinomycete Products
Medical use Envirouus:lental Industry use
Antibiotics Antifungals Biofouling Probiotics Detergents
Current wd
Applications Antitumors  Anthelmintics Bioremediation Additi
: Plastics
Biofuels Development

Figura 3. Principales aplicaciones de los actinomicetos marinos en el panorama actual.

Dentro de este filo bacteriano, las especies del género Streptomyces son responsables
de la produccién de la mayoria de los metabolitos secundarios descubiertos con
actividad antibidtica, antitumoral o inmunosupresora, tratdndose de los principales
productores de metabolitos secundarios de gran relevancia médica e industrial.®* Estas
especies estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y, aunque la mayoria de las
especies conocidas son de origen terrestre y se han aislado de suelos a lo largo de las
ultimas décadas (desde la década de 1950), en los ultimos afos estan adquiriendo un
papel mas relevante los actinomicetos marinos autdctonos que se encuentran en los
océanos y estan ampliamente distribuidos en diferentes organismos marinos (animales

y plantas), ademas del agua de mar y sedimentos.

Por otro lado, al igual que las actinobacterias, de las cuales las del género Streptomyces
resultan ser las mas prolificas, los hongos marinos también representan un enorme

potencial en la busqueda de nuevos PNs. A pesar del hecho de que muchos hongos son
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cosmopolitas y viven tanto en el mar como en otros suelos y habitats de agua dulce, en
varios casos se ha obtenido evidencia de que, bajo las condiciones marinas, es decir, en
presencia de sales, los hongos producen un perfil de metabolitos diferente en

comparacion con aquellos que se encuentran bajo condiciones de agua dulce.

Ademas de estos aislados marinos cosmopolitas, existe un grupo de hongos marinos que
comprende una serie de géneros que hasta ahora se encuentran exclusivamente en
habitats marinos. Estudios basados en técnicas dependientes de cultivo y enfoques
moleculares, demostraron que los macroorganismos marinos, como esponjas, algas y
corales son una fuente rica en hongos productores de metabolitos secundarios con gran

potencial biolégico y farmacéutico.?>*

Hasta ahora, mas del 42% de los compuestos bioactivos conocidos de origen microbiano
se han descrito como producidos por hongos filamentosos (sobre todo de los géneros
Penicillium y Aspergillus) y muchas de estas moléculas se han utilizado ampliamente
como antibiéticos y antifungicos, entre otras aplicaciones.* Ademas, se han utilizado en
diversos procesos industriales de fermentacion como la produccién de vitaminas,
enzimas, pigmentos, glicolipidos, lipidos, alcoholes polihidricos y polisacaridos,
ubicandose en el foco de interés de los seres humanos debido a su capacidad para
sintetizar un enorme numero de metabolitos con una amplia diversidad de estructuras

quimicas y bioactividades de gran interés.*

A pesar de la capacidad de producir una amplia diversidad de compuestos, la mayoria
de géneros de hongos filamentosos alin estan poco explorados y son fuentes potenciales
de nuevas moléculas con aplicaciones no solo en salud humana, sino también en

agricultura y otros sectores industriales.

El presente proyecto se centra en el aislamiento y elucidacion estructural de nuevos
metabolitos a partir de una seleccidn de actinomicetos y hongos, fundamentalmente de
origen marino, procedentes de la coleccién de microorganismos de Biomar Microbial
Technologies (BMT), aislados de muestras marinas (y también terrestres) obtenidas en
diferentes expediciones por todo el mundo, siguiendo criterios de diversidad geografica
y taxondmica. Estos microorganismos, como ya hemos visto, constituyen una fuente

poderosa e inagotable de moléculas bioactivas procedentes de su metabolismo
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secundario, que incluyen antibidticos y sustancias con actividad antiviral, antitumoral,

inmunoldgica y herbicida.*

1.3. Descubrimiento de nuevos productos naturales con potencial actividad biolégica

Como se ha mencionado anteriormente, y veremos mas en detalle en el siguiente
capitulo, en los ultimos afios, el descubrimiento de nuevos PNs bioactivos ha
experimentado un resurgimiento notable. Sin embargo, a finales del siglo XXy principios
del siglo XXI, previamente a este resurgimiento, la investigacién sobre PNs sufrié un
decaimiento en la industria farmacéutica, dado que enfrentd una serie de desafios que
llevaron a algunas multinacionales farmacéuticas a reconsiderar sus programas de
investigacion en este campo.’ > 2 Entre las diversas razones que llevaron al abandono

de los programas de PNs se encuentran las siguientes:

- Costes elevados: El proceso de aislamiento, purificacion y caracterizacion
estructural de PNs era lento y laborioso. Implica la recoleccién y procesamiento
de grandes cantidades de material biolégico, que a menudo es insuficiente para
la obtencién de cantidades significativas de un compuesto especifico. Ademas,
se requieren técnicas de extraccidn y purificacidon sofisticadas y costosas, como
la cromatografia. Por otro lado, la produccién a gran escala puede ser costosa y
dificil de escalar. La variabilidad en la produccidn, la necesidad de mantener
condiciones especificas de cultivo y la falta de control sobre los rendimientos,
pueden aumentar los costes de produccion y hacer que la inversidn sea poco

rentable.

- Estructuras quimicas complejas: La complejidad estructural de muchos PNs
bioactivos, con numerosos centros quirales, anillos ciclados y sustituyentes
oxigenados ralentiza el proceso de identificacién y contribuye a los problemas
de suministro y fabricacion. La sintesis y modificacién de estas estructuras
guimicas puede ser desafiante, lo que dificulta su produccién y optimizacion a
través de métodos quimicos, por lo que su identificacion no garantiza su

disponibilidad para su desarrollo como farmaco.
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Propiedad Intelectual y Patentes: La proteccién de la propiedad intelectual
puede ser complicada en el caso de PNs, ya que muchos de ellos son conocidos
en la medicina tradicional o se encuentran en la naturaleza. Esto dificulta la
obtencién de patentes sdlidas, impidiendo que los descubrimientos realizados
en este campo por organismos publicos de investigacidn sean desarrollados por

las industrias farmacéuticas.

Regulacion y Aprobacion: La regulacion y aprobacion de PNs a menudo es
compleja y puede variar segun las regiones geograficas, lo que puede ser un
obstaculo para su desarrollo y comercializacién. En algunas regiones, se requiere
un acceso legal y regulado a recursos genéticos, como plantas o
microorganismos, para la investigacion y desarrollo de PNs. El Convenio sobre la
Diversidad Bioldgica (CDB) y sus protocolos, como el Protocolo de Nagoya,
proporcionan un marco internacional para abordar cuestiones de acceso a
recursos genéticos y participacién justa y equitativa en los beneficios derivados

de su utilizacion.

High Throughput Screening (HTS): El surgimiento de enfoques de cribado de alto
rendimiento (High Throughput Screening) revoluciond la forma en que se
buscaban compuestos bioactivos. Ahora, las compaiiias farmacéuticas podian
probar miles de compuestos en busca de actividad biolégica en un periodo de
tiempo relativamente corto, lo que les permitia identificar candidatos

prometedores de manera mas eficiente que a través de la bisqueda en PNs.

Quimica Combinatoria: El desarrollo de la quimica combinatoria a principios de
los afios 90 permitié a las companiias farmacéuticas sintetizar miles de moléculas
diferentes en paralelo utilizando técnicas automatizadas. Esto, junto a la
aparicion de los mencionados cribados de alto rendimiento (HTS) acelerd
significativamente el proceso de busqueda de compuestos con actividades
bioldgicas especificas. La sintesis de moléculas de novo, y no derivadas de

fuentes naturales, se convirtié en un enfoque preferido debido a su rapidez,
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control y menor coste, ademas de resolver los problemas relacionados con la

propiedad intelectual.

- Reaislamiento de productos naturales: La bisqueda de nuevos PNs a menudo
lleva al reaislamiento de compuestos ya conocidos. La naturaleza es rica en
diversidad, pero algunas sustancias bioactivas pueden ser comunes en multiples
organismos o fuentes naturales. El redescubrimiento de compuestos ya
conocidos puede llevar a la percepcidn de que la investigacién de PNs no esta

generando suficiente innovacion.

- Dificultad de Abastecimiento: Garantizar un suministro sostenible de materias
primas naturales puede resultar complicado. La sobreexplotaciéon de recursos
naturales y la degradacion del medio ambiente pueden afectar el abastecimiento
de estas fuentes naturales. Esto plantea preocupaciones relacionadas con la

sostenibilidad y disponibilidad constante de materias primas.

- Microorganismos No Cultivables: Algunos microorganismos que producen
compuestos bioactivos no pueden crecer y reproducirse en las condiciones de
cultivo tradicionales utilizadas en el laboratorio. Algunas de las razones por las
gue estos microorganismos no pueden ser cultivados en laboratorio incluyen
requisitos nutricionales especificos dificilmente replicables o la dependencia de
asociaciones simbidticas. Esto limita la capacidad de producir estos metabolitos

a gran escala y estudiar su biosintesis y potencial terapéutico.

- Clusters Genéticos Biosintéticos (CGBs) silenciados: En muchos casos, los
microorganismos albergan clusters genéticos biosintéticos (CGBs) que codifican
la sintesis de PNs. Sin embargo, estos CGBs a menudo estdn silenciados o
inactivados, no expresandose o expresandose en niveles muy bajos en
condiciones de laboratorio, lo que dificulta la identificacién y produccién de los

compuestos deseados.

En resumen, los desafios en la investigacion de PNs relacionados con costes,

complejidad estructural, competencia con métodos de bulsqueda mas rapidos,
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reaislamiento de compuestos, sostenibilidad de fuentes naturales, dificultad de cultivo
de microorganismos y silenciamiento de CGBs, llevaron a algunas multinacionales
farmacéuticas a reconsiderar sus inversiones en este campo y a orientarse hacia otros
enfoques de investigacion percibidos como mds rentables y predecibles. Sin embargo,
esta transicion contribuyd al declive en la productividad de la industria farmacéutica,
reflejado en una disminucidn significativa en el nUmero de nuevas entidades quimicas
(NCEs) aprobadas como farmacos en la ultima década del siglo XX y primera del siglo XXI

(Figura 4).
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Figura 4. Numero de nuevas entidades quimicas aprobadas como farmacos en el periodo 01/1981 hasta 09/2019.8

Esta situacion volvio a plantear el interrogante acerca de la forma y el lugar donde se
deberian rastrear nuevas estructuras quimicas con las propiedades bioldgicas buscadas.
Un articulo divulgado en el afio 2003 en la revista Chemical & Engineering News sugirié
gue una de las posibles causas de este declive podria haber sido la disminuciéon del
interés en los PNs en los programas de descubrimiento de nuevos farmacos, a medida
gue la industria farmacéutica se centraba cada vez mas en las nuevas tecnologias, en
particular en la quimica combinatoria.> Esta técnica generd grandes expectativas en la
busqueda de nuevos farmacos, originando la sintesis de millones de compuestos muy

similares entre si. Sin embargo, estos esfuerzos no produjeron los resultados deseados
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y algunas de las colecciones de compuestos resultantes no produjeron ninguna molécula
activa. Hacia finales de la década de los 90, quedé claro que la estrategia de desarrollar
moléculas sintéticas de novo como candidatas a farmacos no estaba cumpliendo con las
expectativas, reconociendo que la relevancia bioldgica, el disefio y la diversidad de las

colecciones eran factores mucho mas criticos.

Este requisito representa una de las propiedades mas valiosas de los PNs en la busqueda
de nuevos farmacos, ya que representan puntos de partida bioldgicamente sélidos y
viables para la creacién de librerias de alta calidad, por lo que estos compuestos, a pesar
de los desafios inherentes a su investigacion, contindan siendo invaluables y, en

ocasiones, insustituibles.

1.4. Enfrentando los desafios: Posibles soluciones para la investigacion de PNs

La busqueda de soluciones a los desafios en la investigacidon de PNs se convirtié en una
prioridad, impulsada por las expectativas no cumplidas de las estrategias de [+D
acometidas por la industria farmacéutica a finales del siglo XX y la comprensién cada vez
mayor de la relevancia innegable de los PNs, debido a sus propiedades Unicas y su mayor
afinidad bioldgica en comparacion con los compuestos puramente sintéticos. Ademas,
la creciente demanda de terapias innovadoras y las nuevas tendencias, como el acceso
expandido a la biodiversidad a través de la exploracién de ecosistemas marinos y los
avances tecnoldgicos en técnicas de separacidn y determinacidn estructural, suscitaron

un renovado interés por los PNs como fuente de diversidad quimica.

La colaboracién multidisciplinaria entre quimicos, bidlogos, biotecndlogos vy
bioinformaticos, entre otros, se convirtié en un pilar fundamental para abordar los
desafios de manera mas eficiente. A medida que avanzaban las técnicas analiticas, la
biotecnologia y la gendmica, se ofrecian herramientas mas poderosas para la

identificacion y produccién de PNs.

A continuacidn, se explorardn en mayor profundidad algunas de las soluciones clave que

se han desarrollado para abordar los desafios en la investigacién de PNs. Cada una de
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estas estrategias innovadoras (figuras 5 y 6) ofrece un enfoque unico y efectivo para

superar estos obstaculos y aprovechar al mdximo el potencial de los PNs.

Genomica Transcriptomica Proteomica Metabolomicn
e N e )
Metagendomica whibicion enzimdtica
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Figura 5. Métodos para acceder a la quimiodiversidad a partir de microorganismos.
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Figura 6. Métodos para evitar el reaislamiento de metabolitos conocidos y acceder a nuevas entidades quimicas.
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1.4.1. Desreplicacion quimica de productos naturales

La dificultad del proceso de descubrimiento de nuevas moléculas bioactivas a partir de
recursos naturales reside en la gran cantidad de PNs conocidos y la complejidad quimica
de las muestras (extractos y fracciones), que frecuentemente contienen una gran
cantidad de compuestos que abarcan una amplia gama de concentraciones.*® En la
actualidad se han descrito mds de 400.000 PNs de bajo peso molecular, segin una
revisidon sobre la informacidon contenida en mdas de 120 bases de datos de PNs
diferentes.>> Aunque su numero podria ser casi ilimitado debido a la capacidad de las
enzimas involucradas en su sintesis, en realidad su ocurrencia es ciertamente

restringida.>®

El desarrollo de metodologias automatizadas de extraccién, fraccionamiento y
desreplicacidon, ha mejorado la calidad y rapidez del andlisis de los extractos microbianos
y, afortunadamente, durante la ultima década, los avances tecnoldgicos en
instrumentacion analitica, junto con el desarrollo de bases de datos adecuadas, han
permitido avanzar de manera eficiente en cualquier programa de descubrimiento de

farmacos basado en PNs.

Para este fin, ha sido fundamental el desarrollo de estrategias eficientes de
desreplicacién para establecer que un compuesto dado se ha aislado e identificado
previamente y evitar asi la pérdida de dinero, tiempo y motivacidn que causaria el
trabajo de reaislamiento del mismo, permitiendo centrarse en estructuras quimicas

novedosas desde la fase inicial del proceso de descubrimiento.

Es decir, la desreplicacion significa reconocer aquellos extractos activos que contienen
sustancias ya conocidas en la etapa inicial del proceso de cribado. En otras palabras, es
el proceso de analizar las muestras activas (extractos, fracciones, etc.) identificadas en
el cribado bioldgico preliminar, utilizando una combinacién de separacién analitica y
métodos espectroscépicos, para identificar metabolitos bioactivos conocidos y eliminar

el trabajo de aislamiento innecesario de los mismos.

No obstante, recordando que hasta la fecha se han identificado mas de 400.000
metabolitos secundarios de origen natural, entre los cuales mas de 40.000 son de origen
marino, es obvio que aun pueden salir a la luz nuevas actividades bioldgicas de
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metabolitos conocidos. Algunos de estos metabolitos conocidos sélo se han
determinado estructuralmente, pero nunca se han evaluado biolédgicamente, y entre los
gue ya han sido sometidos a uno o incluso mas bioensayos especificos, es seguro que
una amplia mayoria no ha revelado aun todo su potencial biolégico, simplemente
porque sigue siendo imposible probar cada compuesto en cada diana biolégica conocida
en un tiempo razonable. Para ello, la desreplicaciéon también puede ser de gran ayuda,
permitiendo acceder de manera rdpida a toda la informacién disponible relacionada con

el compuesto identificado (bioactividades, fuentes alternativas, aplicaciones, etc.).’

En la actualidad, la desreplicacion de PNs generalmente se logra mediante el uso de
cromatografia liquida de alta resolucidon (HPLC o UHPLC) acoplada con espectroscopia
UV/Vis y espectrometria de masas (MS).*® La mejor opcion para la separacion es la
cromatografia en fase reversa, que se adapta a la polaridad de la mayoria de metabolitos

secundarios similares a farmacos.

También se han descrito técnicas mas sofisticadas aplicando MS/MS, aprovechando la
informacién adicional de los patrones de fragmentacidon, permitiendo asi el

reconocimiento de las subestructuras.

Por ultimo, y no menos importante, el acoplamiento HPLC-RMN se discute como una
técnica alternativa, y su utilidad ha mejorado considerablemente por la disponibilidad
de HPLC-SPE-RMN, que combina el potencial de la separacién de la cromatografia
liquida (HPLC), la técnica de extraccion en fase sdélida (SPE) para la concentracion de
metabolitos y la informacién estructural que proporciona la RMN. Pero debido a que
esta técnica requiere un equipo bastante costoso, no disponible en la mayoria de los
laboratorios, y a que los tiempos de analisis son muy superiores a los requeridos

mediante LC-MS, aun no se ha convertido en una metodologia de rutina.

Cabe destacar que la espectroscopia de RMN proporciona informacion estructural
mucho mds valiosa en un compuesto que las de MS o UV. Rigurosamente hablando, la
técnica LC-UV-MS no necesariamente confirma inequivocamente la identidad de
compuestos conocidos, debido a la posibilidad de que existan isémeros estructurales,

regioisdbmeros o estereoisdmeros. Los tiempos de retencién de las bases de datos
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internas pueden disminuir este problema, pero indudablemente la respuesta definitiva

viene dada por la espectroscopia de RMN.

Ademas, el uso de bases de datos apropiadas juega un papel importante en la
desreplicacién de PNs. La base de datos ideal debe contener tanta informacién sobre un
compuesto como sea posible y debe poder buscarse por subestructura,
identidad/similitud estructural e identidad/similitud espectroscépica. Los campos de
consulta deseables incluyen el nombre trivial, el peso molecular, la masa exacta (o la
masa monoisotopica), la formula molecular, la identificacidon taxonémica del organismo
productor, la actividad biolégica del compuesto y la absorcion maxima en UV. Aquellas
que contienen espectros reales de RMN o desplazamientos quimicos (ya sean
experimentales o calculados) son las preferidas. Como alternativa, el concepto de *H-SF,
desarrollado por los profesores John Blunt y Murray Munro, ha demostrado ser muy
eficaz para discriminar entre estructuras candidatas alternativas en el proceso de
desreplicaciéon. Este enfoque busca caracteristicas estructurales que puedan
determinarse facilmente a partir de la inspeccion del espectro de 'H RMN de un

compuesto.

Teniendo en consideracién todo lo mencionado, se pueden proponer varios enfoques
diferentes para la desreplicacién de PNs, todos ellos implicados en la busqueda de
nuevas sustancias bioactivas de origen natural, pero cada uno siguiendo un flujo de
trabajo particular basado en diferentes materiales de partida, diferentes
procedimientos analiticos y/o de separacién y diferentes enfoques de elucidacion
estructural.” El primero permite la rapida identificacion de los principales compuestos,
sea cual sea su clase quimica, a partir de un Unico extracto natural (1). Con frecuencia,
esta primera estrategia también se combina directamente con ensayos bioldgicos para
acelerar los procedimientos de fraccionamiento guiados por bioactividad (2). En otros
casos, la desreplicacién estd totalmente integrada en estudios metabolémicos no
dirigidos para la elaboracién de perfiles quimicos de colecciones de extractos naturales
(3) o para la identificacion dirigida de compuestos predeterminados (deseados o no
deseados) en extractos naturales (4). Por ultimo, para la identificacién taxondmica de
cepas microbianas se utiliza cada vez mds una categoria distinta de desreplicacién

basada principalmente en andlisis de secuencias genéticas (5). En la siguiente figura se
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muestra el flujo de trabajo seguido para cada una de las estrategias de desreplicacion

mencionadas:

NATURAL EXTRACT
(one crude sample)

L

Fractionation

I

Simplified mixtures

3

UNTARGETED ANALYSIS

t

METABOLITE DATABASE

L

(LC/DAD, LC/MS, NMR, LC/NMR)

RAPID IDENTIFICATION OF THE MAJOR
KNOWN COMPOUNDS IN A SINGLE EXTRACT

DEREP1 NATURAL EXTRACTS

(one OR several samples)

Fractionation

IDENTIFICATION OF
KNOWN & ACTIVE COMPOUNDS

EERMEEL OR
> ANALYSIS of all FRACTIONS
t L L [ (LC/DAD, LC/MS, NMR, LC/NMR)
T TESTS METABOLITE DATABASE
on all fractions l
ANALYSIS of ONLY ACTIVE BIOLOGICAL TESTS
FRACTIONS =
Only on fractions of
unknown composition
METABOLITE DATABASE l

TARGETING NOVEL
COMPOUNDS

COLLECTION of NATURAL
EXTRACTS

DIRECT & UNTARGETED ANALYSIS
(LC/DAD, LC/MS, NMR, LC/NMR)

w\o"‘w "’
we® M“\c" STATISTICS
w PATTERN RECOGNITION
METABOLITE DATABASE

HIGH THROUGHPUT CHEMICAL PROFILING

OF NATURAL EXTRACT COLLECTIONS

NATURAL EXTRACT
(one OR several samples)

Fractionation OR NOT
simplified mixtures

TARGETED ANALYSIS
(mostly LC/MS)

t

METABOLITE DATABASE

1

TARGETED IDENTIFICATION OF SELECTED MOLECULES

COLLECTION of NATURAL EXTRACTS
(Mostly of microbial origin)

¥

165 rDNA gene SEQUENCING,
PCR-fingerprinting,
or Phenotype Analysis

 §

CLUSTERING ANALYSIS

Taxenomic dereplication t

MICROBIAL STRAIN DATABASE

INVESTIGATION OF UNTAPPED SOURCES OF
(BIOLOGICALLY INTERESTING OR TOXIC/UNDESIRED)

BIOACTIVE SUBSTANCES

Figura 7. Diferentes estrategias de desreplicacion de productos naturales en la busqueda de nuevas moléculas

bioactivas.5”

En la presente tesis, dicha tarea se realizd siguiendo los procedimientos adoptados en
BMT, que implican el uso de las técnicas LC-UV-MS y RMN para la desreplicacién de PNs,

seguido de la caracterizacién de la actividad bioldgica de los compuestos aislados.

1.4.2. Biodiversidad: Riqueza de la naturaleza

A lo largo de las ultimas décadas, la exploracidén y explotacidn de la biodiversidad ha
cobrado una importancia creciente debido a su potencial en el descubrimiento de
nuevas moléculas bioactivas. Esta diversidad abarca una amplia gama de
microorganismos, invertebrados, plantas superiores y otros seres vivos que han

evolucionado para sobrevivir en diversos entornos. Cada uno de estos organismos
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puede producir compuestos quimicos bioactivos Unicos como parte de sus mecanismos
de defensa, reproduccién o supervivencia. Esto se debe a la produccidn de PNs mediante
reacciones enzimaticas, catalizadas por proteinas programadas por secuencias de ADN
que difieren enormemente entre los organismos de origen. Ademas, las muestras
geograficamente diversas tienden a ser también quimicamente diversas, por lo que el
examen de organismos iguales o similares procedentes de distintos lugares ha sido un

enfoque productivo para el descubrimiento de nuevas entidades quimicas.>®

Uno de los avances mas significativos en este campo ha sido la exploracidon de los
ecosistemas marinos. Como se ha mencionado anteriormente, los océanos albergan una
gran diversidad de organismos y ambientes que han sido relativamente inexplorados
hasta hace poco. La busqueda en aguas profundas, arrecifes de coral, habitats de aguas
frias y otros lugares con condiciones ambientales mas extremas, ha llevado al
descubrimiento de una enorme diversidad microbiana y quimica asociada a estos
ecosistemas, 489> por lo que la biodiversidad marina, especialmente la microbiana, se
ha convertido en un area de gran interés para la productividad y el éxito de la

investigacion en PNs.

A este respecto, uno de los principales activos de BMT, institucién en la que se ha llevado
a cabo la realizacion de la presente tesis doctoral, en colaboraciéon con la Universidad de
Jaén, son sus colecciones de microorganismos, extractos y compuestos puros. Su
coleccién de microorganismos, con mds de 80.000 cepas de hongos (42%),
actinomicetos (51%), cianobacterias y microalgas (7%), fundamentalmente de origen
marino, se ha ido gestando con los afios y mas de 230 bioprospecciones por todo el
mundo (figura 8), incluyendo ambientes extremos como salinas y fumarolas. Esto ha
dado como resultado una coleccién con gran biodiversidad, que se ha traducido en una
coleccion de mas de 70.000 extractos (80% origen marino) y mas de 1.300 compuestos

puros (20% estructuras novedosas).
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® Africa ® América ™ Antartida ™ Asia ™ Europa ™ Oceania

Figura 8. Diversidad geografica de la colecciéon de microorganismos de BMT, con cepas procedentes de 47 paises
diferentes. En el mapa no se muestran las bioprospecciones realizadas en aguas internacionales (Océano Atlantico,

Mar Mediterrdneo y Mar Rojo).

Cabe destacar que muchos microorganismos son dificiles de cultivar en el laboratorio,
lo que ha llevado a la subutilizacién de este vasto recurso microbiano. Para ello, la
aplicacion de técnicas avanzadas de biologia molecular y gendmica ha sido de gran
utilidad para identificar y expresar genes de interés presentes en estos

microorganismos.

1.4.3. Ingenieria genética: Metagendémica, mineria gendmica y expresion heterdloga

Los compuestos de origen microbiano, casi con total seguridad dominaran el campo de
los PNs marinos en los préximos afios debido a la diversidad de los metabolitos
microbianos, la relativa facilidad de su recoleccién, la posibilidad de la fermentacién
para asegurar el suministro y las tecnologias avanzadas para la extracciéon de su material
gendmico y su manipulacidn en sistemas heterdlogos. De hecho, se ha revelado que las
cepas de actinomicetos marinos, tanto de vida libre como las asociadas a invertebrados

marinos, presentan una alta capacidad para la produccién de nuevas moléculas con
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actividad bioldgica, con caracteristicas estructurales Unicas cuando se comparan con los
aislamientos de actinomicetos terrestres, lo que puede deberse a la presencia de agua
marina, hecho que se ha demostrado que potencia la produccién de algunos

compuestos antimicrobianos.3* 52 %

Los datos gendmicos a menudo ponen de manifiesto una incoherencia entre el nimero
de grupos de genes identificados mediante enfoques bioinformaticos como
potencialmente productores de metabolitos secundarios, y el numero real de
metabolitos secundarios quimicamente caracterizados producidos por un
microorganismo determinado. El futuro de este campo depende de la aplicaciéon de
técnicas y tecnologias avanzadas emergentes para resolver dos problemas principales:
microorganismos que no pueden cultivarse con las técnicas de fermentacion actuales y
la activacidn de grupos/clusters de genes biosintéticos (CGBs) microbianos “silenciados”
(no expresados o expresados en concentraciones muy bajas) bajo condiciones de
laboratorio estandar. Algunos ejemplos de estas técnicas serian la metagendmica, que
permite la extraccion de ADN total de muestras ambientales para su analisis, la mineria
gendmica, que permite la comparacién bioinformatica de multiples secuencias con el
propésito de identificar genes que codifiquen enzimas relacionadas con la sintesis de
PNs de interés, halladas en un genoma especifico o en una serie de genomas
secuenciados, o el desarrollo de sistemas de expresion homodlogos para la
sobreexpresién de un determinado gen en el microorganismo del que procede, o
heterdlogos, que implican la transferencia de una ruta genética responsable de la
biosintesis de un determinado metabolito, desde un microorganismo a un hospedador

diferente.

Todas estas estrategias que dependen de manipulaciones genéticas han dado como
resultado avances inestimables en este campo. Sin embargo, estos métodos requieren
un grado relativamente alto de conocimiento de la biologia de los organismos
productores. Ademas, hay muchos ejemplos de microorganismos "dotados", desde el
punto de vista de la produccién de PNs, especialmente del medio marino, que no son
faciles de manipular genéticamente, lo que limita la mayoria de las técnicas de ingenieria

genética antes mencionadas a los grupos filogenéticos mdas conocidos y estudiados.
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Por tanto, la alteracién global de la fisiologia microbiana mediante la modificacidn de las
condiciones de crecimiento, sin manipular genéticamente el organismo productor,
puede ser mas util para cambiar el perfil de metabolitos secundarios de una cepa. Esta
técnica ha sido utilizada histéricamente en microbiologia industrial para mejorar los
procesos biotecnoldgicos mediante practicas de optimizacidon fermentativas y deriva de
la premisa de que cada cepa microbiana tiene el potencial para producir multiples
compuestos, pero sélo un numero restringido de ellos se producen bajo condiciones de

crecimiento especificas.

1.4.4. Estrategia OSMAC (One Strain Many Compounds)

Desde el descubrimiento de la penicilina, se ha reconocido que las condiciones de cultivo
tienen un impacto evidente en la produccién de metabolitos secundarios derivados de
microorganismos. Por lo tanto, una misma cepa cultivada en distintas condiciones, es

posible que genere compuestos distintos o con rendimientos diferentes.

La posibilidad de activar diferentes rutas biosintéticas a partir de la alteracion
sistematica de parametros sencillos de cultivo es una estrategia de diversificacidon de
PNs conocida como OSMAC (One Strain Many Compounds)®”3 (Figura 9). Esta capacidad
de generar un gran numero de compuestos quimicos de forma rapida y eficiente
incrementa las posibilidades de aislar moléculas con estructuras y bioactividades
novedosas. Algunos de los parametros susceptibles de alteracién para la activacion de
CGBs silenciados serian la composiciéon del medio de cultivo, parametros fisicoquimicos
como la temperatura, aireacién, pH, etc., la adicién de determinadas moléculas que

actian como inductores quimicos o la técnica de cocultivo con otros microorganismos.
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Figura 9. Descripcidn general de la estrategia "One Strain Many Compounds" (OSMAC) para provocar la produccion
de metabolitos secundarios “silenciados” mediante la alteracién de parametros de cultivo: A) "Composicion del medio

(nutrientes)"; B) "Parametros fisicoquimicos"; C) "Cocultivo"; D) "Inductores quimicos".5”

Composicion del medio de cultivo

El medio de cultivo tiene un gran impacto no sélo sobre el crecimiento microbiano sino
también en el metabolismo. La relacion C/N, la salinidad y los iones metalicos, pueden
regular el grado y el patréon de expresién de genes de metabolitos secundarios
microbianos y dar lugar a la produccién de diversos PNs. A este respecto, los efectos de
las concentraciones de nutrientes son complejos y varian notablemente entre los

diferentes microorganismos.” 70

La seleccion del medio de fermentacién depende principalmente de las fuentes de
carbono y de nitrégeno, asi como de su concentracién. Se sabe que hay diferencias entre
las fuentes de carbono dptimas para el crecimiento celular y aquellas que incentivan el
metabolismo secundario.”*”® Por ejemplo, se conoce que la glucosa es excelente para la
produccién de biomasa en la mayoria de los casos, pero reduce la produccion de
determinados metabolitos secundarios. Por otra parte, las fuentes de nitrégeno son
necesarias para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos esenciales para los
metabolitos secundarios. Existen algunas rutas biosintéticas que se ven negativamente

afectadas por algunas fuentes de nitrégeno que estimulan un crecimiento rdpido, como
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pueden ser las sales de amonio. En resumen, las fuentes de carbono y nitrégeno, ya
sean orgdnicas o inorgdnicas, complejas o simples, tienen importantes efectos sobre la
produccién de biomasa y metabolitos secundarios en microbios marinos vy, a veces, es
la relacion especifica carbono/nitréogeno o incluso los efectos sinérgicos de las fuentes

especificas de carbono y nitrégeno lo que determina la optimizacion de la produccion.

Por otro lado, nutrientes como el fésforo, azufre, oligoelementos (como algunos
halégenos) o trazas de diferentes metales (Mg, Zn, Ni o algunas tierras raras), pueden

tener una influencia importante en la produccidon de nuevos metabolitos secundarios.

Ademas, la produccién de metabolitos secundarios no solo varia con la composicion de
los medios de cultivo, sino que también se ha demostrado una produccién diferencial
cuando la fermentacién del microorganismo se lleva a cabo en medios sdlidos en

comparacion con medios liquidos.

Pardametros fisicoquimicos

Parametros como la temperatura, aireacion, salinidad o pH intervienen directamente en
el crecimiento celular y en la biosintesis de metabolitos secundarios. La diversidad
quimica de los metabolitos secundarios microbianos esta directamente influenciada por
la actividad enzimdtica microbiana, que es susceptible a la temperatura de cultivo, por
lo que, por lo general, cuanto mayor sea la temperatura, mas rapida sera la tasa de
desactivacion de la enzima. En muchos casos, la temperatura éptima para el crecimiento

es mayor que la temperatura dptima para la produccién de metabolitos.

En cuanto a la oxigenacion, se han descrito casos en los que el aumento o la deficiencia
de aireacidn del cultivo puede activar el metabolismo secundario, dependiendo de los
requerimientos de oxigeno de las enzimas implicadas en la ruta biosintética de un
determinado metabolito. La aireacidon del cultivo a menudo se controla regulando la
velocidad de agitacion. Cada vez hay mas pruebas de que las condiciones del cultivo
pueden afectar directamente al proceso metabdlico de los microorganismos: medio
sélido o liquido, en agitacién o estatico. En comparacion con el cultivo sélido y estatico,

los liquidos y en agitacion no sélo garantizan el contacto pleno de los microorganismos
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y los nutrientes, sino que también afectan a sus reacciones bioquimicas al cambiar el

suministro de oxigeno y activar grupos de genes funcionales.

Por otro lado, la salinidad es otro factor importante dentro del proceso bioquimico del
sistema de cultivo. El agua de mar en si misma es una mezcla de 96.5% de agua y 3.5%
de otros materiales, incluidas sales, gases disueltos, sustancias orgdnicas y particulas no
disueltas, siendo el 87% de las sales disueltas NaCl. La salinidad del océano es de
aproximadamente 3-3.5%, pudiendo aumentar en microambientes hipersalinos, como
piscinas de salmuera o disminuir en los manglares. Ademas, por lo general, los
ambientes marinos tienen una naturaleza ligeramente alcalina. Por lo tanto, es
razonable suponer que la expresion de metabolitos microbianos asociados con el mar

ha evolucionado para adaptarse mejor a estas condiciones de salinidad y pH.

Cocultivo con otros microorganismos

Sin duda, una de las técnicas mdas prometedoras que se emplean para estimular la
produccién de metabolitos secundarios y la activacién de CGBs “silenciados” es el
cocultivo de diferentes microorganismos.** %7679 Mientras que los procesos de cribado
tradicionales implican el cultivo de una Unica cepa microbiana (cultivo axénico), la
introduccidon de la técnica de cocultivo presenta nuevas oportunidades para la activaciéon

de rutas biosintéticas cripticas.

La produccion de metabolitos en entornos naturales se ve influenciada por la
coexistencia de otros microorganismos y las interacciones entre ellos son la base de
muchos procesos ecoldgicos, como la produccidon de metabolitos secundarios con
diferentes actividades bioldgicas y, entre estas interacciones, la competencia entre
especies juega un papel crucial en la biosintesis de metabolitos. Cuando las moléculas
sefializadoras del sistema de Quorum sensing (ej.: N-acilhomoserinlactonas) de una
especie o género interactdan con otras, pueden regular la activacién o inhibicién de
algunos procesos celulares. Por ejemplo, se ha propuesto que el aumento en la
produccién de compuestos con actividad antimicrobiana puede ser resultado de la

competencia por recursos y espacio, lo que lleva al microorganismo productor a inhibir
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a posibles competidores. Por ello, esta técnica ha demostrado ser una herramienta
eficaz para simular las condiciones fisioldgicas que se producen en el entorno natural y

pueden tener un enorme potencial para el descubrimiento de nuevas moléculas.

Por lo general, se emplea el cocultivo de diferentes cepas bacterianas y/o fungicas, pero
recientemente, se ha demostrado que la adicion de bacteriéfagos también puede tener

un efecto en la producciéon de metabolitos secundarios.®’

En un estudio llevado a cabo por R. Serrano et al.,** se analizd el uso de cocultivos
fungicos con B. cinerea para activar rutas cripticas en cepas de hongos aisladas de
diversos entornos de plantas, demostrando ser una estrategia exitosa para inducir la
produccién de nuevos antifingicos con actividad bioldgica frente a patégenos humanos
y vegetales. La interaccidn entre dichas cepas fungicas resultd en cambios drasticos en
los perfiles de metabolitos secundarios detectados en los cromatogramas de los
extractos orgdanicos, en comparacion con los obtenidos mediante el cultivo axénico de

cada hongo (Figura 10).
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Figura 10. Comparacién de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cada cepa de hongos axénicos y

su cocultivo con B. cinerea.
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Otros estudios sobre este tema revelaron la produccién de nuevos compuestos
bioactivos, o el aumento de la produccién de compuestos conocidos, mediante el
cocultivo de diferentes cepas de hongos y/o bacterias. & 8 Algunos ejemplos de este
tipo son la produccién del antibidtico Pestalona mediante el cocultivo del hongo marino
Pestalotia sp. con una a-proteobacteria marina,® y de Nafuredin B, un potente
citotéxico frente a un panel de lineas celulares tumorales humanas, procedente del
cocultivo entre los hongos marinos Talaromyces aculeatus y Penicillium variabile,®
mientras que el cocultivo de Myxococcus Xanthus y Streptomyces coelicolor resultd en

el aumento de 20 veces en la produccion de Actinorhodina por S. coelicolor.®

Estos son solo algunos ejemplos de los resultados obtenidos en investigaciones
recientes sobre la técnica de cocultivo, que demuestran la viabilidad de esta estrategia

para aumentar la diversidad quimica de los metabolitos producidos.

Inductores quimicos

Como se ha mencionado anteriormente, muchas de las interacciones microbianas que
provocan la produccidon de metabolitos secundarios bioactivos estan sustentadas por
mecanismos complejos de ecologia quimica que dependen de moléculas difusibles
denominadas “autoinductores” (sistema quorum sensing). Estas moléculas de
sefializacion bacteriana son sustancias de bajo peso molecular que se excretan y se
acumulan en el ambiente extracelular desencadenando la expresidn genética al alcanzar
una concentracién critica en el medio. Ejemplos conocidos de estas moléculas que
regulan la produccion de metabolitos secundarios incluyen el autoinductor Factor Ay la
y-butirolactona, que han demostrado tener un amplio impacto en la produccién de

compuestos bioactivos en actinomicetos.®” %

Aunque en general los autoinductores son producidos por la misma poblacion
bacteriana que sufre la regulacién de la produccién de metabolitos secundarios, existen
ejemplos tanto en bacterias marinas como terrestres en los que la respuesta del sistema
quorum sensing, y por tanto la produccién de metabolitos secundarios, se ve alterada

por moléculas similares a los autoinductores producidas por otras cepas bacterianas.
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La N-acetilglucosamina (NAcGlc) se considera uno de los inductores quimicos que actua
como molécula de sefalizacidn e induce un aumento significativo de la produccién de
metabolitos secundarios en hongos y bacterias.®® Este aminoazlcar se encuentra
presente en las paredes celulares de hongos y bacterias, y durante el crecimiento
celular, una cantidad significativa de NAcGlc se libera al medio, induciendo Ia
sefializacion celular. En un estudio sobre la produccidn de antibiéticos en Streptomyces
sp.,¥” se reveld que en condiciones nutricionales deficientes, la suplementacién con
NAcGlc acelera la produccién de antibidticos, actuando esta molécula como
sefializadora del estrés por nutrientes. Por el contrario, en medios ricos en nutrientes,
las concentraciones mas altas de NAcGlc bloquean el desarrollo y la produccidn de este

tipo de compuestos, induciendo asi una respuesta tipica del crecimiento vegetativo.

Otros dos grandes grupos de inductores quimicos son los antibidticos y los
modificadores epigenéticos. La adicion a los medios de cultivo de determinadas
moléculas, como es el caso de las cytochalasinas o determinados antibidticos a
concentraciones subletales, se sabe que pueden desencadenar la produccion de un
perfil metabdlico diferente, al aparecer nuevos metabolitos o aumentar el rendimiento
de los que ya se producian. Por otro lado, los modificadores epigenéticos son sustancias
quimicas capaces de cambiar las caracteristicas microbianas mediante la alteracion de
su estado epigenético, como los inhibidores de la ADN metiltransferasa (DNMT) y de la
histona deacetilasa (HDAC). La adicién de estos modificadores suele suprimir la actividad
de las enzimas relacionadas en la ruta biosintética y promueve el progreso de otras rutas
metabdlicas. La 5-azacitidina es el inhibidor de DNMT mas utilizado para activar los
genes silenciados por la DNMT, que inhibe la transcripcidon génica por metilacion de
determinadas zonas del ADN,”> mientras que el acido suberohidroxamico (SBHA), el
acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA, también llamado vorinostat) y la nicotinamida
son las sustancias quimicas inhibidoras de HDAC mas utilizadas para impedir la
desacetilacion de las histonas y facilitar la transcripcién y expresién de los genes
silenciados en microorganismos. Existen algunos estudios recientes en los que la adicion
al medio de cultivo de estos modificadores epigenéticos ha resultado en la produccién

de nuevos metabolitos secundarios bioactivos.®°*
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Todos estos cambios en los parametros de los procesos de cultivo ofrecen un amplio
arsenal de estrategias con la finalidad de alterar la maquinaria celular del organismo
productor en respuesta a diversas condiciones de crecimiento. La principal ventaja de
estos enfoques es que no requieren un conocimiento previo del tipo de clusters
genéticos biosintéticos y/o procesos reguladores que rigen su expresion. Ademads, estas
estrategias pueden aplicarse a microorganismos que son menos susceptibles a la
manipulacién genética, y representan herramientas ideales que pueden emplearse en

particular para desbloquear microorganismos marinos genéticamente refractarios.

Si bien es cierto que dichos enfoques pueden llevar mucho tiempo y ser desafiantes
desde un punto de vista practico, ya que la cantidad de cambios potenciales en los
pardmetros de cultivo puede ser enorme, y a pesar de los numerosos estudios dirigidos
a provocar la activacion de CGBs "silenciosos" mediante la estrategia OSMAC, aun queda

mucho por descubrir, especialmente en el caso de los microorganismos marinos.

Los pasos iniciales en la identificacién de las condiciones de cultivo adecuadas para usar
en los procesos de ampliacion de escala posteriores no requieren necesariamente
grandes volumenes. Por lo tanto, la miniaturizacién es, sin duda, la estrategia mas
prometedora para lograr mayores rendimientos.” Para ello, las plataformas
microfluidicas pueden ser los mejores dispositivos para ayudar a racionalizar las fases
iniciales de prueba. La posibilidad de cultivar microorganismos directamente en
diferentes medios en el chip microfluidico, combinada con la posibilidad de realizar
microextraccidn e inyeccién en MS en el mismo dispositivo, hace que estas herramientas
sean muy atractivas. En general, nos encontramos ante un momento emocionante para
el descubrimiento de PNs, y una integracién mas completa de enfoques microbiolégicos
basicos, métodos computacionales e innovaciones tecnoldgicas, ayudara a descubrir

gran parte del potencial indudable de los microorganismos marinos.

En el presente trabajo se ha estudiado la influencia de cada uno de estos factores en la
capacidad de los microorganismos seleccionados para producir nuevos metabolitos
secundarios, haciendo hincapié en la composicidon de los medios de cultivo, la adicion
de inductores quimicos, asi como en las interacciones microbianas mediante la técnica

de cocultivo.
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Biomar Microbial Technologies (BMT) tiene una larga trayectoria en proyectos de
descubrimiento de nuevos productos naturales de origen microbiano,
fundamentalmente a partir de microorganismos de origen marino, contando con una
coleccién propia de PNs que incluye mds de 1.300 compuestos, algunos de las cudles se
han llevado a desarrollo preclinico en algunos proyectos internos y otros han sido

licenciados a empresas del sector.

En el dmbito de salud humana, cabe destacar las licencias de varios compuestos
patentados a la farmacéutica PharmaMar S.A., enfocados al tratamiento del cancer.
Aunque estos compuestos se abandonaron por distintas causas durante el desarrollo
preclinico, estas licencias validaron el potencial de la coleccion de BMT para el
descubrimiento de farmacos. Ademds, BMT ha presentado la solicitud de dos nuevas
patentes, una de un compuesto neuroprotector para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (EP3708162A1),% y otra de un compuesto antitumoral, para el
tratamiento del glioblastoma (PCT/EP2023/077547),%° que es el tipo de tumor cerebral

con peor prondstico.

En los Ultimos anos, BMT ha dedicado una gran parte de su capacidad investigadora a la
busqueda de nuevos PNs con potencial para su uso en el campo de la agricultura. En
este campo, consiguié licenciar a la empresa Marrone Biosolutions un herbicida para
cultivos de arroz (US8476195B2),°” y ademas ha participado en el descubrimiento de una
serie de compuestos con diferentes actividades pesticidas, en proyectos de colaboracién
con algunas companias relevantes en el sector, como la multinacional Sumitomo, Valent

BioSciences o la espafiola Symborg, recientemente adquirida por el gigante Corteva.

La tasa de descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios microbianos es cada vez
menor y la posibilidad de redescubrimiento de compuestos conocidos hoy en dia es
mayor que antes. Por lo tanto, la aplicacidn de nuevas metodologias para aumentar la
diversidad quimica obtenida a partir de microorganismos es un campo de estudio con
mucho interés en los Ultimos afios. A este efecto, la estrategia OSMAC llevada a cabo en

el presente trabajo se erige como una potente herramienta.
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Algunos de los objetivos especificos propuestos al inicio de la presente investigacion

fueron los siguientes:

1. Seleccion de las cepas microbianas a estudiar (hongos y actinomicetos
fundamentalmente de origen marino), atendiendo a criterios de diversidad
geografica y taxondmica, y de produccién de metabolitos secundarios, y
desarrollo de una eficiente estrategia de desreplicacion (identificacion de
compuestos conocidos) que permita la rapida evaluacién de la novedad quimica

de los extractos con los que se va a trabajar.

2. Fermentacion de las cepas finalmente seleccionadas siguiendo una estrategia
OSMAC (One Strain Many Compounds), que favorezca la produccién de
diferentes metabolitos secundarios mediante la alteracién sistematica de
pardmetros sencillos de cultivo, junto con la puesta a punto de técnicas de

cocultivo.

3. Desarrollo de los mejores métodos para la extraccion, aislamiento y purificacion
de los compuestos producidos por los microorganismos durante los procesos de

fermentacion.

4, Estudios de elucidacion estructural de los compuestos aislados, mediante

técnicas espectroscépicas y de espectrometria (RMN, MS, UV, etc.)

5. Screening de los compuestos aislados en los diferentes ensayos bioldgicos (in

vitro) puestos a punto en BMT.

6. Estudios preclinicos o pruebas de campo de los posibles candidatos

seleccionados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y desreplicacion de extractos en el proceso de seleccion de las cepas
microbianas

A partir de la coleccidon de microorganismos de BMT se seleccionaron una serie de
hongos y actinomicetos, fundamentalmente de origen marino (solo uno de ellos fue de
origen terrestre), procedentes de muestras recogidas en areas geograficas que pudieran
ser de especial relevancia, a los que se aplicaron criterios taxondmicos tratando de
buscar cepas de géneros o especies menos estudiados hasta el momento o mas

interesantes desde el punto de vista de produccién de posibles nuevas estructuras.

Las cepas de hongos se identificaron siguiendo dos criterios, el criterio morfoldgico, y el
criterio molecular, por comparacidon de secuencias gendmicas con las bases de datos
publicas. Siguiendo el criterio morfoldgico, se tienen en cuenta caracteristicas propias
de cada cepa en cultivo sobre medio sélido en placa con agar, en medio estdndar de
crecimiento y esporulacién. En estas condiciones se evallan caracteristicas
macroscopicas como el tipo de crecimiento de la colonia, textura del micelio,
esporulacién, difusién de pigmentos, exudados, etc. En caso de presentar esporulacion
se realizan preparaciones microscopicas que permiten asignar las caracteristicas de los
cuerpos fructiferos, tipo de esporulacion y caracteristicas de las esporas. Con todos
estos datos se puede llegar a género y en algunos casos a especie, siguiendo las claves

dicotomicas de la taxonomia clasica.

La taxonomia obtenida con criterios morfoldgicos debe ser corroborada por andlisis
moleculares y viceversa. Esta metodologia permite obtener la secuencia de un
fragmento de ADN con valor taxondmico para el rango taxondmico que se desee
analizar, y compararla con las bases de datos publicas. Para obtener esta secuencia es
necesario proceder a la extraccidon del material genético del hongo y a la amplificacidn,
mediante la técnica de PCR, del fragmento de ADN mds apropiado. En el caso de los
hongos, la regidon a priori mas adecuada es ITS1-5.85-ITS2 de ADN ribosomal, que en
general presenta variabilidad suficiente para determinar taxonomia a nivel de género y

especie.
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En el caso de los actinomicetos, para todos ellos se dispone de informacion del perfil de
acidos grasos, mediante analisis por GC-MS, asi como informacién morfoldgica y
fisioldgica adicional. Para las cepas seleccionadas, se llevd a cabo la identificacién
taxondmica mediante la secuenciacion de un fragmento del gen ADNr 16s, y

comparacion de la secuencia obtenida con las bases de datos publicas.

Esta informacion, recogida en la secciéon de materiales y métodos, refleja claramente la
biodiversidad existente entre los microorganismos escogidos, encontrandose hongos y
actinomicetos con una amplia diversidad taxondmica, procedentes de distintas regiones

geograficas.

Una vez identificadas, las cepas microbianas escogidas (hongos y actinomicetos) fueron
sometidas a un proceso de seleccidon para determinar aquellas que pudieran resultar
mas interesantes desde el punto de vista de produccidon de metabolitos secundarios.
Para ello, se generd la correspondiente coleccién de extractos a partir de los
microorganismos cultivados en pequefio volumen (40 ml), en los medios y condiciones
estandar de fermentacién y estos fueron sometidos a un exhaustivo proceso de
desreplicacién quimica por LC-UV-MS, tal y como se describe en la seccién de materiales
y métodos. En este proceso se compard el tiempo de retencion, el espectro de UV, y el
espectro de masas de cada uno de los compuestos del extracto, con esos mismos
parametros de todos los metabolitos incluidos en la coleccién de compuestos puros de

BMT.
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Cddigo cepa Taxonomia Compuestos desreplicados
MI-75-A20-043 Aerom/.crob/um Acido benzoico, daidzeina, genisteina, ciclo(4-OH-Pro-Leu)
alkaliterrae

MI-61-TEA-010

BL-65-HOL2-018

AA-78-CN2-009

BL-59-SINU-006

AA-73-COF-018

AA-78-CR6-010

AA-AR-H-B002

AA-74-M02-007

HL-84-MIS4-AD04

HL-84-TRO-ADO1

HL-94-F20-Q01

HL-94-F41-AA01

HL-94-F10-P02

HL-118-04-Q01

HL-118-08-P100

HT-GU-SUES-1371

HL-102-24-R04

Gordonia terrae

Dermatophilus sp.

Salinicoccus roseus

Bacillus pumilus

Leifsonia poae

Streptomyces sp.

Streptomyces
griseorubiginosus

Streptomyces
wuyuanensis

Echinocatena
arthrinioides.

Ascomycete sp.

Galactomyces sp.

Penicillium
raistrickii

Thielavia sp.

Penicillium
brevicompactum

Sterigmatomyces
halophylus

Pleotrichocladium
opacum

Beauveria felina

Acido benzoico, daidzeina, genisteina, ciclotirosilpropil, ciclo(L-4-OH-Pro-L-
Phe), ciclo(4-OH-Pro-Leu), acidos grasos y acilglicéridos

Acido benzoico, daidzeina, genisteina, ciclotirosilpropil, ciclo(L-4-OH-Pro-L-
Phe), ciclo(4-OH-Pro-Leu), triptéfano, acidos grasos y acilglicéridos

Acido benzoico, daidzeina, genisteina, genistin, dcido pirrol-3-carboxilico

Acido benzoico, daidzeina, genisteina, triptéfano, streptazolina, loloatines,
malayamicina A, N-acetiltriptamina, ciclo(Phe-Pro), ciclo(4-OH-Pro-Leu),
ciclo(Pro-Val)

Acido benzoico, daidzeina, genisteina, ciclo(4-OH-Pro-Leu), malayamicina A

Acido benzoico, daidzeina, genisteina, ciclo(4-OH-Pro-Leu), malayamicina A,
adenosina, ciclo(Phe-Pro), indol-3-carbaldehido

Compuestos mayoritarios sin identificar

Compuestos mayoritarios sin identificar

Sulochrin, metil asterrate, 7-cloroemodin

Acido papiracilico, decumbenona A, 4cido benzoico

Terpendol C, 4cido benzoico, acidos grasos y acilglicéridos

Acido penicilico, acido dihidropenicilico, acido benzoico y acido shikimico
metil éster

Acido benzoico, acido penicilico, diisooctilftalato

Acido micofendlico, 5,7-dihidroxi-3-
(1-hidroxietil)ftalida, acido benzoico, xantoepocina, asperfenamato

Terpendol C, 4cido benzoico, acidos grasos y acilglicéridos

Compuestos mayoritarios sin identificar

Compuestos mayoritarios sin identificar

Tabla 1. Compuestos desreplicados producidos por los microorganismos seleccionados en condiciones estandar de

fermentacién.
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Con la informacion que se muestra en la tabla 1, se seleccionaron aquellos
microorganismos para los que se obtuvieron extractos con perfiles de HPLC que sugerian
la presencia de posibles nuevas estructuras, al no haber una clara correspondencia en
el proceso de desreplicacion quimica con ninguno de los metabolitos secundarios

incluidos en la coleccion de BMT.

Los microorganismos seleccionados fueron los actinomicetos Streptomyces
griseorubiginosus (codigo cepa AA-AR-H-B002), descrito en bibliografia como productor
de cinerubines y melaninas (polimeros de compuestos fendlicos) del tipo eumelaninas
con actividad antioxidante,®® *° y Streptomyces wuyuanensis (cédigo cepa AA-74-M0O2-
007), que aparece en bibliografia como productor de metabolitos secundarios con una
potente actividad antibacteriana frente a B. subtilis, M. luteus y S. aureus,*® asi como
enzimas degradadoras de la pared celular (CWDEs) y sideréforos con actividad

antifangica.0 102

Por otro lado, se seleccionaron los hongos Pleotrichocladium opacum (cédigo cepa HT-
GU-SUES-1371), perteneciente al género Trichocladium, el cual estd descrito en
bibliografia como productor de varios metabolitos secundarios bioactivos que incluyen
inhibidores de serino proteasas de la via de la coagulacién, asterriquinonas CT1, CT3 y
CT4, humicolona, una tetralona fendlica citotdxica, inhibidores de diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT) humana, amidepsinas A — K,’® ademads de una amplia familia de
policétidos, como massarilactonas, massarigeninasy trichocladinoles; y Beauveria felina
(cédigo cepa HL-102-24-R04) productor de una familia de ciclodepsipéptidos, en
concreto destruxinas e isariinas con diversas actividades biolégicas, como citotdxicas,
fitotdxicas, antimicrobianas, antivirales, antihelminticas, insecticidas, antimaldricas,

antitumorales e inhibidoras de enzimas.'%3!12
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3.2. Aislamiento, purificacion y elucidacidn estructural de los metabolitos secundarios
producidos por las cepas microbianas seleccionadas a través de la estrategia
OSMAC

En los ultimos afios se han desarrollado diversas estrategias para el descubrimiento de
nuevos productos naturales cripticos. Una de las mas versatiles ha sido la estrategia
OSMAC, basada en la manipulacién controlada y sistematica de las diferentes
condiciones de cultivo microbiano. Siguiendo esta estrategia, las cuatro cepas
microbianas seleccionadas (2 hongos y 2 actinomicetos) fueron fermentadas en primer
lugar en un medio y condiciones estandar de produccién de metabolitos secundarios, y
posteriormente, se realizé una prueba de medios para seleccionar aquellos en los cuales
se apreciaba una alteracidn notable en el perfil metaboldmico, respecto al obtenido en
las condiciones estdndar de fermentacién, incluyendo medios liquidos y sélidos, la

adicién de inductores quimicos y la técnica de cocultivo con otros microorganismos.

A continuacion, se detalla el aislamiento, purificacion y elucidacién estructural de los
metabolitos secundarios producidos por estas cepas microbianas en las distintas

condiciones de cultivo probadas siguiendo la estrategia OSMAC (figuras 11y 12).

Los espectros de RMN (1D y 2D), espectros de masas de alta resolucidn y de absorcién
UV de los compuestos con estructuras novedosas, estan incluidos en los anexos,

clasificados por microorganismo productor, en el orden en que aparecen en el texto.
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Fermentaciéon bajo diferentes
Microorganismos: condiciones de cultivo. ..
Hongos y actinomicetos Extraccién
gosy Estrategia OSMAC Extracto orgénico

1 A A P |

= YAY=

Aislamiento, purificacién y

Medio cultivo Parametros fisicos Co-cultivo Inductores quimicos

elucidacion estructural de PNs

Figura 11. Estrategia OSMAC seguida para la activacion de clusters genéticos silenciados y la producciéon de diferentes

metabolitos secundarios.
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Cromatografia HPLC puro
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N = |
= -
Espectros RMN 1D Espec?cfs RMN 2D
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s L1l | &1
Desreplicacion v = 1
HPLC-UV-MS Elucidacién estructural por RMN
Técnicas adicionales:
- Polarimetria

- Dicroismo Circular Electronico (ECD)

- Métodos computacionales (QM-NMR)

Ensayos bioldgicos

Figura 12. Descripcion del proceso completo de aislamiento, purificacién, elucidacién estructural y ensayos biolégicos

de los metabolitos secundarios producidos por los microorganismos seleccionados.
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3.2.1. HT-GU-SUES-1371 (Pleotrichocladium opacum)

A partir del hongo P. opacum, aislado de una muestra de suelo recogida en Espafia,
cultivado en medio JSA (condiciones estdndar de fermentacidn), se aislaron e
identificaron nueve PNs (1-9) (figura 13), entre los que se incluian dos compuestos

nuevos (8 y 9).

O 0
o—4 0 0O~
Z OH \ = OH
/////,’ o) / o )///,’
OH 5 OH
(0]
HO Y
3 on 5
1 2 3
Massarilactona A Massarilactona B Massarilactona C
O
o—t 0
%é,, z OH O =
! (0]
(0) O
HO Y
I-T OH
4 5 6
Massarilactona E Massarilactona H Massarigenina A

Massarigenina C

Figura 13. Metabolitos secundarios aislados de P. opacum cultivado en condiciones estandar (medio JSA).

El extracto orgdnico (11.25 g) de esta fermentacién se fracciondé mediante CPV
(cromatografia en placa filtrante a vacio) utilizando un gradiente de
hexano/EtOAc/MeOH obteniendo 12 fracciones (!F1-1F12), de las cuales F6, 1F7, 1F8-9
y IF11 contenian compuestos sin desreplicacion quimica frente a la coleccién de
compuestos puros de BMT, tras su analisis por HPLC/UV/MS, por lo que se procedio al

aislamiento y purificacion de estas moléculas. La fraccion IF11 fue sometida a
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cromatografia liquida de fase normal utilizando un gradiente de CH,Cl,/acetona como
fase movil para obtener los compuestos 1 (126 mg) y 3 (94.8 mg). Para el aislamiento de
los metabolitos secundarios detectados en la fraccion IF7 se siguié un procedimiento
similar, seguido de un paso de purificacion en HPLC semipreparativo utilizando un
gradiente de MeOH/H,0 como sistema de elucidén para obtener los compuestos 4 (36
mg) y 5 (8.5 mg). Por ultimo, siguiendo el mismo procedimiento descrito para la fraccién
1F7, a partir de la fraccién 1F8-9 se aislaron los compuestos 2 (6.1 mg), 7 (11.7 mg) y 9

(13.7 mg), y a partir de la fraccion 1F6 se obtuvieron los compuestos 6 (87.2 mg) y 8 (28

mg) .

Los compuestos 1-7 se identificaron como massarilactonas A-C (1-3),1!* 114 E-H (4-5),11>
117y massarigeninas A (6) y C (7),**® por comparacién de sus espectros HRESIMS y RMN

1D y 2D con los descritos en la bibliografia.

El compuesto 8 se aislé como un sélido incoloro, cuya férmula molecular se determiné
como Ci12H1806 (cuatro grados de insaturacion) a partir de los datos de HRESIMS y RMN.
Los espectros de 'H y 13C RMN (Tabla 2) sugirieron la presencia de dos grupos metilo
(uno de ellos formando un resto de CH3CH-), un grupo metoxilo, un carbonilo de éster
(6c 177.0), tres protones oximetinos, dos carbonos cuaternarios sp3, uno de ellos
hemiacetdlico (6c 56.8, 102.0, respectivamente), una olefina 1,2-disustituida y tres
protones intercambiables (6x 2.49, 4.03 y 4.20). Los dos grados de insaturacién restantes

indicaban que este compuesto presentaba una estructura biciclica.

El andlisis del espectro gCOSY (COrrelation SpectroscopY) permitié asignar dos sistemas
de espin aislados correspondientes a C4-C8/C11/7-OH y C2-2-OH, que junto con las
correlaciones observadas en el espectro gHMBC de H-8 con C-4, y de H-11 y H-5 con el
carbono cuaternario C-3, establecieron un anillo de ciclohexeno pentasustituido.
Ademas, las correlaciones de H-2 y H-8 con el carbonilo del éster C-9, de H3-10 con C-2
y el carbono hemicetalico C-1, y de H-2 con C-4, junto con la férmula molecular del
compuesto, y los desplazamientos quimicos de H-8 y C-8, sugerian que el carbono C-1
debia estar unido mediante un puente de éter a C-8, estableciendo un anillo de

tetrahidrofurano.
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Una vez determinada la estructura plana, se llevd a cabo la determinacion de la
estereoquimica de la molécula. Esta tarea suele abordarse utilizando informacién
espacial obtenida a partir del experimento NOESY, sin embargo, es relativamente comun
en la quimica de PNs que la escasa cantidad de muestra impida obtener datos claros de
dicho experimento debido a su baja sensibilidad. Como alternativa, el uso de cdlculos de
mecdanica cudntica para desentrafiar la informacién codificada en los desplazamientos
guimicos de RMN, también conocidos como métodos QM-NMR, es actualmente una de
las estrategias mas populares para este fin y se ha utilizado con éxito en la elucidacién
de la estructura de compuestos muy complejos,’***?! ya que se esta convirtiendo en un
enfoque mas rapido y, en algunos casos, incluso mas fiable que el enfoque de sintesis
total.’?> 13 Existen varios métodos para esta tarea, sin embargo, los que se basan en el
teorema de Bayes, como la probabilidad DP4 original o los métodos DP4+ y J-DP4 mas
elaborados, destacan sobre el resto.'***?’ Todos ellos comparan los desplazamientos
quimicos calculados frente a los datos experimentales de RMN, obteniendo la
probabilidad de que un candidato concreto sea el correcto.!® Teniendo en cuenta la
estructura bastante rigida del compuesto 8, se estudiaron los 32 posibles
diastereoisémeros candidatos mediante el método DP4+ para asignar su configuracion
relativa y comparando los datos experimentales y calculados de *H y 13C RMN, se obtuvo
la mejor coincidencia para el isémero 15* 2R*, 35* 4S*, 7R*, 85*. Este resultado fue
compatible con las configuraciones relativas asignadas en la literatura para los
compuestos relacionados trichocladinoles A y B,'* por lo que la configuracion relativa

de la molécula quedé claramente definida como se muestra en la figura 13.

Figura 14. Conformacién de minima energia para el compuesto 8.
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Tabla 2. Datos de RMN del compuesto 8 en CDCl; a 400 (1H) y 100 (13C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosY gHMBC
1 101.9,C
2 3.57, (d, 10.0) 80.2, CH 2-OH C-4,9
3 56.7,C
4 2.55, m 33.0,CH 5,6,11
5 5.54, (dt, 2.9,9.6) 131.5,CH 4,6,7 C-3,4,11
6 5.88, (dm, 9.6) 133.8, CH 4,5,7,8
7 411, m 68.3, CH 5,6,8,7-OH
8 4.63, (dd, 1.5, 4.3) 83.1, CH 6,7 C-4,6,7,9
9 176.8,C
10 1.40, s 23.2, CH3 C-1,2
11 1.25,(d, 7.1) 15.8, CH3 4 C-3,4,5
12 3.84,s 53.3, CH; c-9
1-OH 4.20, s
2-OH 4.03, (d, 10.0) 2 c3
7-OH 2.49, (d, 10.4) 7

_—~ gHMBC
m— gCOSY

Figura 15. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 8.

Por otro lado, el compuesto 9 se purificé tal y como se ha descrito anteriormente,
obteniendo un aceite incoloro, cuya férmula molecular se establecié como C11H2003 (dos
grados de insaturacién) a partir de los datos de HRESIMS y RMN. El analisis de los datos
de H y 3C RMN (Tabla 3) junto con el espectro gHSQC, revelaron la presencia de dos
restos CH3CH-, un grupo metilo singlete, dos grupos metileno multiplete, un metileno
oxigenado, un grupo acido carboxilico y una olefina trisustituida. El grupo carboxilo y la
olefina explicaban los 2 grados de insaturacién calculados, por lo tanto, el compuesto 9

se trataba de un compuesto aciclico.
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El analisis del espectro gCOSY permitio la asignacion de un sistema de espin aislado
correspondiente a C3-C8/C9/C10/C11, donde H-3 y H3-9 mostraban una constante de
acoplamiento alilica (J3-9=1,5 Hz). Estos datos, junto con las correlaciones observadas en
el experimento gHMBC de H-3 y H3-9 con el 4cido carboxilico, confirmaron la estructura

del compuesto 9 tal y como se muestra en la Fig. 13.

Para definir la configuracidn relativa de este compuesto se estudiaron los dos posibles
diastereoisémeros mediante el método DP4+, obteniendo la mejor coincidencia para el
isomero 4R* 6S* con una probabilidad superior al 99%. Esta propuesta se vio

respaldada por las correlaciones NOESY observadas entre H4-H9 y H4-H11 (Fig. 16).

Figura 16. Conformacién de minima energia para el compuesto 9. Las lineas discontinuas representan correlaciones

NOESY.

Tabla 3. Datos de RMN del compuesto 9 en CDCl; a 400 (*H) y 100 (13C) MHz

no. Sn, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosY gHMBC

1 172.9,C

2 125.9,C

6.63, (dd, 1.5,10.3) 150.6, CH 4,9 C-1,2,4,5,9,10

4 2.65, m 31.2,CH 3,5b, 10 C-2,3,5,10

5a 1.19, m 44.6, CH, 5b, 6 C-3,4,6,7,10,11
5b 1.35% 4,53, 6 C-3,4,6,7,10,11
6 1.48%* 27.8, CH 53, 73,11 C-5,8

7a 1.36%* 40.5, CH, 6,7b, 8 C-5,6,8,11
7b 1.53* 6,7a,8 C-5,6,8,11

8 3.67, m 61.1, CH; 7a, 7b C-6,7

9 1.85, (d, 1.5) 12.4, CH3 3 C-1,2,3

10 1.00, (d, 6.6) 20.6, CH3 4 C-3,4,5

11 0.87, (d, 6.4) 19.6, CHs 6 C-5,6,7

* Sefales solapadas
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_—~ gHMBC
m— gCOSY

Figura 17. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 9.

A continuacién, se cultivé el hongo P. opacum en medio sélido de arroz, obteniéndose
tres metabolitos secundarios adicionales (10-12), ademas de la mayoria de los
compuestos aislados en la fermentacion en condiciones estdndar descritos

anteriormente.

10

10 11 12
Massarilactona D Trichocladinol C

Figura 18. Metabolitos secundarios aislados de P. opacum en medio de cultivo sélido de arroz.

A partir del extracto orgédnico (40.1 g) se obtuvieron un total de doce fracciones (?1F1-
R1F12) mediante CPV, concentrandose los metabolitos secundarios de interés en la
fraccién R1F8-9, que se fracciond mediante cromatografia liquida de fase normal
utilizando un gradiente de CH»Cl>/acetona para obtener 10 subfracciones (*?F1-*?F10).
El compuesto 10 (35.2 mg) se purific6 mediante cromatografia liquida de fase reversa
utilizando un gradiente de acetona/H,0 a partir de la subfraccién f?F8-10, mientras que
los compuestos 11 (14.5 mg) y 12 (39.4 mg) se obtuvieron siguiendo el mismo

procedimiento a partir de las subfracciones *F7 y ??F6, respectivamente.
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Los compuestos 10 y 11 se identificaron como massarilactona D'** y trichocladinol C,*
respectivamente, por comparacién con los datos descritos en la bibliografia, mientras

qgue el compuesto 12 resulté ser un nuevo PN.

Este compuesto se obtuvo en forma de cristales incoloros y su férmula molecular,
C11H1604 (cuatro grados de insaturacién), se determiné mediante HRESIMS y RMN. Los
espectros de RMN 1D y 2D eran muy similares a los del compuesto 8, salvo que el éster
metilico presente en 8 se sustituia por un metileno oxigenado (6x 3.67, 3.76 y 6¢ 59.8).
Sin embargo, los cuatro grados de insaturacion requeridos para esta molécula sugerian
una estructura triciclica. La acetilacién del compuesto 12 con anhidrido acético y piridina
produjo el derivado diacetilado 13 (figura 19), lo cual coincidia con el hecho de que el

espectro 'H RMN del compuesto 12 sélo mostrara 2 protones intercambiables (2-OH y

9-OH).

Ac,O
HO . “
Py

S $
S N
S S
) N
N N

12 13

Figura 19. Acetilacion de 12 con anhidrido acético y piridina para obtener 13. Las flechas curvas representan

correlaciones gHMBC.

Toda esta informacion, junto con el peso molecular del compuesto 12, llevd a la
conclusién de que el carbono C-1 debia estar unido mediante un puente éter a C-7,
estableciendo un acetal ciclico. Por lo tanto, el compuesto 12 es una molécula triciclica
con anillos fusionados de ciclohexeno, tetrahidrofurano y dioxolano. La estructura de
esta molécula se confirmé posteriormente por comparacion con los datos descritos en

la bibliografia para los trichocladinoles A y B, que presentan el mismo esqueleto

triciclico.
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Aunque este compuesto posee seis estereocentros, su estructura triciclica sélo permite
cuatro isdmeros geométricamente factibles, que fueron estudiados mediante el método
DP4+ obteniendo una probabilidad del 98% para el isémero 1R*, 2R*, 35*, 45*, 7R*, 85*.
Esta propuesta coincide con la estructura del trichocladinol A y fue respaldada por la
observacion de correlaciones NOESY entre H2-H11, H4-H8 y H7-H8. Ademads, el
compuesto 12 presenta una rotacion 6ptica ([a]?% = +66.82) similar en signo y magnitud
a la del trichocladinol A ([a]®% = +789), lo que indica que ambos compuestos comparten

la misma configuracidn absoluta (IR, 2R, 3S, 4S, 7R, 8S).

Figura 20. Conformacion de minima energia para el compuesto 12. Las lineas discontinuas representan correlaciones

NOESY.

Tabla 4. Datos de RMN del compuesto 12 en MeOH-d, a 400 (*H) y 100 (13C) MHz

no. Sn, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosyY gHMBC
1 111.3,C
2 3.68, s 78.8, CH C-1,8,9
3 54.1,C
4 2.73,(ddq, 7.4,2.7,2.4)  309,CH  5,6,11 C2,3,5,6,9,11
5 5.73, (dd, 2.4, 10.0) 138.2, CH 4,6 C-3,4,7,11
6 5.84,(ddd, 2.7,5.2,10.0) 124.1,CH 4,5,7 C-4,7,8
7 4.00, (dd, 5.2, 3.8) 70.5, CH 6,8 C-3,5,8
8 4.40, (d, 3.8) 77.0, CH 7 c-1,2,7,9
9a 3.67,(d, 11.8) 59.8, CH; 9% C-2,4,8
9b 3.76, (d, 11.8) 9a C-2,4,8
10 1.43,s 14.6, CH3 C-1,2
11 1.14, (d, 7.4) 16.2, CH3 4 C-3,4,5
2-OH* 4.94, (d, 6.0) 2 C-1,2,3
9-OH* 4.52, (t, 5.3) 93, 9b C-3,9

* Datos extraidos de mediciones en DMSO-de.
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Figura 21. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 12.

Siguiendo la estrategia OSMAUC, se llevd a cabo una nueva fermentacion de P. opacum
en medio sélido, pero cambiando el arroz por trigo, lo que permitié el aislamiento de
dos metabolitos secundarios adicionales (14-15) no observados en anteriores
condiciones de cultivo.

\ OH

(CH2)19

OH

14 15
5-heneicosilresorcinol

Figura 22. Metabolitos secundarios aislados de P. opacum en medio de cultivo sélido de trigo.

A partir del extracto orgdnico del cultivo en trigo (21.4 g) se obtuvieron doce fracciones
(WIF1-WIF12) tras una CPV. El compuesto 14 (65.9 mg) se aislé de la fraccion WF4-5 tras
purificaciéon por cromatografia liquida de fase normal utilizando un gradiente de
hexano/éter. Por otro lado, la fraccién W!F6 se fracciond por cromatografia liquida de
fase normal usando un gradiente de CH;Cl>/acetona como fase movil, seguido de un
paso de purificacion por HPLC semipreparativa con un gradiente de MeOH/H20 como

sistema de elucién, para obtener el compuesto 15 (6.4 mg).

El compuesto 14 resulté ser un derivado de resorcinol, 5-heneicosilresorcinol,**°

identificado por comparacion con los datos publicados en bibliografia, mientras que el
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compuesto 15 se trataba de un nuevo acido graso no descrito previamente en la

bibliografia.

El compuesto 15 se aisl6 como un aceite amarillento con férmula molecular C11H2003
(dos grados de insaturacién) determinada a partir de los datos de HRESIMS y RMN. Los
datos de RMN del compuesto 15 (Tabla 5) eran muy similares a los del compuesto 9, y
el hecho de que ambos compuestos tuvieran la misma férmula molecular revelé que se

trataban de isémeros de posicién.

La comparacion de los datos de *H y 3C RMN entre estos dos compuestos reveld la
presencia de un grupo metilo singlete unido a un carbono cuaternario oxigenado (&c¢
73.1) y un grupo metilo triplete adicional (CH3-CH;) en el compuesto 15, en lugar del
metileno oxigenado presente en 9. Las correlaciones gHMBC de H;-5, Hz-7, H3-8 y H3-11
con el carbono cuaternario oxigenado sugirieron su localizacién en C-6, estableciendo la

estructura del compuesto 15 como se muestra en la Fig. 22.

La asignacion de la estereoquimica de este tipo de moléculas (9 y 15) no es trivial, ya
que su estructura aciclica permite una gran flexibilidad conformacional. Por ello, los
resultados obtenidos tras el calculo de la probabilidad DP4+ para los dos
diastereoisémeros posibles no resultaron contundentes en este caso, obteniendo la
mejor coincidencia para el isémero 4R*, 6R* con una probabilidad >82%. Teniendo esto
en cuenta, se asignd tentativamente la configuracion relativa de este compuesto como
4R*, 6R*, configuracion que parece respaldada por las correlaciones NOESY observadas

entre H4-H9 y H4-H11.

Figura 23. Conformacion de minima energia para el compuesto 15. Las lineas discontinuas representan correlaciones

NOESY.
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Tabla 5. Datos de RMN del compuesto 15 en CDCl; a 400 (1H) y 100 (13C) MHz

no. &y, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCoSsY gHMBC

1 173.1,C

2 1245,C

3 6.78, (d, 10.2) 151.1, CH 4,9 C-1,2,4,5,9,10
4 2.75, m 29.5, CH 3,5,10 C-10

5 1.59, m 48.2, CH; 4 C-3,4,6,7,10,11
6 73.1,C

7 1.45, (q, 7.6) 35.1, CH; 8 C-5,6,8,11

8 0.88, (t, 7.6) 8.3, CHs 7 C-6,7

9 1.86, s 12.0, CH3 3 C-1,2,3

10 1.02, (d, 6.9) 21.6, CH3 4 C-3,4,5

11 1.12,s 26.4, CH3 C-5,6,7

O _—~ gHMBC

Figura 24. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 15.

El siguiente paso en la estrategia OSMAC consistid en el estudio de la adicién de
inductores quimicos al medio de cultivo. Estas moléculas, como se ha mencionado
anteriormente, son capaces de desencadenar la alteracion del perfil metaboldmico del
cultivo, al aparecer nuevos metabolitos o modificar el rendimiento de los que ya se

producian en condiciones estandar.”

En esta linea se llevaron a cabo nuevas fermentaciones del hongo P. opacum, esta vez
afiadiendo los inductores quimicos 5-azacitidina y N-acetil-D-glucosamina,
respectivamente, al medio de cultivo sélido en arroz. La adicién de 5-azacitidina condujo
al aislamiento de cuatro nuevos metabolitos secundarios no descritos previamente en
la literatura (16-19), mientras que la adicién de N-acetil-D-glucosamina, desencadend la
producciéon de massarilactona G (20)*' y de un diastereoisémero de trichocladinol C

(21).
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Figura 25. Metabolitos secundarios aislados de un cultivo sélido en arroz del hongo P. opacum, con la adicién de los

inductores quimicos 5-azacitidina (16-19) y N-acetil-D-glucosamina (20-21).

Como en fermentaciones anteriores, a partir del extracto organico del cultivo sélido en
arroz, con adicién de 5-azacitidina, (45.8 g) se obtuvieron doce fracciones (*?F1-A1F12)
tras una CPV. A continuacion, la fraccidn #1F10, se fracciond por cromatografia liquida
de fase normal utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH para obtener 12 subfracciones
(A2F1-/2F12). El compuesto 16 (27.1 mg) se aislé de la subfraccidn #?F4 tras purificacion
por cromatografia liquida de fase normal con un gradiente de CH,Cl,/acetona, mientras
que el compuesto 17 (1.3 mg) se obtuvo de la subfraccidn #?F10 tras purificacién por
HPLC semipreparativa utilizando un gradiente de MeOH/H,0. La fraccion #?F11 también
se fracciond, siguiendo el mismo procedimiento descrito para la purificaciéon del

compuesto 17, para obtener los compuestos 18 (4.4 mg) y 19 (2.1 mg).

Cuando se lleva a cabo un cultivo sélido en arroz, pero con adicién de N-acetil-D-
glucosamina, se obtiene un extracto organico (67.4g), del que, siguiendo el mismo
procedimiento de CPV, se obtienen 12 fracciones. De las fracciones M F6-7, se aislan los

compuestos 20 (9.3 mg) y 21 (49.4 mg). La purificacion de estos compuestos se realizd
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mediante cromatografia liquida de fase normal con un gradiente de CH,Cl,/acetona,

seguida de HPLC semipreparativa utilizando un gradiente de MeOH/HO.

El compuesto 16 se aislé como un aceite incoloroy el analisis de los resultados obtenidos
por HRESIMS y RMN determinaron su formula molecular como C11H160s (cuatro grados
de insaturacion). El estudio inicial del espectro de 'H RMN de 16, revelé claras
similitudes estructurales con massarilactona C (3), aislada de la fermentacion en
condiciones estandar, pero en lugar del éster metilico (6u 3,73, 6¢c 52,2) presente en
massarilactona C, el compuesto 16 mostraba un grupo acido carboxilico libre. El analisis
de los espectros de RMN 2D confirmaron que el resto de la molécula era idéntico al de

massarilactona C.

El andlisis computacional mediante el método mix-J-DP4 permitiéd asignar la
configuracion relativa de este compuesto como 25* 3R* 45* 6R* 75* y 95* con una
probabilidad superior al 90%, configuracién confirmada por la probabilidad obtenida
mediante el método DP4+ (>99%). Las correlaciones NOESY observadas entre 30H-40H,
H3-H7 y H6-H8 reforzaron la estereoquimica propuesta, la cual coincidia con la de
massarilactona C. Ademds, ambos compuestos presentan valores de rotacion del mismo
sigho y magnitud, (massarilactona C: [a]?’ = +105.92; compuesto 16: [a]?’p = +104.29),
sugiriendo la misma configuracion absoluta, por lo que la estructura tridimensional del

compuesto 16 quedé claramente definida como se muestra en la Fig. 25.

Figura 26. Conformacidn de minima energia para el compuesto 16. Las lineas discontinuas representan correlaciones

NOESY.
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Tabla 6. Datos de RMN del compuesto 16 en CDCl; a 400 (1H) y 100 (13C) MHz

no. Su, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosY gHMBC
1 171.0,C
2 64.6, C
4.13, (dd, 5.6) 73.7, CH 4,3-OH C-1,4,7,9
4 419, m 66.5, CH 3,4-0OH, 5a C-2,3,5,6
5a 1.85, (ddd, 1.3, 5.6, 15.7)  38.3, CH; 4,5b C-4,7
5b 2.25, (dd, 15.7, 3.8) 53,6 C-3,4,6,7
6 4.23, (dd, 3.8, 1.3) 81.1, CH 5b C-2,4,8,9
7 1.90, (g, 7.0) 45.8, CH 8 C-2,3,5,6,89
8 1.06, (d, 7.0) 15.2, CH3 7 C-2,6,7
9 5.10, s 81.6, CH C-1,2,3,6,7,10
10 206.9,C
11 2.20,s 28.8, CHs C-9, 10
3-OH 4.04, (d, 5.6) 3 C3,4
4-OH 3.10, (d, 3.5) 4 C-3,4,5
=~ gHMBC
= gCOSY

El compuesto 17 se obtuvo como un aceite incoloro con férmula molecular C11H2004
(dos grados de insaturacidn) segun los datos de HRESIMS y RMN. Los datos de RMN
(Tabla 7) eran muy similares a los del compuesto 15, con la diferencia de la presencia de
un nuevo grupo metino (6y 3.58, 6c 74.8) en lugar del metileno en C-7 de 15, lo que
sugeria la presencia de un grupo hidroxilo en esta posicion. El metilo doblete C-8, junto
con el oxigeno adicional presente en la formula molecular del compuesto 17,

confirmaron esta propuesta. El analisis detallado de los espectros de RMN 2D del

Figura 27. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 16.

compuesto, confirmé que el resto de la molécula era idéntica a la de 15.

Para determinar la configuracion relativa de este compuesto se estudiaron los cuatro

posibles diastereoisdmeros utilizando el método DP4+, obteniéndose la mejor
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coincidencia entre los datos calculados y los experimentales para el isdmero con la
configuracion 4R*, 65* 7R*, con una probabilidad >99%, lo que concuerda con la
estereoquimica propuesta anteriormente para los compuestos 9y 15, muy relacionados

estructuralmente.

Figura 28. Conformacién de minima energia para el compuesto 17.

Tabla 7. Datos de RMN del compuesto 17 en CDCl3 a 400 (*H) y 100 (*3C) MHz

no. 6, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosY gHMBC

1 172.4,C

2 124.6,C

3 6.82, (d, 10.2) 151.3,CH 4,9 C-1,4,9
4 2.81, m 29.4,CH  3,5,10

5a 1.49, (dd, 14.4, 3.3) 42.3, CH, 4, 5b C-3,4,10
5b  1.76, (dd, 14.4, 10.0) 4,5a C-3,4,6,11
6 75.2,C

7 3.58, (g, 6.3) 74.8, CH 8 C-5,6,8,11
8 1.14, (d, 6.3) 17.4, CH3 7 C-6,7

9 1.89, (d, 1.1) 12.2, CH; 3 c-1,2,3
10 1.05, (d, 6.8) 21.6, CH3 4 C-3,4,5
11 1.15,s 23.7, CH3 C-5,6,7

0O

_~—~ gHMBC
= gCOSY

Figura 29. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 17.

61



El compuesto 18, se aislé como un sdlido amorfo incoloro con férmula molecular
CisH2004, (seis grados de insaturacion). Los espectros *H y 3C RMN, junto con los
experimentos gCOSY y gHSQC, revelaron la presencia de dos grupos metilo doblete y un
metino septuplete formando un resto de isopropilo, cuatro grupos metileno, uno de
ellos oxigenado, dos grupos metino, una olefina trisustituida, tres carbonos cuaternarios
olefinicos (6¢ 137.1, 142.8 y 146.0) y dos grupos carbonilo, una cetona (8¢ 199.9) y un
acido carboxilico (6¢ 169.1). Aun quedaban dos grados de insaturacidn sin justificar, por
lo que la molécula debia ser biciclica. El experimento gCOSY permitié asignar dos
sistemas de espin aislados correspondientes a C3-C7/C12 y C13/C14/C15, y el analisis
exhaustivo de todas las correlaciones observadas en gHMBC (Tabla 8) concluyé que la
estructura del compuesto 18 consistia en un esqueleto fusionado de ciclohexeno-
ciclohexenona. Las correlaciones gHMBC de H-13 con C-8, C-9 y C-10, anclaron el grupo
isopropilo a C-9, mientras que las correlaciones de H-11 y H>-3 con el carbono del 4cido
carboxilico (6¢ 169.1), situaron este grupo anclado en la posicidon C-2. Por ultimo, las
correlaciones de Hy-12 con C-5, C-6 y C-7, confirmaron la presencia del metileno H,-12
unido a la posicion C-6. El resto de correlaciones gHMBC confirmaron la estructura

propuesta para el compuesto 18 .

El andlisis computacional mix-J-DP4 para determinar la configuracion relativa de este
compuesto arrojo el mejor resultado para el isémero con configuracion 5R*, 6R*, con

una probabilidad superior al 99%.

Figura 30. Conformacién de minima energia para el compuesto 18.
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Por su parte, el compuesto 19, se aislé como un sélido amorfo amarillento y el analisis
de los resultados obtenidos por HRESIMS y RMN determinaron su férmula molecular
como CisH2004 (seis grados de insaturacién). El estudio inicial de los espectros de RMN
1D y 2D de 19, reveld claras similitudes estructurales con 18 y el hecho de que ambos
compuestos tuvieran la misma férmula molecular reveld que se trataban de isémeros

de posicion.

La comparacion de los datos de *H y 3C RMN de estos compuestos, reveld la presencia
en el compuesto 19 de un nuevo grupo metilo singlete (61 1.05, &¢ 20.4) unido a un
carbono cuaternario oxigenado (6¢ 71.5), en lugar del metileno oxigenado presente en
el compuesto 18. Esto sugeria el desplazamiento del grupo hidroxilo unido al metileno
en 18, al carbono C-6. Las correlaciones gHMBC de H-5 y H,-7 con el carbono cuaternario
oxigenado y del nuevo metilo H3-12 con C-5, C-6 y C-7 confirmaron esta suposicion,

estableciendo la estructura de 19 como se muestra en la Fig. 25.

Tabla 8. Datos de RMN de los compuestos 18 y 19 en CDCl3 + MeOH-d4 a 400 (*H) y 100 (*3C) MHz

Compuesto 18 Compuesto 19

no. SHE’EZT) 8¢, ppm gCoSY gHMBC (SJHe:EIT) 5, ppm  gCOSY gHMBC

1 169.1,C 169.0, C

2 137.1,C 138.3,C

3a 2.30, m* 25.5, CH. 3b, 4a, 4b C-1,2,5,11 2.28, m* 25.0, CH: 3b, 4a C-2,11

3b 2.68, m* 3a, 4a, 4b C-1,2,5,11 2.70, m 3a, 4a, 4b C-2,4,5,11
4a 1.60, (qd, 13.0,4.7)  26.8,CH: 3a, 3b, 4b, 5 1.34,(qd, 13.4,5.3) 21.8,CH>  3a,3b,4b,5 C-3,5,10
4b 1.85, m 3a,3b,43,5 2.23, m* 3b, 4a, 5 C-2,3,10

5 2.72, m* 38.5,CH 4a,4b, 6 C-4,6,9,12 2.48, (dd, 13.4, 2.7) 47.3,CH 4a, 4b C-4,6,9, 10
6 2.30, m* 39.8,CH 5,7a,7b,12a,12b 715,C

7a 2.48, (dd, 16.3,5.1)  42.2,CH; 6, 7b C-5,8,12

2.54,s 55.5, CH: C-5,6,8,9,12

7b 2.75, m* 6, 7a C-5, 8,12

8 199.9,C 199.1,C

9 142.8,C 141.8,C

10 146.0, C 146.6, C

11 7.72, (d, 2.5) 133.1,CH 3a C-1,2,3,5,9,10 7.70, s 132.6, CH C-1,2,35,9,10
12a 3.46,(dd, 4.8,11.1)  60.0, CH, 6, 12b C-5,6,7

1.05,s 20.4, CHs C-5,6,7

12b  3.69, (dd, 9.0, 11.1) 6, 12a C-5,6,7

13 3.17, (sp, 7.1) 26.8, CH 14,15 C-8,9,10, 14, 15 3.17* 26.6, CH 14,15 C-8,9,10, 14, 15
14 1.18,(d, 7.1) 21.3,CHs 13 C-9, 13,14 1.17,(d, 7.1) 21.2, CHs 13 C-9,13,14
15 1.15,(d, 7.1) 20.9, CHs 13 C-9, 13,15 1.14,(d, 7.1) 20.6, CHs 13 C-9,13,15

* Sefiales solapadas
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gHMBC
18 a 19

= gCOSY

Figura 31. Correlaciones gCOSY y gHMBC de los compuestos 18 y 19.

El compuesto 21, producido por el hongo P. opacum cuando se afadid el inductor
quimico N-acetil-D-glucosamina al medio de cultivo sélido en arroz, se aislé6 como un
aceite incoloro con férmula molecular C11H160s, determinada a partir de los datos de
HRESIMS y RMN. En un primer analisis, este compuesto parecia ser trichocladinol C (11)
en base a la similitud de sus féormulas moleculares y las correlaciones observables en los
espectros de RMN 2D. Sin embargo, el espectro 'H RMN mostraba diferencias
significativas en algunos desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento, lo

gue parecia sugerir que 21 se trataba de un diastereoisdmero de trichocladinol C.

El estudio de esta molécula mediante el método DP4+ para determinar su configuracién
relativa, reveld una configuracién 45* 55%* 6R*, 95* 10R*, con una probabilidad >99%,
en contraste con la configuracién 4R, 5R, 6R, 9S, 10S de trichocladinol C. Ademas, las
correlaciones NOESY observadas entre H12-H4 y H6-H9-H7b respaldaron la estructura

propuesta para este nuevo compuesto.
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H9

Figura 32. Conformacion de minima energia para el compuesto 21. Las lineas discontinuas representan correlaciones

NOESY.

Tabla 9. Datos de RMN del compuesto 21 en MeOH-d, a 400 (*H) y 100 (*3C) MHz

no. Su, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosy gHMBC
1 1785, C
3 159.7,C
4 5.42, (t, 2.5) 69.4, CH 113, 11b C-3,5,6,10,11
5 57.1,C
6 1.75, (ddq, 4.3, 7.0, 13.7) 40.4, CH 7a,7b, 12 C-1,4,5,7,8,10,12
7a  1.31,(dtd, 2.3,4.8,13.7) 26.0,CH, 6,7b,8a,8b C-5,6,8,9,12
7b 1.97, (qd, 4.3, 13.7) 6, 73, 8a, 8b C5,6,8,9,12
8a 1.61,(tdd, 2.4,4.8,13.7) 31.7,CH, 7a,7b,8b,9 c-6,7
8b 1.87, (dtd, 2.3, 3.9, 13.7) 7a,7b, 83,9 C-6,9, 10
9 4.02, (dt, 2.4, 3.9) 71.2,CH 83, 8b, 10 C-5,7,8,10
10 3.83,(d, 2.4) 72.9, CH 9 C-1,4,5,6,8,9
11a 4.57, (t, 2.5) 87.0, CH; 4,11b C-3,4
11b 4.70, (t, 2.5) 4,11a C-3,4
12 1.08, (d, 7.0) 17.1, CHs 6 C-5,6,7
~~ ~ gHMBC
= gCOSY

Figura 33. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 21.
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Por ultimo, siguiendo la estrategia OSMAC se realizd un estudio exhaustivo sobre el
efecto de las interacciones microbianas en la produccién de nuevos metabolitos
secundarios. Para ello, se probd el cocultivo a escala reducida del hongo P. opacum con
distintos microorganismos (hongos y actinomicetos), en diferentes medios de cultivo
liquidos y sélidos, seleccionando el cocultivo entre P. opacum y el hongo Echinocatena
sp., en medio de cultivo PDA sélido, para llevarlo a cabo a mayor escala. Como resultado
de este cocultivo, se aislaron cinco metabolitos secundarios adicionales derivados de
antraquinona y benzofenona (22-26), que no se habian producido en ninguna de las

fermentaciones anteriores (Figura 34).

Las antraquinonas constituyen un grupo quimico con alto potencial bioldgico y en
numerosos estudios se han relacionado con una potente actividad antibiética, lo que
podria sugerir una posible reaccién del hongo productor ante la presencia de un

segundo microorganismo en el cocultivo.

N
(@) O OH
oH @ o~
PSS ; 409
(@] (6]
22 23 24
Carviolin Emodin 6,8-dimetil éter
-~ N
O (0] OH o) 0 OH
4909 (Tl
HO HO ¢}
(@] O\
25 26
Questin Sulochrin

Figura 34. Metabolitos secundarios aislados del cocultivo entre P. opacum y Echinocatena sp. en medio de cultivo

PDA sélido.

El aislamiento de estos compuestos (22-26), se llevd a cabo como se describe a
continuacion. La fraccidon “?F5-6, obtenida a partir del extracto organico del cocultivo
(2.23 g) tras un paso de cromatografia CPV, se fraccioné mediante cromatografia liquida
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de fase normal utilizando un gradiente de hexano/EtOAc (“°F1-“?F14) para obtener los
compuestos 21 (4.5 mg), 24 (46.4 mg) y 25 (29.3 mg), mientras que las fracciones “F13
y ©F5 se purificaron mediante HPLC semipreparativa usando un gradiente de

MeOH/H,0 aislandose los compuestos 22 (3.9 mg) y 23 (7.8 mg), respectivamente.

Los compuestos 23-26 se identificaron como carviolin (23),'32 emodin 6,8-dimetil éter
(24),32 questin (25),%** sulochrin (26), tras un exhaustivo analisis espectroscépico y la
comparacion con los datos publicados en la bibliografia. El compuesto 22 resultd ser una

nueva antraquinona natural no descrita anteriormente en la literatura.

El compuesto 22 se aislé como un sélido amorfo amarillo. El andlisis del espectro
obtenido por HRESIMS reveld la presencia de un ion molecular con una relacién m/z
341.0137 ([M+Na]*) y un pico isotdpico a m/z 343.0108 con una relacién 3:1, lo que
sugirié la presencia de un atomo de Cl en la molécula, determinando Ci6H11ClOs como
formula molecular (once grados de insaturacidn). La comparacion de los espectros *Hy
13C RMN de este compuesto con los de questin (25) mostrd la similitud entre estas dos
moléculas, siendo la uUnica diferencia la eliminacidon del protén aromatico H-7, que
aparece sustituido en el compuesto 22 por un dtomo de cloro. La correlacién gHMBC de
H-5 con el nuevo carbono cuaternario aromatico C-7 (6c 122.7), establecid claramente
la posicidn del atomo de cloro, quedando la estructura de 22 claramente definida como

se muestra en la figura 34.

67



Tabla 10. Datos de RMN del compuesto 22 en DMSO-dg a 400 (*H) y 100 (13C) MHz

no. Sy, ppm 8¢, ppm gHMBC
1 161.8,C
2 7.15,s 124.1,CH C-1,4,99, 11
3 146.9, C
4 7.43,s 119.2,CH C-2,99,10, 11
4a 132.1,C
5 7.43,s 111.8,CH C-7, 8a, 10, 10a
6 159.4, C**
7 122.7,C*
8 158.8, C
8a 115.9, C*
9 185.4,C
9a 114.6,C
10 182.1,C
10a 133.9,C
11 2.39,s 21.4, CHs C-2,3,4
12 3.85,s 60.7, CHs C-8
1-OH 13.2,s C-1,2,9a

* Desplazamientos quimicos asignados a través del espectro 2D gHMBC.

** Datos extraidos de mediciones en CDCls.

OQ O <\OH
Cl @ |\
k\
O

Figura 35. Correlaciones gHMBC del compuesto 22.

Como conclusién, la fermentacién axénica del hongo Pleotrichocladium opacum en
medio JSA produjo nueve PNs (1-9), incluidos dos compuestos nuevos (8 y 9). Al cambiar
a un medio de cultivo sdlido en arroz, se obtuvieron tres compuestos adicionales (10-
12), siendo el compuesto 12 un nuevo trichocladinol. El cambio de arroz por trigo dio
lugar a la produccién de dos metabolitos secundarios adicionales (14 y 15), siendo el
compuesto 15 un nuevo acido graso de cadena corta. La adiciéon del modificador

epigenético 5-azacitidina al medio sélido de arroz provocd la produccion de otros cuatro
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nuevos PNs (16-19), una nueva massarilactona, un nuevo acido graso de cadena corta 'y
dos nuevos sesquiterpenos, respectivamente, mientras que la adicidon del inductor
quimico N-acetil-D-glucosamina al medio sdlido de arroz, indujo la produccién de dos
compuestos adicionales (20-21), donde el compuesto 21 resultd ser un
diastereoisdmero de trichocladinol C, no descrito previamente en la bibliografia.
Finalmente, el cocultivo del hongo Pleotrichocladium opacum con Echinocatena sp. en
medio PDA sdlido, condujo a la obtencién de cinco PNs adicionales (22-26), siendo el

compuesto 22 un nuevo derivado de antraquinona.

El nimero de compuestos aislados y el alto porcentaje de estructuras novedosas
confirman la estrategia OSMAC como un método sencillo y eficaz para inducir el
metabolismo secundario de los microorganismos, activando rutas biosintéticas
silenciadas en condiciones estandar, lo que se traduce en la biogénesis de nuevos

metabolitos secundarios.

Los buenos resultados obtenidos con el hongo Pleotrichocladium opacum, nos animaron

a repetir la estrategia con el resto de los microorganismos seleccionados.

3.2.2. HL-102-24-R04 (Beauveria felina)

El hongo B. felina, aislado de una muestra de sedimento marino recolectada en Euskadi
(Espafia), fue inicialmente cultivado en medio MI/2 (condiciones estandar de
fermentacion) consiguiendo el aislamiento de cuatro PNs (27-30) (figura 36), entre los

gue se incluian dos compuestos nuevos (29 y 30).
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Figura 36. Metabolitos secundarios aislados de B. felina en medio de cultivo MI/2 (condiciones estandar de

fermentacion).

El extracto orgdnico de esta fermentacién (11.75 g) se fracciond mediante cromatografia
CPV, siguiendo el procedimiento estandar descrito en el apartado de Materiales y
métodos, obteniendo 12 fracciones (!F1-1F12), de las cuales 1F4-5 y 1F9-10 contenian
compuestos sin desreplicaciéon quimica frente a la coleccién de compuestos puros de
BMT. La fraccién 1F9-10 fue sometida a cromatografia liquida de fase normal, utilizando
un gradiente de CH,Cl,/MeOH como fase movil, para obtener los compuestos 27 (732
mg), 28 (64.5 mg) y 30 (12.8 mg). Este ultimo, requiri6 un paso adicional de
cromatografia de fase reversa utilizando un gradiente de MeOH/H,0. Por ultimo, el
compuesto 29 (178 mg) se aislé de la fraccidn 1F4-5 mediante cromatografia liquida de

fase normal utilizando un gradiente de hexano/éter.

Los compuestos 27 y 28 se identificaron como iso-isariin B! aphidicolin,***
respectivamente, por comparacién de sus espectros de HRESIMS y RMN con los

descritos en la bibliografia.
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El compuesto 29 se obtuvo como un sélido amorfo blanco con férmula molecular

C26H36N205 (diez grados de insaturacion) segun los datos de HRESIMS y RMN.

El andlisis de los espectros *H y 13C RMN (Tabla 11), junto con el espectro gHSQC, reveld
la presencia de tres grupos metilo doblete (CHsCH-) y uno triplete (CH3CH»-), cinco
metilenos, tres metinos apantallados (unidos a CHs), tres metinos unidos a
heterodtomo, que por sus desplazamientos quimicos debian ser dos oxigenos (&n 3.63,
6c 76.0; 61 4.79, 6¢ 77.1) y un nitrégeno (6u 3.75, ¢ 57.6), cinco hidrégenos aromaticos
y tres intercambiables, ademdas de seis carbonos cuaternarios, tres aromaticos, dos

carbonilos (8¢ 169.5 y 180.0) y uno hemicetdlico (6¢ 100.3).

El andlisis del espectro gCOSY permitié asignar cinco sistemas de espin aislados

correspondientes a C4-C7, 1INH-C2, C8-C9/11NH, C13/C24 y C15-C23/C25/C26.

Por una parte, los sistemas de espin C4-C7, INH-C2 y C8-C9/11NH y las correlaciones de
estos hidrogenos en el espectro gHMBC (Tabla 11), permitieron identificar un residuo
de triptéfano en la molécula, mientras que el sistema de espin C15-C23/C25/C26, junto
con las correlaciones de H-18 con C-14 y de 14-OH con C-13, C-14 y C-15 establecieron

un anillo de oxano pentasustituido, donde C-14 es un carbono hemicetalico.

La informacién recabada hasta ahora daba cuenta de nueve de los diez grados de
insaturacién requeridos por la férmula molecular del compuesto 29, lo que indicaba que

el compuesto presentaba una estructura tetraciclica.

Finalmente, las correlaciones en el espectro gHMBC de H-9 y 11NH con C-12, de H-20
con C-10y de H3-24 con C-12, C-13 y C-14, permitieron establecer la estructura plana de
la molécula, formando un ciclo adicional de 11 miembros (1,8-dioxo-4-

azacicloundecano-2,5-diona), como se muestra en la Fig. 36.

El estudio de esta molécula mediante el método J-DP4 para determinar su configuracién
relativa, reveld una configuracion 9R*, 135*, 14S* 15R* 17R*, 185* 20S* con una
probabilidad >99%. Esta propuesta fue respaldada por la observacion de correlaciones

NOESY entre H13-H25, H16-H18-H20, H17-H19 y H-18-H26 (Fig. 37).
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Figura 37. Conformacion de minima energia para el compuesto 29. Las lineas discontinuas representan correlaciones

NOESY.

Tabla 11. Datos de RMN del compuesto 29 en CDCl3 a 400 (H) y 100 (13C) MHz

no. Sn, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCOoSY gHMBC
1(NH) 8.11,brd 2 C-2,3,3a,7a
2 7.06, brd 123.3,CH 1 C-3,33,73,8
3 112.9,C
3a 127.7,C
4 7.56, (d, 7.8) 118.9, CH 5 C-3,3a,5,6,7a
7.10, (t, 7.8) 119.4, CH 4,6 C-33,6,7
6 7.18, (t, 7.8) 122.0,CH 5,7 C-4,7a
7 7.35,(d, 7.8) 111.3, CH 6 C-3a,5
7a 136.2,C
8 252:: f:d' 4.4,13.9) 24.8, CH, 9 C-2,3,339,9,10
9 3.75%, m 57.6, CH 8,11 C-3,8,10, 12
10 169.5,C
11 (NH) 6.07,(d, 5.7) 9 C8,9,12
12 180.0, C
13 2.37,(q, 6.9) 45.5, CH 24 C-12,14,24
14 100.3,C
15 1.81% m 32.1,CH 16, 25 C-14, 16, 25
16 122:: 2 35.6, CH; 15,17 C-14, 15,17, 18, 25, 26
17 1.45, m 29.6, CH 16, 18, 26 C-15, 16
18 3.63, (t, 10.2) 76.0, CH 17,19 C-14, 16, 19, 20, 26
19 1%: i 36.2, CH, 18, 20 17,18, 20,21
20 4.79,(q, 5.6) 77.1*, CH 19,21 C-10, 18, 21, 22
21 1.57*%, m 38.0, CH; 20, 22 C-19, 20, 22, 23
22 1.31*%, m 18.3, CH; 21,23 C-20, 21, 23
23 0.9,(t,7.2) 14.2, CH3 22 C-21, 22
24 1.07,(d, 6.9) 10.4, CH; 13 C-12,13, 14
25 0.92, (d, 7.2) 15.2, CH3 15 C-14, 15, 16
26 0.78,(d, 6.6) 17.7, CHs 17 C-16,17, 18
14-OH 5.23,s C-13,14,15

* Sefiales solapadas
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_—~ gHMBC
= gCOoSY

Figura 38. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 29.

El compuesto 30 se obtuvo como un sélido amorfo blanquecino con formula molecular

C26Ha5NsOy (siete grados de insaturacidon) segun los datos de HRESIMS y RMN.

La comparacion de los datos de *H y 13C RMN de este compuesto con los de iso-isariin B
(27) reveld claras similitudes estructurales entre estos dos compuestos, lo que sugeria
una estructura ciclodepsipeptidica. La observacién de cinco protones amida en el
espectro de 'H RMN, asi como seis grupos carbonilo (6c 168.3-172.1) en el espectro de
13C RMN, confirmaron dicha estructura. También se registraron sefiales adicionales en
IHy 13C RMN que sugerian la presencia de una cadena alquilica idéntica a la de iso-isariin

B.

La asignacién de las sefiales de protdn y carbono a los residuos de aminoacidos se realizé
mediante experimentos gCOSY, gHSQC y gHMBC. Asi, los cinco protones de grupos
amida que resonaban a 6y 7.51, 7.77, 7.80, 8.29 y 8.86 ppm presentaron correlaciones
gCOSY con sus correspondientes CH o CH; en posicidon a (6H 4.0, 4.19, 3.51-4.12,3.92 y
3.42-3.77 ppm, respectivamente). El resto de las correlaciones gCOSY y gHMBC
condujeron a la identificacién de las cadenas laterales de los aminoacidos. Asi, se
identificaron los residuos de aminoacidos glicina (Gly), valina (Val), glicina (Gly), alanina

(Ala) y valina (Val).

La determinacién de la secuencia peptidica se basé en los datos obtenidos en el

experimento gHMBC. Asi, los protones NH de Gly?, Val?, Gly?, Ala®> y Val® se
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correlacionaron respectivamente con los carbonilos C-1, Gly?, Val3, Gly* y Ala®, dando
lugar a la siguiente secuencia peptidica: Gly?-Val*-Gly*-Ala>-Val®. Adicionalmente, las
correlaciones gHMBC de H»-2 (61 2.22, 2.56) con C-1 (6¢ 169.7), C-3 (6¢ 75.3) y C-4 (6¢
76.2), asi como la correlaciéon gCOSY entre H;-2 y el oximetino H-3 (64 4.95)
establecieron la posicién de la cadena alquilica HMA? (&cido 3-hidroxi-4-metiloctanoico)
adyacente al residuo Gly2. Por dltimo, la ausencia de correlacion gHMBC entre el
carbonilo del residuo Val® y un protén amida sugirio la posicion del enlace éster en esta
posicion, determinando la estructura del compuesto 30 como ciclo[HMA!-Gly?-Val3-
Gly*-Ala®-Val®], tal y como se muestra en la Fig. 36, difiriendo de la estructura de iso-

isariin B en la sustitucidon del residuo de leucina por uno de glicina.
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Tabla 12. Datos de RMN del compuesto 30 en DMSO-dg a 400 (*H) y 100 (13C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosy gHMBC
HMA!
1 169.7,C
2 ilmann ey TR 3 cl3e
4.95* 75.3, CH 2,4
4 1.67, m 36.2, CH 3,59
5 ig;* 31.1, CH; 4
6 1;3: 28.9, CH,
7 1.20* 22.5, CH, 8 C-6
8 0.84* 15.0, CH3 7 C-6,7
9 0.82* 14.0, CH3 4 C-3,4,5
Gly?
NH2  7.80* a? c-1
R e B T
Co? 169.3,C
Val?
NH3  8.29,(d, 7.4) o3 a3, CO?2
o3 3.92,(t, 7.4) 59.5, CH NH3, 3 B3, y3,y3 CO3
B3 1.89, m 29.2, CH a3, v3,v3 a3, y3,y3 Co3
y3 0.9* 19.0, CH3 B3 a3, B3,y3
vy 0.82* 19.0, CH3 p3 o, B3, v3
co? 172.1,C
Gly?
NH4  8.86, (t, 6.0) ol o4, CO3
a3 Ejg o 123 430,CH,  NHA €03, Co*
co* 168.3,C
Ala®
NH®>  7.77,(d, 7.1) a® a®, CO*
o 4.19,(qu, 7.1) 48.0, CH NHS, g5 CO*, €05, BS
RS 1.23,(d,7.1) 17.5, CHs o5 a5, CO5
co’ 171.9,C
Valé
NHé  7.51, (brd, 6.3) ob cos
o 4.0, (t 6.3) 58.2, CH NHS, Bs @6, y6, y’6, COS
B¢ 2.05,m 29.2, CH ab y5, y'6  ab, y5 y'6 CO8
ye  0.87* 19.0, CHs pe af, B,y
y®  0.87* 17.7, CHs pe a®, Be, vé
Cco® 170.7,C

* Sefiales solapadas o mal definidas
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>~ gHMBC
= gCOSY

Figura 39. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 30.

A continuacién, se cultivd el hongo B. felina en medio HGA, obteniéndose seis
metabolitos secundarios adicionales (31-36), ademas de la mayoria de los compuestos

aislados en la fermentacion en condiciones estandar descritos anteriormente.

A partir del extracto orgdnico de este cultivo (6.24 g), se obtuvieron un total de doce
fracciones ("1F1-"1F12) mediante cromatografia CPV, concentrandose los metabolitos
secundarios de interés en la fracciéon "1F10-11, que se fraccioné mediante cromatografia
liquida de fase normal, utilizando un gradiente de CH»Cl,/MeOH, para obtener 12
subfracciones ("2F1-2F12). Los compuestos 31 (5.3 mg), 32 (58 mg), 35 (4.5 mg) y 36
(5.9 mg) se purificaron mediante cromatografia liquida de fase reversa utilizando un
gradiente de MeOH/H-0, a partir de la subfraccién “?F4, mientras que los compuestos
33 (4.3 mg) y 34 (5.7 mg) se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento a partir de la

subfraccidn "2F7.
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Figura 40. Metabolitos secundarios aislados de B. felina en medio de cultivo HGA.

Los compuestos 31-36 se identificaron como destruxinas A-C (31-33),*” chaetosemin D
(34),%® roseotoxin B (35)° y roseocardin (36),**° por comparacion de los datos de

HRESIMS y RMN con los publicados en bibliografia.

Siguiendo la estrategia OSMAC, se planted un cultivo sélido de B. felina en arroz, que
permitid el aislamiento de tres metabolitos secundarios adicionales (37-39), no

observados en anteriores condiciones de cultivo.

0 O OH OH O OH OH
1 () 899
HOy, W WOH o OH 0 OH
HO (6] HO 0}
- (D 90
O 6} OH OH O OH OH O
37 38 39
Clonostachydiol Chaetochromin A/B Chaetochromin D

Figura 41. Metabolitos secundarios aislados de B. felina en medio de cultivo sélido en arroz.
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A partir del extracto organico del cultivo en arroz (53.5 g) se obtuvieron doce fracciones
(RTF1-R1F12) cromatograficas. El compuesto 37 (17.9 mg) se aislo a partir de la fraccion
R1IF6 tras un segundo fraccionamiento por cromatografia liquida de fase normal
utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH, seguido de un paso adicional de cromatografia
de fase normal con un gradiente de hexano/EtOAc. Por su parte, los compuestos 38-39
requirieron un paso de purificacién adicional mediante HPLC semipreparativa usando

un gradiente de MeOH/H-0.

Los compuestos 37-39 se identificaron como clonostachydiol (37),** chaetochromin A/B
(38) y chaetochromin D (39)'* % por comparacién de los espectros de HRESIMS y RMN

experimentales con los publicados en bibliografia.

Ademas, se detectd la presencia de varios compuestos adicionales de la familia de
chaetochromin y ustilaginoidin, que no llegaron a identificarse debido a la dificultad
presentada en el proceso de aislamiento y purificacién de estas moléculas, obteniendo
en ultima instancia mezclas de varias de ellas, lo que imposibilité su determinacién
estructural mediante RMN. Este tipo de moléculas con actividad antibacteriana y
citotéxica han sido descritas en bibliografia producidas por varias especies de hongos
como Penicillium sp., Ustilaginoidea virens, Chaetomium gracile, Chaetomium

microcephalum o Fusarium sp., entre otras.'4+148

El siguiente paso dentro de la estrategia OSMAC consistio en la adicidon de inductores
quimicos a los medios de cultivo. Se llevaron a cabo dos nuevas fermentaciones del
hongo B. felina, afiadiendo 5-azacitidina y N-acetil-D-glucosamina, respectivamente, al

medio de cultivo sélido de arroz.

La adicion de 5-azacitidina al medio de cultivo desencadend la produccidon de cinco
metabolitos (40-44) no detectados en las condiciones de cultivo previamente
estudiadas, de los cuales tres de ellos resultaron ser nuevos PNs (42-44), algunos con
estructuras completamente distintas a las previamente observadas. Los compuestos 40
y 41 se identificaron como 3-carboxindol*® y 5,6-dihidro-4-metil-2H-piran-2-ona,*°
respectivamente. Por otro lado, la adicién de N-acetil-D-glucosamina a la fermentacién
del hongo, condujo al aislamiento del andlogo de cadena abierta de clonostachydiol

(45)*?, junto con dos ciclodepsipéptidos adicionales, nodupeptide (46)'*? e isariin E
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(47).152 Como siempre, los compuestos conocidos se identificaron por comparacién con

los datos publicados en bibliografia.
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Figura 42. Metabolitos secundarios aislados de B. felina en medio de cultivo sélido de arroz con adicién de los

inductores quimicos 5-azacitidina (40-44) y N-acetil-D-glucosamina (45-47).

El trabajo de aislamiento de estos compuestos comenzd a partir de los extractos
organicos de los correspondientes cultivos. La fraccién A#1F6-7, obtenida por CPV a partir
del extracto organico (67 g) del cultivo de arroz con adicién de 5-azacitidina, se fracciond
por cromatografia liquida de fase normal, utilizando un gradiente de CHxCl,/acetona,

para obtener 11 subfracciones (*2F1-#2F11). Los compuestos 40 (11.4 mg) y 41 (5.5 mg)
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se aislaron de las subfracciones #?F8 y A°F4, respectivamente, tras purificacion por
cromatografia liquida de fase reversa con un gradiente de MeOH/H;0. A partir de la
fraccién A1F8 de la cromatografia CPV, y siguiendo el mismo procedimiento, se aislaron
los compuestos 42 (6.4 mg), 43 (12.6 mg) y 44 (28.6 mg). Por otro lado, los compuestos
45 (45 mg), 46 (23.7 mg) y 47 (15 mg) se aislaron de la fraccion VF10, obtenida por CPV
a partir del extracto organico (104.9 g) del cultivo de arroz con la adiciéon de N-acetil-D-
glucosamina. La purificacion de estos compuestos se realizd mediante cromatografia
liqguida de fase normal, con un gradiente de CH.Cl/MeOH, seguida de HPLC

semipreparativa utilizando un gradiente de MeOH/H,0.

El compuesto 42 se obtuvo como un sélido amorfo verdoso con féormula molecular
C14H15ClO4 (siete grados de insaturacion) segun los datos de HRESIMS y RMN. El analisis
del espectro obtenido por HRESIMS revel6 la presencia de un ion molecular a m/z
283.0732 ([M+H]*), junto a un pico isotépico a m/z 285.0709 con una relacién 3:1,
estableciendo la presencia de un atomo de Cl en la molécula. La comparacién de los
espectros 'H y 3C RMN de este compuesto con los de chaetosemin D (34), mostrod la
similitud entre estas dos moléculas, siendo la uUnica diferencia la desaparicion del
hidrégeno aromatico H-8 (6u 6.60, 6c 99.7), presente en el espectro *H RMN de
chaetosemin D, y la aparicion de un nuevo carbono cuaternario aromatico (6¢ 106.6) en
el espectro 13C RMN de 42, sugiriendo la localizacién del &tomo de Cl en esta posicion.
El analisis de los espectros gCOSY y gHMBC (Tabla 13) confirmdé que el resto de la
molécula era idéntico al de chaetosemin D. Ademads, la comparacién del valor de
rotacién Optica del compuesto 42 ([a]?°p = +14.82) con el publicado para chaetosemin D
([a]*° = +58.62), ambos de mismo signo, permitid asignar la configuracién absoluta S
del Unico carbono quiral presente en la molécula, quedando la estructura de 42

claramente definida como se muestra en la figura 42.
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Tabla 13. Datos de RMN del compuesto 42 en MeOH-d, + CDCl3 a 400 (*H) y 100 (*3C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosy gHMBC
2 166.0, C
6.09, s 112.9,CH C-2,4a,9
4 181.8,C
4a 115.9,C
5 1385, C
6 125.4,C
7 158.6, C
8 106.6, C
8a 154.4,C
9 2.75, m* 44.1, CH, 10 C-2,3,10
10 4.27, (sx, 6.2) 66.2, CH 9,11 C-2,9
11 1.31,(d, 6.2) 23.5, CH3 10 C-9, 10
12 2.73,s 17.5, CHs C-43,5,6
13 2.24,s 12.6, CH3 C-5,6,7
* Sefial solapada.
_—x gHMBC

El compuesto 43 se obtuvo en forma de un aceite de color verde, cuya formula molecular

se determind como Cis5H23N20s (tres grados de insaturacién) basandose en los datos

obtenidos de HRESIMS y RMN.

La interpretacién conjunta de los espectros 'H, *3C RMN (Tabla 14) y gHSQC, permitid
identificar dos grupos metilo doblete (CH3CH-) y uno triplete (CH3CH»-), caracteristico de
metilo terminal de cadena alquilica. Ademas, se identificé un grupo metoxilo (61 3.82,
8¢ 62.3), cinco metilenos que resonaban al mismo desplazamiento quimico (64 1.24) en
el espectro 'H RMN, otro metileno adicional resonando a campo mds bajo (6x 1.65,
1.78), tres grupos metino, de los cuales dos de ellos presentaban desplazamientos

guimicos caracteristicos de la unién a atomos de nitrégeno (61 4.0, ¢ 52.9; &1 4.29, &¢
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57.7), dos grupos carbonilo tipo éster/amida (6c¢ 164.0, 168.3) y un proton
intercambiable (64 7.10), atribuido a un NH debido a la presencia Unicamente de tres
atomos de oxigeno en la molécula, correspondientes a los dos carbonilos y al metoxilo.
El grado de insaturacion restante indicaba la presencia de un ciclo en la estructura del

compuesto 43.

Por otro lado, el andlisis del espectro gCOSY permitid asignar dos sistemas de espin
aislados correspondientes a 4NH/C3/C8-C15/C16, estableciendo un residuo de 3-metil-

1-nonanamina, y C6/C17.

Las correlaciones clave observadas en el espectro gHMBC de H-3, 4NH, H-6 y H»-8 con el
carbonilo C-2, de H-3, 4NH, H-6 y H3-17 con el carbonilo C-5 y de 4NH con C-6,
evidenciaron la existencia de un anillo de 2,5-dicetopiperazina, ubicando el grupo
metoxilo sobre uno de los nitrégenos de la dicetopiperazina. Esta conclusién fue
respaldada por la ausencia de correlaciones gHMBC entre el metoxilo H3-7 y otros
atomos de carbono. De esta manera, se establecié claramente la estructura plana de 43,

tal como se presenta en la Fig. 42.

Tabla 14. Datos de RMN del compuesto 43 en CDCls; a 400 (H) y 100 (13C) MHz

no. Su, ppm (J en Hz) 6¢, ppm gCosY gHMBC
2 164.0, C
3 4.0, (dt, 3.1, 10.3) 52.9,CH 4,8 C-2,5,8
4 (NH) 7.1, brs 3 C-2,3,5,6
5 168.3,C
6 4.29, (g, 6.9) 57.7, CH 17 c-2,5
7 3.82,s 62.3, CH;
S L anioay) 2NCR 38 c230
9 1.6* 28.9,CH 8,10, 16 c-8
10 1.24%* 37.5, CH;
11 1.24%* 26.8, CH, C-13
12 1.24%* 29.4, CH, C-13
13 1.24* 31.8, CH;
14 1.24%* 22.6, CH; 15 C-13
15 0.86, (t, 6.9) 14.1, CHs 14 C-13,14
16 0.93, (d, 6.5) 18.3, CH3 9 C-8,9,10
17 1.58, (d, 6.9) 18.0, CHs 6 C-5,6

* Sefiales solapadas.
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Figura 44. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 43.

El compuesto 44 se obtuvo como un aceite amarillento con férmula molecular
C12H23NO3 (dos grados de insaturacidn), como se dedujo de los datos de HRESIMS y

RMN.

En este caso, el espectro de *H RMN de 44 presentaba algunas sefiales similares a las
observadas previamente para 43, concretamente las correspondientes a la cadena
alquilica lineal. Sin embargo, el resto de la molécula presentaba importantes diferencias,
como la desaparicidon de las sefiales correspondientes a los dos grupos metino y al
protén intercambiable NH de la dicetopiperazina y la aparicién de una nueva senal de

protdn caracteristica de aldehido (61 9.41, ¢ 198.9) en el compuesto 44.

El espectro gCOSY de 44 permitid asignar un Unico sistema de espin correspondiente a
C5-C12/C13, estableciendo la cadena alquilica lineal como 2-metiloctano. Los
desplazamientos quimicos de Hx-5 (61 2.72, 2.88; &¢c 44.2) sugirieron la unidn de este
metileno a un atomo de nitrégeno. Teniendo en cuenta la informacidon del peso
molecular del compuesto y las sefiales aun por asignar correspondientes a un grupo
metoxilo (61 3.81; 8¢ 64.6), un carbonilo tipo amida (6¢ 157.2) y el aldehido, se concluyé
que el resto de la molécula debia tratarse de un residuo de N-metoxi-2-oxoacetamida.
Esta conclusion fue respaldada por la observacion de una uUnica correlacion gHMBC del
aldehido H-3 con la amida C-2, asi como por la ausencia de correlaciones del metoxilo
Hs-4. Aunque no se observd correlacién gHMBC de H;-5 con C-2, lo cual habria
confirmado inequivocamente la estructura propuesta, la informacién obtenida por
HRESIMS y el analisis descrito de los datos de RMN, no permitia la conformacién de una
estructura alternativa. Por tanto, la estructura aciclica plana de 44 se establecié como

se muestra en la Fig. 42.
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Tabla 15. Datos de RMN del compuesto 44 en CDCl3 a 400 (H) y 100 (13C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosy gHMBC
2 157.2,C
3 9.41,s 198.9, CH C-2
3.81,s 64.6, CHs

2.72, (dd, 8.2, 17.3)

5 288 (dd, 5.6 17.3) 4% CHe 6 c-6,7,13
6 2.02,m 28.9, CH 5,7,13 c-7

7 1.24% 36.9, CH, C-5,8,9
8 1.24% 27.0, CH, c-7,9,10
9 1.24% 29.5, CH, C-7,8,10
10 1.24% 31.9, CH, c-8,9
11 1.24% 22.7,CH, Cc-10
12 0.86, (t, 6.9) 14.2, CH; 11 c-10, 11
13 0.89, (d, 6.7) 19.9, CH; 6 C-5,6,7

* Sefales solapadas.
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Figura 45. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 44.

Por ultimo, en el estudio de cocultivo llevado a cabo entre este hongo y otros
microorganismos (hongos y bacterias), se seleccioné el cocultivo con el hongo
Penicillium brevicompactum en medio de cultivo PDA sélido. Como resultado, se aislaron
siete metabolitos secundarios adicionales (48-54). Lamentablemente, ninguno de ellos
resulté tener una estructura novedosa, sin embargo, tal y como ha venido demostrando
la estrategia OSMAC a lo largo del estudio, aparecieron moléculas con estructuras muy

distintas a las producidas por este hongo en condiciones axénicas.

Para el aislamiento de estos compuestos, el extracto organico del cocultivo (1.22 g) se
separd en 12 fracciones por CPV. Las fracciones “*F5, “1F9-10 y “*F11 fueron sometidas
a distintos pasos de purificacién por cromatografia liquida en columna. La fraccién “F5

se fracciond mediante cromatografia liquida de fase reversa utilizando un gradiente de
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MeOH/H,0 para obtener los compuestos 48 (11.9 mg), 49 (17.5 mg) y 50 (3.1 mg). Por
otra parte, la fraccién “1F9-10 se fraccioné mediante cromatografia liquida de fase
normal utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH, seguido de un paso adicional de
purificacion mediante cromatografia liquida de fase reversa utilizando un gradiente de
MeOH/H,0, consiguiendo asi el aislamiento de los compuestos 51 (3.2 mg), 52 (2.8 mg)

y 53 (18.8 mg). Por ultimo, la fraccién “?F11 se purificd de igual modo que la fraccién

¢1F9-10, obteniendo el compuesto 54 (6.7 mg) puro.
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Figura 46. Metabolitos secundarios aislados del cocultivo entre B. felina y Penicillium brevicompactum en medio de

cultivo PDA sélido.

Los compuestos 48-54 se identificaron como 4cido micofendlico (48),** asperfenamato

(49),> 5,7-dihidroxi-4-metilftalida (50),**® cis-4,6-dihidroximelleina (51),**® 5,7-
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dihidroxi-3-(1-hidroxietil)ftalida (52),"” brevianamida A (53)*% y N®-(A2-Isopentenil)-9-
metiladenina (54),**° por comparacion de los espectros de HRESIMS y RMN

experimentales con los publicados en bibliografia.

Cabe destacar que, sin un conocimiento amplio de la biologia de los microorganismos
involucrados en el cocultivo mediante técnicas de ingenieria genética y/o el uso de
métodos bioinformaticos, resulta complicado discernir cudl de los dos microorganismos
es el responsable de la produccion de cada uno de los compuestos identificados. Sin
embargo, en este caso, compuestos como las brevianamidas, acido micofendlico y
derivados y asperfenamato estan descritos en bibliografia como metabolitos producidos
por varias especies de Penicillium,*%'®! |o que parece indicar que la produccion de este
tipo de compuestos en el cocultivo entre Beauveria felina y Penicillium brevicompactum,
pudiera deberse a este Gltimo hongo. Por su parte, el compuesto N°-(A2-Isopentenil)-9-
metiladenina (54) pertenece a la familia de las citoquininas, fitohormonas capaces de
estimular la divisiéon celular, y que han sido descritas tanto a partir de plantas como de
microorganismos (hongos y bacterias), generalmente fitopatdégenos. La busqueda de
informacién bibliogréfica acerca de este compuesto en la base de datos SciFinder
permitid encontrar Unicamente una referencia bibliografica,’® por lo que resulta dificil

apuntar cudl podria ser el microorganismo productor, y cudl el inductor.

En conclusion, la fermentacion axénica del hongo Beauveria felina en medio Ml/2
(condiciones estandar) produjo cuatro PNs (27-30), incluidos dos nuevos metabolitos
secundarios, un hibrido policétido-péptido (29) y un ciclodepsipéptido (30). Al cambiar
el medio de cultivo a HGA, se obtuvieron seis compuestos adicionales (31-36), la mayoria
de ellos de la familia de los ciclodepsipéptidos. El cambio del medio de cultivo liquido a
sélido en arroz dio lugar a la produccion de otros tres metabolitos secundarios (37-39),
ademas de varios compuestos adicionales de la familia de chaetochromin y
ustilaginoidin, aunque estos ultimos no pudieron ser identificados. La adicion del
modificador epigenético 5-azacitidina al medio sélido de arroz provocé la produccién de
otros cinco PNs (40-44), entre los cuales se encontraban tres nuevos compuestos no
descritos previamente en bibliografia, un derivado halogenado de chaetosemin D (42),
una dicetopiperazina (43) y una acilhidroxilamina (44), mientras que la adicion del

inductor quimico N-acetil-D-glucosamina al medio sdlido de arroz, indujo la produccién
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de tres compuestos adicionales (45-47), el analogo de cadena abierta de clonostachydiol
(45) y otros dos ciclodepsipéptidos. Finalmente, el cocultivo del hongo Beauveria felina
con Penicillium brevicompactum en medio PDA sélido, condujo a la obtencién de siete

PNs adicionales (48-54).

3.2.3. AA-AR-H-B002 (Streptomyces griseorubiginosus)

La actinobacteria Streptomyces griseorubiginosus, derivada de un cnidario sin identificar
recolectado de un arrecife cercano a Pointe de Bellevue, en la isla de la Reunién
(Francia), fue sometida a una estrategia OSMAUC, y se cultivo en distintas condiciones de
fermentacion. En primer lugar, se llevd a cabo la fermentacion de S. griseorubiginosus
en medio FA-1 (condiciones estandar de fermentacion) de la que se aislaron e

identificaron cinco PNs (55-59), todos ellos derivados de antraquinona y antrona.
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Figura 47. Metabolitos secundarios aislados de S. griseorubiginosus en medio de cultivo FA-1.

El extracto organico (3.9 g) de la fermentacién estandar se fraccioné mediante CPV con
un gradiente de hexano/EtOAc/MeOH para dar 12 fracciones (!F1-1F12). Tras un analisis
por HPLC-UV-MS, se observé que las fracciones F5, 'F6-7 y 1F11-12 contenian

metabolitos secundarios sin desreplicacién quimica frente a la coleccidn de compuestos
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puros de BMT. La fraccién 1F11-12 fue sometida a cromatografia liquida de fase normal
utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH para obtener 12 subfracciones (?F1-?F12). Los
compuestos 55 (3.7 mg) y 56 (13.2 mg) se purificaron a partir de 2F7-10 y 2F5,
respectivamente, mediante cromatografia liquida de fase reversa utilizando un
gradiente de MeOH/H,0. Por otro lado, los compuestos 57 (12.5 mg) y 59 (27.4 mg) se
aislaron a partir de la fraccién 1F5 mediante cromatografia liquida de fase normal con
un gradiente de hexano/EtOAc, seguida de un paso adicional de cromatografia liquida
de fase normal con un gradiente de hexano/éter, mientras que el compuesto 58 (74.5
mg) se obtuvo a partir de las fracciones 1F6-7, siguiendo un procedimiento similar, con
la diferencia de que en el ultimo paso de purificacién se utilizé un gradiente de

CH2Cl2/MeOH.

Los compuestos 55-59 se identificaron como DMAC (55),'%* 8 oryzantrona A (56),
clororyzantrona B (57), oryzantrona B (58)**y aloesaponarin Il (59),'*> por comparacién
de los espectros HRESIMS, RMN 1D y 2D y sus rotaciones dpticas con los datos

publicados en la bibliografia.

A continuacién, se cultivd el actinomiceto S. griseorubiginosus en medio SAF,
obteniéndose otros cinco metabolitos secundarios (60-64), que no se detectaron en el

cultivo en condiciones estandar.
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Figura 48. Metabolitos secundarios aislados de S. griseorubiginosus en medio de cultivo SAF.

A partir del extracto organico (4.55 g) de esta fermentacién se obtuvieron un total de
doce fracciones (**1F1-*A1F12) mediante CPV. Las fracciones **1F9-10 se purificaron
mediante cromatografia liquida de fase normal utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH
para obtener 10 subfracciones (**2F1-42F10). El compuesto 60 (8.4 mg) se purificd por
cromatografia liquida de fase reversa utilizando un gradiente de MeOH/H,0 a partir de
la subfraccién *42F5, mientras que los compuestos 61 (15.1 mg), 62 (5.6 mg), 63 (4.6 mg)
y 64 (3 mg) se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento a partir de las

subfracciones *A%F7 y SA?F8.

Los compuestos 60-64 se identificaron como N-acetiltriptamina (60), N-acetiltiramina
(61), N-(4-hidroxifenetil)propionamida (62),'*® JBIR-94 (63)**’ y terrestribisamida (64),®

por comparacion con los datos descritos en la bibliografia.

Siguiendo la estrategia OSMAC, la fermentacion del microorganismo S.
griseorubiginosus se cambié de medio liquido a medio sélido SymPV-21. El procesado

del cultivo bacteriano permitio aislar cinco PNs adicionales (65-69).
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Figura 49. Metabolitos secundarios aislados de S. griseorubiginosus en medio de cultivo sélido SymPV-21.

Al igual que el resto de extractos obtenidos mediante la estrategia OSMAC, el extracto
orgdanico del cultivo sélido en medio SymPV-21 (4.26 g) se fracciond por CPV, utilizando
el mismo gradiente de Hex/EtOAc/MeOH, para obtener doce fracciones (*!F1-¥1F12).
Los compuestos 65 (41.1 mg), 66 (56 mg) y 67 (7.8 mg) se aislaron a partir de *¥?F10 tras
purificacion por cromatografia liquida de fase normal utilizando un gradiente de
CH,Cl2/MeOH, seguido de un paso adicional de cromatografia liquida de fase normal con
un gradiente de CH,Cl>/acetona. Por Ultimo, la fraccion ¥1F11-12 se fracciond mediante
cromatografia liquida de fase normal, utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH como
fase movil, seguido de cromatografia liquida de fase reversa, utilizando un gradiente de

MeOH/H-0, para obtener los compuestos 68 (27.5 mg) y 69 (8.4 mg).

Tras el andlisis espectroscépico y la comparacidon con los datos disponibles en la
bibliografia, estos compuestos fueron identificados como ciclo(L-prolil-L-fenilalanina)
(65),° ciclo(L-leucil-L-prolil) (66),'”° ciclo(D-leucil-L-prolil) (67),*”* maculosin (68)'"* y
nocardamina (69),'”? los cuales no se produjeron en las condiciones de cultivo

anteriores.

A continuacidn, se estudio la adicidén de inductores quimicos al medio de cultivo. En este

caso, se selecciond el autoinductor y-butirolactona, que como se ha mencionado
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anteriormente, actia como molécula de sefializacion bacteriana (sistema quorum
sensing) y ha demostrado tener un amplio impacto en la regulacién de la produccion de

compuestos bioactivos en actinomicetos.®” %

Asi, la adicion de y-butirolactona al medio de cultivo estandar (FA-1) de S.
griseorubiginosus, permitio el aislamiento de diez metabolitos secundarios (70-79), de

los cuales siete de ellos resultaron ser nuevos PNs (73-79).

O o} 0 o} OH
| (0
HO “OH  HO
70 71 72 73
y-butirolactama GTRI-02 6-dehidroxi-GTRI-02

13 0O
78 79

Figura 50. Metabolitos secundarios aislados de S. griseorubiginosus en medio de cultivo sélido FA-1 con adicién del

inductor quimico y-butirolactona.

A partir del extracto de este cultivo (4.94 g), se obtuvieron 12 fracciones (82F1-81F12) por
fraccionamiento mediante CPV. La fraccion 82F11 se sometid a una nueva cromatografia
liqguida de fase normal, utilizando un gradiente de CH»Cl,/MeOH, para obtener 12

subfracciones (B?F1-B2F12). El compuesto 70 (13.9 mg) se aislé a partir de las
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subfracciones B2F5-7 tras purificacién por cromatografia liquida de fase reversa usando
un gradiente de MeOH/H:0. Los compuestos 71 (46.9 mg), 72 (4.6 mg) y 73 (3.2 mg) se
obtuvieron a partir de 81F9-10 siguiendo el mismo procedimiento. Por ultimo, los
compuestos 74 (2 mg), 75 (3 mg), 76 (9.6 mg), 77 (3.1 mg), 78 (1.1 mg) y 79 (1.6 mg), se
aislaron a partir de 8'F5 (77-79), B!F7 (74) y B!F8 (75-76), respectivamente, tras
purificacion por cromatografia liquida de fase normal utilizando un gradiente de
hexano/EtOAc, seguido de purificacion por HPLC semipreparativa, con un gradiente de

MeOH/H,0 como sistema de elucidn.

Los compuestos 70-72 se identificaron como y-butirolactama (70),”* GTRI-02 (71)Y4 7
y 6-dehidroxi-GTRI-02 (72)'"> tras el andlisis de los datos obtenidos por espectrometria

de masas y RMN y la comparacion con los datos publicados en la bibliografia.

El compuesto 73 se aislé como un sélido amorfo amarillento con la férmula molecular
Ci3H1604 (seis grados de insaturacidn) segun los datos de HRESIMS y RMN. Los datos de
RMN (Tabla 16) eran muy similares a los de GTRI-02 (71), a excepcidn de la presencia de
un nuevo grupo metino cuadruplete oxigenado (6u 5.31, 6¢ 68.0), acoplado al grupo
metilo H3-10 (/= 6.7 Hz), en lugar de la cetona situada en C-9 en GTRI-02. Esto sugeria la
reduccion de la cetona a alcohol, lo que también era evidente a partir de la férmula
molecular de 73 (C13H1604). El andlisis de los espectros de RMN 2D confirmo la estructura

de este compuesto como se muestra en la Fig. 50.

Este compuesto presenta dos centros quirales remotos, lo que hacia complicada la
determinacién de su configuracion relativa. Sin embargo, el analisis computacional
utilizando el método mix-J-DP4, arrojo una probabilidad >99% para el isémero 3R*, 9R*
por comparacién de los datos de RMN calculados y experimentales, quedando asi

establecida la configuracion relativa del compuesto 73.
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Tabla 16. Datos de RMN del compuesto 73 en CDCl; + MeOH-d, a 400 (*H) y 100 (*3C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCoSsY gHMBC

1 198.7, C

2 ;Zi Ej‘; 12:;‘: Zi; 494,CH, 3 C-1,3,4, 8a

3 421, (tt, 8.1,40) 658, CH 2,4

4 gfg Ej‘; 12:;‘: j‘_g; 394,CH, 3 C-2,3,4a,5 8a

4a 1433, C

5 6.51,s 115.5, CH C-4,6,7, 8a

6 160.6, C

7 127.5,C

8 139.2, C

8a 124.3,C

9 5.31, (q, 6.7) 68.0, CH 10 C-6,7, 10

10 1.42,(d, 6.7) 22.0, CHs 9 c-7,9

11 242, 16.4, CHs C-7, 8, 8a

> gHMBC
OH < @) — gCOSY
PN <X

Tras realizar una busqueda conformacional se observd
conformaciones principales para esta molécula (Figura 52), una en la que H3 esta en
posicién axial, con una contribucion entre 57-65% (dependiendo del campo de fuerza
utilizado), mientras que en la otra H3 esta en posicién ecuatorial, con una contribucién
entre 43-35%. Esto deja entrever que existe un equilibrio conformacional entre ambas

conformaciones lo que concuerda con los resultados experimentales obtenidos Jus3 (8.1

y 4.0 Hz).
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Figura 51. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 73.
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Figura 52. Conformaciones de minima energia para el compuesto 73 con H3 en posicidn axial (derecha) y ecuatorial

(izquierda).

El compuesto 74 se aislé y purificd para obtener un sélido amorfo amarillento y el
analisis de los datos aportados por HRESIMS y RMN determinaron su féormula molecular
como Ci6H140s (diez grados de insaturacién). En un primer anélisis, los espectros de *H
y 13C RMN eran muy similares a los de moléculas derivadas de antrona aisladas
previamente. En comparacién con oryzantrona B (58), se observd la presencia de un
metileno oxigenado (&n 4.66, 4.92; 6¢c 65.9) en 74, en lugar del metilo (61 2.68, 6c 24.3)
unido al anillo aromatico. Las correlaciones gHMBC observadas de H,-11 con C-1, C-2 y
C-10a confirmaron la sustitucion del grupo metilo por el metileno oxigenado. El andlisis
todos los datos aportados por los espectros de RMN 2D, confirmaron que el resto de la
molécula era idéntica a oryzantrona B, determinando la estructura de 74 como se

muestra en la Fig. 50.

La comparacién del valor de rotacion dptica del compuesto 74 ([a]?°p = -133.92) con el
publicado para oryzantrona B ([a]®*p = +10.72), permitid asignar la configuracion

absoluta R del Unico carbono quiral de este compuesto.

El analisis inicial de los espectros de RMN del compuesto 75, reveld que se trataba de
un nuevo derivado de antrona, cuya formula molecular se determiné como Ci6H1405 (10
grados de insaturacién) en base a los datos obtenidos mediante HRESIMS y RMN. De
nuevo, la comparacién de los espectros 'H y 3C RMN con los de oryzantrona B (58)
mostro la similitud entre estas dos moléculas, siendo la presencia de un grupo hidroxilo
adicional unido a C-7 la unica diferencia entre ellas. La diferencia de 16 uma entre las
masas moleculares de ambos compuestos también respaldaba esta sugerencia. Los
experimentos 'H RMN y gCOSY desvelaron la presencia de un esqueleto de antrona, con

dos anillos aromaticos tetrasustituidos, con dos protones en meta cada uno (J».4= 2.5
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Hz; Js.s = 2.4 Hz). Estos datos, junto con las correlaciones observadas en el experimento

gHMBC de H-2 y H-4 con C-10a y de H-6 con C-5, C-8 y C-9a, confirmaron que el

compuesto 75 se trataba de un isdmero de posicion de 74 en el que el grupo hidroxilo

unido al metileno C-11, aparece ahora unido al carbono aromatico C-7 (Fig. 50).

Siguiendo el mismo razonamiento que para el compuesto anterior, la rotacién dptica de

75 ([a]?°p = +2.22) era similar en signo y magnitud a la de oryzantrona B ([a]*°p = +10.72),

por lo que se asigné tentativamente la configuracion absoluta S del Unico centro quiral

de la molécula.

Tabla 17. Datos de RMN de los compuestos 74 y 75 a 400 (H) y 100 (13C) MHz

Compuesto 742 Compuesto 75
no. SHéerT) Bc, ppm*  gCOSY  gHMBC 8*;:‘;'?) 8c,ppm  gCOSY  gHMBC
1 147.9,C 145.6, C
2 6.87,s 117.2,CH C-3,4, 109, 11 6.62,(d,2.5) 120.0,CH 4 C-10a
3 164.3,C *x
4 7.19,s 112.3,CH C-2,5, 10a 7.21,(d,2.5) 111.7,CH 2 C-10a
4a 156.3,C 155.8,C
5 71.5,C 71.8,C
5a 150.9, C 153.9,C
6 7.25, (d, 8.2) 116.6, CH 7,8 C-5, 8, 9a 6.77,(d, 2.4) 105.7,CH 8 C-5,C-8, C-9a
7 7.38, (t, 8.2) *o 6,8 C-53, 6,9 o
8 6.75, (d, 8.2) 116.8, CH 6,7 C-6, 9a 6.16, (d, 2.4) 102.6,CH 6
9 162.8,C *x
9a 1155,C 109.4,C
10 *x 189.3,C
10a 119.8,C 120.6,C
1 4.66, (d, 14.3) 65.9, CH, C-1,2,10a 270, s 24.6, CHs C-1, 2, 10a
4.92, (d, 14.3)
12 1.47,s 39.5, CH3 C-43, 5, 5a 1.52,s 39.4, CHs C-4a, 5, 5a
2 Medido en CDCl; + MeOH-d, b Medido en MeOH-d,

* Desplazamientos quimicos asignados a través de los espectros 2D gHSQC y gHMBC

** Sefial no observada
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>~ gHMBC
74 75

= gCOSY

Figura 53. Correlaciones gCOSY y gHMBC de los compuestos 74 y 75.

El compuesto 76 se aislé como un sélido amorfo marrén oscuro, con férmula molecular
Ci1sH160s (ocho grados de insaturacién). Los espectros de RMN 1H, 13C y gHSQC (Tabla
18) sugirieron la presencia de un grupo metilo singlete, tres metilenos, un metino, tres
protones aromaticos acoplados entre si, dos carbonos cuaternarios sp3 oxigenados (8¢
74.5y 75.3), dos carbonilos de cetona (6c 203.5 y 205.3) y un protdn intercambiable (6w
12.37). El analisis del espectro gHMBC confirmd la presencia de un anillo aromatico, lo
gue, junto a las dos cetonas, daba cuenta de 6 de los 8 grados de insaturacién derivados
de la férmula molecular, lo que indicaba que este compuesto presentaba una estructura
triciclica. El resto de correlaciones observadas en el espectro gHMBC (ver tabla 18)
establecieron dos anillos de ciclohexanona fusionados. Las correlaciones observadas de
H»-5 con C-4a, C-6, C-9a y C-10a, de H,-4 con C-5, de H,-2 y H>-4 con C-3 y C-10a, de H-
10a con C-10y de Hs-11 con C-1, C-2 y C-10a fueron claves para establecer la estructura
de la molécula, que fue confirmada posteriormente por comparacién con los datos
descritos en la bibliografial’® para otras moléculas cuyos esqueletos eran practicamente

idénticos al de la estructura propuesta.
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Tabla 18. Datos de RMN del compuesto 76 en CDCl3 a 400 (H) y 100 (13C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm gCosy gHMBC
1 74.5,C
2 ;3?: Eg: 123 55.3, CH; C-1, 3, 10a
205.3,C
4 2.76,s 54.8, CH; C-3,44,5, 10a
4a 75.3,C
> 3.70,2.(31?17.0) 40.5, CH. o 51;8;6’ »
5a 141.6,C
6 6.68, (d, 8.0) 120.0, CH 7,8 C-5,8,9a
7 7.39, (t, 8.0) 137.2,CH 6,8 C-53,9
8 6.82, (d, 8.0) 116.2, CH 6,7 C-6,9a
9 162.9,C
9a 116.9,C
10 203.5,C
10a 2.95,s 62.8, CH C-1,443,5,10
11 1.55,s 30.4, CHs C-1,2,10a
9-OH 12.36, s C-8,9,9a

* Sefial solapada

OH O ~~ ~ gHMBC
= gCOSY

Figura 54. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 76.

El compuesto 77 se aisléd como un sélido amorfo amarillento con la férmula molecular

C16H1405 (diez grados de insaturacion), establecida mediante HRESIMS y RMN.

En este caso, el espectro de 'H RMN resultd ser muy similar al de las moléculas derivadas
de antrona previamente elucidadas, sin embargo, el analisis detallado de los
experimentos 3C y 2D RMN sugirié algunas diferencias en la estructura quimica. Las
correlaciones gHMBC (ver tabla 19) y los desplazamientos quimicos de H-6, H-7, H-8 y
Hs-13 confirmaron que el resto de naftona era idéntico al de los compuestos

oryzantrona A (56), oryzantrona B (58) y el compuesto 74. Por otro lado, las
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correlaciones gHMBC de Hs-12 con C-3 (6¢ 161.6) y C-3a (6¢ 117.5) y de Hs-11 con C-1
(6¢ 145.6) y C-10 (6¢ 190.4), junto con la informacién del peso molecular, sugirieron que
la estructura del compuesto 77 presentaba un inusual cromdforo de nafto[2,3-c]furan-
4(9H)-ona. La estructura de este compuesto se confirmd posteriormente por
comparacion con los datos descritos en la bibliografia para otros policétidos con el
mismo esqueleto,’’” 1 quedando definida como 1-acetil-5,9-dihidroxi-3,9-

dimetilnafto[2,3-c]furan-4(9H)-ona (Fig. 50).

Para determinar la configuracion absoluta de 77, se realizaron célculos TDDFT/ECD
(teoria funcional de la densidad dependiente del tiempo/dicroismo circular electrénico)
en el nivel tedrico PCM/B3LYP/6-31G(d) utilizando estructuras previamente optimizadas
en el mismo nivel. Hay que sefalar que, debido a la rigidez de la molécula, sélo se
encontré una estructura adecuada en una busqueda conformacional de mecanica
molecular dentro de un umbral de 21 kl/mol. Como se observa en la figura 55, el
espectro experimental mostré efecto Cotton negativo a ~210 nm y ~305 nm y efecto
Cotton positivo a ~¥250 nm y ~350 nm. El espectro calculado para el enantiomero 95
coincidié claramente mejor con los datos experimentales, lo que permitié asignar la

configuracion absoluta de 77.

/ \ — Calculated for 21 (9R)
A A = — Calculated for 21 (95)
\ 3 — Experimental for 21

Wavelenath in nm

Figura 55. Espectros ECD experimental y calculados para el compuesto 77.

Por otra parte, el espectro de *H RMN del compuesto 78 sugeria una estructura muy

similar ala de 77, siendo la Unica diferencia la presencia de un grupo metino cuadruplete
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(6n 4.58, 6¢ 32.2) acoplado al grupo metilo H3-13 (J = 7.1 Hz), en lugar del carbono

cuaternario (6¢ 67.7) en C-9. Esto sugeria la pérdida del grupo hidroxilo unido a C-9 en

el compuesto 77, lo que también era evidente por el hecho de que la masa molecular

era 16 uma menor, estableciendo la estructura de 78 como 1-acetil-5-hidroxi-3,9-

dimetilnafto[2,3-c]furan-4(9H)-ona (Fig. 50).

Tabla 19. Datos de RMN de los compuestos 77 y 78 en CDCl; a 400 (H) y 100 (13C) MHz

Compuesto 77

Compuesto 78

no. 8“(;:‘;'3 5, ppm  gCOSY  gHMBC ZHé:m 8c, ppm **  gCOSY  gHMBC
1 145.6, C *rx
3 161.6,C 160.1, C
3a 117.5, C* 117.9,C
4 186.2, C wrk
4a 114.4,C *xx
5 163.0,C wrk
6 695 (dd, 80,100 1169,CH 7,8  C4a,8 6.87,(d,8.0) 115.8, CH 7 c-7,8
7 7.57, (¢, 8.0) 137.3,CH 6,8  C5,8a 7.47,(t,8.0) 132.0,CH 6,8
8  7.42,(dd, 80,100 1175 CH* 6,7 C4a 69  691,(d, 80) 1157, CH 7 c-6
8a 148.9, C 148.1,C
9 67.7,C 458,(q,7.1)  32.2,CH 13 C-9a
9a 141.4, C 136.9,C
10 190.4, C 187.9,C
11 262,s 26.6, CHs c-1,10 2.54, s 26.7, CHs c-10
12 2.82,'s 14.7, CHs 3, 3a 2.82,'s *xx C-3,3a
13 1.69, s 35.4, CH; C-8a,9,9a  153,(d,7.1) 26.1,CHs 9  C8a,9 9
5-OH 12.68,'s C-4a,5, 6 12.82,'s
9-OH 6.05, s C-8a,9

* Sefales solapadas

** Desplazamientos quimicos asignados a través de correlaciones gHMBC

*** Sefial no observada
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77 78
= gCOSY

Figura 56. Correlaciones gCOSY y gHMBC de los compuestos 77 y 78.

El compuesto 79 se aislé como un sélido amorfo amarillo. El andlisis del espectro
obtenido por HRESIMS reveld la presencia de un ion molecular a m/z 263.0396 ([M+H]")
y un pico isotépico a m/z 265.0371 con una relacién 3:1, lo que sugirio la presencia de
un atomo de Cl en la molécula, determinando la formula molecular C14H11CIO3 (nueve
grados de insaturacion). La comparacién de los espectros 'H y 3C RMN de este
compuesto con los de 77, mostré una clara similitud entre estas dos moléculas, salvo
por la pérdida de la metil cetona y la presencia de un nuevo protén aromatico (61 5.96,
6c 101.8) y del atomo de Cl en el compuesto 79. Las correlaciones gHMBC de Hz-10 con
C-2y C-3,junto con la absorciéon a campo mas bajo de los carbonos C-9 y C-9a, sugirieron
un cambio en la localizacién del atomo de oxigeno del residuo de furano y la sustitucién
del grupo hidroxilo unido a C-9 por el atomo de Cl. El resto de correlaciones gHMBC
confirmaron que el resto de la molécula era idéntico al de 77, quedando establecida la
estructura del compuesto 79 como 9-cloro-5-hidroxi-2,9-dimetilnafto[2,3-b]furan-

4(9H)-ona (figura 50).
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Tabla 20. Datos de RMN del compuesto 79 en CDCl; a 400 (H) y 100 (13C) MHz

no. Sy, ppm (J en Hz) 8¢, ppm  gCOSY gHMBC

2 175.9,C

3 5.96, s 101.9, CH C-2

3a *

4 183.1,C

4a 112.9,C

5 162.7,C

6 6.92, (d, 8.0) 118.0, CH 7 C-4a, 8

7 7.41, (t, 8.0) 134.8, CH 6,8 C-5, 8a

8 7.03, (d, 8.0) 114.4,CH 7 C-4a,6,9

8a 143.8,C

9 90.3,C

9a 169.9, C

10 2.26,s 16.3, CHs C-2,3

11 1.73,s 37.4, CHs C-83,9, 9a
5-OH 12.54, s C-43,5,6

* Sefial no observada

=~ gHMBC

OH> @) m— gCOSY

(
VD

3
Cl

Figura 57. Correlaciones gCOSY y gHMBC del compuesto 79.

Como resumen de los resultados de la estrategia OSMAC aplicada al microorganismo
Streptomyces griseorubiginosus, la fermentacidon en medio FA-1 (condiciones estandar)
produjo cinco PNs derivados de antraquinona y antrona (55-59). El cambio del medio de
cultivo de FA-1 a SAF dio lugar a la produccién de otros cinco metabolitos secundarios
(60-64) con estructuras totalmente diferentes a las observadas en las condiciones
estdndar. El cambio de medio liquido a medio sélido SymPV-21 produjo otros cinco
compuestos (65-69), cuatro ciclodipéptidos y el sideréforo nocardamina (69). Por
ultimo, la adicion del autoinductor y-butirolactona al medio FA-1 provocéd la

acumulacién de diez metabolitos adicionales (70-79), de los cuales siete de ellos (73-79)
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resultaron ser nuevos PNs no descritos previamente en la literatura, algunos de ellos

con estructuras poco frecuentes.

3.2.4. AA-74-M02-007 (Streptomyces wuyuanensis)

El dltimo microorganismo objeto de estudio al que se aplicé la estrategia OSMAC fue el

actinomiceto Streptomyces wuyuanensis, aislado de un molusco intermareal recogido

en la playa de Bome (Guinea Ecuatorial).

La fermentacidn de este microorganismo en medio FA-1 (condiciones estandar) dio lugar

al aislamiento de cuatro PNs (80-83), todos ellos previamente descritos en la literatura.

NH
_ 9 oRw
/ﬁ?)\ NH o
0)
OH \=N 0 © OH
N\ OH o
cl N
\
80 81
JBIR-148 Acido homononactinico
82 83
Lumichrome 2-(1-hidroxi-6-metilheptil)-4-hidroximetil-butanolida

Figura 58. Metabolitos secundarios aislados de S. wuyuanensis en medio de cultivo FA-1.

El fraccionamiento del extracto orgdnico (2.64 g) de este cultivo mediante CPV generd

12 fracciones (1F1-1F12). El compuesto 80 (5.9 mg) se obtuvo a partir de la fraccién 1F11-

12 mediante cromatografia liquida de fase normal, utilizando un gradiente de

CH,Cl2/MeOH, seguido de un paso adicional de purificacién por cromatografia liquida
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de fase reversa, utilizando un gradiente de MeOH/H,0. Mientras que los compuestos
81-83 se aislaron de la fraccion F7 mediante cromatografia liquida de fase reversa,
utilizando un gradiente de MeOH/H,0. La purificacion total de estos tres ultimos no fue
necesaria, ya que quedaron perfectamente identificados mediante desreplicacion

guimica.

El compuesto 80 se identificd6 como JBIR-148,° por comparacion de sus espectros
HRESIMS y RMN con los publicados para este compuesto en bibliografia, mientras que
los compuestos 81-83 se identificaron como acido homononactinico (81), lumichrome
(82) 'y  2-(1-hidroxi-6-metilheptil)-4-hidroximetil-butanolida  (83), mediante
desreplicacién quimica HPLC/UV/MS, coincidiendo sus tr y espectros HRESIMS y UV con

los datos almacenados en la base de datos de compuestos puros de BMT.

A continuacion, se cultivé el actinomiceto S. wuyuanensis en medio MN-2, obteniéndose
otros tres metabolitos secundarios (84-86), que no se detectaron en el cultivo en

condiciones estandar.

oH uNS
|||
- N
\\\‘

O

84 85 86
Maltol Malayamicina A 7-deazainosina

Figura 59. Metabolitos secundarios aislados de S. wuyuanensis en medio de cultivo MN-2.

A partir del extracto organico (1.33 g) se obtuvieron un total de doce fracciones (M1F1-
M1F12) mediante CPV. Las fracciones M1F6-8 se purificaron mediante cromatografia
liqguida de fase normal, utilizando un gradiente de CH.Cl,/MeOH, para obtener el
compuesto 84 (28.2 mg). Los compuestos 85 y 86 aparecieron en las fracciones M1F11-

12 y no se llegaron a aislar, sino que fueron identificados por desreplicacidon quimica.

El compuesto 84 se identific6 como maltol,’® por comparacion de sus espectros

HRESIMS y RMN con los publicados para este compuesto en bibliografia, mientras que
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los compuestos 85 y 86 se identificaron como malayamicina A y 7-deazainosina,
respectivamente, mediante desreplicacion quimica HPLC/UV/MS, por comparacion de
sus tr y espectros HRESIMS y UV con los datos almacenados en la base de datos de

compuestos puros de BMT.

Para la fermentacién de S. wuyuanensis en medio sélido se seleccioné el medio FA-1
agar. Este cambio de medio de cultivo permitid aislar tres PNs adicionales (87-89), entre

los cuales se encontraba un llamativo complejo de cobalto.

— 0 -
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(0] (0]
(0]
87 88 89

Ciclo(4-hidroxiprolinil-fenilalanina) ~ Ciclo(4-hidroxiprolinil-leucina) ~ Complejo de cobalto de acido
piridin-2,6-ditiocarboxilico

Figura 60. Metabolitos secundarios aislados de S. wuyuanensis en medio de cultivo sélido FA-1.

El extracto organico del cultivo sélido en medio FA-1 (3.25 g), se fracciond por CPV para
obtener doce fracciones ("2F1-f1F12). Los compuestos 87 y 88 se aislaron a partir de las
fracciones f1F7-9 mediante cromatografia liquida de fase normal, utilizando un
gradiente de CH)Cl,/MeOH, y fueron posteriormente identificados mediante
desreplicacion quimica. Por otro lado, la fraccion FIF10 se purific6 mediante
cromatografia liquida de fase normal, utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH, seguido
de cromatografia liquida de fase reversa, utilizando un gradiente de MeOH/H,0, para

obtener el compuesto 89 (4.2 mg).

Los compuestos 87 y 88 se identificaron como ciclo(4-hidroxiprolinil-fenilalanina) y
ciclo(4-hidroxiprolinil-leucina), respectivamente, mediante desreplicacion quimica
HPLC/UV/MS, por comparacién de sus tr y espectros HRESIMS y UV con los datos

almacenados en la base de datos de compuestos puros de BMT.
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El compuesto 89 se aisld como un sdlido amorfo naranja y el analisis del espectro
obtenido por HRESIMS revelé la presencia de un ion molecular a m/z 454.8648 ([M+H]").
Sin embargo, el analisis de los espectros RMN 1D y 2D condujo a la identificacion de un
Unico residuo de acido piridin-2,6-ditiocarboxilico (PDTC) (PM = 197), lo que sugeria que
este compuesto debia tener una estructura simétrica. Tras una revisidon bibliografica,
teniendo en cuenta la informacién del peso molecular y la presencia de PDTC en la
molécula, se establecid la estructura de este compuesto como el complejo de cobalto

de PDTC (Fig. 60).

El PDTC estd descrito en bibliografia como un metabolito secundario producido por
ciertas bacterias (pseudomonas) cuando crecen en medios limitados en hierro,'®! y este
compuesto tiene una gran afinidad por varios metales.'®*# Esta informacidn, junto con
la presencia de compuestos de cobalto (CoCl,-6H,0) en el medio de cultivo, confirmaron

la obtencidn de este complejo de cobalto por quelaciéon de PDTC.

Por ultimo, la adicién de y-butirolactona al medio de cultivo estdndar (FA-1) de S.
wuyuanensis, permitio el aislamiento de otros siete metabolitos secundarios (90-96),

con distintas estructuras quimicas.
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Figura 61. Metabolitos secundarios aislados de S. wuyuanensis en medio de cultivo sélido FA-1 con adicién del

inductor quimico y-butirolactona.

A partir del extracto de este cultivo (2.94 g) se obtuvieron 12 fracciones (81F1-81F12)
mediante CPV. Las fracciones BlF6-7 se fraccionaron adicionalmente mediante
cromatografia liquida de fase normal, utilizando un gradiente de hexano/EtOAc, para
obtener 12 subfracciones (82F1-82F12). El compuesto 90 (2.4 mg) se aislé a partir de la
subfraccion 82F5 tras purificacidon por cromatografia liquida de fase reversa, usando un
gradiente de MeOH/H;0. El compuesto 91 aparecidé en las fracciones 81F8-9 y fue
identificado por desreplicacidon quimica. Los compuestos 92 (9.2 mg) y 93-95 (44.1 mg)
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se obtuvieron a partir de 81F11 mediante cromatografia liquida de fase normal,
utilizando un gradiente de CH,Cl,/MeOH. Por ultimo, el compuesto 96 (6.8 mg) se aislo
a partir de la fraccion 81F12, siguiendo el mismo procedimiento de purificacién descrito

anteriormente para los compuestos 92-95.

El compuesto 91 se identific6 como bhimanona mediante desreplicacién quimica
HPLC/UV/MS, por comparacién de su tr y espectros HRESIMS y UV con los datos
almacenados en la base de datos de compuestos puros de BMT. Por otro lado, los
compuestos 90, 92-95 se identificaron como 4-cloroantranilamida (90),'%* '8 adenosina
(92),%% y soyasaponinas I-Ill (93-95)¥%71% tras el andlisis de los datos obtenidos por
HRESIMS y RMN y la comparacién con los publicados en la bibliografia para estos

compuestos.

El compuesto 96 se aisld en forma de un sélido amorfo incoloro. El espectro de absorcién
UV de este compuesto (Amax 225, 240, 300 nm) era idéntico al de una de las moléculas
previamente aisladas en la fermentacidon en medio FA-1 (condiciones estandar), JBIR-
148 (80), y el andlisis espectrométrico por HRESIMS reveld la presencia de un ion
molecular a m/z 536.1888 [M+H]* (calcd. para CysH31CINsO7, 536.1912). Esta
informacidn sugeria que el compuesto 96 debia tratarse de un andlogo de JBIR-148 (80)
con una masa molecular 101 uma superior a este. La busqueda bibliografica y el andlisis
por RMN del compuesto 96 parecian indicar que se trataba de JBIR-126, un alcaloide
aislado por primera vez por Ilzumikawa, M. et al.'” junto al mencionado JBIR-148 (80) a
partir de un cultivo de Streptomyces sp., sin embargo, aunque toda la informacién
obtenida sugeria que el compuesto 96 se trataba de JBIR-126, el analisis completo de
los espectros RMN 1D y 2D de este compuesto no permitieron confirmar

inequivocamente su estructura.
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Figura 62. Espectros HRESIMS y UV de los compuestos JBIR-148 (80, PM = 434) (izda.) y el supuesto JBIR-126 (96, PM

=535) (dcha.) aislados de S. wuyuanensis.

En conclusidn, la fermentacién del actinomiceto Streptomyces wuyuanensis utilizando
diferentes condiciones de cultivo (estrategia OSMAC), reporté un total de 17
metabolitos secundarios. Lamentablemente, ninguno de ellos resultd poseer una
estructura novedosa, sin embargo, el aislamiento de moléculas conocidas, no incluidas
hasta entonces en la coleccidn de compuestos puros de BMT, uno de los principales
activos de la empresa, ha contribuido al enriquecimiento de la misma, tanto en nimero

como en variabilidad de compuestos.

Con todo este trabajo, queda demostrada la riqueza de metabolitos secundarios de
interés producidos por las cepas de microorganismos estudiadas, y la influencia de la
variacion de los parametros de cultivo (estrategia OSMAC) en el perfil de metabolitos

secundarios producidos por un mismo microorganismo.

Asi mismo, cabe destacar que en ocasiones los resultados obtenidos en las
fermentaciones a escala reducida no se repiten en el proceso de ampliacién de escala,
lo que provoca que metabolitos secundarios producidos en las pruebas a escala
reducida, no vuelvan a aparecer en el cultivo posterior a mayor escala en esas mismas

condiciones, debido a la variabilidad entre distintos cultivos. En el presente trabajo, esta
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dificultad estuvo presente en momentos puntuales, originando que ciertas condiciones
de cultivo seleccionadas durante las pruebas en pequefio volumen, por su interés desde
el punto de vista de produccién de metabolitos secundarios potencialmente novedosos,
no aportaran el resultado esperado en las fermentaciones a mayor volumen. Esto tuvo
un especial impacto en el estudio de los cocultivos en los que participaron las cepas de
actinomicetos con las que se ha trabajado a lo largo del proyecto, donde no se consiguio
reproducir a mayor escala el perfil metaboldmico observado en las pruebas a escala
reducida, imposibilitando la identificacién de las nuevas moléculas detectadas en dichas

pruebas.

A este respecto, se muestran a continuacién los resultados obtenidos con la técnica de
cocultivo entre diferentes microorganismos, cuyo disefio viene detallado en la secciéon

de materiales y métodos.

3.2.5. Cocultivos

En el caso del cocultivo entre los hongos P. opacum (HT-GU-SUES-1371) y B. felina (HL-
102-24-R04) en medio de cultivo liquido a distintas concentraciones, se pudo observar
que cuando el hongo P. opacum actuaba como cepa productora (90%) y B. felina como
cepa inductora (10%), se producia un aumento del rendimiento de uno de los
compuestos producidos por el hongo P. opacum en cultivo axénico, massarigenina C(7),
mientras que en el caso contrario, cuando el hongo B. felina actuaba como cepa
productora, el cromatograma del extracto era muy similar al del cultivo axénico de dicho
hongo. Por otro lado, en el cocultivo 1:1 entre estos dos hongos aparecia un nuevo pico
mayoritario en el cromatograma del extracto, sin desreplicacién quimica por
HPLC/UV/MS, derivado de la interaccién entre estos dos hongos (Fig. 63). Sin embargo,
este compuesto no pudo ser identificado debido a que no volvié a aparecer en cultivos

posteriores.
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Figura 63. Comparacién de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cada cepa de hongos axénicos

(arriba) y su cocultivo en medio liquido a distintas concentraciones (abajo).

En cuanto al cocultivo entre las actinobacterias S. griseorubiginosus (AA-AR-H-B002) y S.
wuyuanensis (AA-74-M02-007), también en medio de cultivo liquido, se observé una
mayor poblacién de metabolitos secundarios en el cromatograma del extracto del
cocultivo cuando ambos microorganismos contribuyeron con un 50% del cultivo,
respecto a los obtenidos para los correspondientes cultivos axénicos, que actuaron
como control (Fig. 64). La baja intensidad de estos picos cromatograficos o, dicho de
otro modo, la baja produccion de estos metabolitos secundarios evité el aislamiento e

identificacion de los mismos.
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Figura 64. Comparacion de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cada cepa de actinomicetos en

cultivo axénico (arriba) y su cocultivo 1:1 (abajo) en medio liquido.

Por otra parte, cuando se llevd a cabo el cocultivo mixto entre un hongo y un
actinomiceto en medio liquido, se obtuvieron cromatogramas indicadores de la
presencia de nuevos metabolitos no observados en las condiciones de cultivo axénico,
en las pruebas a escala reducida. En la figura 65 se muestra un ejemplo de este tipo de
cocultivo, en el que el hongo P. opacum vy el actinomiceto S. griseorubiginosus se
hicieron crecer en el mismo medio de cultivo, interactuando entre ellos. En este caso, la

cepa fungica actué como productora (90%) y la cepa bacteriana como inductora (10%).
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Figura 65. Comparacién de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cepas de P. opacum y S.

griseorubiginosus en cultivo axénico (arriba) y su cocultivo 90:10 en medio liquido (abajo), respectivamente.

Lamentablemente, este perfil no se reprodujo en el proceso de ampliacién de escala,
obteniendo extractos en los que los compuestos mayoritarios fueron p-
hidroxibenzaldehido y dcido benzoico. Posteriormente, se realizaron nuevas pruebas en

volumen pequeno en matraz, pero no se consiguidé recuperar el perfil obtenido en las

pruebas iniciales.
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Ademads, como se menciona en la seccién de materiales y métodos, en el caso de los
actinomicetos, se llevaron a cabo experimentos de cocultivo con bacterias unicelulares
(Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtillis), en los que estas bacterias actuaban como
inductoras al 10% y 25%. En este tipo de cocultivo, los resultados obtenidos no fueron
significativos, dado que los cromatogramas de los extractos no aportaban novedad
alguna en el perfil de metabolitos producidos, siendo idénticos al del cultivo axénico del

actinomiceto productor.

Por otro lado, se llevaron a cabo nuevos cocultivos, pero esta vez en estado sélido. En
este caso, al cocultivar los actinomicetos S. griseorubiginosus (AA-AR-H-B002) y S.
wuyuanensis (AA-74-M02-007) en medio sélido 172, se pudo observar la produccién de
siderdéforos que no aparecian en los correspondientes cultivos axénicos, los cuales
quedaron perfectamente desreplicados por HPLC/UV/MS, siendo el compuesto

mayoritario desferrioxamina B (Fig. 66).
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Figura 66. Comparacién de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cada cepa de actinomicetos en

cultivo axénico (arriba) y su cocultivo en medio sélido 172 (abajo).

A este respecto, existe evidencia cientifica sobre la produccién de sideréforos como
herramienta en la lucha contra bacterias patdgenas, por lo que parece razonable la

produccién de este tipo de compuestos como mecanismo de defensa bacteriano al

interaccionar ambos microorganismos.

En los experimentos de cocultivo mixto entre un hongo y un actinomiceto en medio

solido, se obtuvieron resultados interesantes en cuanto a la produccién de nuevos
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metabolitos secundarios no observados en los controles (cultivos axénicos) en las
pruebas a escala reducida. En las figuras 67 y 68 se muestran los resultados obtenidos
en los cocultivos entre el hongo P. opacum y el actinomiceto S. wuyuanensis en medio
PDA sdlido, y entre el hongo B. felina y el actinomiceto S. griseorubiginosus en medio

172 soélido, respectivamente.
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Figura 67. Comparacion de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cepas de P. opacum y S.

wuyuanensis en cultivo axénico (arriba) y su cocultivo en medio PDA sélido (abajo).
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Los perfiles de estos cocultivos fueron seleccionados para llevar a cabo nuevas
fermentaciones a mayor escala y conseguir aislar cantidad suficiente de estos
compuestos para proceder a la elucidacién de sus estructuras. Sin embargo, estos
perfiles de metabolitos no volvieron a producirse, por lo que estas moléculas no
pudieron ser identificadas. Esto pudo deberse al escaso crecimiento de los

microorganismos dentro de la placa Petri, originando que las cepas microbianas apenas

entraran en contacto, lo cual se observé el dia de la cosecha de los cocultivos.
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Figura 68. Comparacion de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cepas de B. felina y S.

griseorubiginosus en cultivo axénico (arriba) y su cocultivo en medio sélido 172 (abajo).
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Por ultimo, mencién aparte requieren los cocultivos entre hongos en medio sélido, en
concreto los cocultivos llevados a cabo entre P. opacum y Echinocatena sp. (Fig. 69), y
entre B. felina y Penicillium brevicompactum (Fig. 70), los cuales aportaron los resultados
mas sobresalientes y cuyo estudio ya ha sido detallado anteriormente en esta tesis,
junto con el aislamiento y elucidacidon estructural de los metabolitos secundarios

producidos en estas condiciones.
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Figura 69. Comparacion de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cepas de P. opacumy Echinocatena

sp. en cultivo axénico (arriba) y su cocultivo en medio PDA sélido (abajo).
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Figura 70. Comparacién de los perfiles de metabolitos secundarios producidos por cepas de B. felina y Penicillium

brevicompactum en cultivo axénico (arriba) y su cocultivo en medio PDA sélido (abajo).
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3.3.Actividad bioldgica en ensayos in vitro de los metabolitos aislados

Por ultimo, se evalué la actividad bioldgica de todos los compuestos aislados a lo largo
de este trabajo, en diferentes ensayos in vitro, entre los que se incluyeron ensayos
antibacteriano, antifungico, citotdxico, antiangiogénico, insecticida, nematicida y de
inhibicion en la formacion/crecimiento de biofilm en Xylella fastidiosa (ver seccién 5.9

de materiales y métodos para informacion mas detallada).

Los resultados derivados del ensayo antibacteriano (Tabla 21), revelaron un destacado
potencial antimicrobiano para dos compuestos especificos. El primero de ellos es el
compuesto nuevo 22, el cual demostré una alta efectividad en la inhibiciéon del
crecimiento de K. rhizophila, con un valor de Concentracién Minima Inhibitoria (MIC)
comprendido entre 4 y 8 ppm (12-25 uM). Por otro lado, el compuesto 59
(clororyzantrona B) también se distinguié en este contexto, mostrando una capacidad
similar para inhibir el crecimiento de B. subtillis y K. rhizophila. En el caso de B. subtillis,
la concentracion minima de inhibicidn de crecimiento se situd en el rango de 4-8 ppm
(14-28 uM), mientras que para K. rhizophila, se obtuvo un valor de MIC entre 1-2 ppm
(3-6 uM).

Ambos compuestos, 22 y 59, pertenecen a la familia de las antraquinonas, una clase de
sustancias que ha sido asociada en diversos estudios con propiedades antibidticas.91%3
Estos resultados subrayan la importancia de estos compuestos y su potencial para el

desarrollo de soluciones antimicrobianas.

Los resultados obtenidos de los ensayos antibacterianos arrojaron conclusiones
adicionales. En el caso de los demas compuestos listados en la tabla 21, se observé una
actividad antibacteriana de caracter moderado frente al panel de cepas Gram positivas
(G+). Sin embargo, en lo que concierne a las cepas Gram negativas (G-), en ningln caso
se evidencid una inhibicién significativa del crecimiento, a las concentraciones

ensayadas.
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Tabla 21. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC en ppm) de los compuestos activos frente a las dianas Gram

positivas (G+) y Gram negativas (G-) evaluadas.

Cepas G+ Cepas G-
Compuesto
B. subtilis  S. aureus K. rhizophila E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa

2 128 >128 128 >128 >128 >128

5 >128 >128 16 >128 >128 >128
19 >128 >128 128 >128 >128 >128
22%* 64 16 8 >128 >128 >128
a44* >128 >128 64 >128 >128 >128
49 16 >128 16 >128 >128 >128
51 >128 >128 128 >128 >128 >128
55 >128 >128 128 128 128 >128
58 >128 64 16 >128 >128 >128
59 8 16 2 >128 >128 >128
71 >128 128 32 >128 >128 >128
72 >128 >128 128 >128 >128 >128
75 >128 >128 128 >128 >128 >128
84 128 >128 64 >128 >128 >128

* Compuesto nuevo

En cuanto al ensayo antifingico, se destaca que, de todos los compuestos que han
pasado por el screening, Unicamente tres de ellos mostraron actividad frente a alguna
de las cepas fungicas diana, a las concentraciones a las que fueron evaluados. Esto se

refleja en la informacién recopilada en la tabla 22 del estudio.

Especificamente, los compuestos 57 (aloesaponarin Il) y 59 (clororyzantrona B)
destacaron por su marcada actividad antifungica frente a Aspergillus nidulans. Los
valores de MIC oscilaron en el rango de 0.05-0.5 ppm para 57 y <0.05 ppm para 59, lo
gue se traducen en concentraciones de 0.2-2 uM y menos de 0.2 uM, respectivamente.
Estos resultados sugieren un potencial significativo para el uso de estos compuestos en

la lucha contra la propagacién del hongo Aspergillus nidulans.

Por su parte, el compuesto 48 (acido micofendlico) exhibié actividad antifungica efectiva

frente a Candida albicans, con un valor de MIC comprendido entre 0.5-1 ppm (1.5-3

uM).

En contraste, el resto de compuestos analizados no presentaron actividad antifingica
significativa a concentraciones inferiores a 10 ppm. Este hallazgo refuerza la singularidad

y la importancia de los tres compuestos mencionados previamente, que mostraron la
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capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos probados en niveles de concentracion

relativamente bajos.

Tabla 22. Concentracion Minima Inhibitoria (MIC en ppm) de los compuestos activos frente a las cepas fungicas

evaluadas.

Compuesto | Aspergillus nidulans  Candida albicans  Botrytis cinerea  Phytophthora capsici

57 0,5 >10 >10 >10
59 0,05 >10 >10 >10
48 >10 1 >10 >10

En relacion al ensayo insecticida, ciertos compuestos exhibieron una mortalidad notable
en porcentaje frente a F. occidentalis (thrips) y M. persicae (afidos), sin embargo, ningln
compuesto demostrd actividad frente a Tenebrio molitor (Tabla 23). En este ultimo
ensayo se evaluaron un numero limitado de compuestos debido a la cantidad necesaria
para llevar a cabo las pruebas, la cual resulté insuficiente en numerosos casos. F.
occidentalis y M. persicae son insectos fitopatdgenos de relevancia en diversos cultivos
como frutas, hortalizas y cereales. Por su parte, Tenebrio molitor se eligié como especie
subrogada de Agriotes spp., ante la dificultad de establecer una poblacién de este

insecto en condiciones de laboratorio con la que llevar a cabo los ensayos insecticidas.

El compuesto 35 (roseotoxin B) se erigié como un claro protagonista de los ensayos
insecticidas, al presentar una accién insecticida sumamente potente. Este compuesto
logré inducir una tasa de mortalidad completa, alcanzando el 100% tanto en la poblacién
de M. persicae (afidos) como en la de F. occidentalis (thrips), a la concentracién mas baja
ensayada (640 ppm). Estos resultados ilustran la excepcional capacidad de este
compuesto para ejercer un control contundente sobre estas plagas. Por su parte, los
compuestos 5 (massarilactona H), 26 (sulochrin), 32 (destruxina B), 36 (roseocardin), 84
(maltol), y los compuestos nuevos 16 y 29, también exhibieron cierta actividad
insecticida frente a thrips, con tasas de mortalidad significativas a las concentraciones
ensayadas, reforzando la diversidad de compuestos que exhiben un potencial
interesante como agentes insecticidas especificos para el control de thrips. En cuanto a
los compuestos 3 (massarilactona C), 56 (oryzantrona A) y 59 (clororyzantrona B),

aungue se detectd cierta actividad, no se evidencié una relacién dosis-respuesta clara,

121



presentando actividad a concentraciones bajas y no a las concentraciones mas elevadas,
lo que plantea interrogantes sobre su mecanismo de accién y su idoneidad para su uso

en aplicaciones insecticidas.

Por otro lado, los compuestos 4 (massarilactona E), 5 (massarilactona H), 7
(massarigenina C), 31 (destruxina A), y el compuesto nuevo 44, presentaron una potente
actividad insecticida frente a afidos, con porcentajes de mortalidad superiores al 90% a
la concentracién ensayada (1 mg/planta), lo que sugiere un alto grado de eficacia contra
esta plaga especifica. Ademads, también se observd una leve actividad insecticida frente
a estos insectos para los compuestos 1 (massarilactona A), 36 (roseocardin) y 84

(maltol).

La actividad insecticida de los ciclodepsipéptidos ha sido objeto de una amplia gama de
estudios cientificos, en los que han sido examinados para determinar su eficacia en el
control de insectos y plagas.10%107.108 137,194 Fy este contexto, es relevante mencionar que
los compuestos 31, 32 (destruxinas A y B), 35 (roseotoxin B), y 36 (roseocardin)

pertenecen a esta familia de compuestos.

Tabla 23. Actividad insecticida (% mortalidad) de compuestos aislados activos.

e Tenebrio m?litor Frankliniella 9cciden talis Myzu’s .persicae
(larva de coledptero) (Thrips) (afidos)
1 0% > 6400 ppm 66,66%
3 0% 53,33% (640ppm) 0%
4 0% > 6400 ppm 100%
5 0% 53,33% (6400ppm) 100%
7 0% > 6400 ppm 100%
16* 0% 60% (6400ppm) 0%
26 0% 73,33% (6400ppm) 0%
29* 0% 60% (3200ppm) 3,33%
31 0% - 93,33%
32 0% 100% (3200ppm) 16,66%
35 0% 100% (640ppm) 100%
36 0% 80% (3200ppm) 86,66%
44* 0% - 100%
56 0% 60% (640ppm) 43,33%
59 - 53,33% (3200ppm) 6,66%
84 0% 60% (640ppm) 83,33%

Concentracidn ensayos. Tenebrio: 25000-15000-5000-2500-1000-500 ppm; Thrips: 6400-3200-640 ppm; Afidos: 1 mg/planta
Los resaltados en amarillo no presentaron dosis-respuesta
* Compuesto nuevo
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Por otro lado, al explorar la actividad citotoxica ante una variedad de lineas celulares
tumorales, como A549 (pulmdn), H116 (colon), PSN1 (pancreas), T98G (glioblastoma
cerebral) y hepG2 (higado), se desvelaron resultados altamente interesantes en cuanto
a la capacidad citotéxica de ciertos compuestos aislados. Especificamente, en el caso de
las lineas celulares pulmonar (A549) y colorrectal (H116), se destacaron los compuestos
37 (clonostachydiol), 48 (dcido micofendlico) y 61 (N-acetiltiramina), mostrando valores
de ICso, la concentracidn de compuesto necesaria para reducir el 50% de la viabilidad
celular, que se mantuvieron iguales o por debajo de 0.5 ppm, equivalentesa 2.8 uM, 1.8
UMy 1.5 uM, respectivamente. Frente a las células pancredticas (PSN1), Unicamente el
compuesto 37 (clonostachydiol) destacd al mostrar valores de 1Cso dentro de este
umbral (1.8 uM). En lo que respecta a la linea celular de glioblastoma cerebral (T98G),
los compuestos 37 (clonostachydiol) y 54 (N®-(A%-Isopentenil)-9-metiladenina)
mostraron valores de ICso de 2.3 uM y 1.8 uM, respectivamente. Al explorar la linea
celular hepatica (hepG2), se evidencié que los compuestos 27 (iso-isariin B), 61 (N-
acetiltiramina), 62 (N-(4-hidroxifenetil)propionamida) y el compuesto nuevo 75,
exhibieron valores de ICso de 2.5 uM, 2.8 uM, 0.8 uM y 1.7 uM, respectivamente. Los
resultados completos, incluidos otros compuestos con actividad citotdxica moderada

frente a estas lineas celulares, se detallan en la Tabla 24.

Ademas, cabe resaltar que los compuestos 37 (clonostachydiol) y 61 (N-acetiltiramina)
también presentaron una notoria actividad antiangiogénica frente a células endoteliales
de aorta bovina (BAEC), lo que afade un componente adicional a su potencial

multifacético en la investigacidn oncolégica y antiangiogénica.

Estos resultados amplian nuestra comprensién de los compuestos aislados y su
potencial aplicacidn en la lucha contra las células tumorales, asi como en la inhibicidn

de la formacién de nuevos vasos sanguineos que alimentan a los tumores.
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Tabla 24. Valores de ICso (ppm) de citotoxicidad de compuestos aislados activos frente a diferentes lineas celulares

tumorales y actividad antiangiogénica frente a células endoteliales de aorta bovina (BAEC).

Compuesto A549 H116 PSN1 T98G hepG2 BAEC
3 5
5 5 5 5 5
6 5 5
15* 5
22*
24 5 5 5 5
26 1 1 1 10 1
27 10 5 0,5
29* 2,5
30* 5 5
31 5
32 2,5 2,5 2,5
33 5
35 2,5 5 1
36 2,5 2,5
37 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
40 5 5
41 5 5
42* 5 2,5 5
43* 5 2,5 2,5
a4* 2,5
45 5 5
48 0,05 0,5 1 5 1
49 5 5 1
50 5
51 5 5
53 2,5
54 2,5 2,5 2,5 0,5 2,5
58 5
61 0,5 0,5 0,5 0,5
62 0,5
68 2,5
70 5
72
75* 0,5
77* 2,5
84 5
85 5
89 5
91 5

* Compuesto nuevo
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Al evaluar la actividad nematicida de los compuestos aislados, el compuesto 1
(massarilactona A) demostrd una leve eficacia como inhibidor de la movilidad frente a
Meloidogyne javanica, lo que se tradujo en una inhibicidon del movimiento del 70% a la
concentracion de 300 ppm. Asimismo, ninguno de los compuestos evaluados exhibio

actividad frente a C. elegans a la maxima concentracion ensayada.

Por otro lado, el analisis de la actividad biolégica de los compuestos en relacién a la
inhibicion en la formacién/crecimiento de biofilm en Xylella fastidiosa, destaco a los
compuestos 57 (aloesaponarin 1) y 80 (JBIR-148) como activadores de biofilm a una
concentracion de 10 ppm. Este descubrimiento puede arrojar luz sobre la interaccién de
estos compuestos con los mecanismos de formacidon de biofilm en esta bacteria
fitopatdgena, lo que podria tener implicaciones tanto en la investigacidon sobre la

virulencia bacteriana como en el desarrollo de estrategias de control.

Todos los compuestos aislados e identificados durante la realizacion de este trabajo han
sido incluidos en la coleccidn de productos naturales de BMT y serdn probados en todos
los posibles screenings frente a dianas de interés que se pongan a punto en la empresa,
asi como en otros muchos que puedan llevar a cabo colaboradores, por lo que no se
descarta que en el futuro alguno de ellos se seleccione en alguno de estos screenings

por presentar una actividad interesante.
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4. CONCLUSIONES

Como resultado de un enfoque multidisciplinario, en el transcurso del presente trabajo
se ha llevado a cabo un analisis exhaustivo, mediante el empleo de técnicas analiticas y
de desreplicacion de PNs, de una serie de extractos de cepas de microorganismos
(hongos y actinomicetos, fundamentalmente de origen marino), con una amplia
diversidad taxondmica y procedentes de distintas regiones geograficas. Entre ellas,
destacaron las cepas de hongos HT-GU-SUES-1371 (Pleotrichocladium opacum), aislada
de una muestra de suelo recogida en el norte de Espafia y HL-102-24-R04 (Beauveria
felina), procedente de una muestra de sedimento marino recolectada en Euskadi
(Espafa), asi como las cepas de actinomicetos AA-AR-H-B002 (Streptomyces
griseorubiginosus), recolectada de un arrecife cercano a Pointe de Bellevue, en laisla de
la Reunion (Francia), y AA-74-M02-007 (Streptomyces wuyuanensis), aislada de un
molusco intermareal recogido en la playa de Bome (Guinea Ecuatorial), por su
interesante perfil de metabolitos secundarios potencialmente novedosos. A este efecto,
se consiguid identificar con éxito una amplia variedad de metabolitos secundarios
producidos por estas cepas, que representan la enorme diversidad bioldgica de las
colecciones de microorganismos de BMT, que constituyen una fuente muy importante
de quimiodiversidad, haciendo especial énfasis en aquellas de origen marino, que estan
adquiriendo un papel cada vez mas relevante en la exploracion de nuevos horizontes en
este campo de investigacidn, resaltando el potencial Unico de los recursos marinos en la

busqueda de soluciones bioactivas.

Por otro lado, se ha estudiado la induccién del metabolismo secundario en los
microorganismos mencionados, siguiendo una estrategia OSMAC (One Strain Many
Compounds), que ha demostrado favorecer la produccion de metabolitos secundarios
cripticos mediante la alteracidn de las condiciones de cultivo, la adicién al medio de
determinadas moléculas que actian como inductores quimicos y la técnica de cocultivo
entre distintos microorganismos. El proceso de aislamiento, purificacion y elucidacién
estructural de los metabolitos secundarios producidos por los microorganismos bajo
diferentes condiciones de cultivo ha reportado casi un centenar de moléculas aisladas,
de las cuales 22 de ellas han resultado ser nuevos PNs, lo que supone aproximadamente

un 25% de estructuras novedosas (Figura 71).
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Figura 71. Seleccion de metabolitos secundarios aislados y caracterizados, no descritos en bibliografia, producidos

por los microorganismos estudiados bajo diferentes condiciones de cultivo (OSMAC).

Este enfoque no solo amplia el conocimiento sobre la diversidad de metabolitos

secundarios que son capaces de producir estos microorganismos, sino que también abre
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la puerta a nuevas posibilidades en la investigaciéon y desarrollo de compuestos

bioactivos con potencial terapéutico y aplicaciones diversas.

Finalmente, y para completar este trabajo, se llevé a cabo un estudio de actividad
biolégica de los compuestos aislados en diferentes ensayos in vitro, que ha revelado

prometedores hallazgos en diversos campos.

Por tanto, teniendo en consideracion todo esto, resulta evidente el renovado interés de
las colecciones de microorganismos productores de un amplio abanico de metabolitos
secundarios bioactivos y su potencial aplicacién en sectores como salud humana y
animal, agricultura, alimentacion, etc. A este respecto, la estrategia OSMAC (One Strain
Many Compounds) se alza como una herramienta prometedora, ofreciendo una
perspectiva emocionante para el descubrimiento de nuevas moléculas con actividades
biolégicas Unicas, las cuales podrian ser esenciales para abordar los desafios
contemporaneos en el campo de la salud publica, generados por la proliferacién de
nuevas enfermedades y la aparicion cada vez con mayor frecuencia de patdgenos
antibidtico-resistentes. Asimismo, su aplicabilidad se extiende a otros sectores vitales,
como la agricultura, donde podrian contribuir al desarrollo de agentes protectores de
cultivos mas eficaces y sostenibles, y la seguridad alimentaria, al ejercer control sobre

patdgenos y agentes perjudiciales presentes en los alimentos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismos: Hongos y actinomicetos de origen marino y terrestre

HT-GU-SUES-1371

El hongo se aisld de una muestra de suelo recogida en el norte de Espaiia. La cepa se
transfirié de la coleccién del Dr. J. Guarro, Universitat Rovira i Virgili a la coleccién de
microorganismos de BMT y se depositd en la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT)

con el numero de acceso CECT 21234.

La determinacién taxondmica se realizd mediante secuenciacidon génica de la regién
ITS1-5.85-ITS2 del ADN ribosémico. Comparando la secuencia obtenida con las
secuencias depositadas en las bases de datos del Genebank, se obtuvo una coincidencia
del 99% con Pleotrichocladium opacum. Las colonias del hongo muestran un crecimiento
micelial algodonoso blanco que se vuelve gris a los 15 dias, y alcanzan 9 cm de didmetro
en 15 dias a 25 2C sobre agar dextrosa de patata, en una camara de cultivo con una
humedad del 42%. La cepa esporula formando aleurioconidios clavados de 1-3 células,
de color marrén en la punta y mas palidos en la célula basal. Un cultivo puro de HT-GU-

SUES-1371 se mantiene en la coleccién de BMT, congelado a -70 2C en glicerol al 20%.

Figura 72. Imagen de un cultivo de Pleotrichocladium opacum (cepa HT-GU-SUES-1371) en placa Petri.
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HL-102-24-R04

El hongo fue aislado de una muestra de sedimento marino recolectada en la costa de

Euskadi (Espafia), a una profundidad de 20-30 m y a una temperatura de 17 °C.

La determinacién taxondmica se asignd después del analisis de secuenciacién de la
region ITS1-5.85-1TS2 del ADN ribosédmico. Comparando la secuencia obtenida con las
secuencias depositadas en las bases de datos de Genebank, se obtuvo una coincidencia
del 97% con Beauveria felina. Las colonias muestran un aspecto algodonoso blanco al
principio, y amarillento después de 15 dias de crecimiento, y alcanzan 8-14 mm de
crecimiento en medio PDA después de 15 dias en una cdmara de cultivo a 25 2C, con una
humedad del 42% y en oscuridad. La conidiogénesis se obtiene facilmente mediante la
técnica de cultivo en portaobjetos sobre agar PDA. Las células conidiogénicas surgen
individualmente y muestran una elongacidn simpodial, con una parte basal hinchada
terminando en un raquis en zig-zag. Los conidios son elipsoidales, con base ligeramente

puntiaguda, y ligeramente pigmentados en amarillo.

Un cultivo puro de la cepa HL-102-24-R04 se mantiene congelado en la coleccién de

microorganismos de BMT, a -70 2C en glicerol al 20%.

Figura 73. Imagen de un cultivo de Beauveria felina (cepa HL-102-24-R04) en placa Petri.

130



AA-AR-H-B002

La cepa AA-AR-H-B002 se aislé de un cnidario no identificado recogido en un arrecife
cercano a Pointe de Bellevue, en la isla de la Reunién (Francia) y fue depositada en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia, Espafia, con el nimero de acceso CECT

30830.

La cepa fue identificada como Streptomyces griseorubiginosus por secuenciacion parcial
de su ARN 16S, mostrando una homologia del 99,78% en una secuencia de 913
nucledtidos de longitud. El ADN del microorganismo se obtuvo utilizando el kit DNeasy
de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. El gen 16S ADNr se amplificé
utilizando los cebadores universales 27f (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492r
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT). El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 94 2C
durante un minuto, luego 30 ciclos de 98 2C durante 10 segundos, 50 2C durante 2
minutos, 72 2C durante 10 segundos, y finalmente un paso de 72 eC durante 7,5 minutos.
El gen amplificado se purificé utilizando el kit QiaQuick de Qiagen siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los amplicones purificados se enviaron a un servicio
externo para su secuenciacion. Todos los pasos del proceso fueron monitorizados

utilizando electroforesis de agarosa al 1,2% en tampdn TBE a mitad de fuerza.

Figura 74. Imagen de un cultivo de Streptomyces griseorubiginosus (cepa AA-AR-H-B002) en placa Petri.
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AA-74-M0O2-007

La cepa AA-74-M02-007 se aislé de un molusco intermareal recogido en la playa de

Bome, cercana a la ciudad de Bata (Guinea Ecuatorial).

La cepa fue identificada como Streptomyces wuyuanensis por secuenciacion parcial de
su ARN 16S, mostrando una homologia del 99,89% en una secuencia de 881 nucledtidos
de longitud. El procedimiento seguido para la identificacion de la cepa fue idéntico al

descrito anteriormente.

Figura 75. Imagen de un cultivo de Streptomyces wuyuanensis (cepa AA-74-M02-007) en placa Petri.

Estos microorganismos fueron seleccionados por su perfil de producciéon de metabolitos
secundarios, de entre una serie de hongos y actinomicetos de la coleccién de
microorganismos de BMT, y han constituido el principal material biolégico de este
trabajo, aplicando la estrategia OSMAC para la induccién de su metabolismo secundario.
El resto de los microorganismos que participaron en el proceso de seleccion mediante
desreplicacién quimica de los correspondientes extractos, asi como en las pruebas de
cocultivo con los microorganismos descritos anteriormente vienen recogidos en la tabla

25.
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Codigo cepa Expedicion Region recogida Muestra Microorganismo Especie
MI-75-A20-043 MAR LI Alga Bacteria Aeromicrobium
(Esparia) alkaliterrae
MI-61-TEA-010 MAR Pontevedra Desmoesponja Tethya Bacteria Gordonia terrae
(Esparia) aurantiacum
BL-65-HOL2-018 MAR Senegal Echinodermata Bacteria Dermatophilus sp.
AA-78-CN2-009 MAR Puerto Quetzal Arthropoda Bacteria Salinicoccus roseus
(Guatemala)
BL-59-SINU-006 MAR Islas Mayotte Cnidaria Bacteria Bacillus pumilus
(Francia)
AA-73-COF-018 MAR Argentina Alga Bacteria Leifsonia poae
AA-78-CR6-010 MAR PUSIED ] Arthropoda Bacteria Streptomyces sp.
(Guatemala)
HL-84-MIS4-AD04 MAR Guinea Ecuatorial Cnidaria Hongo Echinocatena
arthrinioides.
HL-84-TRO-AD01 MAR Guinea Ecuatorial Cnidaria Hongo Ascomycete sp.
HL-94-F20-Q01 MAR Formen~tera Desconocido Hongo Galactomyces sp.
(Espania)
HL-94-F41-AAO1 MAR Formentera Desconocido Hongo Penicillium raistrickii
(Espafia)
HL-94-F10-P02 MAR Formentera Desconocido Hongo Thielavia sp.
(Espania)
HL-118-04-Q01 MAR Azores Porifera Hongo eI
(Portugal) brevicompactum
HL-118-08-P100 MAR Azores Porifera Hongo Sterigmatomyces
(Portugal) halophylus

Tabla 25. Hongos y actinomicetos objeto de estudio junto con informacidn taxonémica y sobre su origen.

5.2. Fermentaciones de los microorganismos seleccionados en diferentes medios y
condiciones de cultivo y técnicas de cocultivo

Los microorganismos seleccionados (hongos y bacterias) se cultivaron siguiendo una
estrategia OSMAC para la induccidn de metabolitos secundarios cripticos, mediante
fermentaciones en diferentes medios de cultivo, para lo que se realizaron pruebas en
volumen pequeiio con diferentes medios de fermentacidn, tanto liquidos como sélidos,

seleccionando aquellos que aportaban mayor quimiodiversidad a la vista del perfil de
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metabolitos producidos en los cromatogramas de HPLC de los extractos
correspondientes. Por otro lado, se estudio la adicién al medio de inductores quimicos,
entre los que destacaron N-acetil-D-glucosamina y 5-Azacitidina para los hongos, y v-

butirolactona en el caso de los actinomicetos.

A continuacion, se muestra una descripcion mas detallada de las fermentaciones
axénicas llevadas a cabo con cada uno de los microorganismos estudiados en este

trabajo.

La fermentacion en condiciones estandar (JSA) del hongo Pleotrichocladium opacum
(HT-GU-SUES-1371) se llevd a cabo en dieciséis matraces Erlenmeyer de 40 ml, con 10
ml de medio de siembra cada uno, compuesto por un 2% de harina de avena, un 2% de
extracto de malta, un 0.01% de KH2PO4 y un 0.005% de MgS04-7H,0 (medio JSA). Para
inocular cada matraz se utilizaron dos tacos picados de 1 cm de didmetro de un cultivo
fungico bien desarrollado en PDA. Los matraces se cultivaron a 25 2C, en un agitador
rotatorio a 200 rpm, en oscuridad durante 48 h y se utilizaron como primer paso de
indculo. A continuacidn, se utilizaron 5 mL del primer inéculo por matraz para inocular
dieciséis matraces Erlenmeyer de 250 mL, con 40 mL del mismo medio de cultivo cada
uno y se incubaron en las mismas condiciones durante 48 h, y se utilizaron como
segundo paso de indculo. La fermentacién de 8 L en condiciones estandar (medio JSA)
se llevd a cabo en treinta y dos matraces Erlenmeyer de 2 L, con 250 mL de medio de
fermentacion cada uno, en el mismo medio de cultivo y en las mismas condiciones de
agitacion y temperatura descritas anteriormente durante 7 dias. Cada matraz se inoculd

con 15 ml del segundo indculo.

Ademas de la fermentacidon en condiciones estandar, se llevaron a cabo dos
fermentaciones en medio sélido, en arroz y en trigo. La fermentacién en estado sélido
en arroz se llevd a cabo en treinta y dos matraces Erlenmeyer de 2 L con un medio de
fermentacion que contenia 125 g de arroz sancochado y 94 mL de H;O destilada,
mientras que para la fermentacion en estado sdlido en trigo se utilizé un medio que
contenia 19.9% de trigo, 0.18% de CsH1206, 0.9% de C4HaNa,06, 0.045% de NH4N O3, 1.33
x 10° % de FeS0O4-7H0, 1.33 x 10> % de MnCl>-4H20, 1.33 x 10° % de ZnS04-7H20 y

79.75% de H,0 destilada. El resto del procedimiento de cultivo fue idéntico al descrito
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anteriormente para el cultivo en condiciones estandar, excepto que los matraces se

incubaron a 25 2C y en oscuridad durante 28 dias.

Adicionalmente, se llevaron a cabo otras 2 fermentaciones para estudiar el efecto de la
adicion de inductores quimicos al medio de cultivo. Los inductores quimicos
seleccionados fueron 5-azacitidina y N-acetil-D-glucosamina, los cuales se afiadieron a
fermentaciones en estado solido en arroz a una concentracion de 162 y 0.5 uM,

respectivamente.

Para la fermentacién del hongo Beauveria felina (HL-102-24-R04), el procedimiento de
preparacion del medio de siembra e inoculacién del hongo fue idéntico al descrito
anteriormente para el hongo P. opacum. En este caso, la fermentacion de 8 L en
condiciones estandar (medio MI/2) se llevé a cabo en treinta y dos matraces Erlenmeyer
de 2 L con 250 mL de medio de fermentacién cada uno, compuesto por 0.1% extracto
de carne, 0.2% triptona, 0.1% extracto de levadura, 0.5% levadura de panaderia seca en
escamas, 0.2% dextrosa, 1% almidén de arroz, 0.53% NaCl, 0.02% KCl, 0.24% MgCls-
6H20 y 0.75% Na,S0a, bajo las mismas condiciones de agitaciéon y temperatura descritas

anteriormente, durante 7 dias.

Ademas de la fermentacién en condiciones estandar, el hongo B. felina fue cultivado en
medio HGA liquido, cuya composicion contiene 1.5% harina de soja, 0.8% gliceroly 1.5%
almidoén de arroz, bajo las mismas condiciones de agitacidon y temperatura descritas
anteriormente, durante 7 dias. Adicionalmente, se llevaron a cabo otras 3
fermentaciones en medio sélido en arroz, con y sin la adicidn de inductores quimicos,

en las mismas condiciones descritas anteriormente para P. opacum.

En el caso de los dos actinomicetos seleccionados, las fermentaciones liquidas se
realizaron en matraces incubados a 28 2C y con una agitacién a 240 rpm. Todas se
iniciaron a partir de un cultivo fresco y confluente del actinomiceto en medio sélido 172,
incubado durante una semana a 28 2C. Este medio estd compuesto por 10 g de glucosa,
20 g de glucidex-12, 5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona de caseina, 15 g de agar
y 1 g de carbonato célcico, afiadido tras el ajuste del pH (cantidades referidas a 1 L de
medio). El indculo se desarrollé en dos etapas. La primera se llevd a cabo en matraces

Erlenmeyer de 50 ml de capacidad conteniendo 10 ml de medio MIM, que contiene 3 g
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de extracto de carne de vacuno, 5 g de peptona de caseina, 5 g de harina de semilla de
soja, 24 g de almiddén de maiz, 5 g de extracto de levadura, 1 g de glucosa, 7.5 g de
NazS0a4, 5.34 g de NaCl, 2.4 g de MgCl,-6H,0, 0.2 g de KCl y 4 g de carbonato cdlcico,
afiadido tras el ajuste del pH (cantidades referidas a 1 L de medio). Estos matraces se
sembraron con 3 discos tomados del cultivo sélido confluente bajo las condiciones de
incubacién descritas anteriormente, durante 48 horas. La segunda etapa se realizé en
matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad llenos con 40 ml de medio MIM vy
sembrados con 4 ml de la primera etapa, bajo las condiciones de incubacién descritas
anteriormente, durante 48 horas. Finalmente, la fase de produccién se llevd a cabo
utilizando matraces Erlenmeyer de 2 L de capacidad, con 250 ml del medio apropiado,
sembrados con 12 ml del indculo de la segunda etapa, que se incubaron durante 96 o

120 h, segun el experimento.

A continuaciodn, se describe la composicién de los medios de fermentacién utilizados en
la fase de produccién para los actinomicetos Streptomyces griseorubiginosus (AA-AR-

H-B002) y Streptomyces wuyuanensis (AA-74-M02-007):

Medio FA-1 por litro: 5 g de levadura entera de panaderia, 1 g de bacto peptona, 20 g
de glucidex-12, 3 g de harina de semilla de soja, 5 g de glucosa, 0.5 g de K;HPO4, 0.0076
g de MnS0s-H,0, 2.4 g de MgCl,-6H,0, 7.5 g de Na;S0O4, 5.34 g de NaCl, 0.0013 g de

CoCl;-6H;0, 0.2 g de KCl y 4 g de carbonato calcico anadido después del ajuste de pH.

Medio SAF por litro: 40 g de manitol, 10 g de glucosa, 12.5 g de maiz atomizado, 16 g de
pharmamedia, 2 g de MgS04-7H,0, 5.5 g de Na,S04, 2 g de NH4Cl, 2 g de KCl, 2.34 g de
NaCl, 0.0076 g de MnSQO4-H,0 y 10 g de carbonato calcico anadido después del ajuste de
pH.

Medio SymPv-21 sélido por litro: 15 g de glicerol, 25 g de peptona proteosa, 5 g de
farmacopea, 5 g de gluconato sdédico, 2 g de K;HPO4 y 2 g de MgS04-7H;0.

Medio MN-2 por litro: 5 g de levadura entera de panaderia, 10 g de glucidex-12, 10 g de
harina de semilla de soja, 5 g de glucosa, 1 g de NaCl, 1 g de (NH4)2S04, 0.0008 g de CoCl»-

6H;0 y 5 g de carbonato calcico afiadido después del ajuste de pH.

Medio FA-1 agar (sdlido) por litro: 15 g de agar americano, 5 g de levadura entera de
panaderia, 1 g de bacto peptona, 20 g de glucidex-12, 3 g de harina de semilla de soja, 5
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g de glucosa, 0.5 g de K;HPO4, 0.0076 g de MnSOa4-H0, 2.4 g de MgCl,-6H,0, 7.5 g de
Na,S04, 5.34 g de NaCl, 0.0013 de g CoCl,-6H20, 0.2 g de KCl y 4 g de carbonato calcico

afadido después del ajuste de pH.

Para el experimento de adicién de inductores quimicos al medio de cultivo, se anadid y-

butirolactona al medio correspondiente (FA-1), a una concentracién de 50 uM.

Por otro lado, todas las fermentaciones sdlidas se llevaron a cabo en matraces
Erlenmeyer de 2 L de capacidad, con 250 ml del medio sdlido seleccionado. Los

matraces sembrados se incubaron a 28 2C en condiciones aerdbicas durante 144 horas.

Por altimo, se realizaron experimentos de cocultivo de dos hongos o dos bacterias
diferentes, o cocultivos mixtos entre un hongo y una bacteria, tanto en medio liquido en
matraz, como en medio sdélido en placa. Se llevaron a cabo cocultivos a escala reducida
con diferentes microorganismos, seleccionando para una ampliacién de escala, aquellos
en los que el perfil de metabolitos producidos resulté ser diferente al de los cultivos
axénicos por separado. Por regla general, los microorganismos involucrados en los
diferentes cocultivos, presentaron diferentes tiempos de incubacién, tanto para el
desarrollo de sus inéculos, como para el desarrollo de la fermentacién en el que se

produjeron los diferentes metabolitos secundarios.

Los experimentos de cocultivo en medio liquido, tanto de dos hongos o dos
actinomicetos, como los cocultivos mixtos hongo-actinomiceto, se llevaron a cabo en
matraces de 250 ml de capacidad conteniendo 40 ml de medio de fermentacién,
utilizando distintas proporciones de los dos microorganismos (10:90, 50:50, 90:10). Se
consideraron dos enfoques: uno en el que uno de los dos microorganismos actuaba
como cepa productora, contribuyendo con un 90% del volumen de cultivo, y el otro
como cepa inductora, contribuyendo con un 10% del cultivo, y otro en el que ambos

microorganismos contribuyeron con un 50% del cultivo.

La cepa productoray lainductora siempre se inocularon y se incubaron durante 48 horas
por separado. A las 48 horas se realizaron los cocultivos, afiadiendo un 10% de cultivo
de la cepa inductora al cultivo de la cepa productora. Una vez realizada la mezcla de
cultivos, éstos se incubaron a diferentes tiempos, y se monitorizaron para la deteccién

de posibles nuevos metabolitos secundarios. Para los cocultivos al 50%, el
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procedimiento fue idéntico, uniendo voliumenes iguales de ambos cultivos. Las
condiciones de incubacién fueron 25 2Cy 200 rpm para los cocultivos entre dos hongos
y cocultivos mixtos, mientras que para los cocultivos entre 2 bacterias fueron 28 2C vy

240 rpm.

Ademas, en el caso de los actinomicetos, también se llevaron a cabo experimentos de
cocultivo con bacterias unicelulares (Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtillis). En
este tipo de cocultivo, la cepa productora siempre fue el actinomiceto y la cepa
inductora la bacteria unicelular, que se afadié al 10% o al 25%. En estos experimentos,
los cultivos bacterianos fueron previamente centrifugados y las bacterias ya lavadas se
resuspendieron en saline estéril restaurando el volumen original y se usaron como

inductoras a los porcentajes previamente indicados.

Bacteria
unicelular

1 1 1 1 l
somsts 14 11 1 l 1 1
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Figura 76. Esquema de los experimentos de cocultivo en medio liquido llevados a cabo entre diferentes

microorganismos.

Por otro lado, los experimentos de cocultivo en medio sdlido se realizaron entre dos
hongos o dos actinomicetos, asi como de manera mixta entre un hongo y un
actinomiceto. Para ello, se emplearon placas de 6 pocillos, con 5 ml de medio por pocillo
(medio PDA o medio 172). En los pocillos de la columna central se enfrentaron los dos
microorganismos, mientras que en los de las columnas laterales se sembraron los
microorganismos por separado como control, y se incubaron a distintos tiempos. Las

condiciones de incubacion fueron 25 9C en oscuridad para los cocultivos entre dos
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hongos y cocultivos mixtos, mientras que los cocultivos entre 2 bacterias se incubaron a

28 2C, también en ausencia de luz.

‘ y Microorganismo 1\

Microorganismo 1 I + | Microorganismo 2 I

|
) Microorganismo 2 //

Microorganismo 1

Microorganismo 1 + ‘ Microorganismo 2

Microorganismo 2 \

Figura 77. Disefio experimental de los cocultivos en medio sélido en placa de 6 pocillos.

Los cocultivos en los que se detecté una alteracion en el perfil de metabolitos
secundarios producidos, respecto del de los cultivos axénicos por separado, se
repitieron a mayor escala. En el caso de los cocultivos en medio sélido, los
microorganismos se inocularon en dos puntos, uno en cada lado, en placas Petri de 90
mm que contenian medio PDA o medio 172, segun el caso, bajo las mismas condiciones
de incubacién descritas anteriormente, durante 14-28 dias. Los cocultivos en medio
liquido se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 2 L con 250 ml de medio, en las
condiciones habituales de incubacion y fermentacidn descritas anteriormente para cada

Caso.
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5.3. Extraccion de los compuestos producidos por los microorganismos en los
procesos de fermentacion

Los extractos orgdnicos se generaron a partir de las correspondientes fermentaciones
de los microorganismos seleccionados, cultivados bajo distintas condiciones de

fermentacion, como se ha descrito en el apartado anterior.

En el caso de las fermentaciones en medio liquido, en primer lugar, se lleva a cabo una
extraccion en fase sélida utilizando un 10% v/v de un polimero de resina de adsorcion
(Amberlite XAD1180N™), una matriz muy robusta que permite trabajar en todo el rango
de pH, a altas temperaturas y presiones, y con una amplia variedad de solventes
organicos. Esta matriz se acondiciona en una mezcla 1:1 de MeOH/H,O durante
aproximadamente 24 h antes del proceso de extraccion. Tras 1 h de agitacién, se filtra
el micelio, afiadiendo Celite® como coadyuvante de la filtracién, y se lleva a cabo una
extraccion sélido-liquido utilizando 50% v/v (respecto al volumen de fermentacioén) de
una mezcla de disolventes organicos (EtOAc/MeOH 3:1 en la mayoria de los casos) que
permite por una parte la desorcién de los metabolitos extracelulares adsorbidos a la
superficie de la resina, y por otra, la extraccién de los metabolitos intracelulares
contenidos en el micelio. Después de aproximadamente 1 h de agitacion, se filtra para
desechar la resina y los restos del micelio, y se separa la fase organica mediante

decantacidn, evaporando el disolvente a vacio en un rotavapor.

Para las fermentaciones de los microorganismos cultivados en medio sélido, se lleva a
cabo directamente la extraccion con disolventes organicos, tras recoger y homogeneizar

el contenido de los matraces (o placas Petri).

5.4. Desreplicacién quimica mediante LC-UV-MS de los metabolitos secundarios

presentes en los extractos orgdnicos de los caldos de cultivo

Los extractos orgdnicos de los caldos de fermentacidon se sometieron a un proceso de
desreplicacién quimica que permitié identificar aquellos compuestos (o picos en el perfil

cromatografico del extracto) que no se correspondian con ninguno de los compuestos
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de la coleccidon de compuestos puros de BMT, y que, por tanto, pudieran presentar algun

tipo de novedad estructural.

La desreplicacidn se realizd a través de la técnica de HPLC, por comparacion de los
tiempos de retenciodn y los espectros UV-Vis de los compuestos del extracto con los de
los compuestos puros (obtenidos en las mismas condiciones de analisis) que se
encuentran almacenados en la base de datos de BMT. Para ello, 5 plL de cada extracto,
a una concentracion de 5 pg/uL, se analizaron utilizando un equipo de HPLC analitico
Agilent 1200, con una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (1.8 um; 4.6 x 50 mm), a 20 2C,
con un flujo de 0.5 mL/min y un gradiente de MeOH/H,0 (con 0.04% de 4cido
trifluoroacético) que comenzé con un 15% de MeOH hasta alcanzar el 100% a los 15
minutos, se mantuvo al 100% de MeOH durante 5 minutos y volvié al 15% en 10 minutos,

con un post-run de 5 minutos para inicializar el sistema.

También se hizo una desreplicacion por comparacién de los espectros de masas
obtenidos en un equipo UHPLC modelo 1290 Infinity Il acoplado a un espectrémetro de
masas 6230 TOF LC/MS con fuentes de ionizacion ESl y APCI, usando una columna Zorbax
Eclipse Plus C18 RRHD (1.8 um; 2.1 x 50 mm), a 40 2C, con un flujo de 0.6 mL/min y un
gradiente de MeOH/H,0 (con 0.01% de acido férmico) que comenzd con un 20% de
MeOH hasta alcanzar el 100% en 7 minutos, se mantuvo al 100% de MeOH durante 2
minutos y volvié al 20% en 1 minuto, con un post-run de 3 minutos para inicializar el

sistema. Se recogieron barridos de UV mediante un array de diodos desde 200 a 600 nm.

La evaporacion del disolvente de elucién se obtuvo usando la fuente ESI estandar
ajustada a un flujo de gas de secado de 10 L/min a 350 2C. El voltaje capilar se ajusto a

3000 V. Los espectros de masas se recogieron como full scans desde m/z 100 a 3200.

El analisis se realizd utilizando el software Masshunter suite (Agilent Technologies)

version B.08.00.

Ademas de los extractos, todas las fracciones obtenidas en cada paso de purificacion se

sometieron también a este proceso de desreplicacién quimica.

141



5.5. Técnicas de cromatografia para el aislamiento y purificacion de los metabolitos
secundarios

La purificacion de los compuestos producidos durante los procesos de fermentaciéon de
los microorganismos se llevé a cabo utilizando distintas técnicas de cromatografia. En
general, la primera etapa del proceso de purificacion consistié en una cromatografia de
fase normal, en placa filtrante a vacio (CPV), de los extractos organicos generados,
seguida por uno o varios pasos de cromatografia liquida en columna, tanto en fase
normal como reversa. En algunos casos el ultimo paso del proceso se llevé a cabo en un

HPLC semipreparativo.

El procedimiento seguido para la cromatografia en placa a vacio (CPV) fue el siguiente:
se eligié una placa filtrante de tamafio adecuado al peso del extracto a cromatografiary
se afiadio silica gel (35-70 um; 60 A; Thermo Scientific) como fase estacionaria hasta
llenar aproximadamente % partes del volumen total de la placa filtrante. Paralelamente,
se prepar6 una mezcla homogénea de la muestra a cromatografiar con
aproximadamente el doble de peso de silice, se acondiciond la silica con el primer
disolvente de elucién y se cargd la muestra seca para dar comienzo a la cromatografia
haciendo pasar por la columna de silica gel la fase mévil, en un gradiente de polaridad
creciente. El gradiente estandar utilizado para la cromatografia en placa de los extractos
fue el siguiente: 6 fracciones de Hex/EtOAc (9:1, 8:2, 7:3, 1:1, 3:7 y 2:8), una fraccién de
EtOAc, 4 fracciones de EtOAc/MeOH (9:1, 75:25, 1:1 y 25:75) y una ultima fraccién de
MeOH.

Para los siguientes pasos de cromatografia en columna, la fase estacionaria y la fase
movil se eligieron en funcién de la polaridad de los compuestos a cromatografiar,
utilizando diferentes rellenos, tanto de fase normal como de fase reversa, asi como
mezclas de diferentes disolventes organicos (metanol, acetona, acetonitrilo,
diclorometano, acetato de etilo, éter, hexano, etc.) como fase movil. En todos los casos,
se recogieron las fracciones en matraces esféricos, se evaporé el disolvente a vacio en
rotavapor y se pesoé el residuo obtenido de cada fraccidon. Por ultimo, se prepararon
muestras para desreplicacién por HPLC y HPLC-MS, tal y como se describe en el apartado
anterior. Para obtener una primera aproximacién acerca de la composicion de las
fracciones recogidas, se realizdé una cromatografia en capa fina (CCF), utilizando placas
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de CCF (gel de silice 60 F2s4) como fase estacionaria y una mezcla de solventes organicos
como fase movil, que varié en cada caso en funcidn de la polaridad de los compuestos

aislados.

5.6. Purificacion de productos aislados por HPLC semipreparativo

En aquellos casos en los que la cromatografia en columna, tanto en fase normal como
en fase reversa, no fue suficiente para la purificacién del compuesto de interés, se
recurrié a la cromatografia liquida de alta eficacia en escala semipreparativa (HPLC
semipreparativo), utilizando un equipo Agilent Semipreparativo 1100 series, equipado
con una columna Kinetex® EVO C18 (5 um; 100 x 21.2 mm; 100 /3). Los disolventes
utilizados para la elucién de compuestos fueron agua con 0.1% de acido férmico (A) y
metanol o acetonitrilo (B), en un gradiente preestablecido en el que el %A iba
disminuyendo a lo largo de la carrera cromatografica y que varié en funcién de la

polaridad de los compuestos a cromatografiar.

De esta forma se consiguid la purificacion de todos los compuestos puros descritos en
el presente trabajo, y que, tras su identificacién, se incluyeron en la coleccion de

compuestos puros de BMT.

5.7. Elucidacion estructural de los compuestos puros aislados. Experimentos de
Resonancia Magnética Nuclear.

La elucidacién de la estructura quimica de los compuestos aislados se llevé a cabo
fundamentalmente mediante experimentos de RMN. Los espectros de RMN se
registraron en un equipo Varian “Mercury 400MHz” (a 100 y 400 MHz para *H y 13C,
respectivamente), con sonda de deteccidn inversa con gradientes y unidad de
temperatura variable, usando la seial del disolvente residual como referencia interna
(6n 7.26 'y 6¢ 77.16 ppm para CDClsz; 64 3.31 y 6¢ 49.0 ppm para MeOH-ds; 61 2.05 y &¢
29.84, 206.26 ppm para acetone-ds; 61 2.50 y 6¢ 39.52 ppm para DMSO-dp).

Una vez obtenida la muestra purificada y seca se reconstituyd en un disolvente

deuterado vy se realizé un estudio completo por RMN, llevando a cabo experimentos
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mono y bidimensionales, homo y heteronucleares (*H, 13C, gCOSY, gHSQC, gHMBC,
TOCSY, NOESY, etc.).

Con las caracteristicas estructurales observables en estos espectros, y la informacién
obtenida de los experimentos de espectrometria de masas y espectroscopia UV-vis, se
hizo una desreplicacion frente a diferentes Bases de Datos comerciales (MarinlLit,
AntiBase, AntiMarine, SciFinder, etc.). En los casos en los que se observé una
coincidencia con algin compuesto previamente descrito en la bibliografia, se
compararon los espectros experimentales, con los datos publicados en bibliografia. En
los casos para los que no se encontré ninguna coincidencia, se procedio a la elucidacién

estructural del compuesto.

Una vez establecida de manera inequivoca la estructura plana del compuesto se hizo de
nuevo una busqueda en todas las bases de datos disponibles, para determinar si la
estructura correspondia a un nuevo compuesto o a uno previamente descrito en
bibliografia. En cualquiera de los casos, el compuesto se incorpord a la coleccion de PNs

puros de BMT.

Para obtener mas informaciéon acerca de la estereoquimica y la estructura
tridimensional de las moléculas aisladas que presentaban algin centro quiral, se

emplearon otras técnicas como polarimetria, dicroismo circular y QM-NMR.

5.8. Medidas de rotacion optica, ECD y QM-NMR de los compuestos puros

Los compuestos quirales con estructura novedosa de los que se consiguid aislar cantidad
suficiente fueron analizados por polarimetria en la Universidad de Jaén para obtener
mas informacién acerca de la estereoquimica de estas moléculas. Las medidas de
rotacién dptica se realizaron utilizando un polarimetro JASCO P-2000, a 589 nm (linea D
del sodio) y 20 2C, con una celda de 10 cm y una apertura de 8 mm. Se utilizdé una fuente
de luz de Na, un detector de tubos fotomultiplicadores y un nimero de 10 ciclos por
medida, con un intervalo de 5 s entre ciclos. Las muestras se prepararon disolviendo 5-
10 mg de compuesto puro en 1.5 mL de MeOH (calidad HPLC). La rotacidn Optica

especifica de cada muestra se determind a través de la siguiente ecuacién:
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[a]?% = a/lc

Donde:

o = Rotacion observada corregida

| = longitud del tubo del polarimetro en dm
c = concentracion de la muestra en g/mL

También se utilizaron otras técnicas como:

ECD (Electronic Circular Dichroism), en el Centro de Investigaciones Cientificas
Avanzadas (CICA) de la Universidad de A Corufia. Los espectros de ECD se registraron en

un espectropolarimetro JASCO J-810.

Quantum Mechanical-Nuclear Magnetic Resonance (QM-NMR, métodos DP4+ y J-
DP4), mediante una colaboracion con el IPNA-CSIC, que se basa en célculos
computacionales por comparacién de los desplazamientos quimicos y constantes de
acoplamiento calculados frente a los datos obtenidos experimentalmente en RMN,
obteniendo la configuracion relativa con mayor probabilidad. Los calculos se realizaron
siguiendo el flujo de trabajo general descrito para los métodos DP4+ y mix-J-DP4.12> 127
De este modo, se generaron todos los isémeros posibles y se realizaron busquedas
conformacionales empleando el protocolo de muestreo conformacional de modo
torsional/bajo mixto en fase gaseosa utilizando el campo de fuerza MMFF vy
reoptimizando los conférmeros con AMBER y el campo de fuerza MM3 en el método
mix-J-DP4. Los calculos de RMN se realizaron utilizando las conformaciones bajo un
corte de energia de 12 ki/mol y MAD 0.5 A. Para calcular las constantes de
apantallamiento magnético se utilizaron los niveles tedricos DFT recomendados para
DP4+ (PCM/ mPW1PW91/6-31+G**//B3LYP/6-31G*) y J-DP4 (B3LYP/6-31G**) en
Gaussian 16, mediante el método gauge incluyendo orbitales atémicos®®'* y 3Juy si
era necesario, empleando exclusivamente la contribucién del término de contacto de
Fermi. Todas las figuras de los modelos moleculares se realizaron utilizando
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Figura 78. Flujo de trabajo de los métodos computacionales QM-NMR (J-DP4) empleados para la determinacién de la

configuracidn relativa de moléculas quirales.126

5.9. Ensayos de bioactividad de los compuestos aislados

La actividad bioldgica de todos los compuestos puros aislados e identificados a lo largo

del proyecto se evaludé en los diferentes ensayos in vitro puestos a punto en el

Departamento de Ensayos de BMT.

Ensayo antibacteriano frente a un panel de bacterias, entre las que se incluyen
3 cepas G+ (Bacillus subtilis ATCC 6051, Staphylococcus aureus CECT794 y
Micrococcus luteus ATCC 9341 Kocuria rhizophila) y 3 cepas G- (Escherichia Coli
A25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 y Pseudomonas aeruginosa
CECT108).

Ensayo antifungico frente a Aspergillus nidulans y Candida albicans y hongos
fitopatdgenos (Botrytis cinerea y Phytophthora capsici).

Ensayo citotoxico frente a diferentes lineas celulares tumorales (A549, H116,
PSN1, T98G, hepG2).

Ensayo antiangiogénico con células BAEC (células endoteliales de aorta bovina).
Ensayo insecticida frente a Myzus persicae (afidos), Frankliniella occidentalis
(Thrips) y Tenebrio molitor (larva de coledptero).

Ensayo nematicida frente a Caenorhabditis elegans y Meloidogyne javanica.

Ensayo de inhibicidn en la formacién de biofilm en Xylella fastidiosa.
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El procedimiento empleado para llevar a cabo estos ensayos se detalla a continuacion.

Ensayo antibacteriano

Se evalud la actividad antibacteriana de todos los compuestos mediante un ensayo de
microdilucion. Las cepas utilizadas fueron Escherichia coli A25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 29665, Pseudomonas aeruginosa CECT108, Staphylococcus aureus
CECT 794, Kocuria rhizophila ATCC 9341 vy Bacillus subtilis ATCC 6051. Las placas de
microtitulacion con los compuestos se prepararon en condiciones estériles siguiendo el
siguiente procedimiento. Los compuestos se disolvieron en metanol:DMSO (9:1, v:v) a
una concentracién inicial de 1280 pg/ml. Las diluciones posteriores se realizaron
Unicamente con metanol. Los compuestos se dispensaron en los pocillos de la placa de
microtitulacién para alcanzar concentraciones finales que oscilaban entre 128 pg/mly
0.0625 pg/ml en diluciones sucesivas. Las placas de microtitulaciéon que contenian los
compuestos se secaron en condiciones estériles. E| DMSO, que no se evaporaria, alcanzo
una concentracion maxima del 1% para la concentracidon mas alta ensayada de los
compuestos, y se comprobd previamente que esta concentracion no inhibia el
crecimiento de los microorganismos. Los indculos se prepararon de acuerdo con el
siguiente procedimiento: se obtuvieron cultivos frescos bacterianos durante la noche
previa al ensayo incubando las bacterias a 35 2C en un medio sdélido 172 de ATTC
modificado. Se prepard una suspensidon de las bacterias en medio Mueller Hinton
ajustado con cationes (CAMH) equivalente a 1.5 x 108 bacterias/ml utilizando los
estdndares de turbidez de McFarland. Estas suspensiones se diluyeron ain mas en
medio CAMH para alcanzar una concentracién bacteriana de 5.5 x 10° bacterias/ml. Esta
suspension final se utilizd para llenar los pocillos de la placa de microtitulaciéon con
alicuotas de 200 pl. Las placas de microtitulacion inoculadas que contenian los
compuestos y las bacterias se incubaron a 35 2C durante 20 horas. Paralelamente se
realizaron controles de medio no inoculado y de medio inoculado sin tratamientos. Se
considerd que la concentracion inhibitoria minima (MIC) para cada compuesto era la
concentracion mas baja de compuesto a la que no se podia detectar crecimiento.

Ademads, debido al escaso crecimiento de Kocuria rhizophila en CAMH, se llevaron a cabo
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los mismos protocolos, pero utilizando esta vez un medio liquido 172 de ATTC

modificado e incubando las placas de microtitulaciéon durante 24 y 40 horas.

Composicién de los medios. Todos los ingredientes utilizados fueron de grado analitico.
Todos los ingredientes complejos utilizados como extracto de levadura y peptonas

fueron de grado bacterioldgico.

Medio sélido 172 de ATTC modificado. Ingredientes por litro: peptona de caseina 5 g,
extracto de levadura 5 g, glucidex-12 20 g, glucosa 10 g, MOPS 1 g y agar 15 g. El pH se

ajusté a 6.8 y el medio se esterilizd en autoclave a 121 2C durante 20 min.

Medio liquido 172 de ATTC modificado: la composicion de este medio era como la

descrita para el medio sélido excepto que esta vez se omitié el agar.

CAMH. Ingredientes por litro: triptona 17 g, extracto de vacuno 3 g, glucidex-12 1.5 g,
CaCl, 0.05 g y MgCl,-6H,0 0.08 g. El pH se ajusté a 7.3 y el medio se esterilizd en

autoclave a 121 °C durante 20 min.

Ensayo antiflingico

Las cepas empleadas en el ensayo fueron Aspergillus nidulans (HT-GU-SUES-530),
Candida albicans CECT 1394, Botrytis cinerea CECT 2100, y Phytophthora capsici. Se
cultivaron en distintos medios y se prepararon suspensiones de esporas mediante el
raspado de la superficie de las placas. A partir de estas suspensiones madre, se
prepararon las diluciones correspondientes, llevando la suspensién a una concentracién
final de 10° esporas o células/ml en el caso de Aspergillus y Candida, 10* para Botrytis y
103 para Phytophthora. El recuento de esporas se realizd con una cdmara Neubauer en

el microscopio.

Los compuestos puros se disolvieron en metanol a una concentracion inicial de 1000
ug/ml y se dispensaron en los pocillos de la placa de microtitulacidon para alcanzar
concentraciones finales que oscilaban entre 10 pg/ml y 0.05 pg/ml en diluciones
sucesivas. Se dejd evaporar el disolvente en los pocillos y se anadieron 200 ul de la

suspension de esporas/células sobre el extracto seco.
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Las placas se incubaron durante dos dias a 25 °C, para Candida y Aspergillus, después de
los cuales se evalud el crecimiento o germinacién por turbidez en el espectrofotémetro
a 630 nm, en el caso de Candida albicans. La inhibicién del crecimiento de las esporas
de Aspergillus nidulans se evalué visualmente en el microscopio empleando un objetivo

E4 para placas.

En el caso del ensayo con Botrytis cinerea y Phytophthora capsici, las placas se incubaron
en oscuridad durante 5 y 6 dias, respectivamente, a 25°C. En ambos casos la evaluacion

del crecimiento fue visual en el microscopio.

Los controles de inhibicion de actividad fungicida empleados fueron amphotericina B,
para Candida y Aspergillus, e lprodiona, para Botrytis y Phytophthora, a las mismas

concentraciones empleadas para los compuestos puros.

Ensayo citotoxico

Para determinar la actividad citotdxica de los compuestos de estudio se utilizé el ensayo
colorimétrico MTT, que permite medir la funcion mitocondrial de las células. EIl MTT
(bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (Sigma-Aldrich) es un
compuesto amarillo que, por accion de las enzimas mitocondriales succinato-
deshidrogenasas, se transforma en un sustrato insoluble de color azul oscuro llamado
formazan, proceso que indica que las células estan vivas y metabdlicamente activas. Este
compuesto se puede disolver con DMSO y la intensidad de color se cuantifica mediante
un espectrofotometro en el espectro visible (560 nm). De esta manera, el color es
directamente proporcional al numero de células viables, y, por tanto, a la viabilidad

celular.

La actividad citotdxica de los compuestos se evalud en las lineas celulares tumorales
humanas A549 (carcinoma de pulmén), H116 (carcinoma de colon), PSN1

(adenocarcinoma pancredtico), T98G (glioblastoma) y hepG2 (hepatocarcinoma).

En placa de 96 pocillos se siembran entre 8-10x10*% células/pocillo y se tratan con los
compuestos en un rango de concentraciones de 5-2.5-1-0.5 pg/ml. El dia de la lectura,

se afiade 50 pl de MTT (1mg/ml) a cada pocillo y las placas se incuban 2 horas a 37 2Cy
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5% de CO;. Después, se retira el medio de cultivo, se afiaden 100 pl de DMSO por pocillo
y se agita para resuspender el precipitado. Finalmente, se lee la absorbancia a 560 nm

en el lector de placa (Biotek Synergy HT).

Ensayo antiangiogénico

El ensayo antiangiogénico se realizd con células endoteliales de aorta bovina,
denominadas células BAEC. Estas células, por si solas, no pueden completar la
angiogénesis, pero si pueden iniciarla, proceso que nos sirve para poder identificar

compuestos con capacidad antiangiogénica.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos estériles y tratadas para cultivo celular. Los
compuestos puros se disolvieron en MeOH:DMSO (90:10) a una concentracion inicial de
200 pg/ml y se dispensaron en los pocillos de la placa de microtitulacién para alcanzar
concentraciones finales que oscilaban entre 10 pg/mly 1 ug/ml en diluciones sucesivas.
Una vez se evapora el disolvente de los pocillos, las células BAEC se mezclan con unas
perlas recubiertas de coldgeno tipo IV (Cytodex), de manera que las células BAEC
recubren la superficie de las perlas, permitiendo asi el crecimiento tridimensional de las

mismas y la observacién de la formacidn de nuevos vasos sanguineos.

Preparacién de las perlas recubiertas con coldgeno tipo IV a la concentracion de 4x10°
perlas/ml: se pesa 0.5 mg de perlas en un tubo estéril que contiene 50 ml de PBS estéril
y se dejan agitando durante dos horas. Trascurrido ese tiempo, se dejan decantar las
perlas y se cambia el PBS. El contenido de cada tubo se pasa a un matraz de 250ml y se
esteriliza a 121 oC durante 20 minutos. Se reparte el contenido del matraz en tubos

estériles.

Preparacion de las perlas con las células BAEC: en un tubo estéril de 15 ml, se afade 1ml
de 4x108 perlas/ml en PBS estéril. Se aspira el PBS y se mezclan las perlas con 2ml de
6x10° células. A continuacion, se afiade medio especifico de BAEC hasta completar un
volumen de 5ml y se homogeneiza de manera cuidadosa el contenido del tubo.
Finalmente, se pasa el contenido del tubo a una placa Petri de 50mmy se incuba durante

dos dias a 37 2Cy 5% de CO,.
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Una vez que las células estan preparadas para el ensayo, se cubre el fondo de cada uno
de los pocillos de las placas que contienen los compuestos secos con 35 ul de
MatrigelTM (Basement Membrane Matrix) a 4 2C (50ul/cm?) y se afiaden las perlas

recubiertas de células (10ul de medio por pocillo), mezclandolas con el Matrigel liquido.

Las placas se introducen en el incubador a 37 2Cy 5% de CO; durante 30 minutos, con
el fin de que polimerice el Matrigel. Pasados los 30 minutos, se afiaden 50 pl del medio
de cultivo especifico para BAEC en cada pocillo. El ensayo se deja incubando durante dos
dias. Transcurrido el periodo de incubacion, se analizan morfolégicamente los

resultados con un microscopio Eclipse TE300 (Nikon).

Ensayo insecticida

En el ensayo insecticida se emplearon afidos de la especie Myzus persicae, thrips

(Frankliniella occidentalis) y larvas del coledptero Tenebrio molitor como dianas.

Los afidos proceden de una colonia madre que contiene plantas de Raphanus sativus
infectadas con los pulgones. Para el ensayo se prepararon plantas de rabanito
(Raphanus sativus) a las que se le cortaron los cotiledones y una hoja, dejandolas asi con
una hoja Unica. A continuacion, se colocaron pequefos trozos de hojas infectadas con
pulgones adultos y sin alas en cada una de estas plantas de rabano. Esta colonia se
mantuvo bajo un fotoperiodo de luz/oscuridad (16/8 h) a 26-28 °C, durante 24 h,

momento en el cual las hojas frescas ya estan completamente colonizadas por los afidos.

3 mg de compuesto puro se disolvieron en 600 ul de una mezcla de cuatro disolventes
(etanol 10% + acetona 20% + DMSO 1.2% + 68,8% H,0), obteniendo una solucion de 5
mg/ml. Con un aerdgrafo se pulverizaron 200 pl de esta solucién por planta obteniendo
una concentracion de ensayo de 1mg/planta. Se realizaron tres réplicas. Las plantas se
aislaron en vasos de plastico cerrados con un filtro que impide la salida de los afidos y
permite el intercambio de gases. Se incubaron en el insectario durante 48h, con
fotoperiodo de luz/oscuridad (16h/8h) a 26-28 °C. Al finalizar la incubacion se

examinaron las hojas y se evalud el porcentaje de afidos muertos.
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Como control se utilizaron plantas no tratadas, tres réplicas de plantas tratadas con 200
ul/planta de imidacloprid 0.5 mg/L y tres réplicas de plantas tratadas con 200 pl de la

mezcla de cuatro disolventes.

Este mismo ensayo se utilizd para evaluar el efecto de la pulverizacion de los
compuestos puros sobre la planta de rabanito, dando una idea de la actividad fitotéxica
de los mismos. El efecto fitotdxico se expresa en porcentaje de planta dafiada, evaluado

alas 48 h.

Para el ensayo frente a Tenebrio molitor se separaron las larvas de la colonia a una placa
Petri sin sustrato y se dejaron 24h en ayuno. El dia del ensayo se prepard agar 2% en

agua destilada y se mantuvo en agitacién a 60°C en una placa calefactora.

Los compuestos puros se disolvieron en una mezcla de cuatro disolventes
(etanol:acetona:DMSO0:H;0) a una concentracién inicial de 50000 ppm y se dispensaron
en los pocillos de una placa de 6 pocillos de poliestireno, junto con un volumen variable
de agar, para alcanzar concentraciones finales que oscilaban entre 25000 ppm y 1000
ppm de los compuestos puros agarizados. Se dejo evaporar el disolvente en los pocillos

y se colocaron 5 larvas del coledptero en cada pocillo.

El ensayo se desarrolld a 25 oC, en oscuridad durante 72h. La lectura se realizd de
manera visual evaluando el porcentaje de mortalidad tras la ingestidon del compuesto

puro agarizado.

Como controles del ensayo se prepararon gotas agarizadas con H,0, la mezcla de cuatro

disolventes e Ivermectina 500ppm.

Por ultimo, en el ensayo frente a thrips (Frankliniella occidentalis) se evalud el efecto en
términos de porcentaje de mortalidad en los thrips, después de ingerir judias recubiertas

con los compuestos puros en diferentes concentraciones.

Para ello, los trozos de judia verde se sumergieron en 300 ul de compuesto puro disuelto
en una mezcla de cinco disolventes (etanol: acetona: DMSO: Tween: H,0), en un pocillo
de una placa de 24 pocillos, durante 20 segundos. Tras este tiempo, los trozos de judia

verde se transfirieron a una superficie limpia para su secado. El compuesto se preparo a
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tres concentraciones diferentes (6400ppm, 3200ppm y 640ppm) y se ensayaron tres

réplicas de cada concentracion.

Se colocaron 5 individuos adultos en tubos de ensayo de polipropileno, se afiadid un
trozo de judia verde tratada y se cerré inmediatamente el tubo colocando un pequeiio
trozo de papel de filtro sujeto con parafilm para absorber el exceso de humedad y evitar
la condensacidn en las paredes. Los tubos se mantuvieron en posicién vertical a 25 2C
en condiciones de luz/oscuridad (16/8 h) durante 48h. Después del tratamiento, se

realizd una inspeccidn visual para evaluar el porcentaje de mortalidad.

Los controles utilizados para el ensayo fueron los siguientes. Un control de judias sin
tratar, un control de tratamiento con la mezcla de cinco disolventes y un control de

actividad insecticida utilizando Spinosad 1200 ppm (Spintor 480SC, Dow agro sciences).

Ensayo nematicida

Se estudio la actividad nematicida de los compuestos frente a Caenorhabditis elegans y
el nematodo fitopatégeno Meloidogyne javanica, endoparasito “formador de agallas en

la raiz”.

En el ensayo frente a C. elegans, estos nematodos se cultivaron a 23 2C en placas de agar
con medio de crecimiento de nematodos sembradas con E. coli OP50 como fuente de
alimento. Las cepas de C. elegans N2 vy Escherichia coli OP50 se obtuvieron del

Caenorhabditis Genomics Center, CGC (Minneapolis, MN, EEUU).

Para llevar a cabo el ensayo, se utilizaron nematodos en fase larvaria L1 sembrados en
placas multipocillo a 222C, a una densidad de 30 larvas/170 pL en medio de crecimiento
suplementado con 0.75 mg/ml de E. coli OP50. Como control negativo se utilizé agua y
el vehiculo en el que se disuelven las muestras, MeOH:DMSO (90:10). Como control

positivo se utilizo ivermectina (Sigma).

Los compuestos se ensayaron a una uUnica concentracién de 48 uM en placas de 96
pocillos con fondo en U, por triplicado. La motilidad y la supervivencia de los nematodos
se analizd con el lector WMicroTracker (NemaMetrix) a las 72 h tras la incubacion con la

muestra.

153



Por otro lado, en el ensayo frente a M. javanica, los nematodos se amplificaron en
cultivos monoaxénicos in vitro para evitar la interferencia con otros microorganismos en

suelo. La poblacién de M. javanica se mantuvo en raices de pepinos en placas in vitro.

Para estudiar el efecto de los compuestos se utilizaron larvas infectivas mdviles, o J2.
Los compuestos se ensayaron a una unica concentraciéon de 300 ppm en placas de 96
pocillos con fondo en U, por triplicado. Para ello, los compuestos se disolvieron en
MeOH:DMSO (95:5) a 1 pg/ul, afiadiendo 50 pl de la disolucién al fondo del pocillo y se
dejo evaporar el disolvente durante toda la noche. El dia del ensayo, 165 uL de agua con
50 J2s se afiadieron a cada pocillo, consiguiendo una concentracion final de 300 ppmy
1.5% de DMSO. Las placas se sellaron con Parafilm para prevenir la evaporacion y se
incubaron a 26 2C en oscuridad. Después de 48 h, se observaron los nematodos bajo el
microscopio para determinar el nimero de nematodos moviles frente a los inmoviles.
Para chequear supervivencia, se afladieron 10 ul de NaOH 1N pH 10 a cada pocillo para
estimular el movimiento de los nematodos y poder distinguir entre vivos y muertos. Las

muestras activas se confirmaron posteriormente en un rango de concentraciones (300-

1 ppm).

Como control negativo se utilizé agua y el vehiculo en el que se disuelven las muestras,
MeOH:DMSO (95:5). Como control positivo se utilizaron ivermectina, fluopyram (Velum

Prime) y abamactina (Tervigo).

Ensayo del efecto de los compuestos en el crecimiento y la formacién de biofilm
en Xylella fastidiosa

El ensayo de compuestos que pudieran inhibir el crecimiento y/o la adhesién del
microorganismo patégeno vegetal X. fastidiosa subsp. fastidiosa 5235 a sustratos
abidticos se realizé en el interior de una cabina de seguridad bioldgica (CSB) nivel 2. El
cribado se realizd previa disolucion de los compuestos en un solvente (generalmente
DMSO). Una vez disueltos, una cantidad determinada de los mismos se deposité en
placas de microtitulacién de 96 pocillos para alcanzar concentraciones finales que
oscilaban entre 10 pg/mly 0.5 ug/ml. Una vez preparadas las placas, se afiadieron 200

uL/pocillo de las suspensiones bacterianas, previamente crecidas en medio sélido PD2
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durante 5-8 dias, a una ODgoonm Normalizada (0.05, 10° UFC/mL aproximadamente) y se
incubaron a 24 °C durante 7 dias sin agitacion para favorecer la formacion de
biopeliculas. En ese momento, se procedié a la medida del crecimiento (ODeoonm) con el
lector de placas de microtitulacion (Victor 3 1420 Multilabel Counter de Perkinelmer).
Para cuantificar la formacién de biofilms se llevé a cabo el revelado de las placas con
cristal violeta. Para ello se eliminé el medio liquido PD3 con las bacterias en suspension
de los pocillos, que fueron lavados con 220 uL/pocillo de agua. A continuacion, se afiadié
200 pl por pocillo de solucidn de cristal violeta al 0.1% (Sigma) para teiiir las bacterias
adheridas al pocillo durante 20 min. Tras eliminar de nuevo el colorante, los pocillos
fueron lavados de nuevo con 220 uL/pocillo de agua antes de agregar 200 pl por pocillo
de 4cido acético al 30% para solubilizar el cristal violeta. Finalmente se cuantificé la
formacién de biofilm mediante medida de la absorbancia a 570 nm en el lector de placas

Victor 3 utilizado anteriormente.

Medio sdélido PD2. Ingredientes por litro: Bacto™ Soytone (BD Difco 243620) 2 g, Bacto
tryptone (Fisher Scientific 11778143 = BD DifcoTM 211705) 4 g, Disodium succinate
(Sigma, S-2378) 1 g, Sodium citrate dihydrate (Sigma, S-4641) 1.14 g, MgS04-7H,0
(Sigma) 1 g, Kk2HPO4 1.5 g, KH2PO4 1 g, Hemin chloride (0.1% en NaOH 0.05 N) (Sigma, H-
5533) 10 mL, Soluble potato starch (Sigma S2004) 2 gy agar 15 g. El pH se ajusté a 6.9y

el medio se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 40 min.

Medio liquido PD3: la composicién de este medio era como la descrita para el medio

solido excepto que esta vez se omitid el agar.
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7. ANEXOS

HT-GU-SUES-1371 (Pleotrichocladium opacum)

Compuesto 8. Sélido incoloro; UV (MeOH) Amax (fin de absorcion); datos de RMN *Hy 13C

véase tabla 2; HRESIMS m/z 281.1000 [M+Na]* (calcd. para C12H130sNa, 281.1001).

DAD1 - A:Sig=220.0,4.0 Ref=450.0,80.0 CLO243.d Subtract
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 8 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo liquido JSA (condiciones estandar de fermentacion).

172



Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 8
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCl3) del compuesto 8
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, CDCl3) del compuesto 8
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Compuesto 9. Aceite incoloro; [a]?°p = +10.42 (c 0.133, MeOH); UV (MeOH) Amax 218 nm;
datos de RMN H y 13C véase tabla 3; HRESIMS m/z 223.1325 [M+Na]* (calcd. para
C11H2003Na, 223.1310).
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 9 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo liquido JSA (condiciones estandar de fermentacion).
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 9
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCl3) del compuesto 9
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, CDCl3) del compuesto 9
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Compuesto 12. Cristales incoloros; [a]?p = +66.82 (c 0.33, MeOH); UV (MeOH) Amax 210

nm (fin de absorcion); datos de RMN H y 13C véase tabla 4; HRESIMS m/z 235.0918
[M+Na]* (calcd. para C11H1604Na, 235.0946).

<10 -3 |DAD1-A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 NH5385_3-2 F2.d Subtract
1251 | 1.233
0751 |

0.5
02511 |

T T T T T T T T T

05 1 15 2 25 3 35 4

4. 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

x10 5 +ESI Scan (rt: 1.281 min) Frag=100.0V NH5385_3-2 F2.d x10 1 [UV (1.235 min) NH5385_3-2 F2.d
3 475.1587
I
25 251.0880 4 I‘
|
4 2,
2 \ ’/L
| /
15 o |/ i
4 \
24 1/
‘\ J’
0.5 il '\ /
3621275 541.1542 v
. "
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 12 aislado del hongo P. opacum en medio de
cultivo sélido de arroz.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 12.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 12.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, MeOH-d,) del compuesto 12.
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Espectro NOESY (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 12.
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Compuesto 15. Aceite amarillento; UV (MeOH) Amax 220 nm; datos de RMN *H y 13C
véase tabla 5; HRESIMS m/z 223.1319 [M+Na]* (calcd. para C11H2003Na, 223.1310).
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 15 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo solido de trigo.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 15.
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Espectro 1H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls) del compuesto 15.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, CDCl3) del compuesto 15.
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Compuesto 16. Aceite incoloro; [a]?°p = +104.22 (c 0.67, MeOH); UV (MeOH) Amax 210,

278 nm; datos de RMN 'H y 3C véase tabla 6; HRESIMS m/z 245.1033 [M+H]* (calcd.
para Ci11H170¢, 245.1025).
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 16 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicién del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 16.
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Espectro 1H-'H gCOSY (400 MHz, CDCl3) del compuesto 16.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, CDCls) del compuesto 16.
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Compuesto 17. Aceite incoloro; UV (MeOH) Amax 222 nm; datos de RMN H y 13C véase

la tabla 7; HRESIMS m/z 239.1266 [M+Na]* (calcd. para C11H2004Na, 239.1259).
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 17 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicidn del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 17.
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Espectro 13C RMN (100 MHz, CDCls) del compuesto 17.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls) del compuesto 17.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100MHz, CDCl3) del compuesto 17.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, CDCls) del compuesto 17.
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Compuesto 18. Sélido amorfo incoloro; [a]?°p = +210.22 (¢ 0.13, MeOH); UV (MeOH) Amax
310 nm; datos de RMN 'H y 3C véase tabla 8; HRESIMS m/z 265.1448 [M+H]* (calcd.

para Ci5H2104, 265.1440).

DAD1 - A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 NH5945_3 P(1).d Subtract

x10 2
| 2467

o

31 OH

OH

0-4% —
-1

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Response Units vs. Acquisition Time (min)

x10 +ESI Scan (rt: 2.511 min) Frag=100.0V NH5945_3 P(1).d 10 3 |V (2.460 min) NH5945_3 P(1).d
265.1448 254
LR —
2+ Y
34
1.54
21 1
1 0571« /
o 555.2786 0
100 200 300 400 500 600 700 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mAL vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 18 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicién del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 18.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCl3 + MeOH-d;) del compuesto 18.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, CDCl3 + MeOH-d,) del compuesto 18.

||

F40

| l |.I L

60

80

100

120

140

160

|

180

— - oo 200

200

f1 (ppm)



Compuesto 19. S6lido amorfo amarillento; UV (MeOH) Amax 310 nm; datos de RMN Hy
13C véase tabla 8; HRESIMS m/z 265.1440 [M+H]* (calcd. para CisH2104, 265.1440).

DAD1 - A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 NH5945_3 P2.d Subtract
o 3.013

" 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 05
Response Units vs. Acquisition Time (min)

+ES| Scan (rt: 3.058 min) Frag=100.0v NH5945_3 P2.d

x10 &
bes 1440 w0 3 |UV (3.009 min) NHSe45_3 P2.d
44 2
1.5

1-
a \
05
1
0 o i 577.2586 831.3634 0] N
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mALU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 19 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicién del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 19.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCl3 + MeOH-d;) del compuesto 19.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 19.
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Compuesto 21. Aceite incoloro; [a]*% = +9.42 (c 1.06, MeOH); UV (MeOH) Amax (fin de

absorcion); datos de RMN H y 3C véase la tabla 9; HRESIMS m/z 229.1043 [M+H]*

(calcd. para C11H170s, 229.1076).

x10 2 |DAD1 - A:8ig=220.0,4.0 Ref=450.0,80.0 NH5840 4AA F5.d Subtract
2_ ":f U
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1 4
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o .
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Response Units vs. Acquisition Time (min)
x10 6 |*ESI Scan (rt: 1.873 min) Frag=100.0V NH5840_4AA F5.d x10 2 |UV (1.818 min) NH5840_4AAF5.d
229.1043
1.75 4 8
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1.25 61
14 4]
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0.5 21
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0.25 4 —T ‘ ) 0
0-— i L) . it SAPIOTS - — —— ———— ——— T
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 21 aislado del hongo P. opacum en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicién del inductor quimico N-acetil-D-glucosamina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 21.
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Espectro 13C RMN (100 MHz, MeOH-d,) del compuesto 21.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 21.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, MeOH-d,) del compuesto 21.
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Compuesto 22. Sélido amorfo amarillo; UV (MeOH) Amax 220, 276, 416 nm; datos de
RMN 'H y 13C véase la tabla 10; HRESIMS m/z 341.0195 [M+Na]* (calcd. para
C16H11Cl0OsNa, 341.0193).

x10 2 |DAD1 - A:Sig=220.0,4.0 Ref=450.0,80.0 VR0035.d Subtract
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Response Units vs. Acquisition Time (min)
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5
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2 a1 \
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1 ) . o — T~
141.0850 ol 1/ ~
0 1] 498.0224 721.0160 v
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 22 aislado del cocultivo entre P. opacum y

Echinocatena sp. en medio de cultivo PDA sélido.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢) del compuesto 22.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100MHz, DMSO-d) del compuesto 22.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100MHz, DMSO-ds) del compuesto 22.
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HL-102-24-R04 (Beauveria felina)

Compuesto 29. Sélido amorfo blanco; [a]?°p = -79.72 (c 0.66, MeOH); UV (MeOH) Amax
225, 282 nm; datos de RMN *H y 3C véase tabla 11; HRESIMS m/z 479.2542 [M+Na]*
(calcd. para Ca6H3sN20sNa, 479.2522).

<10 3 |DAD1-A:Sig=220.0,4.0 Ref=450.0,80.0 NH5846_2A F7.d Subtract
i 5.300
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05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
Response Units vs. Acquisition Time (min)

<10 5 | *ESI Scan (it: 5.325 min) Frag=100.0V NH6087_1 F7-8.d
«10 2 |UV (5.301 min) NH5846_2A F6.d
54 439.2622
3
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31 1
| -
(I R W
21 479.2542 of | |
935.5174 |
1 ! |
2822792 557.1949  712.3609 l 24
04— T — . — o T O
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
mALl vs. Wavelenath (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 29 aislado del hongo B. felina en medio de

cultivo liquido MI/2 (condiciones estandar de fermentacion).
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 29.
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Espectro 1H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls) del compuesto 29.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, CDCls) del compuesto 29.

B | |/ T

b

il ‘ m ’ Ll L

r10

20

30

40

50

60

r70

80

90

100

110

120

130

140

=150

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
f2 (ppm)

214

3.5

f1 (ppm)

f1 (ppm)



Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl5) del compuesto 29.
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Espectro NOESY (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 29.
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Compuesto 30. Sdlido amorfo blanquecino; UV (MeOH) Amax (fin de absorcién); datos de

RMN *H y 13C véase tabla 12; HRESIMS m/z 540.3421 [M+H]* (calcd. para Ca6HasNsO7,
540.3397).

xio 2 |DAD1 - ASig=220.04.0 Ref=450.0,80.0 NH5846_4A F6.d Subfract
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Response Units vs. Acquisition Time (min)
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 30 aislado del hongo B. felina en medio de

cultivo liquido MI/2 (condiciones estandar de fermentacion).

216



Espectro 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) del compuesto 30.
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Espectro 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) del compuesto 30.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, DMSO-ds) del compuesto 30.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, DMSO-dg) del compuesto 30.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, DMSO-ds) del compuesto 30.

s . ° -6 6 Ahe.ondlh
6 6 . .
2 ¢ % %
o
1 ® 8 e
3
8.8
| s 8
T 4] o’ . 8 S0
g | Y °
= |
o]
5!
e;
%
7]
8
1 o
9] *
1, T T T T Ty g o S T Tt e e ey —r T T T T T Tty Ty gt
200 180 160 140 120 160 80 60 40 20
F1 (ppm)

219



Compuesto 42. Sélido amorfo verdoso; [a]?°p = +14.82 (c 0.2, MeOH); UV (MeOH) Amax
235, 250, 300 nm; datos de RMN *H y 3C véase tabla 13; HRESIMS m/z 283.0732 [M+H]*
(calcd. para C14H16ClO4, 283.0737).

xi0 2 |DADT - ASig=220.04.0 Ref=450.0,80.0 NHE952_3AA F3-5.d Subtract

1.2 4 0

0.6 HO o)
0.4 (¢]]
0.2 - ||

o4~ b
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Response Units vs. Acquisition Time (min)

x10 & |*ESI Scan (rt: 3.495 min) Frag=100.0V NHE962_2A F9.d 410 2 |UV (3439 min) NHE962_2A Fo.d

. 283.0732 54
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1.5
24
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 42 aislado del hongo B. felina en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicién del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, MeOH-d, + CDCl3) del compuesto 42.
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Espectro 13C RMN (100 MHz, MeOH-d, + CDCls) del compuesto 42.

181.77
— 165.97

(0]

HO o
Cl

—158.56
—154.38

OH

138.47

125.40

—115.87
—112.93
— 106.65

79.20
78.87

<

—66.19
48.99
48.77
48.56

[

MeOH-da

—44.05

—23.48

—17.55

—12.55

0.0

- 2E+05

- 2E+05

2E+05

- 2E+05

2E+05

2E+05

r1E+05

r1E+05

1E+05

- 1E+05

r1E+05

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

T
190 180 170

160

T
150

140

130

110 100 90
f1 (ppm)

221



Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, MeOH-d, + CDCl3) del compuesto 42.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, MeOH-d, + CDCl3) del compuesto 42.

| :

r1o
r20
30
40
50
60
r70
80
90
100
r110
120
130
r140
150
160
170
180
190

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f2 (ppm)

223

f1 (ppm)



Compuesto 43. Aceite verde; UV (MeOH) Amax (fin de absorcion); datos de RMN *H y 13C
véase tabla 14; HRESIMS m/z 285.2173 [M+H]* (calcd. para CisH29N203, 285.2178).

x10 2 DAD1 - A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 NH§962_3AA F10.d Subtract
154 4.747 0
/O‘NJ\(\(\/\/\
14 )\’(NH
0.5 0
o 2147 4.360 {15.080
-0.5 4
=11

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 B85 9 05
Response Units vs. Acquisition Time (min)

x10 & |*ESI Scan (rt: 4.800 min) Frag=100.0V NHE962_2A F6-7.d

54 2852173 «10 2 |UV (4.750 min) NHE962_2A F6-7.d
4 41 \
3 21 I‘
|
2_

1 |
- lII
1 591.4096 21 |
ol 22.5'1L954 " 4552812 |
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mALU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 43 aislado del hongo B. felina en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicidn del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 43.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls3) del compuesto 43.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl5) del compuesto 43.
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Compuesto 44. Aceite amarillento; [a]?% = +0.512 (c 0.53, MeOH); UV (MeOH) Amax 250
nm; datos de RMN H y 13C véase tabla 15; HRESIMS m/z 230.1759 [M+H]* (calcd. para
C12H24NO3, 230.1756).

DADA - A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 NH8962_3ABbis2 F5.d Subtract
5.080

x10 2
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x10 5 [*ESI Scan (rt: 5.129 min) Frag=100.0V NHE962_2A F3.d x10 2 [UV (5.081 min) NH6962_3ABbis2 F5.d
44 2301759 4
3 21 N
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, 0 |I -
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 44 aislado del hongo B. felina en medio de

cultivo sélido de arroz junto con la adicién del inductor quimico 5-azacitidina.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 44.
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Espectro 1H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls3) del compuesto 44.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl5) del compuesto 44.
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AA-AR-H-B002 (Streptomyces griseorubiginosus)

Compuesto 73. Sélido amorfo amarillento; [a]?% = -47.52 (c 0.226, MeOH); UV (MeOH)

Amax 216, 232, 280 nm; datos de RMN H y 13C véase tabla 16; HRESIMS m/z 237.1140

[M+H]* (calcd. para Ci3H1704, 237.1127).

x10 * |DAD1 - A:Sig=220.04.0 Ref=450.0,80.0 NA11125_3D F6.d Subtract
L OH o)
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x10 5 +ESI Scan (rt: 1.849 min) Frag=100.0V NA11125_2 F4.d o s UV (1.920 min) NA11125_3D Fé.d
5 237.1140
1
4 08
34 064
N 044
N 024
o | . 374.1380 495.1p9¢ 01
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

mALl vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 73 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicién del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 73.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCl3 + MeOH-d,) del compuesto 73.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 73.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 73.
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Compuesto 74. Sélido amorfo amarillento; [a]?°p = -133.92 (c 0.2, MeOH); UV (MeOH)
Amax 210, 244, 270, 320, 340 nm; datos de RMN H y 3C véase tabla 17; HRESIMS m/z
287.0907 [M+H]* (calcd. para CigH150s, 287.0919).

DAD1 - A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 NA11125_3F F6.d Subtract
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 74 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicidn del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 74.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, CDCl; + MeOH-d,) del compuesto 74.
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Compuesto 75. Slido amorfo amarillento; [a]?% = +2.22 (c 0.136, MeOH); UV (MeOH)
Amax 210, 242, 280, 350 nm; datos de RMN 'H y 3C véase tabla 17; HRESIMS m/z
287.0911 [M+H]* (calcd. para CigH150s, 287.0919).

xi0 2 |DAD1 - ASig=220.0,4.0 Ref=450.0,80.0 VRD057_23QC0039.d Subtract
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 75 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicidn del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 75.
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Espectro 3C RMN (100 MHz, MeOH-d,) del compuesto 75.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, MeOH-d,) del compuesto 75.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, MeOH-d,) del compuesto 75. (ampliacion 2)
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, MeOH-d,) del compuesto 75. (ampliacion 2)
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Compuesto 76. Solido amorfo marrdn oscuro; UV (MeOH) Amax 218, 268, 344 nm; datos

de RMN 'H y 13C véase tabla 18; HRESIMS m/z 299.0853 [M+Na]* (calcd. para

CisH160sNa, 299.0895).

xio 3 DAD1 - A:Sig=220.0,4.0 Ref=450.0,80.0 NA11562_4A F2.d Subtract
0.8 A OH O OH
[
0.6
0.4 [ OH °
0.24 |
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|
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Response Units vs. Acquisition Time (min)
«10°_|+EST Scan (rt: 0.891 min) Frag=100.0V NA11562_2A F2.d x10 3 |UV (1,012 min) NATIS62 4AF2.d
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1.2 08
oo
0:6* 0.4
0.4+
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mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 76 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicidn del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 76.
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Espectro 33C RMN (100 MHz, CDCls) del compuesto 76.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls3) del compuesto 76.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl3) del compuesto 76. (ampliacion 1)
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCls) del compuesto 76. (ampliacion 2)
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Compuesto 77. Sélido amorfo amarillento; [a]?°p = +0.352 (c 0.173, MeOH); UV (MeOH)

Amax 210, 232, 276, 344 nm; datos de RMN H y 3C véase tabla 19; HRESIMS m/z

287.0920 [M+H]* (calcd. para C16H150s, 287.0919).

DAD1 - A:Sig=220.0,4.0 Ref=450.080.0 VRO051_23QC0006.d Subtract

x10 2 |
4540
E‘
4-
2_
0.520 - 7.927
g._ﬂr. 1
" 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 O 095

%10 &
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 77 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicidn del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 77.
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Espectro 13C RMN (100 MHz, CDCls) del compuesto 77.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls) del compuesto 77.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, CDCls) del compuesto 77. (ampliacion 2)
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl3) del compuesto 77. (ampliacion 2)
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Compuesto 78. Sélido amorfo blanquecino; UV (MeOH) Amax 218, 234, 274 nm; datos de
RMN !H y 13C véase tabla 19; HRESIMS m/z 271.0960 [M+H]* (calcd. para CisH1504,
271.0970).

<10 2 |DAD1 - A:Sig=220.0.4.0 Ref=450.0,80.0 VRO053_23QC0010.d Subtract
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Counts vs. Mass-to-Charge (miz) mAU vs. Wavelength (nm)

Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 78 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicidn del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 78.
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl3) del compuesto 78. (ampliacion 1)
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Compuesto 79. Solido amorfo amarillo; UV (MeOH) Amax 265, 410 nm; datos de RMN H
y 13C véase tabla 20; HRESIMS m/z 263.0422 [M+H]* (calcd. para C14H12ClO3, 263.0475).

xin 2 |DAD1 - A:Sig=220.04.0 Ref=450.0,80.0 NA11562_38 P4-8.d Subtract
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Cromatograma DAD a 220nm y espectros HRESIMS y UV del compuesto 79 aislado del actinomiceto S.

griseorubiginosus en medio de cultivo liquido FA-1 junto con la adicidn del inductor quimico y-butirolactona.
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Espectro 'H RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 79.
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Espectro H-'H gCOSY (400 MHz, CDCls) del compuesto 79.
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, CDCls) del compuesto 79. (ampliacion 1)
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Espectro gHSQC (400 MHz y 100 MHz, CDCl;) del compuesto 79. (ampliacion 2)
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Espectro gHMBC (400 MHz y 100 MHz, CDCl3) del compuesto 79. (ampliacion 2)
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