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RESUMEN

Como parte de un proyecto de investigacion enfocado a la blusqueda de nuevas
entidades quimicas bioactivas a partir organismos fangicos aislados de fuentes
inexploradas, se realizd, en primer lugar, el aislamiento axénico de 46 taxa
fungicos saprotrofos a partir de muestras de suelo y de placa microbiana
provenientes de la reserva de Cuatro Ciénegas, Coahuila. Posteriormente, se
cultivaron en medio sélido y se obtuvieron sus correspondientes extractos
organicos los cuales fueron evaluados paralelamente en los ensayos de actividad
antimicrobiana (ensayo de microdilucion con MTT) y de derreplicacion (UPLC-
PDA-HRESIMS-MS/MS). Los resultados de estos analisis permitieron identificar
varios taxa de las series CC6 y CC7 que inhibieron el crecimiento de las bacterias
Gram positivo (B. subtilis y S. aureus), Gram negativo (E. coli y S. typhi), y el de la
levadura C. albicans, a las concentraciones de 20 y 200 ug/mL, ademas de
detectar la produccién de algunos metabolitos de naturaleza quimica diversa como
el altenueno, la carbonarona A, la epi-pestalamida A, el acido absicico, la

fonsecina y algunas dicetopiperazinas, entre otros.

El fraccionamiento biodirigido de la especie Aspergillus sp. (CC6-16) permiti6 el
aislamiento de los compuestos peréxido de ergosterol (1), el pirofeno (2) y el &cido
aspérico (3), los cuales fueron caracterizados por métodos espectroscopicos y
espectrométricos. Estos productos han mostrado actividad citotéxica vy

antimicrobiana en estudios previos.

Los resultados obtenidos a partir de esta investigacion permitieron contribuir al
conocimiento sobre la biodiversidad microbiana que existe en nuestro pais,
ademas de que el estudio quimico y biolégico de microorganismos aislados a

partir de la reserva de Cuatro Ciénegas, Coahuila, es inédito.



ABSTRACT

The work presented in this thesis is part of a research project focused on finding
new bioactive chemical entities from fungal organisms isolated from unexplored
sources. Initially, samples from the Cuatro Ciénegas Reserve in Coahuila, Mexico,
were obtained; from these, the axenic isolation of 46 saprotrophic fungal taxa from
soil and microbial plate was achieved. Subsequently, the fungi were cultured in
solid medium, their organic extracts obtained and then tested for their antimicrobial
activity and derreplicated by ultra-performance liquid chromatography-photodiode

array-high-resolution tandem mass spectrometric.

The results of these assays allowed the identification of several taxa of the CC4,
CC6 and CC7 series that inhibited the growth of Gram positive (B. subtilis and S.
aureus) and Gram negative bacteria (E. coli and S. typhi), and the yeast C.
albicans, at concentrations of 20 and 200 ug/mL. Moreover, metabolites of diverse
chemical nature were identified, e.g., altenuene, carbonarone A, epi-pestalamide

A, abscisic acid, fonsecin, and some diketopiperazines, among others.

Bioguided fractionation of the organic extract of the taxa CC6-16, identified as
Aspergillus sp. by ITS analysis, resulted in the isolation of ergosterol peroxide (1),
pyrophene (2), and asperic acid (3), which were characterized by spectroscopic
and spectrometric methods. These products have shown important cytotoxic and

antimicrobial properties in previous studies.

This work represents an important contribution to the knowledge of the Mexican
microbial biodiversity. Furthermore, this is one of the first chemical and biological
studies of microorganisms isolated from the Cuatro Ciénegas Reserve, which is a

location characterized by its unique ecosystems and an oligotrophic environment.



1. ANTECEDENTES

1.1 Importancia de los productos naturales de origen microbiano

Durante décadas, los metabolitos secundarios derivados de diversas
fuentes naturales (microorganismos, plantas y/o animales) han sido la principal
alternativa terapéutica en la terapia contra diversas patologias. Asi por ejemplo,
sélo una pequefa parte de estos productos y/o sus derivados representan cerca
del 60% de los nuevos agentes anticancerigenos y casi el 75% de todas las
nuevas moléculas descritas con propiedades antibacterianas (Carrano y Marinelli,
2015), ademés, los productos naturales son una fuente valiosa en la blusqueda de
metabolitos con una diversidad quimica estructural relevante (Mishra y Tiwari,
2011).

En particular, los estudios quimicos y biolégicos de hongos y bacterias ha cobrado
un renovado interés debido, a su gran biodiversidad, y, en especial, a los avances
en las técnicas analiticas de aislamiento, evaluacion bioldgica, separacion y
purificacion, permitiendo a la fecha la identificacion de un nimero mayor a 50,000
metabolitos secundarios a partir de estas fuentes naturales (Demain, 2014;
Mahajan y Balachandran, 2014).

De manera general, estos metabolitos secundarios per se han demostrado su
importancia en el cuidado primario de la salud siendo el resultado de la
investigacion de mas de 50 afios; comenzando con los antibi6ticos descubiertos
en la edad de oro (las décadas de los afios 40 y 50) aislados de especies del
género Streptomyces (Schatz et. al., 1944); y desde entonces, a la fecha se
estima que el nimero de farmacos caracterizados no representa ni el 5% del total
de moléculas que podrian ser aisladas a partir de fuentes microbianas (Balilly,
2009).

Asi, los organismos flngicos, asi como los actinomicetos, han sido los grupos de

microorganismos mas investigados para la obtencion de nuevas entidades



quimicas (Bailly, 2009) (Figura 1). En este contexto, esta bien documentado que
la investigacidbn de microorganismos provenientes de habitats inexplorados
garantizaria el descubrimiento de nuevos metabolitos secundarios biol6gicamente
activos, no obstante, sélo una pequefia parte (0.1-1%) de estos microorganismos
se han cultivado en condiciones de laboratorio (Amann et al., 1995; Khan et al.,
2014). Cabe mencionar, que una de las principales ventajas de cultivar a los
organismos en condiciones de laboratorio, es la posibilidad de establecer cultivos
en gran escala en los medios apropiados, facilitando con ello el suministro
ilimitado y permanente de principios activos, o bien, proporcionando en algunos
casos las materias primas necesarias para el desarrollo de otros farmacos. Sin
embargo, y a pesar de que, no todos los organismos pueden cultivarse de esta
forma, el nimero de agentes terapéuticos eficaces de origen microbiano
descubiertos y desarrollados a la fecha ha sido importante, entre los que destacan
las penicilinas (Penicillium sp.), cefalosporinas (Cephalosporium acremonium),
aminoglucésidos, tetraciclinas y otros policétidos (Actinomycetales); agentes
inmunosupresores, como las ciclosporinas (Trichoderma sp. y Tolypocladium sp.)
y la rapamicina (Streptomyces sp.); agentes hipocolesterolemiantes, como la
mevastatina (Penicillium sp.) y la lovastatina (Aspergillus sp.); agentes
antihelminticos y antiparasitarios, como las ivermectinas (Streptomyces sp.), entre
otros (Pace, 1997; Cragg y Newman, 2013; Butler y Buss, 2006).

Desde el punto de vista quimico y farmacoldgico, el estudio de los organismos
fungicos es complejo, ya que al ser los organismos mas antiguos y de mayor
importancia en los procesos involucrados en la degradacién primaria en todos los
ecosistemas, desempefiando papeles ecoldgicos criticos en el ciclo del carbono y
en el reciclaje de nutrientes; son esenciales para la supervivencia de muchos
grupos de organismos con los que se asocian (mutualismo) (Kusari et al., 2012);
ademas de que un gran numero de especies fungicas son patégenas en humanos,
vegetales o animales; tienen un potencial herbicida de interés para la agricultura; y

muestran un gran potencial para la biotecnologia y la produccion biologica,



empleandose como modelos genéticos, bien desarrollados, en el campo de la

biologia molecular (Baker et al., 2008; Chambergo y Valencia, 2016).
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Figura 1. Ejemplos selectos de productos naturales de origen microbiano (Cragg &
Newman, 2013; Keller et al., 2005).



1.2 Biodiversidad de especies fungicas en México

El reino Fungi agrupa a una gran variedad de organismos eucariontes, es
megadiverso morfolégica, fisioldgica y genéticamente. De manera general, los
hongos se describen como organismos filamentosos de crecimiento apical,
heterétrofos por absorcion, con reproduccion asexual y/o sexual por medio de
esporas, y con una pared celular principalmente constituida por quitina o celulosa
(Sette et al., 2013; Aguirre-Acosta et al., 2014; Mishra y Singh, 2014).

La ubicuidad y capacidad bien reconocida de estos microorganismos para la
formacién de micorrizas, sus rutas de biosintesis complejas y de biodegradacion
de diversos materiales, explica el interés para su investigacion como fuentes de
micotoxinas y de nuevos productos naturales bioactivos (Bills et al., 1985). A pesar
de que algunos hongos habitan en un entorno especifico, otros son capaces de
crecer sobre una amplia variedad de condiciones ambientales (Blackwell, 2011),
ya que estan distribuidos en todos los hébitats y ecosistemas de la Tierra, y
presentan la capacidad de adaptarse y crecer aun en las condiciones ambientales
mas extremas. Se estima que existen alrededor de 1.5 a 5 millones de especies
de hongos en el planeta, y se conoce que la biodiversidad en los ambientes
tropicales es mayor que en las regiones templadas; ademas de que existen
numerosos habitats fungicos y localidades que siguen siendo poco estudiadas
(Hawksworth, 1991; 2001; Blackwell, 2011). Estas apreciaciones son relevantes
debido a que al no contar con una estimacion de la biodiversidad presente, es
dificil determinar el nivel de profusion de las funciones que desempefian los
hongos en los distintos ecosistemas y el impacto ecolégico de éstos, el cual esta
muy probablemente relacionado con el total de las especies presentes en los
diversos ecosistemas (Schmit y Mueller, 2007); debido a que en gran parte, la
distribucion de los hongos refleja la variacion latitudinal en la dinamica de los
nutrientes de los ecosistemas. Aungue las especies morfolégicas de organismos
unicelulares son usualmente cosmopolitas, cada vez se descubren un mayor

npumero de evidencias de que la distribucion de estos microorganismos se



determina a través de los procesos de ensamblaje comunitario y sus variaciones
dependen de la concentracion de nutrientes limitantes del crecimiento en los

suelos y tejidos de las plantas simbiontes (Tedersoo et al., 2014).

Por ello, la diversidad fungica en nuestro pais es mayor en los bosques tropicales
y subtropicales que en los bosques de encinos y coniferas de zonas templadas, y
menor en las zonas aridas (Tedersoo et al.,, 2014). Para hacer un completo
inventario de hongos en un bosque tropical, se deben de tomar en cuenta mas de
30 tipos de habitats y/o microhabitats diferentes, ademas de que esta actividad
involucraria la participacion de un gran numero de especialistas de diferentes

grupos de taxonomos (Aguirre-Acosta et al., 2014).

En México, si tomamos en cuenta esta informacion, el porcentaje de especies por
describir en este tipo de ecosistemas aunado a la escasez de taxénomos
especializados, es una tarea que requeriria de varias décadas y que debe de
iniciarse (Aguirre-Acosta et al., 2014); y, en especial, si se considera que México,
es un pais megadiverso en cuanto a grupos de organismos, que ocupa el quinto
lugar en el mundo por su biodiversidad y endemismos, albergando alrededor del
10% del total de la diversidad terrestre del planeta. Actualmente se estima que en
nuestro pais hay 200 000 especies de hongos, de las cuales se tiene
conocimiento de aproximadamente el 5%... Adicionalmente, se conocen 4,500
especies de hongos macroscoépicos lo que representa el 6.6% de la biodiversidad

fungica en el mundo (Guzmén, 1998; Aguirre-Acosta et al., 2014).

1.3 Especies fungicas provenientes de ambientes inexplorados

Las metodologias clasicas descritas para el descubrimiento de productos
naturales provenientes de microorganismos se basan principalmente en el
aislamiento de las especies fangicas a partir de sus habitats, en el cultivo de los
organismos aislados en el laboratorio, seguido de un estudio quimico convencional

para la separacion de los principios de interés (Fierro y Vaca, 2015).



Dentro de los habitats mas utilizados para el aislamiento de estos organismos,
podemos mencionar al suelo, como un entorno notablemente complejo y dindmico,
con diferentes factores de estrés de tipo bidtico y abidtico cuya composicion varia
espacial y temporalmente. En el sentido estricto, el suelo no es considerado un
habitat, sino una serie de microambientes diminutos y microscopicos de naturaleza
heterogénea a escalas que varian de kildbmetros a micrémetros. La mayoria de la
biomasa que compone a este sustrato es de tipo microbiana, y la actividad de los
microorganismos que la componen desempefia un papel clave en multiples ciclos
geoquimicos, incluyendo a los ciclos del carbono y el nitrogeno. En este caso, los
hongos comprenden entre un 78-90% de la biomasa encargada de descomponer

materia organica en suelos (Bills et al., 1985; Traxler y Kolter, 2015).

De manera general, los hongos saproétrofos representan la mayor poblacion de
especies de hongos en el suelo y desempeiian un papel crucial en la
descomposicion de polimeros estructurales de las plantas, tales como celulosa,
hemicelulosa y lignina, contribuyendo de esta manera con el ciclo global del
carbono. Ademas, estas actividades catabolicas permiten que los hongos puedan
crecer en sustratos limitados en nutrientes; esta capacidad de adaptacion, en
conjunto con la maquinaria biosintética de estas especies para producir moléculas
orgadnicas o enzimas explica el constante interés en los estudios de
bioprospeccion de estos microorganismos (Magnuson y Lasure, 2002). A la fecha
se han logrado aislar especies pertenecientes a diversos grupos de taxa, como
son: Saprolegniales, Pythiales, Mucorales, Eurotiales, Microascales, Hypocreales,
Sordariales, Onygenales, Leotiales, Pezizales, y una variedad de hongos
mitosporicos (en su mayoria anamorfos de especies de ascomicetos o
basidiomicetos) (Bills et al., 1985).



1.3.1 Cuatro Ciénegas, Coahuila: Bioprospeccién

El Valle de Cuatro Ciénegas (CC) es un Unico y pequefio oasis (<840 km?)
gue se encuentra en el desierto de Chihuahua, dentro del estado de Coahuila,
México, donde convergen distintos sistemas acuaticos, los cuales dividen el valle
en siete grandes sistemas de drenaje permanentes (Escalante et al., 2008); éste
posee ecosistemas que presentan concentraciones muy bajas de nutrientes
(nitrégeno y fésforo) y una variedad de endemismos similar al de Islas Galapagos
(Souza et al., 2012). En estos ecosistemas, la relaciéon N:P difiere dependiendo la
zona, y se observan concentraciones muy bajas de P (157:1) y cantidades muy
bajas de N (1.8:1), siendo que la relacion de N:P que se considera adecuada es
de 16:1 (balance estequiométrico) para la vida en el océano (Redfield, 1934). Esta
tasa inusual y las relaciones estequiométricas extremas en el Valle de CC generan
un estrés nutricional que determina la dinAmica poblacional quiza mas parecida a

la época precambrica en la historia de la Tierra (Souza et al., 2012).

Este habitat es de particular interés debido a que las aguas que lo componen
presentan elevadas concentraciones de minerales, que a su vez forman
estructuras laminadas, que pueden ser consideradas como estromatolitos
modernos (microbialitos) y cabe destacar que, a diferencia de otros lugares, esos
microbialitos se forman en ausencia de metazoos debido a su elevada salinidad
(Elser et al., 2005). Estas caracteristicas son una consecuencia de la regresion
final del mar, la cual ocurrié durante el Paleoceno tardio, y el aislamiento completo
del Valle de CC del Golfo de México con el levantamiento de la Sierra Madre

Oriental en el Eoceno Medio (Ferrusquia Villafranca y Zarate, 1998).

Por las caracteristicas geoldgicas descritas, este habitat en el noreste de México
ha mantenido una ancestralidad y biodiversidad como resultado prolongado de su
desertificacion y las consecuencias geoquimicas que promueven este endemismo.

Asi, el Valle de CC es un importante reservorio biolégico con un valor incalculable



para el descubrimiento de nuevas especies de microorganismos y su preservacion

merece ser tomada en cuenta (Souza et al., 2012).

1.4 Género Aspergillus

El género Aspergillus agrupa a mas de 250 especies (Geiser et al., 2007), y
El Centro de Informacion Mundial de Microorganismos (The World of
Microorganisms Information Center) tiene el registro de alrededor de 590 cepas de
Aspergillus spp. (WDCM, 2017), siendo las especies de éste género las que se
encuentran entre los grupos de hongos mas empleadas y que desempefian
funciones vitales en los ecosistemas naturales (Bennett, 2010). Este género
incluye especies de importancia en la industria farmacéutica para la produccién de
farmacos y una variedad de otros productos tales como &cidos orgénicos,
proteinas y enzimas (A. niger, A. oryzae, A. awamori, A. sojae, A. terreus), asi
como cuenta con algunas especias patdgenas para animales y plantas (A.

fumigatus, A. parasiticus, A. flavus) (Meyer et al., 2011).

1.4.1 Caracteristicas taxondmicas

Aspergillus (Trichocomaceae) es un género de ascomicetos que se
reproducen solo por conidios (forma asexual). La complejidad del género se
enfatiza por la diversidad existente de estadios reproductivos sexuales o
teleomorfos; el género anamorfo Aspergillus estd asociado a doce géneros
teleomorficos en la familia Trichocomaceae (Plectomycetes): Eurotium, Edyuillia
(Gymnoeurotium), Neosartorya, Dichlaena, Hemicarpenteles, Warcupiella
(Sporophormis), Sclerocleista, Emericella, Fennellia, Petromyces
(Syncleistostroma), Chaetosartorya (Harpezomyces) y Hemisartorya (Sugiyama et
al., 1991).
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Para su caracterizacion morfolégica se requiere de un catadlogo de imagenes
microscopicas, que se realiza de manera tradicional basandose en la morfologia y
color de las colonias y, posteriormente la micromorfologia (Figura 2), incluyendo la
caracterizacion de los conidios y las ascosporas por microscopia electrénica de
barrido, siendo la morfologia del conidi6foro (cabeza aspergilar), la caracteristica
taxondmica mas importante utilizada para establecer la taxonomia de Aspergillus
(Bennett, 2010; Frisvad y Larsen, 2015). Por otra parte, el examen genético de las
cepas también es de importancia en el establecimiento de la taxonomia de estas

especies (Vadlapudi et al., 2017).

conidiéforo

fialides vesicula
conidios . .
8 o cleistotecio
ascosporas
0 0
o
e v e N o ]

hifa células de Hillle

Figura 2. Ciclo de vida de Aspergillus (A. nidulans). Las esporas mitéticas (conidios) y las
esporas meibticas (ascosporas) pueden germinar, producir hifas y crear una colonia
madura. El cuerpo fructifero asexual llamado conidioforo lleva a los conidios en la parte
superior de las células conididgenas llamadas fialides que surgen en las métulas (una
capa de células sobre la superficie de la vesicula). El cuerpo fructifero sexual llamado
cleistotecio contiene ascas con ocho ascosporas cada una y esta cubierto por células de
Hulle (Adaptado de Tsitsigiannis et al., 2004).
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1.4.2 Estilo de vida

Las especies de Aspergillus se aislan a partir del suelo del desierto y suelos
subtropicales y tropicales; en algunos desiertos templados y pastizales, asi como
en algunos suelos de bosques tropicales y representan cerca del 20% de las
especies totales aisladas (Bills et al., 1985). Estos organismos también se
encuentran distribuidos de manera abundante como saprofitos en el material
vegetal en descomposicion, ya que la mayoria de las especies esta adaptada para
la degradacion de polimeros vegetales complejos, asi como en alimentos con un
pH acido, alimentos secos y aquellos con altas concentraciones de carbohidratos
que normalmente no son compatibles con el crecimiento microbiano, también se
hayan en sustratos diversos como estiércol, tejidos humanos y pergaminos, otros
hébitats son los medios alcalinos y con bajos niveles de zinc (Amich et al., 2010),
agua marina (TepSi¢ et al., 2006) y sedimentos marinos (Tian et al., 2015;

Aparicio-Cuevas et al., 2017).

Los Aspergillus como organismos endofitos tienen una gran capacidad de formar
simbiosis. En este microambiente, la planta hospedadora proporciona nutrientes
para el crecimiento y la reproduccion de la cepa; y como resultado el huésped
sintetiza compuestos bioactivos que so6lo se metabolizan para proteger a su planta
hospedera contra factores bidticos adversos, como la invasién de patégenos, la
infeccion por virus y la alimentacion de herbivoros (Zhang et al.,, 2015).
Finalmente, los Aspergillus endéfitos no poseen un organismo anfitrién especifico,
ésto debido a su gran capacidad de adaptacion y vitalidad, siendo A. fumigatus el
primer organismo aislado de esta clase a partir de Cynodon dactylon, un césped
de la familia Poaceae (Liu et al., 2004), a la fecha existen reportes de 23 cepas de
Aspergillus ya caracterizadas a partir de 20 especies vegetales (Zhang et al.,
2015).
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1.4.3 Estudios quimicos del género Aspergillus

Las especies de Aspergillus pueden producir una gran cantidad de
metabolitos secundarios en forma de extrolitos (compuestos quimicos secretados
hacia el exterior o anclados en la pared celular o en la membrana). Los perfiles
metaboldmicos realizados sobre organismos de este género, son especificos de
cada especie, aun asi, las familias de metabolitos secundarios individuales
(Figura 3) son descritas en diferentes especies, incluso aquellas filogenéticamente

y ecolégicamente no relacionadas con Aspergillus (Frisvad y Larsen, 2015).

Compuestos abiertos Compuestos ciclicos

Esteres (Acido penicilico)
Acidos carboxilicos (Erdina)
Hidrocarburos (Sesquiterpenos) Compuestos Compuestos
Hidrazinas heterociclicos homaciclicos
(Hidrazincarboxamida) |
Cetonas (Aspinotriol)
Alcoholes (Etanol) \l/ \l/
Aminas (Pentadienos) Compuestos Compuestos
Péptidos (Azonazina) aliciclicos aromaticos
(Violaceol I)
Compuestos Compuestos
aromaticos aliciclicos
Benzopirimidinas (Chyrosgina)
Derivados del benceno (Diorcinol) Hidroxildiazenos
Cetonas (Acido kojico) (Metilsclerona)
Quinonas (Emodina) Péptidos ciclicos
HAP (Atroye_nt_ina) _ (Aspergilina)
Purinas (Citrinina) Esteres (Deflectina)
Imidazoles (Oxalina) Eteres (Andibenina)
Hidrocarburos (Penitrem) Terpenos (Variecolotal)

Diazenos (o-metilscerona)

. . ; Cetonas (Aspirona)
Dicetonas (Variecolorquinona)

Figura 3. Clasificacion IUPAC de la diversidad de compuestos biosintetizados por el

género Aspergillus (Vadlapudi et al., 2017).
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El género Aspergillus esta dividido en cinco subgéneros: Circumdati, Nidulantes,
Fumigati, Cremei y Aspergillus, existen organismos pertenecientes a todos los
subgéneros que han sido estudiados desde el punto de vista quimico, permitiendo
el aislamiento de una gran diversidad de metabolitos secundarios desde el punto
de vista estructural (Figura 4). Desde el punto de vista biolégico, los metabolitos
aislados presentan una gran variedad de efectos biologicos y farmacoldgicos
como agentes antibacterianos, fungicos, antivirales, citotoxicos, antiinflamatorios,

antioxidantes, por mencionar algunos (Frisvad y Larsen, 2015).
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2. JUSTIFICACION

Debido a la contribucion que han tenido los productos naturales, en
particular aquellos de origen fangico para procurar la salud, el estudio quimico de
especies de hongos y/o bacterias aisladas a partir de ambientes inexplorados

como fuentes de nuevas entidades quimicas, se encuentra plenamente justificado.

La busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana como parte de las
terapias combinatorias para el tratamiento de enfermedades crénicas como el
cancer, o bien, como alternativas terapéuticas para el tratamiento de infecciones
por organismos multirresistentes, representa un reto de interés para los grupos de

investigacion en el area de los productos naturales.

Asi, el presente trabajo de investigacion se desarroll6 como parte de un proyecto
enfocado en la busqueda de nuevos metabolitos secundarios bioactivos obtenidos
a partir de microorganismos aislados en la regién de Cuatro Ciénegas, Coahuila, y
pretende contribuir al descubrimiento de especies de hongos y/o bacterias
aisladas de habitats inexplorados, ademas de contribuir con el aislamiento de
entidades quimicas bioactivas como agentes antimicrobianos. En conjunto, los
resultados obtenidos a partir de esta investigacion, enriqguecerdn de manera
indudable el conocimiento sobre la biodiversidad microbiana que existe en nuestro

pais.
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3. HIPOTESIS

El estudio de diversos sustratos provenientes de hébitats inexplorados de
México permitird la obtencion de nuevas especies fungicas y endémicas con
caracteristicas Unicas para biosintetizar diferentes tipos de metabolitos que les
permitirdin mantener el equilibrio biolégico de su ecosistema. Por otra parte, los
ensayos antimicrobianos y estudios de derreplicacion representan las pruebas de
monitoreo adecuadas para la seleccion de los candidatos idoneos para la

obtencion de metabolitos secundarios novedosos y activos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Realizar parte del estudio quimico y biolégico de los organismos flungicos
aislados a partir de diferentes muestras de suelo y placas microbianas

recolectadas en la regién de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

4.2 Objetivos particulares

Para el cumplimiento de este objetivo general, se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

1.- Realizar el aislamiento de los organismos fungicos de interés a partir de
diversas muestras recolectadas en la region de Cuatro Ciénegas Coahuila.

2.- Obtener los cultivos axénicos en medio solido de cada uno de los

microorganismos aislados a partir de sus habitats naturales.

3.- Preparar los cultivos en pequefia escala en los medios adecuados de todas las
especies de microorganismos aisladas con la finalidad de obtener los extractos

organicos correspondientes, utilizando las técnicas de maceracion y reparto.

4.- Realizar la evaluaciéon de la actividad antimicrobiana y los estudios de

derreplicacion de cada uno de los extractos organicos.

5.- Realizar la identificacion molecular de los organismos objeto de estudio,
mediante el analisis del cddigo de barras correspondiente a la region del ITS.

6.- Preparar los cultivos en mediana escala de las especies seleccionadas con
base en los resultados obtenidos de las evaluaciones bioldgicas y los analisis de

derreplicacion.
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7.- Realizar el estudio quimico de al menos uno de los extractos mas activos

mediante técnicas quimicas convencionales.
8.- Realizar la purificacién y la caracterizacion de los metabolitos secundarios

mayoritarios presentes, utilizando técnicas cromatogréficas, espectroscopicas y
espectrométricas de vanguardia.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Aislamiento de las especies fungicas objeto de estudio (series CC4, CC6
y CC7)

Los organismos fungicos saprotrofos objeto de estudio fueron aislados a
partir de muestras de suelo y de una placa microbiana de distintas regiones de la
reserva ecoldgica de Cuatro Ciénegas, Coahuila (Dunas de yeso y Pie de
Montafia, Becerra). Para cada muestra, se realizd un registro digital y se anotaron
las coordenadas geogréficas del sitio de colecta (Cuadro 1, Figura 5), finalmente
se asigno un cadigo interno a cada muestra. Una muestra representativa (300-500
mgq) libre de materiales extrafios (restos de raices, piedras, etc.) se suspendié en
agua estéril a las concentraciones finales de 1:100, 1:1,000 y 1:10,000 p/v, por
triplicado. Enseguida, 500 uL de cada dilucion se vertieron por triplicado sobre la
superficie de cajas de Petri estériles y posteriormente se adicion6 el medio de
cultivo de agar papa dextrosa (PDA). Una vez detectado algun crecimiento, se
transfirieron las colonias en cajas de Petri estériles con medio PDA para confirmar
Su pureza, posteriormente se inocularon en tubos de microcentrifuga (con medio
PDA) para su conservacion,. Una vez obtenidos los cultivos axénicos en cajas de
Petri con PDA, las colonias fungicas fueron subcultivadas para su posterior

analisis morfoldgico e identificacion molecular.

5.2 Preparacién de los cultivos en pequefiay mediana escala

Una vez obtenidos los cultivos axénicos de las muestras (inciso 5.1), se
realizd la preparacién de los cultivos en pequefa escala en medio sélido. Para
ello, cada organismo se cultivdo en 15 mL de medio liquido (YESD) que contiene
extracto de levadura (1%), peptona de soya (2%) y dextrosa (2%), en agitacion
constante (100 rpm) por 5 dias, para favorecer el crecimiento de los organismos.
Posteriormente, cada cultivo liquido se vertié sobre un sustrato sélido compuesto

por arroz (15 g de arroz/30 mL agua) en matraces Erlenmeyer de 125 mL. El
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proceso de fermentacion se llevé a cabo durante 21 dias a temperatura ambiente

y con fotoperiodos de luz-oscuridad 12/12 horas.

Cuadro 1. Muestras de estudio.

Cédigo:
Tipo de suelo:
Lugar de colecta:

Coordenadas geograficas:

CC4 (A)
Tierra
Dunas de yeso

26°51714” N;102°8'43” W (763 m elevacion)

Caddigo:
Tipo de suelo:

Lugar de colecta:

Coordenadas geograficas:

CC6 (B)

Placa microbiana en rocas

Pie de Montafa, Becerra
26°52'53”N;102°8'11” W (825.3 m elevacion)

Caddigo:
Tipo de suelo:

Lugar de colecta:

Coordenadas geograficas:

CC7 (©)
Tierra
Pie de Montafna, Becerra

26°52'42” N;102°8’8” W (761.7 m elevacion)

Figura 5. Vista aérea de la reserva ecolédgica de Cuatro Ciénegas donde se realizé la
recoleccién de muestras (A) Dunas de yeso; (B y C) Pie de Montafia, Becerra.
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Los cultivos en mediana escala de los taxa seleccionados se realizaron siguiendo
la estrategia metodologica descrita en el péarrafo anterior, brevemente, cada
organismo se cultivo inicialmente en 75 mL de un medio liquido YESD en agitacion
constante (100 rpm) y durante 5 dias. Posteriormente, los cultivos fueron vertidos
sobre el sustrato sélido compuesto por una mezcla de arroz (200 g de arroz/400

mL agua) en matraces Fernbach de 2800 mL.

5.3 Preparacion de los extractos organicos

La preparacion de los extractos organicos en pequefia y/o mediana escala
se realiz6 a partir de cada cultivo en medio sélido (inciso 5.2), mediante un
proceso de maceracion a temperatura ambiente con agitacion constante (100 rpm)
durante 24 horas, empleando como mezcla de extraccion CHCI3-MeOH (1:1) [90
mL para los cultivos en pequefia escala y 900 mL para los cultivos en mediana
escala]. Transcurrido el periodo de extraccién, se adicionaron 60 mL de H,O y 40
mL de CHCI3; para los cultivos en pequefia escala, y 1800 mL de H,O y 1200 mL
de CHCI; para los cultivos en mediana escala, la mezcla se mantuvo en agitacion
constante durante 60 minutos. Enseguida se separé la fase organica de la fase
acuosa, y esta Ultima se sometio a un proceso de extracciéon con CHCI; (20 y 200
mL para los cultivos en pequefia escala y mediana escala, respectivamente). La
fraccibn soluble en cloroformo se llevd a sequedad a presion reducida.
Posteriormente, esta fraccion se resuspendié en una mezcla de MeCN-MeOH
(1:1) [60 mL y 600 mL para los cultivos en pequeiia y mediana escala,
respectivamente] y se sometié a un proceso de desgrase con hexano (60 mL y
600 mL para los cultivos en pequefia y mediana escala, respectivamente), la
fraccibn de hexano se descart6 y la fraccion organica resultante se evapord a

sequedad a presion reducida.
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5.4 Estudios de derreplicacion

Los estudios de derreplicacion se realizaron utilizando cromatografia de
liquidos de ultra eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion
(UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS) (El-Elimat et al., 2013). Para la cromatografia de
liguidos de ultra eficiencia (UPLC) se utilizd un cromatdégrafo marca Waters
(Waters Corp., MA, EEUU) equipado con un detector de arreglo de fotodiodos
(PDA), el control del equipo, la adquisicion de datos, el procesamiento y la
manipulacion de la informacion fueron realizados utilizando el programa Empower
version 2.0 (Waters). Todos los analisis se registraron a una temperatura de 40 °C,
empleando una columna Acquity BEH Cig (Waters Co., MA, EE.UU.; 1.7 um, 2.1 x
10 mm). La elucién se realizdé con una mezcla binaria constituida por MeCN (A)-
acido formico 0.1% (B), utilizando un gradiente de elucién lineal con una
composicién inicial de 15% A e incrementando la composicion hasta 100% A
durante 8 minutos, manteniendo una composicion isocratica por 1.5 min y
regresando a las condiciones iniciales en 0.5 minutos. La deteccion se realizo

mediante un barrido desde 200 hasta 500 nm con una resolucion de 4 nm.

Los analisis por espectrometria de masas de alta resolucion (HR) se realizaron por
la técnica de electrospray (ESI) en los modos positivo y negativo (ESI™ y ESI,
respectivamente) en un espectrometro de masas Thermo LTQ Orbitrap XL
(ThermoFisher Inc., MA, EEUU). Las condiciones del equipo en el modo de
ionizacion positivo fueron las siguientes: temperatura del capilar: 275 °C y 4.5 kV
de voltaje para la fuente, 20 V para el voltaje del capilar y 95 V para la lente del
tubo. Para el modo de ionizacion negativo las condiciones utilizadas fueron:
temperatura del capilar: 275 °C y 3.5 kV de voltaje para la fuente, 42 V para el
voltaje del capilar y 110 V para la lente del tubo. El nitrégeno fue utilizado como
gas acarreador y se fijo a 25 y 20 (unidades arbitrarias) para el modo positivo y
negativo, respectivamente. El control del instrumento y el andlisis de datos se
realizaron utilizando el programa Xcalibur 2.1 (Thermo). Para cada analisis se

disolvié 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de MeOH-dioxano (1:1).
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5.5 Ensayos bioldgicos

5.5.1 Evaluacién de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los extractos fangicos (10, 24 y 12 taxa para
las series CC4, CC6 y CC7, respectivamente) se determind empleando el método
de microdilucién con el colorante bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) (Appendino et al., 2008; Rivero-Cruz et al., 2011) contra bacterias
Gram positivo [Bacillus subtilis (ATCC6633), Staphylococcus aureus
(ATCC25923)] y Gram negativo [Escherichia coli (ATCC10536), Salmonella typhi
(ATCC9992), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)] y la levadura Candida
albicans. Los microorganismos fueron proporcionados por el Cepario de la
Facultad de Quimica, UNAM. Como medio de cultivo se utiliz6 caldo Mueller-
Hinton (MH).

Los ensayos correspondientes se efectuaron en placas de microtitulacion de 96
pozos. Cada pozo contenia 100 uL de una suspension en solucion salina del
microorganismo de prueba, ajustada al 0.5% (1x10® células/mL del estandar
turbidimétrico de McFarland). Para la determinacion se realizé una curva de
referencia, empleando como controles a la ampicilina y la nistatina a distintas
concentraciones (333, 250, 125, 75, 37.5, 18.7, 9.3, 4.6 y 2.3 nug/mL). Las
determinaciones se realizaron por triplicado a las concentraciones de 20 y 200
ug/mL y las muestras se disolvieron en una solucion al 10% de DMSO en caldo
MH. Todas las bacterias fueron incubadas por 24 horas a 37 °C y la levadura 48
horas a 37 °C, al término del periodo de incubacion se adicionaron 5 uL del
reactivo revelador (colorante MTT a 5 mg/mL en MeOH) y se incubd la placa por
30 minutos a 37 °C. Los resultados fueron obtenidos cualitativamente por el

cambio de color del reactivo revelador de amarillo a purpura.
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5.6 Fraccionamiento primario de los extractos organicos en mediana escala

El fraccionamiento primario de los extractos organicos en mediana escala
de los organismos mas activos (Serie CC6: CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15 y
CC6-16) se realiz6 mediante una cromatografia en columna de tipo Flash, en un
cromatdgrafo CombiFlash® Rf System (Teledyne Isco., NE, EEUU), equipado con
un detector UV/Visible de arreglo de fotodiodos (PDA) y otro evaporativo de
dispersion de luz (ELSD) y una bomba binaria. Como fase estacionaria se empleo
gel de silice (RediSep Rf Gold Si-gel) y como fase movil se utilizé un gradiente de
polaridad entre hexano, CHCI; y MeOH. Las condiciones de estos andlisis
cromatograficos se resumen en el Cuadro 2 y los resumenes de los

fraccionamientos cromatograficos se muestran en el Cuadro 3y Figuras 6y 7.

Cuadro 2. Condiciones de analisis por cromatografia en columna tipo Flash.

Cantidad Volumen , Tiempo de  Volumenes

M Peso Volumen de Flujo L

uestra (mg) de gel de de fraccion (mL)  (mL/min) analisis por

9 silice (g)  equilibrio (min) columna

CC6-1  1026.3 24 25 18 35 38.4 40
CC6-4 780.0 24 25 18 35 38.4 40
CC6-14  603.1 12 2.0 15 30 30.3 54
CC6-15 1072.3 24 25 18 35 38.4 40
CC6-16 7325 24 25 18 35 38.4 40
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Cuadro 3. Resumen de los fraccionamientos primarios de los extractos
organicos en mediana escala CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15 y CC6-16.

CC6-1 CC6-4
F - Cantidad de o Cantidad de
raccion Clave Fraccion Clave
muestra (mg) muestra (mg)
1-12 CC6-11 4.2 1-12 CC6-41 2.2
13-16 CC6-1, 13.4 13-17 CC6-4, 16.4
17-29 CC6-13 594.1 18-21 CC6-43 22.2
30-43 CC6-14 23.9 22-38 CC6-44 394.9
44 - 49 CC6-15 19.2 39-45 CC6-4s 14.3
50 - 54 CC6-1¢ 102.0 46 — 58 CC6-46 73.9
55 - 59 CC6-1;7 13.9 59 - 65 CC6-4; 20.8
60 — 65 CC6-1g 13.4 66 — 76 CC6-4s 32.0
66 — final CC6-1o 79.1 77 —final CC6-44 49.1
Cantidad recuperada: 863.2 Cantidad recuperada: 62538
% de Recobro: 89.99 % de Recobro: 8571
CC6-15 CC6-16
L Cantidad de L Cantidad de
Fraccién Clave Fraccién Clave
muestra (mg) muestra (mg)
1-12 CC6-15; 2.2 1-12 CC6-16; 0.0
13-17 CC6-15; 24.4 13-17 CC6-16; 27.8
18-21 CC6-153 467.1 18-21 CC6-163 474.4
22 -38 CC6-15,4 52.8 22 - 38 CC6-164 16.0
39-45 CC6-155 162.7 39-45 CC6-165 124
46 — 58 CC6-15¢ 43.9 46 — 58 CC6-166 65.6
77 —final CC6-157 62.5 77 —final CC6-167 45.1
Cantidad recuperada: 8156 Cantidad recuperada: 641.3
% de Recobro: 92.46 % de Recobro: 87.54
CC6-14
= - Cantidad de . Cantidad de
racciéon Clave Fraccién Clave
muestra (mg) muestra (mg)
1-11 CC6-14, 0.0 31-47 CC6-14¢ 24.1
12-17 CC6-14, 0.0 48 — 54 CC6-144 195.6
18-21 CC6-14; 6.6 55 -61 CC6-143 54.9
22-30 CC6-144 237.1 62 — final CC6-144 45.1
% de Recobro: Cantidad recuperada:
96.24 563.4
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Figura 6. Cromatogramas del fraccionamiento por cromatografia en columna

tipo Flash de CC6-1 (A), CC6-4 (B) y CC6-14 (C). En verde se observan las

sefales correspondientes al detector ELSD y en amarillo las del PDA.
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Figura 7. Cromatogramas del fraccionamiento por cromatografia en columna
tipo Flash de CC6-15 (A) y CC6-16 (B). En verde se observan las sefiales
correspondientes al detector ELSD y en amarillo las del PDA.

5.6.1 Fraccionamiento secundario de CC6-4,4, CC6-153y CC6-163.

Las fracciones CC6-4,4, CC6-153y CC6-16; activas obtenidas en el proceso
anterior, se sometieron a un posterior fraccionamiento por cromatografia en
columna de tipo Flash; empledndose gel de silice (RediSep Rf Gold Si-gel) y el
proceso de elucién se realizé utilizando un gradiente entre hexano y AcOEt, en
orden creciente de polaridad (Cuadros 4 y 5). En la Figura 8 se ilustran los

cromatogramas correspondientes a los fraccionamientos indicados.

29



Cuadro 4.

Condiciones de anlisis por cromatografia en columna tipo Flash.

Cantidad Volumen Volumen de Tiempo de Voliumenes

F - Peso - Flujo e
raccion (mg) de gel de de fraccion (mU/min) analisis por
silice (g) equilibrio (mL) (min) columna
CC6-4, 3949 12 2 15 35 48.7 87
CC6-16; 467.1 12 2 15 35 48.7 87
CC6-15; 474.4 12 2 15 30 56 100
Cuadro 5. Resumen de los fraccionamientos primarios de las fracciones CC6-4,,

CC6-15;y CC6-16s.

CC6-4, CC6-165
Cantidad de .
Fraccion Clave muestra Fraccion Clave Cantidad de
muestra (mg)
(mg)

1-22 CC6-44.1 1.9 1-22 CC6-1631 3.0
23-24 CC6-44-2 0.3 23 -26 CC6-163., 119.1
25-32 CC6-44.3 120.5 27 — 30 CC6-163.3 95.0
33-37 CC6-44.4 35.0 31-35 CC6-163.4 43.4
38-41 CC6-445 17 36 — 42 CC6-163.5 14.6
42 — 44 CC6-446 6.2 43— 49 CC6-163 21.1
45 — 53 CC6-44.7 3.7 50 — 69 CC6-163.7 68.2
54 —final CC6-443 26.5 70 — final CC6-163.3 29.4

Cantidad recuperada: 3434 Cantidad recuperada: 396.8
% de Recobro: 92.26 % de Recobro: 93.74
CC6-15;
Cantidad de .
Fraccion Clave muestra Fraccion Clave Cantidad de
muestra (mg)
(mg)
1-21 CC6-153.1 6.9 37 -39 CC6-153.4 11.4

22-29 CC6-153.» 162.2 40— 42 CC6-153.5 17.0

30 - 36 CC6-153.3 87.6 43 — 47 CC6-1535 22.4

48 — final CC6-1537 67.9
Cantidad recuperada: 375.4
% de Recobro: 86.56
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Figura 8. Cromatogramas del fraccionamiento por cromatografia en columna tipo Flash

de las fracciones CC6-4, (A), CC6-15; (B) y CC6-163(C). En verde se observan las
sefiales correspondientes al detector ELSD y en amarillo las del PDA.
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5.7 Aislamiento y purificacion de los metabolitos presentes en las fracciones
activas CC6-16, y CC6-16¢

El analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) de las
fracciones activas CC6-16, y CC6-165 con la finalidad de realizar la separacion y
purificacion de los metabolitos mayoritarios presentes se llevd a cabo en un
cromatdgrafo de liquidos marca Waters, equipado con un detector PDA y otro
ELSD; este ultimo con las siguientes condiciones de analisis: ganancia 100;
presion de gas 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento y temperatura del
tubo 70°C + 25°C. El control del equipo, el procesamiento y la manipulacion de los
datos se realiz6 utilizando el programa Empower version 3.0 (Waters). Todos los
analisis se realizaron en una columna Phenomenex Gemini Cig (5 um, 250 x 4.6
mm); fase movil: MeCN (A) y acido férmico en agua (0.1%) (B); gradiente: 15% —
100% (A); tiempo de corrida: 32 min; flujo: 1 mL/min; longitudes de onda de
deteccion: 190, 254 y 365 nm (Figura 9).

La separacion de los compuestos presentes en las fracciones primarias CC6-164
(16.0 mg) y CC6-16¢ (65.6 mg), se realizO mediante el escalamiento de las
condiciones de analisis utilizadas a nivel analitco como se describid
anteriormente, empleando las siguientes condiciones: fase maovil acido férmico en
agua (0.1%) (A) y MeCN (B); gradiente: 25% — 100% (B) en 15 minutos; tiempo
de corrida: 20 min; flujo: 21.24 mL/min; longitudes de onda de deteccion: 190 y
254 nm; tiempo de recoleccion: 9 segundos (Figura 10).

Estos procedimientos permitieron el aislamiento y la purificacion de tres
metabolitos secundarios caracterizados como el peroxido de ergosterol (1; tg:
17.59 min, 3.4 mg) a partir de la fraccion CC6-164, asi como del pirofeno (2; tr:
6.33 min, 2.0 mg) y del &cido aspérico (3; tg: 8.99 min, 1.6 mg) de la fraccion CC6-
16s.
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5.8 Caracterizacion de los productos naturales

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 300 MHz (*H)/75
MHz (*3C) 6 500 MHz (*H)/125 MHz (*3C) se registraron en los equipos Varian
VNMRS o JEOL ECA 500, respectivamente. Los desplazamientos quimicos (3) se
expresan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS) utilizado como estandar
interno. En todos los casos se utilizé CDCIl; como disolvente. Los espectros de
masas por la técnica de ionizacion por electrospray (ESI) en los modos positivo y
negativo (ESI+ y ESI-, respectivamente) se registraron en un espectrometro de
masas Thermo LTQ Orbitrap XL. El registro de los espectros de RMN y EM se
efectud en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI), Facultad de
Quimica, asi como en la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, NC,
EE.UU.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion forma parte de un proyecto enfocado en la
busqueda de nuevos compuestos bioactivos de origen fungico aislados a partir de
especies Unicas de habitats poco explorados de México, y tiene como objetivo
central contribuir con parte del conocimiento cientifico sobre la biodiversidad
microbiana de la region de Cuatro Ciénegas, Coahuila, este conocimiento se
generard mediante la realizacion de los estudios quimicos y biolégicos de
especies fungicas selectas aisladas a partir de diversos sustratos (suelo y placa
microbiana). Para el desarrollo de esta investigacion se planted la siguiente
estrategia experimental:

En esta seccion se discutira, en primer lugar, los resultados obtenidos del
aislamiento de los microorganismos fangicos a partir de los sustratos
seleccionados y la evaluacibn de su potencial antimicrobiano y estudios de
derreplicacion. En la segunda parte, se detallan todos los aspectos relacionados
con la investigacion quimica de una especie fungica activa seleccionada con base

en los resultados obtenidos en los ensayos antes mencionados.
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6.1 Aislamiento de los organismos fungicos

A partir de las muestras seleccionadas, suelo y placa microbiana,
colectadas en la region de Cuatro Ciénegas, Coahuila, empleando las técnicas
descritas con detalle en el inciso 5.1 de la parte experimental, se realizd el
aislamiento axénico de 46 taxa fungicos saprotrofos, de los cuales 10 fueron
aislados de la muestra de Dunas de Yeso, 24 de la placa microbiana depositada
sobre rocas recolectada en Pie de Montafia, Becerra y 12 son de una muestra de

suelo de Pie de Montafia, Becerra (Figura 11).

Figura 11. Ejemplos selectos de los organismos fungicos aislados. A. CC4-4, B. CC4-7,
C. CC6-2, D. CC6-5, E. CC7-4, F. CC7-5.

Posteriormente, a partir de cada aislamiento se realiz0 la fermentacion de los
organismos en pequefia escala. Para ello, se prepararon cultivos en sustrato
sélido empleando arroz como se indica en el inciso 5.2 (Figura 12). Después del
periodo de fermentacion, se prepararon los extractos organicos correspondientes
mediante maceracion y particion (inciso 5.3, Cuadro 6, los rendimientos obtenidos

de los extractos en pequefia escala se muestran en la segunta columna).
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Figura 12. Ejemplo de un cultivo fungico en medio de arroz del taxon CC7-5;
A. Anverso; B. Reverso.

6.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos
(series CC4, CC6y CC7).

Para determinar el efecto antibacteriano se determiné la actividad de todos
los extractos organicos preparados en pequefia escala sobre el crecimiento de
microorganismos Gram positivos y negativos y de la levadura C. albicans. Todos
los microorganismos de prueba fueron seleccionados con base en que son los
agentes causales de enfermedades infecciosas de gran relevancia en diversos
organismos. Los resultados obtenidos se reportan con respecto a la concentracion
minima inhibitoria (CMI) determinada con cada control positivo (ampicilina para B.
subtilis, S. aureus, E. coli y S. typhi; gentamicina para P. aeruginosa y nistatina
para C. albicans); también, se consideré como inhibicion parcial cuando durante la
evaluacion, la muestra evaluada disminuyd el crecimiento microbiano con respecto
al control negativo (Cuadro 6).

Cabe mencionar que ninguna de las muestras analizadas inhibié totalmente el
crecimiento de P. aeruginosa a las dos concentraciones empleadas. De los
resultados obtenidos las muestras con cédigo CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15,
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CC6-16, CC7-1, CC7-3, CC7-7, CC7-10 y CC7-12 presentaron la mejor actividad

biologica contra B. subtilis, S. aureus y E. coli, principalmente; y también tienen

una actividad importante contra C. albicans. Con base en estos resultados, se

seleccionaron cinco taxa pertenecientes a la serie CC6 los cuales presentaron

mayor actividad para su escalamiento y fraccionamiento.

Cuadro 6. Resultados de los ensayos de actividad antimicrobiana de los extractos
organicos obtenidos en pequefia escala.

Muestra Peso (mg) aerugpi.nosa B. subtillis  S. aureus E. coli S.typhi  C. albicans
CC4-1 30.8
CC4-2 33.1
CC4-3 39.0
CC4-4 36.0
CC4-5 341
CC4-6 42.0
CC4-7 44.0
CC4-8 30.8
CC4-9 45.0
CC4-10 62.4
CCe6-1 159.8
CC6-2 207.6
CC6-3 37.5
CC6-4 125
CC6-5 74.2
CCob6-6 30.8
CCo-7 69.2
CCo-8 45.2
CCo6-9 103.9
CC6-10 30.1
CC6-11 22.7
CC6-12 90.0
CC6-13 47.2
CC6-14 51.6 e
CC6-15 112.2
CC6-16 261.0
CC6-17 75.0
CC6-18 42.8
CC6-19 39.8
CC6-20 22.3
CC6-21 112.2
CC6-22 247.4
CC6-23 231.1
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Cuadro 6. Resultados de los ensayos de actividad antimicrobiana de los extractos
organicos obtenidos en pequefa escala.

Muestra  Peso (mg) aerugi.nosa B. subtillis  S. aureus E. coli S. typhi C. albicans
CC6-24 29.9

ccr1 1925 I I
CC7-2 136.3

CC7-3 154.7 ]

CC7-4 72.9

CC7-5 99.3 e

CC7-6 41.1

CC7-7 158.4 ]
CC7-8 24.2

CC7-9 23.8

CC7-11 15.2

ccri2 2854 I I
Control CMI

1.56 0.08 0.16 7.81 0.78 0.39

positivo (ug/mL)

Criterios de actividad:

_ inhibicién total a 200 y 20 ug/mL de extracto

inhibicidn total a 200 e inhibicion parcial a 20 pg/mL de extracto
inhibicién total a 200 ug/mL de extracto

inhibicién parcial a 200 y 20 pug/mL de extracto

inhibicién parcial a 200 pg/mL de extracto

Gentamicina

Ampicilina

Nistatina

6.3 Estudios de derreplicacion

Los andlisis metabolémicos de los extractos en pequefia escala para
establecer la presencia de micotoxinas u otros metabolitos secundarios de interés
se realizaron mediante la técnica de UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS, como se
describe en el inciso 5.4 utilizando la metodologia descrita por El-Elimat y
colaboradores (2013) (Cuadro 7). El andlisis detallado de los resultados obtenidos
en este estudio evidenciaron la presencia de algunas micotoxinas incluidas en la
base de datos in house para las muestras CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15, CC6-

16 y CC6-17, sin embargo estas muestras no fueron descartadas para realizar su
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estudio quimico al tratarse de organismos aislados a partir de un ambiente

inexplorado.

Cuadro 7. Estructura quimica de las micotoxinas detectadas en los estudios de

derreplicacion en las especies analizadas.

Muestra

Estructura quimica

Altenueno
C15H1606

1-Hidroxi-6-metil-8-
hidroximetilxantona
C15H1204

CC6-1 Alternariol
monometil éter
C15H1205

Acido (10E,12E)-9-
hidroxioctadeca-
10,12-dienoico
C18H3203

Perdxido de
ergosterol
C28H4203

Carbonarona A
C13H11N03

Epi-Pestalamida A
CC6_4 C18H17N06

1-Hidroxi-5-
(hidroximetil)-6-
metoxi-7-metil-9H-
xanten-9-ona
C16H140s

HO
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Cuadro 7. Estructura quimica de las micotoxinas detectadas en los estudios de
derreplicacion en las especies analizadas (continuacion).

Muestra Estructura quimica
Peroxido de
CC6-14 ergosterol
C28H4203

Acido absicico
C15H2004

CC6-15

Fonsecina
ClSH1406

CC6-16

Alternariol
monometil éter
C15H1205

Dimero de
CC6-17 dicetopiperazina
C40H36N604

En conjunto, estos resultados permitieron seleccionar a las especies
saprotrofas con codigo CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15 y CC6-16, como los
candidatos idéneos para la realizacion de su estudio quimico en la blisqueda de
nuevos principios biodinamicos. Para ello, se realiz6 en primer lugar la

fermentacion en mediana escala de los cinco organismos seleccionados.
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6.4 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos en
mediana escala y fracciones primarias

Como se describio en el inciso anterior, se seleccionaron a los taxa de la
serie CC6: CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15 y CC6-16 (Figura 13) para su
escalamiento (inciso 5.6) y subsecuente evaluacion biolégica y estudio quimico.
Una vez preparados los extractos organicos a partir de cada cultivo, se realizd el
fraccionamiento preliminar de cada uno de éstos y, enseguida, se determiné la
actividad antimicrobiana de todos los conjuntos de fracciones obtenidas a partir de

cada fraccionamiento (Cuadro 8).

Figura 13. Cultivos axénicos seleccionados para su escalamiento. A. CC6-1; B. CC6-4 ;
C. CC6-14; D. CC6-15; E. CC6-16.
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Cuadro 8. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos en mediana

escala CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15 y CC6-16 y sus respectivos conjuntos de
fracciones.

P.

Extracto :
aeruginosa

B. subtillis  S. aureus E. coli S. typhi C. albicans

CC6-17F
cce-1*
CC6-1,
CC6-1,
CC6-15
CC6-14
CC6-1,
CC6-14
CC6-14

]
cce-4*
CC6-4,
CC6-4,
CC6-4
CC6-4¢
CC6-4,
CC6-44
CC6-4

cce-14FF
cc6-147
CC6-14,
CC6-14s
CC6-145
CC6-14,
CC6-144

CC6-15"F
cCc6-15"
CC6-15,
CC6-15,
CC6-155
CC6-154
CC6-15;
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Cuadro 8. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos en mediana
escala CC6-1, CC6-4, CC6-14, CC6-15 y CC6-16 y sus respectivos conjuntos de fracciones
(continuacion).

P.

Extracto .
aeruginosa

B. subtillis S. aureus E. coli S. typhi C. albicans

CC6-16 ¢
cce-16"
CC6-16,
CC6-164
CC6-16,
CC6-165
CC6-164
CC6-16,
CMI (ug/mL) 1.56 0.08 0.16 7.81 0.78 0.39

Criterios de actividad:

_ inhibicidn total a 200 y 20 ug/mL de extracto

inhibicién total a 200 e inhibicion parcial a 20 pg/mL de extracto
inhibicidn total a 200 ug/mL de extracto

inhibicidn parcial a 200 ug/mL de extracto

Gentamicina

Ampicilina

Nistatina

Se selecciono al taxén identificado con el codigo CC6-16, para la realizacion de su

estudio quimico.

Por otra parte, de manera paralela a la realizacién de la evaluacion biolégica se
llevaron a cabo los estudios conducentes a establecer la identidad taxonomica de
los organismos seleccionados, mediante el analisis del codigo de barras
correspondiente a la region del ITS (en colaboracion con el Dr. Huzefa Raja de la
Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, NC, EE.UU.), identificando al
organismo con la clave CC6-4 como la especie Aspergillus niger. Los taxa CC6-1,
CC6-14, CC6-15 y CC6-16 solo fueron identificados como pertenecientes a los
géneros Alternaria sp. (CC6-1), Fusarium sp. (CC6-14), Ascomycota sp. (CC6-15)

y Aspergillus sp. (CC6-16) respectivamente, debido a que el andlisis comparativo
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de la similitud entre las secuencias obtenidas para cada taxon con aquellas de la

base de datos del GenBank fue menor al 97%.

6.5 Estudio quimico de la especie Aspergillus sp. (CC6-16).

Con la finalidad de iniciar el estudio quimico de la especie Aspergillus sp.
(CC6-16), se realizd el fraccionamiento del extracto organico en mediana escala
(732.5 mg) mediante cromatografia en columna de tipo Flash.(inciso 5.6). Este
procedimiento permitid la obtencion de siete conjuntos de fracciones primarias.
Todas las fracciones fueron evaluadas utilizando el mismo ensayo que permitié
establecer la actividad del extracto orgénico, los resultados obtenidos permitieron
establecer que la actividad biolégica se concentraba en los conjuntos de
fracciones CC6-164, (16.0 mg) y CC6-16¢ (65.6 mg), ademas de que ambos
conjuntos de fracciones presentaron la menor complejidad y los mejores
rendimientos. La resolucion de ambas fracciones mediante diversas técnicas
cromatrogréficas (columna de tipo Flash, HPLC, etc) condujo al aislamiento del
peréxido de ergosterol (1) a partir de la fraccion CC6-16,4 y del pirofeno (2) y el
acido aspérico (3) a partir de la fraccibn CC6-16s. De manera general, la
elucidacion de los compuestos obtenidos se realiz6 mediante la aplicacion de
métodos espectroscopicos y espectrométricos convencionales, y se describe

brevemente a continuacion.
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6.5.1 Caracterizacion del peréxido de ergosterol (1)

El producto 1 fue obtenido como un sélido blanco. Los andlisis por LC-
HRESIMS permitieron establecer su formula molecular como C,gH4,03 mediante el
andlisis de la molécula protonada [M+H]" en una relacién de m/z 429.3365 umay
de 427.3424 uma para la molécula desprotonada [M-H]™ (Figura 14). Esta férmula

permite 7 grados de insaturacion.

El analisis detallado de los espectros de RMN (Cuadro 9; Figuras 15 y 16) del
producto 1 presentaron el perfil tipo de un derivado esteroideo muy similares al del
ergosterol (Kahlos et al.,1989; Kim et al.,1997; Kwon et al., 2002) y las evidencias

mas importantes observadas en los espectros de RMN se detallan a continuacion:

a) En 84 0.82 (s) y 0.88 (s) se observan dos sefales simples asignables a dos
grupos metilo (H-18 y H-19). De igual manera, en 64 1.00 (d, J = 6.6 Hz) y 0.91 (d,
J = 6.8 Hz) se observan dos sefales dobles correspondientes a los protones de
los grupos metilo H-21 y H-28 presentes en el ndcleo base. En &4 3.97 (sa), se
observa una sefal atribuible al proton de un metino base de un carbinol
secundario (H-3).

b) En 8y 6.24 (d, J = 8.5 Hz), 6.50 (d, J = 8.5 Hz), 5.22 (dd, J = 15.2y 7.4 Hz) y
5.14 (dd, J = 15.3 y 8.1 Hz) se observan cuatro conjuntos de sefales asignables a
los protones vinilicos H-6, H-7, H-22 y H-23, respectivamente. Estas sefales en el
espectro de RMN *3C correlacionan con los carbonos en 8¢ 135.5 (C-6), 130.9 (C-
7), 135.3 (C-22) y 132.4 (C-23).
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c) Finalmente,

se observa en el

espectro de RMN

13C

las sefiales

correspondientes a tres carbonos base oxigeno en &¢ 66.6 (C-3), 79.6 (C-8) y 82.3

(C-5) evidenciando la presencia de una funcién peréxido en el producto. Estas

observaciones permitieron caracterizar al producto 1 como el peroxido de

ergosterol.

Cuadro 9. Datos espectroscopicos de RMN (*H, 400 MHz; *C 100 MHz; § en ppm; J en
Hz, CDCIl) del perdxido de ergosterol (1).

Posicion Sc Sn, mult (3 en Hz) S¢ct SH, mult (J en Hz)*

1 34.8 35.06

2 30.2 30.47

3 66.6 3.97, m 66.84 3.98, m

4 37.0 37.29

5 82.3 83.10

6 135.5 6.50, d (8.5) 135.80 6.51, d (8.6)

7 130.9 6.24, d (8.5) 131.12 6.25, d (8.6)

8 79.6 79.82

9 51.2 51.43

10 37.1 37.33

11 23.5 23.77

12 39.5 39.70

13 44.7 44,93

14 51.8 52.05

15 20.8 21.01

16 28.8 29.05

17 56.3 56.55
Me;g 13.0 0.82, s 13.25 0.83, m
Mejq 18.3 0.88, s 18.57 0.89, m

20 39.9 40.14
Mes; 21.0 1.00, d (6.6) 21.26 1.00, d, (6.6)
22 135.3 5.14, dd (15.3, 8.0) 135.58 5.15, dd (15.2, 7.7)
23 132.4 5.22,dd (15.2, 7.4) 132.40 5.22, dd (15,2, 8.2)
24 42.9 43.14

25 33.2 33.40
Mess 19.8 0.82, d (6.6) 20.03 0.82,d (6.7)
Me,; 20.1 0.83, d (6.6) 20.34 0.83, d (6.7)
Mess 17.7 0.91, d (6.8) 17.95 0.91, d (6.7)

IKim et al., 1997
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Figura 14. (A) Cromatogramas de iones totales (TIC) (arriba) y en el UV-PDA (abajo) de
la fraccibn CC6-16,4, (B) Espectros en el UV (arriba) y de masas por la técnica de
electrospray en los modos negativo (centro) y positivo (abajo) del peréxido de ergosterol

(1).
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El peréxido de ergosterol (1) ha sido aislado a partir de distintas fuentes naturales
(por ejemplo: Naematoloma fasciculare, Pleurotus ostreatus, Paecilomyces
tenuines, Armillariella mellea, Inonotus radiatus), y existen descripciones en la
literatura sobre su potencial como agente antioxidante (Kim et al.,, 1999),
antibacteriano contra Mycobacterium tuberculosis (Duarte et al., 2007),
antiparasitario (Ramos-Ligonio et al., 2012; Meza-Menchaca et al., 2015),
inmunosupresor (Yasukawa et al.,1996), antitumoral (Bok et al., 1999; Yasukawa
et al., 1996) y citotdxico (Nam et al., 2001).

6.5.2 Caracterizacion del pirofeno (2)

El compuesto 2 se aislé en forma de agujas, y su féormula molecular
determinada con base en el andlisis detallado de los espectros de RMN (Figuras
18-21) y de masas generado por la técnica de ionizacion por electrospray en los
modos positivo y negativo, se establecié como Ci16H17NO4 (286.1086 uma [M+H]",
289.1229 uma [M-H]) y permite 9 grados de insaturacion (Figura 17). Las
sefales caracteristicas que establecieron la identidad del compuesto en los

espectros de RMN se detallan a continuacion:

a) En el espectro de RMN *3C (Figura 19) se observan sefiales para 16
carbonos, de las cuales dos pertenecen a grupos carbonilo en 6y 171.0 y 169.6.
Por otra parte, las correlaciones observadas en el experimento HSQC (Figura 21)

permitieron evidenciar la presencia de seis metinos (6c¢/6y 129.2/7.11, 128.9/7.27,
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127.3/7.23, 101.3/5.74, 88.6/5.41 y 52.5/5.00), un metileno (dc/oy 39.1/3.09), un
grupo metoxilo (6c/0y 56.1/3.75) y un grupo metilo (6c/0n 23.4/1.96).

b) En el espectro de RMN *H (Figura 18) se observé en 84 5.00 (g, J = 8.00 Hz)
una sefal diagnostica con la presencia de un proton base de una funcion con

nitrogeno (H-6), asi como la sefial en 64 5.95 (d, 8.5) caracteristica de una funcién
NH.

c) En &4 7.11 (m, H-9, H-13), 7.23 (m, H-11) y 7.27 (m, H-10, H-12) se observa un
conjunto de sefales en armonia con la presencia de un anillo aromatico
monosustituido. En 6y 3.09 (d, J = 7.6 Hz) se observa una sefial asignable a un
grupo metileno, que en el espectro COSY (Figura 20) correlaciona con el protdén

H-6 del anillo aromatico.

d) Las sefiales del anillo de 2-pirona presente en la molécula se observan en &y
541 (d, J=2.2 Hz, H-2) y 5.74 (d, J = 2.2 Hz, H-4) y corresponden con un arreglo
de dos protones en meta orientados considerando el valor de la constante de

acoplamiento.

e) Finalmente, en el espectro de RMN *H en 8,4 3.75 (s) y 1.96 (s) se observa dos
sefales simples diagndsticas para la presencia de un grupo metoxilo y un grupo
metilo (H-15).

En conjunto, estas observaciones aunadas a las correlaciones observadas en los
experimentos COSY y HMBC (Cuadro 10; Figura 23) permitieron caracterizar al

producto 2 con el nombre trivial de pirofeno.

El pirofeno (2) se aislo por primera vez a partir de la especie relacionada A. niger,
éste es un metabolito representativo de la biosintesis de aminoacidos, siendo
algunos de sus precursores la fenilalanina o el acido corismico (Barnes et al.,
1990).
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Cuadro 10. Datos espectroscopicos de RMN (*H, 500 MHz; *C 125 MHz; §en ppm; J en

Hz; CDCI;) del pirofeno (2).

Posicion 8¢ &u, mult (J en Hz) COSY (*H-'H) HMBC (*H-C)
1 164.4
2 88.6 5.41,d(2.2) 4 3,4
3 171.0
4 101.3 5.74,d (2.2) 2 2,3,56
5 161.3
6 52.5 5.00, q (8.0) 7 4,5,7,8, 14
7 39.1 3.10, d (7.6) 6,9, 13 5,6,8,9, 13
8 135.9 7, Megs
9,13 129.2 7.11, m 10, 12 7,9, 11, 13
10,12 128.9 7.27, m 9,13 8, 10, 12
11 127.3 7.23, m 10, 12 9, 10, 12, 13
14 169.6
Mes 23.4 1.96, s 14
Me1s 56.1 3.75, s 3
NH 5.95, d (8.5) 6

Figura 23. Correlaciones COSY (—) y HMBC (—) del pirofeno (2).
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Figura 17. (A) Cromatogramas de iones totales (TIC) (arriba) y en el UV-PDA (abajo); (B)
Espectros en el UV (arriba) y de masas por la técnica de electrospray en los modos (-)
(centro) y (+) (abajo) del pirofeno (2).
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Figura 22. Espectro HMBC del pirofeno (2) (500 MHz, CDCls).

Por otra parte, también se ha descrito el aislamiento del producto 2 en fuentes
diversas como A. niger EN-13, organismo enddfito del alga marina Colpomenia
sinuosa, recolectada en la costa de Qingdao, China (Zhang et al., 2010);
Aspergillus sp. aislado de Piper crocatum Ruiz & Pav (Astuti et al., 2016);
Alternaria alternata D2006, aislada de la especie de coral rojo Denderonephthya
hemprichi recolectado en el Mar Rojo, en las costas de Safaga, Egipto (Shaaban
et al.,, 2012); A. brasiliensis (Varga et al., 2007); A. niger enddfito aislado de la
planta medicinal Zanthoxylum lemairei en Kumba, Camerun (Talontsi et al., 2013),
A. niger AKRN especie asociada con las raices de Entandrophragma congoénse
en Yaounde, Camerun (Happi et al., 2015); asi como del organismo marino A.
niger aislado a partir de la esponja Hyrtios proteus en el Caribe (Varoglu & Crews,
2000). Desde el punto de vista farmacolégico, este compuesto presenta una

actividad antimicrobiana de interés contra Candida albicans (Shaaban et al., 2012)
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y una actividad marginal contra las bacterias multirresistentes: Enterobacter
aerogenes (CM64), Enterobacter cloacae (BM67), Klebsiella pneumonia (K2) y la
bacteria de referencia Escherichia coli (ATCC8739 y ATCC10536) (Happi et al.,
2015), ademas de presentar una actividad citotoxica frente a las lineas celulares
T47D (linea tumoral epitelial ductal de mama humana) y Vero (Clsp 9.2 ug/mL y
109.0 pg/mL, respectivamente). El analisis del ciclo de las células T47D expuestas
al pirofeno (2) a la concentracion de 400 ng/mL mostré6 una mayor poblacion de
células en la fase S. Siendo el arresto de ésta, uno de los mecanismos que retrasa
la progresion del ciclo celular como una respuesta a reguladores homeostaticos o
dafio en el ADN lo que implica una disminucion en la tasa de replicacion del ADN
(Astuti et al., 2016; Elledge, 2016). Finalmente, el producto 2 es poco toxico en el

ensayo de Artemia salina L. (10 ug/mL) (Shaaban et al., 2012).

6.5.3 Caracterizacién del acido aspérico (3)

El compuesto 3 se aislé como es un solido amarillo de aspecto ceroso, con
una férmula CieH2804; M/z 285.2059 [M+H]" y 283.1915 [M-H]™ determinada por
HRESIMS, la cual permite tres grados de insaturacion (Figura 24). El analisis
detallado de los espectros de RMN uni- y bidimensionales del producto 3 se

describe a continuacion:

a) En el espectro de RMN 3C (Figura 26) se observan sefiales para 16

carbonos, asignables por las correlaciones observadas en el espectro HSQC
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(Figuras 25-30) a un carbonilo de &cido 3¢ 182.1, a cinco metinos (8c/dn
133.0/5.20, 87.4/4.34, 72.2/3.75, 39.3/2.36 y 31.2/2.49), tres metilenos (8c/du
30.5/1.88; 41.2/1.39,1.69 y 30.3/2.22,1.54) y cinco metilos (dc/oy 25.1/1.19,
21.9/0.92,17.9/1.14, 17.9/1.12 y 10.8/1.62).

b) En el espectro de RMN *H (Figura 25) se observé una sefial caracteristica con

la presencia de un protén vinilico en 64 5.20 (d, 9.8).

Estas observaciones (Figura 30), aunadas con los datos espectroscopicos
descritos en la literatura permitieron caracterizar al producto 3 con el nombre trivial

de acido aspérico (Cuadro 11).

El &cido aspérico (3) fue aislado por primera vez de A. niger aislado de Hyrtios
proteus (esponja marina del Caribe) (Varoglu & Crews, 2000), posteriormente se
ha descrito su aislamiento a partir de Rhizopus sp. 2-PDA-61, proveniente del
briozoo Bugula sp. en la bahia de Jiaozhou, China (Wang et al., 2010), A.
phoenicis (Pettit et al. 2009) y de A. tubingensis OY907 aislados de la esponja
marina mediterranea Ircinia variabilis (Koch et al., 2014). Este producto ha sido
descrito como un agente citotoxico que inhibe de manera significativa el
crecimiento de la linea celular P388 (leucemia linfocitica murina) con una DEsg de
0.18 ug/mL), asi como de un panel de lineas celulares de cancer humano (Glsg
1.7-2.0 pg/mL; pancreas, mama, SNC, pulmén, colon y préstata) (Pettit et al.,
2009).
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Cuadro 11. Datos espectroscopicos de RMN (*H, 500 MHz; **C 125 MHz; s en ppm; J en
Hz; CDCIs) del acido aspérico (3).

Posicion 8¢ Su (mult, J en Hz)  COSY (*H—'H) HMBC (*H-3C)

1 182.1

2 39.3 2.34, m 3, 3", Mey; 1, 3, 4, Meys3

3 41.2 1.39(3), m 2,3, 4, Mey, 2,4, Mey,

1.69 (3’), m 2,3, 4, Mey, 1, 4, Mey;

4 31.2 2.49, m 3,3, 5, Mey, Me.,

5 133.0 5.20,d (9.81) 4, Mess 7, Meys

6 134.8

7 87.4 4.34,1(8.09) 8 8, 6, 9, Meys

8 30.5 1.88, m 7,9, 9 6,7,8,9, 10

° 203 1.54 (9), dt (11.9, 4.6) 8,9 7, 8,9, 10, Mess

2.22(9), q (11.0, 10.5) 8,9 8,9, 10, 11, Mes

10 87.7

11 72.2 3.75, q (6.4) 12 9, 10, 12, Mes
Me, 17.9 1.12,d (6.8) 11 10, 11
Me1s 17.9 1.14,d (7.4) 2 1,2
Me 1 21.9 0.92, d (6.6) 3,3,4,5 3,4,5
Me1s 10.8 1.62, s 4 4,5,6,7
Me e 25.1 1.19, s 9,10, 11

13 14 15
HO 1 ANT_0O 16
3 5 11,.OH
@)
9
15 12

HO1)w3 14 15 707%

O ) (/Z g 1%

3 s (11OH

12
Figura 30. Correlaciones COSY (—) y HMBC (—) del &cido aspérico (3).

60



RT: 2.24 - 6.48

2.25 2.47 2.64 2.72

3.21 3.64 4.24 4.29
306 319 324 40 367 4114240
MMJ A

PRV L AR 592 6.00 6.09 628 6.37

453 455
T 460 505
MMMMW LD, 535 544 5.69

120000

100000

80000

UAU

60000
40000

20000
J231

3.12
254 2.65 2.93 298

i
4.

110 b 437
326 334 054 38 401 ‘ 444 474 482 514 524 532 559 569 582 597 619 636 6-39

LS e B e e B B

2.4 2.6

1005 194.9758

198.5613

L s s e s B
2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4

Time (min)

205.7323

272.6616

L o e o L o e e e B e L B e e

190 195 200

100
90
80
70
60
50
40
30
20

155.1066

205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275
wavelength (nm)

285.2059

281.1747

249.1847 267.1953

291.2137
307.1875

179.1430 2034794 231742 | ) | 3231616 349.1997 362.1591 400.2807 414.2059 436.2781

100-
90
80
70-
60
50
40-
30
20-

10-
157.0869

283.1915

286.1993

329.1971

299.1863
‘ 313.2385

0y

140 160

195.1390 212.0751 253.1448 267.1603 351.1789 371.2439  398.2662 412.2819 446.2662
e e I A A B e s s s R e L e e e B e e SRS A w s s
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 24. (A) Cromatogramas de iones totales (TIC) (arriba) y en el UV-PDA (abajo); (B)
Espectros en el UV (arriba) y de masas por la técnica de electrospray en los modos (-)
(centro) y (+) (abajo) del &cido aspérico (3).
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Figura 25. Espectro RMN de *H del &cido aspérico (3) (500 MHz, CDCl5).
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7. CONCLUSIONES

o Se realiz0 el aislamiento axénico de 46 taxa fangicos saprotrofos: 10
organismos a partir de la muestra proveniente de Dunas de Yeso, 24 a partir de la
muestra de placa microbiana sobre rocas recolectada en Pie de Montafia, Becerra,
y 12 a partir de una muestra de suelo de Pie de Montafia Becerra.

o La evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos organicos,
obtenidos a partir de los organismos fangicos aislados, evidencio la capacidad de
estos organismos para producir moléculas bioactivas, asi como hizo posible la
seleccion de una serie de taxa pertenecientes a la serie CC6 para el

descubrimiento de compuestos biodindmicos.

o Los estudios de metabolomica realizados, permitieron identificar a los
metabolitos producidos por cada organismo, incluyéndose las micotoxinas
producidas por cada especie y otros componentes que posiblemente poseen

moléculas novedosas con actividad antimicrobiana.

o El fraccionamiento del extracto organico obtenido a partir de la especie
Aspergillus sp. (CC6-16) permiti6 el aislamiento y caracterizaciéon de tres
productos naturales conocidos: el peroxido de ergosterol (1), pirofeno (2) y acido
aspérico (3) las cuales poseen actividades biolégicas diversas y ya han sido

estudiadas anteriormente.
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9. ANEXO

1. Cartel presentado en en el 52° Congreso Mexicano de Quimica, Puerto Vallarta,
Jalisco, México (26-29 de septiembre, 2017):
Estudio quimico y biolégico de organismos fangicos de Cuatro Ciénegas,

Coahuila, México. Cartel. Carlos Antonio Fajardo Hernandez, Mario Figueroa.
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INTRODUCCION

Como parte de un proyecto de investigacion enfocado a la busqueda de nuevas
entidades quimicas bioactivas a partir organismos fungicos, se realizd la
evaluacion del potencial antimicrobiano (ensayo de microdilucién con MTT) y los
analisis de derreplicacién por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS sobre una serie de
hongos saprétrofos aislados de la reserva de Cuatro Ciénegas (CC). Esta region
representa un importante reservorio de biodiversidad dentro del desierto de
Coahuila, debido a los niveles altos de endemismo y a las propiedades
oligotréficas inusuales del medio ambiente (Figura 1).

Figura 1. Localizacién geografica de la reserva de CC y vistas
de la montafia Becerra.

RESULTADOS

A partir de los fermentados en medio solido (arroz humedo) de 24 taxa fungicos
aislados de una muestra de placa microbiana recolectada en la base de la
montafia Becerra, CC (Figura 2), se prepararon los correspondientes extractos
organicos en pequefia escala mediante maceracion y procesos de particion.
Todos los extractos fueron evaluados contra las bacterias Gram positivo (Bacillus
subtilis y Staphylococcus aureus), Gram negativo (Escherichia coli y Salmonella
typhi) y la levadura Candida albicans,? ademas de ser sometidos a un proceso
de derreplicacién via UPLC-PDA-HRESIMS/MS contra una base de datos
construida in house y que contiene mas de 300 micotoxinas.® Los resultados de
los ensayos se resumen en la Tabla 1 y la Figura 3. Se puede observar que la
mayoria de las cepas fueron activas principalmente contra B. subfilis y S. aureus,
ademas de que mediante la comparacion de los tiempos de retencion, perfiles en
el UV y espectros de masas de alta resolucion por electrospray (HRESIMS-
MS/MS) en los modos positivo y negativo de los extractos, se identificaron una
serie de metabolitos secundarios de tipo policétido, terpenos y péptidos.

Figura 2. Ejemplos selectos de los taxones fungicos aislados a partir de una muestra de
placa microbiana recolectada en la base de la montafa Becerra.

Carlos Antonio Fajardo Hernandez y Mario Figueroa
Facultad de Quimica, Departamento de Farmacia, Universidad Nacional Auténoma de México,
Coyoacéan, CDMX 04510, México.

ESTUDIO QUIMICO Y BIOLOGICO DE ORGANISMOS FUNGICOS
DE CUATRO CIENEGAS, COAHUILA, MEXICO
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Tabla 1. Potencial antimicrobiano y rendimiento de los extractos organicos de los organismos flngicos
aislados de la muestra de placa microbiana de la reserva de CC

PAN

Extracto ?;sgl; B. subtillis S. aureus E. coli S. typhi C. albicans
CcCe-1 159.8
CCe-4 125
CC8&-5 74.2
CCe-6 30.8
CCe-7 69.2
CCe-8 452
cee 1038 =
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CC6-15 112.2
CCB-16 261.0
CCce-17 75.0
CCe-18 428
cce-21 112.2
Cce-22 247 .4
CcCe-23 2311
CCB-24 299
Control positivo CIM (pg/mL): 0.8 0.2 3.8-7.8 16 125
Criterios de actividad: Inhibicién total a 200 y 20 pg/mL
Inhibicién total a 200 y parcial a 20 pg/mL
Inhibicién total a 200 pg/mL
Inhibicién parcial a 200 pug/mL
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Figura 3. Resultados del estudio de derreplicacion §H I
de las especies flngicas selectas de la serie CCB.  \_ J
CONCLUSIONES

Los organismos fungicos aislados de la reserva de CC presentan actividad
biolégica significativa contra la serie de organismos ensayados. Ademas, se
logré identificar mediante los estudios de derreplicacion, diversos metabolitos
secundarios pertenecientes a las categorias de los policétidos, terpenos y
péptidos, y que pueden ser responsables parcialmente la actividad
antimicrobiana. La seleccion de los taxones mas activos nos permitira obtener
nuevas moléculas biodinamicas con potencial para el desarrollo de nuevos
agentes antimicrobianos.
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