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1. ANTECEDENTES
1.1 Enfermedades infecciosas en el mundo

Las enfermedades infecciosas son causadas por organismos patdégenos como las bacterias,
parasitos, hongos y virus (Fauci, 2001). En el 2016, la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) incluyé a las infecciones de vias respiratorias dentro de las 10 principales causas de
muerte en el mundo, ademas de las enfermedades diarreicas causadas por microorganismos
y la tuberculosis (OMS, 2018) (Figura 1).
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Figura 1. Principales causas de muerte a nivel mundial (OMS, 2016).

El aumento en la incidencia de estas enfermedades alrededor del mundo se ha visto
influenciado por la aparicion de nuevas infecciones y la reemergencia de algunas otras,
como el célera, la tuberculosis, el dengue, la fiebre amarilla y la malaria, que se creian
extintas y resurgieron en muchas partes del mundo a finales del siglo pasado (Cohen, 2000).
Ademas, a finales del siglo XX, se demostré una estrecha relacién entre algunas
enfermedades infecciosas y el desarrollo de padecimientos crénicos, como es el caso del
carcinoma gastrico por Helicobacter pylori, el cancer cervicouterino por el virus del papiloma
humano, el carcinoma hepatocelular por los virus de la hepatitis B y C, y el sarcoma de
Kaposi por el virus del herpes (Cassell, 1998; Fauci, 2001).

Dentro de los principales factores que han propiciado el desarrollo de enfermedades
infecciosas en los Ultimos afios podemos encontrar los cambios demogréaficos, en la
tecnologia, la industria y el ambiente, ademas de la adaptacion microbiana a las
caracteristicas del mundo actual (Cohen, 2000).



1.1.1 Enfermedades infecciosas en México

A principios del siglo pasado, las primeras causas de mortalidad en México correspondian a
enfermedades infecciosas o transmisibles, patron que se conservo hasta los afios cincuenta,
cuando las enfermedades crdénicas se posicionaron en los primeros lugares. Para el afio
2010, las infecciones respiratorias agudas repuntaron hasta la sexta posicion de causas de
muerte en el centro de la Republica Mexicana, y en el lugar siete y diez al sur y norte del
pais, respectivamente. Por otro lado, la infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), se posicion6 en el lugar once en el sur y trece en el norte (Lozano et al., 2010). Sin
embargo, para 2015, enfermedades transmisibles como la influenza y neumonia
descendieron al lugar doce de causas de defuncion en nuestro pais (Soto-Estrada, 2016).

Hasta el afio 2014, las principales causas de morbilidad por infecciones fueron las agudas de
vias respiratorias, seguido de las infecciones intestinales y las de vias urinarias, siendo el
periodo comprendido entre 1994 y 1998, el de mayor incremento en las infecciones
respiratorias (Soto-Estrada, 2016).

1.1.2 Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos, de acuerdo con la OMS, puede definirse como la
capacidad de los microorganismos de impedir que los agentes antimicrobianos actlen contra
ellos, trayendo como consecuencia la ineficacia de los tratamientos habituales, asi como la
persistencia de las infecciones y su transmision. Este problema aparecié aproximadamente
en los afos treinta en hospitales, cuando se identificaron cepas de Streptococcus pyogenes
resistentes a las sulfonamidas, y de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina. Mas
tarde, alrededor de 1960, la resistencia a mdultiples farmacos fue detectada en
enterobacterias (Escherichia coli, Shigella y Salmonella), y a principios del siglo XXI, la lista
de microorganismos que presentaban resistencia a los tratamientos de eleccion aumento
considerablemente (Levy y Marshall, 2004).

Los genes de resistencia a los antimicrobianos pueden transferirse entre bacterias por medio
de elementos genéticos méviles, como lo son los bacteriéfagos, plasmidos y transposones.
Estos genes suelen estar dirigidos contra un solo tipo de antibiético, sin embargo, los
microorganismos pueden adquirir diferentes genes, desarrollando mas de un mecanismo de
resistencia. En ausencia de los elementos genéticos antes mencionados, la adquisicién de
resistencia puede ser progresiva, a traves de diversas mutaciones (Levy y Marshall, 2004).

La resistencia a los antibioticos se atribuye al uso excesivo y/o incorrecto de estos
medicamentos. Algunos estudios han demostrado que en el 30-50% de los casos, las
indicaciones del tratamiento, la eleccion del agente antibacteriano o la duracion del
tratamiento no son los apropiados (Ventola, 2015). Por otro lado, la disminucion en el
desarrollo de nuevas terapias por parte de la industria farmacéutica también juega un papel



importante en el aumento de la resistencia antimicrobiana, pues tan solo en los ultimos 20
afios se ha detectado un descenso del 56% en el nidmero de antibioticos aprobados
anualmente por la FDA (Butler y Buss, 2006).

Para 2015, el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos de
América clasificO algunas bacterias como microorganismos que requerian tratamientos
urgentes, muchos de los cuales representaban los agentes infecciosos mas comunes y de
mayor impacto en la sociedad (Ventola, 2015). En 2017, la OMS publicé la lista de las
bacterias que han desarrollado mayor resistencia a los tratamientos actuales, dentro de la
cual se encuentran microorganismos en estado critico como Pseudomonas aeruginosa y
aquellas de la familia Enterobacteriaceae. En riesgo alto estan Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori, Salmonella spp. y Neisseria gonorrhoeae, mientras que en riesgo medio
tenemos a Streptococcus pneumoniae y Shigella spp. (OMS, 2017).

1.2 Importancia de los productos naturales para el desarrollo de nuevos farmacos

Los productos naturales han sido la principal fuente para el desarrollo de farmacos durante
muchos afos contribuyendo a incrementar la esperanza de vida durante el siglo XX (Harvey,
2008; Demain, 2013). Las plantas, hongos, insectos, organismos marinos y bacterias,
representan una fuente importante de sustancias con actividad bioldgica. Existen alrededor
de 22,500 compuestos con actividad bioldgica obtenidos a partir de microorganismos, de los
cuales, el 45% lo producen actinobacterias, el 38% por hongos y el 17% otras (Mahajan y
Balachandran, 2014).

A lo largo de la historia, podemos encontrar diversos ejemplos de farmacos que han sido
obtenidos a partir de fuentes naturales (Barreiro et al., 2012). Uno de los mas conocidos, sin
duda, es el acido acetilsalicilico derivado de la salicina aislada de la especie Salix alba L.,
con propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Por otro lado, las distintas
investigaciones sobre Papaver somniferum L. derivaron en el aislamiento de diversos
alcaloides incluida la morfina; otros productos de gran importancia para el tratamiento de
distintas enfermedades son la digoxina de Digitalis purpurea L., la pilocarpina de Pilocarpus
jaborandi o la quinina aprobada por la FDA en 2004 para el tratamiento de la malaria, la cual
fue aislada de Cinchona succirubra (Dias et al., 2012). Finalmente, compuestos con actividad
antiparasitaria también han sido obtenidos de fuentes naturales, como la berberina que
inhibe el crecimiento de los amastigotes de Leishmania, o la artemisinina derivada de
Artemisia annua L. que afecta el desarrollo de Plasmodium (Kayser et al., 2003) (Figura 2).
Mas recientemente se ha encontrado una variedad de agentes anticancerigenos con
diferentes mecanismos de accion y de origen natural, de donde alrededor del 60% han sido
obtenidos de fuentes naturales o sus derivados. Ejemplo de éstos son la doxorrubicina y la
bleomicina A, aisladas a partir de especies del género Streptomyces, y la vincristina, la
vinblastina y el taxol provenientes de Vinca rosea y Taxus brevifolia, respectivamente
(Barreiro et al., 2012, Mahajan, y Balachandran, 2014) (Figura 2).



Entre 1981 y 2002, 877 Nuevas Entidades Quimicas fueron introducidas, de las cuales el
29% eran productos naturales, analogos de éstos o compuestos sintéticos basados en los
mismos, sin embargo, a finales del siglo pasado y principios de este, la investigacion
farmacéutica en el &rea de los productos naturales se ha visto disminuida (Koehn y Carter,

2005).
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Figura 2. Ejemplos de farmacos obtenidos a partir de fuentes naturales.
1.3 Farmacos antimicrobianos de origen natural

Los farmacos antimicrobianos o antibidticos son compuestos que interfieren con algunas
estructuras o procesos esenciales para el crecimiento microbiano y su supervivencia, y son
empleados para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Walsh, 2000). De acuerdo con
el mecanismo de accion, el efecto verdadero de los antibioticos puede designarse
bactericida, si mata a las células del microorganismo, o0 bacteriostatico, si inhibe su
crecimiento y proliferacién (Walsh, 2016).



Los metabolitos secundarios como moléculas con actividad biolégica, confieren a los
microorganismos productores ventajas sobre otros organismos (Butler y Buss, 2006).
Aproximadamente dos tercios de las terapias antimicrobianas empleadas en la clinica han
sido derivadas de productos naturales, y debido a caracteristicas como la permeabilidad
celular, la diversidad estructural quimica y dianas especificas que en ocasiones estan
ausentes en los compuestos sintéticos, estos productos siguen siendo la base para el
desarrollo de nuevas terapias (Farha y Brown, 2016).

La historia de los antimicrobianos comenzo en la década de los 30 con el descubrimiento de
la penicilina (B-lactamico) a partir del género Penicillium, dando origen a la “era dorada de los
antibiéticos”. Mas tarde, en 1950, aparecio la kanamicina aislada del género Streptomyces
(Walsh y Wencewics 2016). Otros ejemplos de antibacterianos aislados a partir de
microorganismos son la eritromicina, descubierta en 1949 a partir de Saccharopolyspora
erythraea y de la cual derivaron los también antimicrobianos azitromicina y claritromicina
(Peldez, 2006); la tetraciclina, producida por Steptomyces (Chopra y Roberts, 2001); la
vancomicina, a partir de Streptomyces orientalis (Peldez, 2006) y la cefalosporina C, a partir
de Cephalosporium acremonium (Zaffiri et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Ejemplo de farmacos antimicrobianos de origen natural.



Debido a que solamente alrededor del 10% de la biodiversidad a nivel mundial ha sido
estudiada por su actividad biolégica, existe la posibilidad de descubrir muchos mas
compuestos con esqueletos novedosos y mecanismos de accion Unicos (Dias et al., 2012).

1.4 Ventilas hidrotermales en el Golfo de California

Las ventilas hidrotermales marinas son fisuras en el suelo oceanico provocadas por la
actividad sismica constante, de las cuales emana agua calentada geotérmicamente. Se
localizan entre los 500 y 4000 m de profundidad y sus fluidos presentan temperaturas de 350
a 405 °C. Estos sistemas estan formados por agua rica en sulfatos (SO4”) y magnesio, con
concentraciones de metales del orden de 102 o 10° uyM, y de gases disueltos mas elevadas
que las aguas de mar; suelen estar enriquecidos con metano (CH4) e hidrégeno (H2), asi
como con amonio (NH4"). Sin embargo, la composicién quimica es diferente en cada sistema
y cambiante con el paso del tiempo, y las variaciones de profundidad, temperatura y
salinidad permiten un sistema de corrientes complejo, ademés del acarreamiento de
nutrientes desde la profundidad del océano hasta la superficie (Soto y Estradas, 2014;
Calmus, 2017). Entre los sistemas hidrotermales recientemente descubiertos en México
encontramos los ubicados en la Cuenca Pescadero y a lo largo de la Falla Transformante
Pescadero en el Golfo de California (Figura 4) (Goffredi et al., 2017).

depth (m)
-0

. 4000

Figura 4. Zonas de ventilas hidrotermales en el Golfo de California.



1.5 Jal minero “El Fraile” en Taxco, Guerrero

Se denomina jal a todo aquel desecho sdlido téxico producido por la industria minera que es
generalmente depositado en presas o es empleado como relleno de barrancas. En México, la
industria minera se concentra en trece estados, entre ellos Chihuahua, Jalisco, Zacatecas,
Hidalgo y Guerrero. La Unidad Minera de Taxco, en Guerrero, se ha caracterizado a lo largo
de la historia por su produccion de plata (Ag); sin embargo, durante las dos primeras
décadas del siglo XX se convirti6 en un importante productor de zinc (Zn) y plomo (Pb)
(Gémez-Bernal et al., 2010). El jal minero llamado “El Fraile”, ubicado al suroeste de Taxco
(Figura 5), surgié como resultado de la extraccion de metales en la region entre los afios de
1940 y 1970 (Talavera, 2016). Su composicion guimica se considera relativamente uniforme,
con importantes concentraciones de azufre (S) y carece de materia organica y elementos
como nitrégeno (N) y fosforo (P), ademas de poseer un contenido limitado de humedad
debido a las particulas que lo forman. El clima predominante de la zona es templado
subhimedo con lluvias en verano, y la temperatura oscila entre 12 y 26 °C (Montero, 2019).

México

GOLFO DE MEXICO

&
S
&

AREA DE ESTUDIO & @néxcoor.
o

Figura 5. Ubicacion geografica del jal minero “El Fraile”.



2. HIPOTESIS

El estudio quimico biodirigido de especies fungicas obtenidas de habitats poco explorados de
México permitira la obtencion de metabolitos secundarios con potencial terapéutico como
agentes antimicrobianos.

3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue realizar un estudio quimico biodirigido de especies
fungicas selectas obtenidas a partir de muestras de sedimento marino de las ventilas
hidrotermales del Golfo de California y de suelo del jal minero “El Fraile”, para la obtencién
de compuestos con actividad antibacteriana.

Para cumplir con dicho objetivo, se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1. Realizar el acondicionamiento de una serie de hongos obtenidos de estas fuentes
naturales.

2. Preparar los cultivos en pequefia escala y obtener los extractos organicos
correspondientes mediante procesos de maceracion y reparto.

3. Realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos contra distintos
organismos Gram (+), Gram (-) y una levadura.

4. Preparar los cultivos en mediana escala con base en los resultados obtenidos durante la
evaluacion biologica.

5. Realizar el fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala y establecer su
potencial antimicrobiano.

6. Realizar el aislamiento, purificaciobn y caracterizacion de los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en las fracciones activas, mediante el uso de técnicas
cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas convencionales.



4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Cultivos en pequefia escala

El acondicionamiento de los organismos fangicos objeto de estudio se realizé mediante la
transferencia de las cepas tipo a cajas de Petri con medio APD (agar papa dextrosa), y
cultivadas a temperatura ambiente (por duplicado) hasta observar un crecimiento uniforme.
Una vez verificada su pureza y viabilidad, los cultivos fueron transferidos a medio liquido
YESD (15 mL), compuesto por 2% peptona de soya, 2% dextrosa y 1% extracto de levadura,
en donde permanecieron por 5 dias a temperatura ambiente y en agitacion (100 rpm).
Posteriormente, cada in6culo fue transferido a un medio de arroz estéril (15 g de arroz y 30
mL de agua), y se dejo crecer por 21 dias a temperatura ambiente con fotoperiodos de luz-
oscuridad 12/12 horas. Todas las cepas objeto de estudio fueron proporcionadas por la Dra.
Patricia Vélez del Instituto de Biologia de la UNAM.

4.2 Caracterizacidén taxondmica de los organismos fungicos

La identificacion taxonémica de los hongos estudiados se realiz6 mediante el analisis de sus
caracteristicas morfolégicas y genéticas del espaciador de transcripcion interno del RNA
ribosomal (ITS). Una vez obtenidas las secuencias, se realiz6 su analisis comparativo con
aquellas descritas en la base de datos del National Center of Biotechnology Information de
los Estados Unidos. Los analisis genéticos fueron realizados en el laboratorio de la Dra.
Patricia Vélez del Instituto de Biologia de la UNAM.

4.3 Preparacion de extractos organicos

A partir de los cultivos obtenidos mediante el procedimiento descrito en el inciso 4.1, se
obtuvieron los extractos organicos empleando la técnica de maceracion [60 mL de CHCIs-
MeOH (1:1), fragmentado del medio y agitacion a 100 rpm por 8 horas]. Transcurrido este
tiempo, los cultivos se filtraron al vacio y la biomasa se lavé con 50 mL de la mezcla CHCls-
MeOH (1:1). Al filtrado obtenido se adicionaron 60 mL de CHCIs y se agregd agua destilada
hasta completar un volumen final de 200 mL. La mezcla se mantuvo en agitacién por 30 min
y posteriormente se transfirid a un embudo de separacion: la fase acuosa fue sometida a un
segundo reparto con 60 mL de CHCIs y las fases organicas se reunieron y concentraron a
presién reducida. El extracto seco se resuspendié en 60 mL de una mezcla de MeCN-MeOH
(1:1) y se desengrasé con 30 mL de n-hexano mediante un reparto. Finalmente, la fase de
MeCN-MeOH (1:1) se llevé a sequedad a presion reducida.

4.4 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de todos los extractos y fracciones se determiné utilizando el
método de microdilucion con el colorante bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-



difeniltetrazol (MTT), contra los microorganismos de prueba Gram (+) Staphylococcus aureus
(ATCC259233) y Bacillus subtilis (ATCC6633), Gram (-) Escherichia coli (ATCC10536),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) y Salmonella typhi (ATCC9992), y la levadura
Candida albicans. Todos los organismos fueron proporcionados por el Cepario de la Facultad
de Quimica, UNAM. Como medios de cultivo se emplearon los caldos Mueller-Hinton para
las bacterias y papa dextrosa para la levadura. Los controles positivos empleados fueron
ampicilina para S. aureus, E. coli y S. typhi, vancominica para B. subtilis, gentamicina para P.
aeruginosa, Yy nistatina para C. albicans.

De manera general, los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos y las muestras se
analizaron por triplicado a las concentraciones finales de 20 y 200 ug/mL, disueltas en una
solucién de medio de cultivo con 10% de DMSO. La suspension de los microorganismos de
prueba se ajusté aproximadamente a 1x108 células/mL (0.5% del estandar turbidimétrico de
McFarland). Todos los microorganismos fueron incubados por 24 horas a 37°C con las
muestras de prueba, y una vez transcurrido este tiempo, se adicionaron 10 uL de la solucién
reveladora de MTT (5 mg/mL en MeOH) a cada pozo y la placa se incubd por 30 min mas a
37°C. Los resultados se determinaron mediante el cambio de color del revelador de amarillo
a morado.

4.5 Cultivos en mediana escalay obtencién de los extractos orgénicos

Con base en los resultados de la actividad antimicrobiana, se seleccionaron a los organismos
fungicos con mayor actividad (hongo | y 308-P) para su cultivo en mediana escala y
obtencion de los extractos organicos correspondientes. Estos procesos se realizaron
siguiendo la metodologia descrita anteriormente con las siguientes modificaciones: los
inoculos se prepararon en 50 mL de medio YESD vy los cultivos en medio solido con 100 g de
arroz y 200 mL de agua (por duplicado); para la obtencion de los extractos se emplearon 500
mL de la mezcla MeOH-CHCIs (1:1) y 300 mL de CHClIs tras la filtracion, ademas el volumen
final se ajusté a 1000 mL con agua destilada; y el desengrase final se realiz6 con 150 mL de
de n-hexano.

4.6 Fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala

El fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala se realizO mediante
cromatografia en columna de tipo Flash, en un cromatégrafo CombiFlash Rf+ Lumen
(Teledyne ISCO., Nebraska, EE.UU.), equipado con una bomba binaria y los detectores de
UV/Visible de arreglo de fotodiodos (PDA) y evaporativo de dispersion de luz (ELSD). Como
fase estacionaria se emple6 gel de silice (RediSep Rf Gold Si-gel, Teledyne) y como fase
movil un gradiente de polaridad creciente entre diferentes mezclas de n-hexano, CHCls,
AcOEt y MeOH. Las condiciones empleadas para el fraccionamiento de cada extracto se
presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Condiciones de analisis por cromatografia de tipo Flash.

Peso Gel de Volumen de Volumen de Flujo Volumenes
Extracto . S L. .
(9) silice (9) equilibrio fraccion (mL)  (mL/min) por columna
I 0.45 12 2.0 15 30 95.9
308-P 1.96 40 2.0 15 40 53.3

4.7 Separacion y purificacién de los metabolitos presentes en las fracciones activas

Con base en los resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
en mediana escala y sus respectivas fracciones primarias, se seleccionaron aquellas con la
mejor actividad antimicrobiana para la separacion y purificacion de sus componentes
mediante la técnica de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) a nivel analitico y
preparativo. Los analisis se realizaron en un cromatografo de liquidos marca Waters (Waters
Corp., Massachusetts, EE.UU.) equipado con un detector PDA (Amax 190-500 nm) y otro de
ELSD (ganancia 100, presion de N2 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento y
temperatura del tubo de 75+5°C). EIl control del equipo, el procesamiento y la manipulacion
de los datos se realizaron empleando el programa Empower version 3.0 (Waters). La
obtencion de los perfiles cromatograficos y la optimizacion de las condiciones analiticas para
la separacion y purificacion de los constituyentes presentes en las muestras, se realizd con
una columna Gemini Cis (5 um, 250 x 4.6 mm, Phenomenex, California, EE.UU.) y con una
fase mévil compuesta por acido formico acuoso (0.1%) y MeCN vy diferentes gradientes. Una
vez establecidas las condiciones 6ptimas con una resolucion tal que permitiera el aislamiento
de los compuestos mayoritarios, se escalé el sistema de anadlisis a nivel preparativo
empleando una columna Gemini Cis (5 um, 250 x 21.2 mm, Phenomenex).

4.8 Caracterizaciéon de los productos obtenidos

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 'H y 3C se registraron en el
equipo VARIAN VNRMS 400 (Varian Inc., California, EE.UU.). Los desplazamientos quimicos
(o) se expresan en ppm y se emplearon los disolventes CD3OD y DMSO-ds para los
registros. Los espectros de masas (MS) se registraron en un cromatografo de liquidos de
ultra eficiencia (UPLC; Acquity, Waters) con detector de PDA, acoplado a un espectrémetro
de masas de alta resolucion de ionizacion por electrospray (HRESIMS-MS/MS; Q Exactive
marca ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EE.UU.) en los modos positivo y negativo
(ESI+ y ESI-). Todos los analisis se registraron a una temperatura de 40°C empleando una
columna Acquity BEH Cis (1.7 um, 2.1 x 10 mm, Waters) y una mezcla binaria de MeCN (A)-
acido férmico (0.1%) (B), utilizando un gradiente de elucién lineal con una composicion inicial
de 15% A e incrementando la composicién hasta 100% A durante 8 min, manteniendo
composicion isocratica por 1.5 min y regresando a condiciones iniciales en 0.5 min. La
deteccion se realizé mediante un barrido desde 200 hasta 500 nm con una resolucion de 4
nm. Las condiciones del espectrometro de masas en ESI+ fueron: temperatura del capilar:
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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; y en ESI-: 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. Se emple6 N2 como gas acarreador
a 25 unidades arbitrarias de flujo, y el control del instrumento y el analisis de datos se
realizaron con el programa Xcalibur 2.1 (ThermoFisher Scientific). Para cada uno de los
analisis se disolvié 1.0 mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de Dioxano- MeOH (1:1).

El registro de los espectros de RMN y MS se llevo a cabo en la Unidad de Servicios de

Apoyo a la Investigacién y la Industria (USAIl), Facultad de Quimica, UNAM, y en la
Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, Carolina del Norte, EE.UU.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion forma parte de un proyecto enfocado a la busqueda de nuevos
compuestos con actividad biologica a partir de especies fungicas aisladas de &reas poco
exploradas de México. En primer lugar, se presentan los resultados obtenidos del
acondicionamiento de los organismos objeto de estudio y de la evaluacion del potencial
antimicrobiano de los extractos organicos de los cultivos en pequefa escala. Posteriormente
se describiran los resultados correspondientes al estudio quimico biodirigido de las especies
fungicas seleccionadas.

5.1 Acondicionamiento y cultivo de los organismos fungicos

Se realizé la resiembra en condiciones axénicas de 19 organismos fungicos (Figura 6)
obtenidos de muestras de sedimento de aguas profundas de las ventilas hidrotermales del
Golfo de California y suelo del jal minero “El Fraile”, a partir de los cultivos proporcionados
por la Dra. Patricia Vélez del Instituto de Biologia de la UNAM. Dichos organismos fueron
caracterizados taxonémicamente con base en su morfologia y los resultados moleculares de
ITS siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.2 (Cuadro 2). Posteriormente, cada
aislamiento se cultivd en medio sélido (inciso 4.1 y Figura 7) y se prepararon los
correspondientes extractos organicos.

Cuadro 2. Identificacion taxonémica de los organismos de estudio.

Clave Género o especie Clave Género o especie
A Aspergillus sp. P Penicillium sp.
B Zopfiella sp. PCSI-A Cercophora sp.
C Aspergillus sp. Q Talaromyces sp.
D Lepidosphaeria nicotidae R Aspergillus sp.
E ND S Aspergillus sp.
F ND T Aspergillus sp.
H Talaromyces sp. W Aspergillus sp.
I Aspergillus sp. 308-G Pestalotiopsis sp.
M Penicillium sp. 308-P Penicillium sp.
(@] Aspergillus sp.

ND: no identificado.
5.2 Evaluacién de la actividad biolégica de los extractos organicos

En el Cuadro 3 se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos en
pequefia escala de las 19 cepas fungicas analizadas. Se consideraron como criterios de
actividad la inhibiciéon parcial o total de las muestras a una o ambas concentraciones de
prueba contra los distintos microorganismos. Los extractos de los hongos I, O, R, T, W y 308-
P resultaron ser los que mostraron la mejor actividad al inhibir de manera total a 200 pg/mL
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el crecimiento de al menos un microorganismo. De manera general, todos los extractos,
excepto el 308-P mostraron actividad contra bacterias Gram (+), asi como Gram (-), sin
embargo, este Ultimo extracto presento inhibicion total a ambas concentraciones evaluadas
contra C. albicans.

Figura 7. Ejemplo del cultivo en medio de arroz en pequefia escala del
hongo I: reverso (A) y anverso (B).
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Cuadro 3. Resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos obtenidos en pequefa

escala.
Extracto Peso (mg) | P. aeruginosa | B. subtilis | S. aureus | E. coli | S.typhi | C. albicans
A 3245
B 533.0
C 143.7
D 62.1
E 197.0
Exudado E 7.2
F 325.0
H 151.0
I 55.5
M 368.2
0] 102.0
P 62.3
PCSI-A 101.7
Q 1951.2
R 63.0
S 203.3
Exudado S 46.9
T 72.4
W 255.3
308-G 65.4
308-P 308.3
Blanco de
arroz 2.1
Control positivo CMI 6.3 7.8 0.1 3.1 0.8 25

(Hg/mL)

Inhibicién total a 200 y 20 pg/mL

Inhibicion total a 200 e inhibicién parcial a 20 ug/mL

Inhibicién total a 200 ug/mL

Inhibicién parcial a 200 y 20 pg/mL

Inhibicién parcial a 200 pg/mL

Sin inhibicion

5.3 Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario

Con base en los resultados antes descritos (Cuadro 3), se seleccionaron los hongos con
claves | y 308-P, identificados taxondmicamente como pertenecientes a los géneros
Aspergillus y Penicillium, respectivamente, para su estudio quimico biodirigido. Los
organismos flngicos de estos géneros han sido importantes productores de metabolitos
secundarios bioactivos, muchos de los cuales han revolucionado la terapéutica de distintas
enfermedades y otros han servido de base para el desarrollo de nuevas moléculas mas
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eficaces y menos toxicas. En la Figura 8 se muestra la apariencia fisica de un cultivo fangico
en mediana escala en medio soélido (especie 308-P). Una vez preparados los extractos
organicos de cada cultivo (inciso 4.5; 485.9 y 2029.0 mg de extracto para los hongos | y
308-P, respectivamente), se realizd su fraccionamiento primario mediante una cromatografia
de tipo Flash y los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 9 y en el Cuadro 4.

Figura 8. Cultivo en medio de arroz en mediana escala del hongo 308-P: reverso

(A) y anverso (B).
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Figura 9. Fraccionamiento por
cromatografia en columna tipo
Flash de los extractos de los
hongos | (A) y 308-P (B). Las
lineas verdes y amarillas
corresponden a los detectores
ELSD y PDA, y la linea azul al
gradiente de elucion empleado
(Hex-CHClIs-AcOEt-MeOH).

16



Cuadro 4. Fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala de los hongos | y 308-P.

Hongo | Hongo 308-P

Fraccion Peso Fraccion Peso Fraccion Peso Fraccion Peso
(mg) (mg) (mg) (mg)

1(1-35) 1.7 8 (59-61) 17.2 1 (1-30) 3.8 10 (77-78) 14.4
2 (36-41) 1.8 9 (62-68) 57.9 2 (31-41) 34.7 11 (79-80) 17.4
3(42) 2.9 10 (69-87) 65.4 3 (42-44) 8.6 12 (80-87) 266.2
4 (43-45) 66.1 | 11 (88-90) 34.2 4 (45-47) 0.6 13 (88-93) 29.1
5 (46) 28.8 |12 (91-97) 59.1 5 (48) 38.6 14 (94-130) 621.8
6 (47-55) 8.2 13 (98-119) 83.7 6 (49) 201.7 15 (131-152) 64.4
7 (56-58) 15.2 7 (50-59) 211.8 16 (153-155) 7.8
Cantidad recuperada | 442.2 | 8 (60-72) 21.0 17 (156-158) 7.1

Recobro | 96.5% |9 (73-76) 135 18 (159-180) 217.1

Cantidad recuperada | 1779.6

Recobro | 90.7%

El género Aspergillus lo componen alrededor de 300 especies distribuidas en todo el mundo
(Aparicio-Cuevas et al., 2017). Una de las caracteristicas morfoldégicas mas distintivas de las
especies de este género es su cabeza aspergilar y su reproduccion asexual mediante la
produccion de conidios (Houbraken et al., 2014). Muchas de estas especies resultan
patdgenas para plantas, animales y humanos, por ejemplo A. fumigatus y A. terreus, o
producen aflatoxinas como A. flavus y A. ochraceous, ademas de producir una gran variedad
de metabolitos secundarios bioactivos como la fumagilina y la lovastatina (Frisvad y Larsen,
2015) (Figura 10). Finalmente, otras especies son utilizadas por sus aplicaciones industriales
en la produccién de alimentos, bebidas y algunas enzimas, como lo son A. niger, A.
aculeatus y A. oryzar (Abdel-Azeem et al., 2016).

aflatoxina B1

fumagilina

lovastatina

Figura 10. Ejemplos de metabolitos bioactivos producidos por especies de Aspergillus.

Por otro lado, el género Penicillium, también cosmopolita, lo componen mas de 350 especies
gue juegan un papel importante en los distintos ecosistemas, las actividades agricolas y en
aplicaciones biotecnoldgicas, todas de un alto impacto economico. Su principal funcién en la
naturaleza es la descomposicion de materia organica; otras especies se emplean para la
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produccion de farmacos como la penicilina, la griseofulvina y la andrastina A (P.
chrysogenum, P. griseofulvum y P. albocoremium, respectivamente) (Figura 11); o en los
procesos de produccion de quesos (P. roqueforti) (Refai et al., 2015). Finalmente, su
principal caracteristica morfolégica es la presencia de conidiéforos.

penicilina G griseofulvina andrastina A

Figura 11. Ejemplos de metabolitos bioactivos producidos por especies de Penicilium.

5.4 Evaluacién biolégica de los extractos en mediana escala y fracciones primarias

Una vez realizado el fraccionamiento primario de los extractos, se realiz6 la evaluacion
biologica de las fracciones y extractos siguiendo la misma metodologia descrita
anteriormente. Los resultados de este analisis se resumen en el Cuadro 5. Cabe mencionar
gue las fracciones con peso menor a 2.0 mg fueron descartadas para la evaluacion.

Cuadro 5. Resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos obtenidos en
mediana escala y sus fracciones primarias.

Extracto o fraccion | B. subtilis S. aureus E. coli S. typhi C. albicans
| (ext. ME)
-3
-4
-5
-6
-7
-8
-9
I-10
-11
[-12
[-13
308-P (ext. ME)
308-P-1
308-P-2
308-P-3
308-P-5
308-P-6
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308-P-7
308-P-8
308-P-9
308-P-10
308-P-11
308-P-12
308-P-13
308-P-14
308-P-15
308-P-16
308-P-17
308-P-18
Control positivo
CMI (ug/mL)
Se emplearon los mismos criterios de actividad indicados en el Cuadro 3. Ninguna muestra
presenté actividad contra P. aeruginosa.

7.8 0.1 3.1 0.8 2.5

5.5 Separacion y purificacion de los metabolitos presentes en las fracciones activas
seleccionadas

Con base en los resultados de actividad biologica, se seleccionaron algunas fracciones
primarias para la separacion de los componentes presentes mediante HPLC. Enseguida se
obtuvieron los perfiles cromatograficos de dichas fracciones a nivel analitico, estos perfiles se
optimizaron hasta lograr una resolucion que permitiera la purificacion de los metabolitos. Asi,
a partir de la fraccion 1-9 se logré el aislamiento de los compuestos 1y 2 (Figura 12). De la
fraccion 1-10 se aislo el compuesto 3 y cantidades adicionales del producto 2 (Figura 13).
Finalmente, el perfil cromatografico de la fraccion 308-P-14 (Figura 14), revel6 que ésta
contenia sélo un componente mayoritario, el producto 4. Las cantidades obtenidas de cada
metabolito, asi como sus tiempos de retencién y maximos en el UV, se presentan en el
Cuadro 6.

Cuadro 6. Rendimiento y UVnax de los compuestos aislados por HPLC a nivel preparativo.
Compuesto tr (min) UVmax Peso (mg)
1 9.1 200, 266 13.6
2 14.1 224, 306 3.0
3 11.8 203, 227, 305 2.8
4 19.0 235 621.8
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Figura 12. Perfil cromatografico por HPLC a nivel analitico de la fraccion 1-9: (A) ELSD y (B) PDA
254 nm. Gradiente de elucion: 30 a 100% de MeCN en 15 min y 5 min 100% de MeCN (en &cido
férmico acuoso 0.1%); tiempo de corrida, 20 min; flujo, 1 mL/min. (C) Separacion por HPLC a nivel
preparativo (PDA 254 nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 21.24 mL/min y tiempo

de recoleccioén por fraccion de 10 s.
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Figura 13. Perfil cromatografico por HPLC a nivel analitico de la fraccién I-10: (A) ELSD y (B) PDA
254 nm. Gradiente de elucién: 30 a 100% de MeCN en 15 min y 2 min 100% MeCN (en &cido
férmico acuoso 0.1%); tiempo de corrida, 22 min; flujo, 1 mL/min. (C) Separacién por HPLC a nivel
preparativo (PDA 254 nm) bajo las mismas condiciones de gradiente, flujo de 21.24 mL/miny
tiempos de recoleccion por fraccién de 12 segundos.
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Figura 14. Perfil cromatografico por HPLC a nivel analitico de la fraccién 308-P-14: (A) ELSD y (B)
PDA 254 nm. Gradiente de elucién: isocratico 5 min 15% de MeCN, gradiente 15 a 100% de MeCN
en 15 min, 5 min 100% MeCN (en acido férmico acuoso 0.1%) e isocratico 7 min 15% MeCN; tiempo
de corrida, 32 min; flujo, 21.24 mL/min.

5.6 Caracterizacion quimica de los compuestos aislados
5.6.1 Dimetil gliotoxina (1)

El compuesto 1 se aisl6 como un solido amorfo amarillo. Los espectros obtenidos mediante
UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (tr 3.1 min; Figura 16) mostraron relaciones m/z de 357.0930,
379.0748 y 355.0773 uma para los iones [M+H]", [M+Na]* y [M—H]", respectivamente,
permitiendo establecer la féormula molecular como CisH20N204S2, consistente con 7 grados
de insaturacion.

Figura 15. Estructura quimica de la dimetil gliotoxina (1).
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Figura 16. Cromatograma de iones totales (TIC) y en el UV (PDA) de la fraccion 1-9 (A). Espectros en
el UV (B), ESI+ (C) y ESI- (D) del compuesto 1.

El andlisis detallado de los espectros de RMN de 'H y 13C (Figuras 17-18 y Cuadro 7)
permitié identificar las siguientes caracteristicas estructurales en el producto 1:

- En &4 2.25y 2.28 se observan dos sefales de tipo singulete correspondientes a los metilos
Hs-12 y H3-13 unidos a un atomo de S, ademas de una sefial en 64 3.12, asignable al N-CHs
en la posicion 2.

- En 64387 (d, J = 115 Hz) y 4.26 (d, J = 11.5 Hz) se observa un sistema de spin
correspondiente a un hidroximetileno en la posicion 15.

- En 45.68 (d, J = 9.7 Hz), 5.93 (m) y 5.99 (m) se identificaron las sefales asignables a los
protones vinilicos H-7, H-8 y H-9, respectivamente.
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- En 61 4.93 y 4.89 se observan dos sefiales de tipo multiplete de grupos metinos unidos a
heteroatomos (H-5a y H-6).

-En 61 2.94 (m) y 3.13 (d, J = 15.3) se observan dos sefales atribuibles a un metileno (Hz-
10).

- En & 166.4 (C-1) y 167.0 (C-4) se observan sefiales de dos grupos carbonilo de amida; en
oc 69.1 (C-5a) y 74.3 (C-6) dos metinos unidos a heteroatomos; en & 38.2 (C-10) y 63.2 (C-
15) dos metilenos, uno de ellos base de oxigeno; en & 13.7 (C-12), 12.1 (C-13) y 27.7 (C-14)
tres metilos sobre heteroatomo; en oc 129.3 (C-7), 123.4 (C-8) y 119.4 (C-9) tres vinilicos; y
oc 72.9 (C-3), 132.6 (C-9a) y 71.7 (C-11) tres carbonos cuaternarios.
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Figura 17. Espectro de RMN *H de la dimetil gliotoxina (1) (400 MHz en CDsOD).
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Figura 18. Espectro de RMN 3C de la dimetil gliotoxina (1) (100 MHz en CDsOD).
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Cuadro 7. Datos de RMN H (400 MHz) y 3C (100 MHz) de la dimetil gliotoxina (1).
Posicion 12 Dimetil gliotoxina®
& o4, mult. (J en Hz) o o4, mult. (J en Hz)
1 166.4 167.7
3 72.9 74.4
4 167.0 168.6
ba 69.1 4.93, m 70.6 4,92, m
6 74.3 4.89, m 75.9 4.84, m
7 129.3 5.68,d (9.7) 130.9 5.68, d (9.6)
8 123.4 593, m 124.9 5.92, m
9 119.4 599, m 120.9 5,98, m
9a 132.6 134.2
3.13,d (15.3) 3.12, d (16.4)
10 38.2 2.94, m 39.8 2.94, d (16.4)
11 71.7 73.2
12 13.7 2.25,s 15.3 2.25,s
13 12.1 2.28,s 13.6 2.27,s
14 27.7 3.12,s 29.2 3.12,s
3.87, d (11.5) 3.87, d (11.5)
15 63.2 4.26, d (11.5) 64.8 4.26, d (11.5)

3CD30D y & en ppm; "Rodrigues et. al., 2015.

El andlisis de las constantes espectroscépicas y espectrométricas antes descritas, aunado a
la busqueda en bases de datos especializadas, permitié identificar al compuesto 1 como la
dimetil gliotoxina o bisdetiobis(metiltio)gliotoxina (Rodrigues et al., 2015). Este producto
natural fue aislado por primera vez del hongo Glicocladium deliguescens en 1979, y en afios
posteriores de las especies A. fumigatus y Penicillium terlikowskii (Afiyatullov et al., 2005).
Ademas, se ha descrito su actividad biolégica como un potente agente antibacteriano contra
S. aureus meticilina resistente (MRSA) (Li et al., 2006), inhibidor del factor de activacion
plaquetario (Okamoto et al., 1986), antiparasitario contra Trypanosoma brucei con una
concentracion inhibitoria media (Clso) de 40.2 yM (Watts et al., 2010) y citotoxico contra
numerosas lineas celulares (Sun et al., 2011).

5.6.2 Fiscalina C (2) y epi-fiscalina C (3)

El compuesto 2 se aislé6 como un sélido amorfo amarillo. Su formula molecular C27H29Ns0a4,
gue permite 16 grados de insaturacion (Figura 19) fue establecida a partir de los iones
488.2285 [M+H]" y 486.2147 [M-H] observados en el espectro de masas obtenido mediante
UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (tr 4.36 min; Figura 20).
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El andlisis del espectro de RMN de 'H (Figura 21 y Cuadro 8) permitié identificar a los
siguientes grupos de sefales:

- En 64 0.95 (d, J = 6.8 Hz), 1.21 (d, J = 7.3 Hz), 0.85 (s) y 1.12 (s), se observan cuatro
sefales simples asignables a cuatro grupos metilo en las posiciones C-17, C-18, C-31y C-
32, respectivamente.

-En & 7.69 (d, J =8.3Hz), 7.85 (dd, J =8.3, 7.1 Hz), 7.54 (dd, J = 8.9, 7.0 Hz), 8.25 (dd, J =
7.9, 1.5 Hz), 7.36 (m), 7.34, m, 7.17 (dt, J = 7.5, 1.2 Hz) y 7.41 (d, J = 7.3 Hz), se observan
un conjunto de sefales diagndsticas con la presencia de dos anillos aromaticos orto-di-
sustituidos (H-7, H-8, H-9, H-10, H-26, H-27, H-28 y H-29, respectivamente).

- Finalmente, en o1 4.75 (d, J = 2.0 Hz) y 5.46 (dd, J = 7.3, 3.1 Hz) se identificaron dos
conjuntos de sefiales dobles y una simple en 644.96 (s), en armonia con la presencia de tres
grupos metino, ademas de una sefial doble diagndstica con la presencia de un grupo
metileno en &4 3.07 (d, J =12.8, 2.8 Hz) y 3.10 (d, J = 15.0, 3.1 Hz).
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Figura 21. Espectro de RMN *H de la fiscalina C (2) (400 MHz, CDsOD).
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Cuadro 8. Datos de RMN *H (400 MHz) de la fiscalina C (2) y de la epi-fiscalina C (3).

22 | Fiscalina C° 3¢ | epi-Fiscalina C
Posicion ou, mult. (J en Hz) 4, mult. (J en Hz)

2 8.46, s 9.07,d (4.7) 9.12,d (4.5)
3 4.75,d (2.0) 4.75,d (L.7) 4.03, m 4.03, dd (8.9, 4.5)
7 7.69, d (8.3) 7.66, d (8.0) 7.70,d (7.7) 7.70,d (7.7)
8 7.85,dd (8.3, 7.1) | 7.84,dd (8.0, 7.5) | 7.88, ddd (8.4, 7,1, 1.5) | 7.88,dd (7.7, 7.7)
9 7.54,dd (8.9, 7.0) | 7.54,dd (8.0, 7.5) | 7.58,ddd (8.1, 7.1, 1.2) | 7.58,dd (8.0, 7.7)
10 8.25,dd (7.9, 1.5) | 8.16, dd (8.0, 1.0) 8.21, dd (8.0, 1.5) 8.20, d (8.0)
14 5.46,dd (7.3, 3.1) | 5.36,dd (7.8, 3.3) 5.35, dd (8.3, 2.9) 5.35, dd (8.1, 2.4)

15 3.10, dd (15.0, 3.1) | 2.86, dd (14.6, 3.6) | 2.85, dd (14.8, 3.1) 2.85, dd (14.7, 2.8)
3.07, dd (12.8, 2.8) | 2.74, dd (14.6,3.6) |  2.40, dd (14.7, 8.4) 2.41, dd (14.7, 8.4)

16 2.92, dd (14.9, 7.5) 2.97,m 2.19, m 2.19, m
17 0.95, d (6.8) 0.90, d (7.3) 1.05, d (6.7) 1.04, d (6.4)
18 1.21,d (7.3) 1.17,d (7.3) 1.07,d (6.7) 1.06, d (6.4)
20 4.96, s 4.96, s 5.65, S 5.42,s

21 8.36, s

26 7.36,m 7.35,m 7.39,d (7.4) 7.36,d (7.5)
27 7.34,m 7.33,m 7.34,dd (7.1, 8.1) 7.37,dd (7.5, 7.5)
28 7.17, dt (7.5, 1.2) 7.13,m 7.12, dt (7.3, 1.5) 7.13,dd (7.5, 7.5)
29 7.41,d (7.3) 7.45,d (7.5) 7.46,d (7.4) 7.46,d (7.5)
31 0.85, s 0.91,s 1.31,s 1.31,s

32 1.12, s 1.11, s 1.39, s 1.39, s

3CD30D, PButtachon et al., 2012, °DMSO- ds y 5 en ppm.

El andlisis detallado antes descrito y la revision en la literatura especializada, permitié
identificar al compuesto 2 como la fiscalina C (Buttachon et al., 2012). Este producto natural
ha sido aislado a partir de Neosartorya fischeri (Wong et al., 1992) y N. siamensis (Buttachon
et al., 2012) y tiene una importante actividad antimalarica y anticancerigena (Sawadsitang et
al. 2015), ademas de presentar un efecto de sinergismo contra MRSA al combinarse con el
antibidtico oxacilina (Long et al., 2018). También es un inhibidor de la sustancia P, la cual
actia como neurotransmisor e inmunomodulador, por lo que podria emplearse en la
terapéutica como un agente analgésico y/o antiinflamatorio (Wong et al., 1992).

Por otra parte, el compuesto 3, presentd una relacion m/z en 488.2284 [M+H]* y 486.2147
[M—H]~, que corresponde con la misma férmula molecular C27H29Ns04, calculada para el
producto 2 (Figura 22). El andlisis comparativo de los espectros de RMN de H de los
productos 2 y 3 (Figura 23 y Cuadro 8) son muy similares pero no idénticos, difiriendo
principalmente en el desplazamiento quimico de las sefales asignadas a los protones H-16
(6n 2.19, m), H3-31 (6w 1.31, s) y H3-32 (6n 1.39, s) y la sefial del grupo NH en 64 9.07 (d, J =
4.7 Hz), ademas de la diferente multiplicidad que presenta la sefial en 61 4.03 (m, H-3) en el
producto 3. Esta observacion, aunada al analisis de los espectros de masas, confirmoé que el
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compuesto 3 es un estereoisdémero del producto 2 en la posicion C-3. Asi, la estructura de 3
fue establecida como la epi-fiscalina C (Buttachon et al., 2012) (Figura 24).
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Figura 22. Cromatograma de iones totales (TIC) y en el UV (PDA) de la fraccion I-10 (A). Espectros
en el UV (B), ESI+ (C) y ESI- (D) del compuesto 3.
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Figura 23. Espectro de RMN H de la epi-fiscalina C (3) (400 MHz, DMSO-dg).

16

Figura 24. Estructura quimica de la epi-fiscalina C (3).

La epi-fiscalina C (3), ha sido aislada previamente de las especies Nesartorya siamensis
(Buttachon et al., 2012) y Xylaria cubensis (Sawadsitang et al., 2015), y presenta, ademas
de las mismas actividades que su estereosiomero 2, actividad citotdéxica contra diferentes
lineas celulares humanas de cancer. A375 (melanoma maligno), HepG2 (carcinoma
hepatocelular) y HCT116 (carcinoma de colon) (Prata-Sena et al., 2016).
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5.6.3 Brefeldina A (4)

El compuesto 4 (Figura 25) es un metabolito secundario de tipo macrolida, con una férmula
molecular de Ci6H2404 [Mm/z 281.1741 [M+H]+] (Figura 26).

Figura 25. Estructura quimica de la brefeldina A (4).
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Figura 26. Cromatograma de iones totales (TIC) y en el UV (PDA) de la fraccién 308-P-14 (A).

Espectros en el UV (B), ESI+ (C) y ESI- (D) del compuesto 4.

El conjunto de sefiales observadas en los espectros de RMN se resumen a continuacion
(Cuadro 9):

- En &4 7.46 (dd, J = 15.6, 3.0 Hz), 5.80 (dd, J = 15.6, 1.9 Hz), 5.76 (ddd, J = 15.0, 10.3, 4.7
Hz) y 5.28 (dd, J = 15.1, 9.6 Hz) se observan cuatro sefiales correspondientes a dos dobles
ligaduras.
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-En &1 0.91, 1.45, 1.58, 1.77 y 2.13, se observan cinco sefales multiples congruentes con la
presencia de cinco grupos metileno en la molécula.

- Finalmente, en &+ 4.04 (ddd, J = 9.5, 3.1, 2.0 Hz), 4.22 (m) y 4.80 (m) se observan tres
grupos de sefiales asignables a grupos metino base de oxigeno.

- Por otra parte, en el espectro de RMN 3C en & 75.3 (C-1), 71.9 (C-13) y 71.6 (C-6)
también se observan tres sefiales diagnésticas para carbonos base de oxigeno, ademas de
una sefial para un grupo carbonilo de éster en &c 167.0 (C-4).

- Otras sefiales que se observan en el espectro de RMN 13C corresponden a cuatro carbonos
de doble ligadura [é&c 116.4 (C-3), 130.1 (C-10), 136.8 (C-11) y 153.8 (C-2)], cinco grupos
metileno [o&c 26.7 (C-8), 31.6 (C-9), 33.6 (C-7), 40.5 (C-14) y 42.7 (C-12)], dos metinos
adicionales [oc 44.1 (C-11a) y 51.8 (C-14a)] y un grupo metilo [6c 19.7 (C-15)].

Cuadro 9. Datos de RMN *H (400 MHz) y *3C (100 MHz) de la brefeldina A (4).
Posicién 42 Brefeldina AP
& on, mult. (J en Hz) & &4, mult. (J en Hz)
1 75.3 4.04, ddd (9.5, 3.1, 2.0) 76.6 4.02, ddd (9.5, 3.1, 2.0)
2 153.8 7.46, dd (15.6, 3.0) 155.2 7.45, dd (15.5, 3.0)
3 116.4 5.80, dd (15.6, 1.9) 117.8 5.80, dd (15.5, 2.0)
4 167.0 168.4
6 71.6 4.80, m 73.0 4.79-4.75, m
7 33.6 145 m 35.0 1.46-1.40, m
8 26.7 091, m 28.0 0.89-0.85, m
9 31.6 1.77, m 33.0 1.88-1.72, m
10 130.1 5.76, ddd (15.0, 10.3, 4.7) 131.4 5.70, ddd (15.0, 10.5, 4.5)
11 136.8 5.28, dd (15.1, 9.6) 138.1 5.27, dd (15.6, 5.5)
11a 44.1 2.39, q 455 2.37, q
12 42.7 1.58, m 44.1 1.58-1.50, m
13 71.9 422, m 73.2 4.21-4.18, m
14 40.5 2.13,m 41.8 2.10, ddd (13.5, 8.4, 5.2)
1l4a 51.8 2.0,m 53.2 2.02-1.97, m
15 19.7 1.24,d (6.3) 21.1 1.23,d (6.3)

3CD3OD y S en ppm; "Trost y Crawly, 2004.
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Figura 28. Espectro de RMN de *C de la brefeldina A (4) (100 MHz, CDs;0OD).

En conjunto, el grupo de sefiales descritas junto con las constantes espectroscopicas
descritas en la literatura cientifica especializada permitieron establecer la estructura del
compuesto 4 como la (5E,13E)-(2S,3aR,4R,9S)-2,4-dihidroxi-9-metil-1,2,3,3a,4,9,10,
11,12,14a-decahidro-8-oxa-ciclopentaciclotridecen-7-ona, designada con el nombre trivial de
brefeldina A (Anadu et al., 2006).

La brefeldina (4) ha sido aislada de Penicilium decumbens, Alternaria carthami y P.
brefeldianum (Anadu et al., 2006; Tietjen et al., 1983). Diversos estudios biolégicos han
permitido evidenciar sus propiedades antitumorales, antivirales, antimicrobianas, antifingicas
y citotoxicas contra las lineas celulares K562, CCRF-CEM, HL60 de leucemia, PC14 de
carcinoma pulmonar, MKN-1, KATOIIl de carcinoma gastrico, HeLA Ss carcinoma
cervicouterino y OST de osteosarcoma (Ishii et al., 1989; Anadu et al., 2006; Trisuwan et al.,
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2009; Schrader et al., 2010). También, se ha descrito2 su actividad inhibitoria de la secrecion
de proteinas en eucariotes, por lo que 4, ha sido empleada como herramienta de
investigacion en el estudio del transporte de proteinas de Plasmodium falciparum hacia los
eritrocitos del hospedero (Benting et al., 1994).
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6. CONCLUSIONES

- Se realiz6 el acondicionamiento de 19 taxones fungicos, su cultivo en pequefia escala y la
preparacion de sus respectivos extractos organicos.

- A partir de los resultados de evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el método
de microdilucion con el colorante MTT [(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol] sobre una bateria de seis microorganismos de prueba, se seleccionaron a dos
organismos fungicos que presentaron la mejor actividad para su estudio quimico.

- El estudio quimico de la primer especie identificada como perteneciente al género
Aspergillus permitio el aislamiento de los metabolitos dimetil gliotoxina (1), fiscalina C (2) y
epi-fiscalina C (3).

- Por otra parte, a partir de la segunda especie seleccionada, perteneciente al género
Penicillium, se logro el aislamiento de la brefeldina A (4).

- Con base en lo descrito en la literatura, los productos 1-4 son los responsables o deben

contribuir significativamente a la actividad antimicrobiana observada en los extractos
fungicos, con lo que se comprueba la hipotesis planteada.
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