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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades infecciosas.

A lo largo de la historia de la humanidad, las transiciones epidemiologicas han estado
estrechamente relacionadas con las transiciones demogréficas. En este sentido, a partir del
establecimiento de los “Objetivos del Milenio” por la Organizacion de las Naciones Unidas en
el afio 2000, se ha observado una disminucién en la prevalencia de las enfermedades
infecciosas y las defunciones causadas por éstas, sobre todo de aquellas del sector infantil
(Dye, 2014). No obstante, dichas enfermedades continian siendo una de las principales
causas de mortalidad a nivel mundial; segun la Organizacion Mundial de la Salud, en el 2010,
alrededor de 15 millones de personas murieron por enfermedades infecciosas y se estiman 13
millones mas para el 2050 (Dye, 2014). Por otra parte, las infecciones de las vias respiratorias
inferiores representaron la cuarta causa de muerte en el 2016 a nivel mundial; las diarreas
ocasionadas por bacterias como Escherichia coli y Shigella spp., virus y parasitos, la novena
causa global; y en el décimo lugar se encuentra la tuberculosis, enfermedad infecciosa
pulmonar causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis que derivd en 1.3 millones de
fallecimientos en el 2016 (WHO, 2017 y 2018).

En México, de acuerdo con el INEGI, las infecciones respiratorias ocuparon el noveno lugar
dentro de las 10 primeras causas de muerte en el 2017, y las enfermedades infecciosas
agudas de vias respiratorias, las intestinales y las de vias urinarias, ocupan las tres primeras

causas de morbilidad en el pais (INEGI, 2018).

1.2 Resistencia microbiana a los antibi6ticos.

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 y la introduccion de distintos antibiéticos en
los sistemas de salud, se ha facilitado el tratamiento de las enfermedades infecciosas y se ha
reducido significativamente la mortalidad infantil (Li y Webster, 2018). Desafortunadamente, el
uso indebido de estas substancias en la medicina, agricultura, acuicultura y ganaderia ha
provocado un aumento en la resistencia microbiana a uno o0 mas antimicrobianos en la mayoria

de las especies patdégenas. Algunas de las especies cuya resistencia es mas preocupante



desde el punto de vista de la salud publica son E. coli, Staphylococcus aureus, S. pneumoniae,
M. tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, por mencionar algunas (WHO,
2018). Existen dos tipos de resistencia, la intrinseca o natural como resultado de
caracteristicas inherentes funcionales o estructurales de ciertos microorganismos, y la
adquirida, que ocurre cuando el microorganismo obtiene dicha resistencia mediante
mutaciones o por la incorporacion de genes de resistencia a antibioticos mediante plasmidos

o transposones (Chellat et al., 2016).

Hoy en dia, la resistencia a los antibidticos es una de las mayores amenazas para la salud, la
seguridad alimentaria y el desarrollo mundial; alrededor de 700,000 personas mueren cada
afio a causa de infecciones bacterianas por cepas resistentes y se estima que para el afio
2050, dichas infecciones cobren la vida a 10 millones de personas por afio si no se encuentran
soluciones proactivas para frenar el rapido aumento de este fendmeno (O’Neill, 2016; OMS,
2018). Actualmente se han implementado algunas estrategias para minimizar el efecto de la
resistencia bacteriana, como el uso racional de los antibiéticos, el incremento en los planes de
educacion médica, el establecimiento de programas de vigilancia, cumplimiento estricto de las
medidas de prevencion y control de las infecciones intrahospitalarias, entre otras (Pérez-Cano,
y Robles-Contreras, 2013). Asi mismo, es importante continuar con la busqueda y desarrollo
de nuevos antibiodticos, especialmente aquellos con nuevos o multiples mecanismos de accion.
En este sentido, las fuentes naturales ofrecen la mejor alternativa para la obtencién de dichas
moléculas, en especial, a partir de organismos obtenidos de ecosistemas inexplorados o que
cuenten con condiciones ambientales extremas y que favorezcan su adaptaciéon a estos

sistemas de estrés abibtico (Rodriguez-Valdez, 2017).

1.3 Importancia de los productos naturales para el desarrollo de nuevos agentes

antimicrobianos.

Los productos naturales (PN) obtenidos a partir de microorganismos han sido histéricamente
una de las fuentes mas importantes para el descubrimiento de nuevos farmacos. Desde
principios del siglo XX hasta la actualidad, los PN y sus derivados representan un ingreso
econdémico importante para la industria farmacéutica, ya que muchos de estos son utilizados

como tratamiento de primera linea en las terapias de enfermedades infecciosas, cancer,



diabetes, etc. (Huang y Lin, 2017). De las nuevas entidades moleculares aprobadas por la
Food and Drug Administration (FDA) en el 2013, los PN y sus derivados representan el 38%
del total de las moléculas. Asi mismo, el 69% de los antimicrobianos fueron PN, y de estos, el
97% se obtuvieron de microrganismos y el 3% de plantas (Figura 1) (Patridge et al., 2016).

Plantas 3%
Hongos 46% Bacterias 51%

\

Figura 1. Diversas fuentes de productos naturales antimicrobianos aprobados por la
agencia FDA.

Algunos ejemplos de PN con actividad antimicrobiana son el acido azelaico obtenido del trigo,
el centeno y la cebada, y utlizado en el tratamiento del acné contra las bacterias
Staphylococcus epidermis y Propionibacterium acnes (Webster, 2000); la anfotericina B,
antimicotico producido por Streptomyces nodosus (NG et al., 2005); la cicloserina producida
por Streptomyces garyphalus e indicada contra M. tuberculosis; y la gentamicina aislada de
Micromonospora purpurea utilizada contra infecciones por especies Gram negativo (Alifio-
Santiago et al., 2007); por mencionar algunos (Figura 2).



/ N . K
NH Anfotericina B y
(@) HO' OH
NH; NH
HzN O% NH, Q 2
(0] - 7‘\\NH2

HN
\

ST °

NH
Gentamicina HO  ~ OH Cicloserina

Figura 2. Ejemplo de productos naturales con actividad antimicrobiana.

1.4 Papel de los hongos en la produccion de antibioticos.

De acuerdo con Hawksworth y Licking, existen entre 1.5 y 2.8 millones de especies fungicas
en la tierra, de las cuales solo el 10% han sido descritas taxonOmicamente (Hawksworth y
Licking, 2017). Los hongos son reconocidos como importantes productores de una amplia
gama de metabolitos secundarios biodindmicos, sin embargo, solo pocas de las especies
conocidas han sido estudiadas con dichos fines. Estos compuestos son generalmente de bajo
peso molecular, tienen una gran complejidad quimica-estructural y son importantes para la
supervivencia del organismo productor en su entorno ecoldgico (Cortés-Sanchez y Mosqueda-
Olivares, 2013). Entre las actividades bioldgicas mas representativas de estos metabolitos se
encuentran la antimicrobiana, la herbicida, la plaguicida, la inmunomoduladora, la antiviral,
entre otras. Algunos compuestos de importancia para el hombre son la griseofulvina, un
antifangico aislado de Penicillium griseofulvum y utilizado para el tratamiento de la micosis de
piel, uiias y cabello; el hipocolesterolemiante lovastatina aislada de Aspergillus terreus; la
beauvericina, un depsipéptido obtenido a partir de Beauveria bassiana y empleado para el
control de plagas; y el &cido micofendlico aislado de Penicillium stoloniferum utilizado para

prevenir el rechazo de trasplantes (Figura 3) (Demain, 2014).
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Figura 3. Ejemplo de productos naturales bioactivos obtenidos a partir de organismos fungicos.

(Kavanagh, 2005):

Como se menciond anteriormente, de todos los antibidticos disponibles comercialmente, el
46% son de origen fangico y estos varian en su estructura y mecanismo de accion (Tabla 1)

Tabla 1. Ejemplo de hongos productores de antibiéticos y su mecanismo de accion.

Hongo productor Antibiético Blanco terapéutico Mecanismo de accion
Penicillium notatum, P. . Inhibicién de la sintesis de
Penicilina Gram (+)
chrysogenum la pared celular
Cephalosporium . Inhibicion de la sintesis de
P P Cefalosporinas ~ Gram (+) y Gram (-)
acremonium la pared celular
Inhibicién de la formacion
P. griseofulvum Griseofulvina Dermatofitos de microtubulos en la
replicacion

- . P . Inhibicion de la sintesis de

Fusidium coccineum Acido fusidico Gram (+) .
proteinas
: Candida y algunas N . .
Glarea lozoyensis, . . yalg Inhibicion de la sintesis de
: Equinocandinas especies de
Coleophama empedri . la pared celular
Aspergillus
Clitopilus - Inhibicién de la sintesis de
Pt Pleuromutilina Gram (+) .

passeckerianus proteinas




1.5 El Golfo de California.

De acuerdo con la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de Biodiversidad, en México
se encuentra casi el 10% de la diversidad mundial, e incluye una gran riqueza fungica de
aproximadamente 6,000 especies descritas (CONABIO, 2019). Ademas, nuestro pais es
considerado “megadiverso” debido a las caracteristicas geograficas, ya que posee una
importante extension oceanica (~65%), distribuida en la region del Océano Pacifico (Golfo de
California y Tehuantepec) y en el Océano Atlantico (Golfo de México y el Mar Caribe), dando
lugar a una amplia variedad de ecosistemas y de especies, asi como de procesos ecoldgicos
(SEMARNAT, 2018).

Especificamente, el Golfo de California es un largo y angosto mar de mas de 1,200 km de
longitud, una anchura entre 80 y 200 km y una superficie aproximada de 160,000 km? (Figura
4). Esta rodeado por los estados de Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa y
Nayarit, y se ha establecido que su formacion sucedié hace 12 millones afios cuando la Placa
Pacifico empez6 a moverse hacia el nornoroeste respecto a la Placa Norteamericana, y la
parte continental correspondiente a la peninsula de Baja California se incorporé a la Placa
Pacifico (Calmus et al., 2017). El desprendimiento de la peninsula tuvo por consecuencia un
estiramiento y un adelgazamiento progresivo de la litdsfera continental preexistente que
permitid, hace 3.6 millones de afios, la formacion de nueva corteza oceéanica localizada en
pequefias cuencas en la parte sur del Golfo (cuencas de tipo “pull apart”) (Calmus, 2008).
Dichas cuencas son mas someras en la parte norte del Golfo de California mientras que en el
centro y sur son mas profundas y se les considera centros de dispersion naciente (Silvestre-
Morales, 2010).
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Figura 4. Mapa del Golfo de California, en el cual se observan las principales estructuras
tectonicas: fallas transformantes y cuencas de tipo “pull apart”.

El nacimiento del Golfo de California llevé a la creacion de ecosistemas marinos y terrestres
unicos con abundantes recursos biolégicos, alto endemismo y condiciones diferentes
(hipersalino y térmico) al resto de los ecosistemas costeros. Estas condiciones permiten la
exploracion y explotaciébn de microrganismos con un potencial productor de compuestos
bioactivos (Rodriguez-Valdez, 2017). Los taxones objeto de estudio de este trabajo provienen
principalmente de las Cuencas Alarcon y Pescadero, asi como de la Falla Transformante

localizada en la Cuenca Pescadero (Figura 4).



2. HIPOTESIS

El estudio quimico de especies fungicas provenientes de habitats inexplorados en nuestro
pais, como los sedimentos del Golfo de California, permitira la obtencion de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana, y que pueden servir de base para el desarrollo de

nuevos agentes antinfecciosos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio quimico biodirigido preliminar de una serie de organismos fangicos
provenientes del Golfo de California para la obtencion de compuestos biodindmicos con

actividad antimicrobiana.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1. Acondicionar los taxones fungicos aislados de muestras de sedimento del Golfo de
California y establecer su viabilidad y pureza.

2. Preparar los cultivos en pequeia escala de cada cepa y obtener sus correspondientes
extractos organicos mediante técnicas de maceracion y reparto.

3. Establecer el potencial antimicrobiano de los extractos y seleccionar a los taxones para
su estudio quimico biodirigido.

4. Preparar los cultivos en mediana escala y obtener los extractos de los organismos
seleccionados.

5. Fraccionar los extractos mediante técnicas cromatograficas convencionales vy
establecer el potencial antimicrobiano de las fracciones resultantes.

6. Aislar a los metabolitos mayoritarios de las fracciones activas y caracterizar su

estructura quimica mediante técnicas espectroscopicas y espectromeétricas de vanguardia.



4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Acondicionamiento e identificacién de los microorganismos.

El acondicionamiento de los organismos fungicos provenientes de muestras de sedimento de
diferentes localidades del Golfo de California se realiz6 mediante resiembras sucesivas en
cajas de Petri con medio Agar Papa Dextrosa (APD). De manera general, los cultivos se
incubaron por 7 dias a temperatura ambiente hasta observar un crecimiento homogéneo de
las colonias. Una vez demostrada la viabilidad y pureza, se realiz6 la identificacién taxondmica
de las cepas mediante la comparacion de las secuencias de la regién del espaciador de
transcripcion interno (ITS) obtenidas con aquellas de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information. Esta actividad fue realizada en colaboracién con la Dra. Patricia
Vélez Aguilar, investigadora del Laboratorio de Ecologia Molecular de Micromicetos en

Ecosistemas Amenazados, en el IB de la UNAM.

4.2 Preparacién de los cultivos en pequefia escala y obtenciéon de los extractos

organicos.

El cultivo en pequefa escala de los organismos fangicos para los estudios quimicos y
bioldgicos se realiz6 en medio sélido de arroz humedo (15 g de arroz y 30 mL de agua por
duplicado). Para ello, se prepar6 un indculo en 15 mL de medio liquido de enriguecimiento
YESD (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de soya y 2% de dextrosa) a partir de los
cultivos axénicos en APD, y se mantuvo en agitacion constante (100 rpm) durante 5 dias a
temperatura ambiente. Al cabo de este periodo, los in6culos fueron vertidos sobre el sustrato
sélido en matraces Erlenmeyer de 125 mL, y se dejaron crecer por 21 dias a temperatura

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

Una vez cumplido el tiempo de crecimiento, se realizé la preparacion de los extractos organicos
mediante un proceso de maceracion y reparto. En primer lugar se adicionaron 60 mL de CHClIs-
MeOH (1:1), luego se fragmenté el micelio en el medio de cultivo con la ayuda de una espatula
y la suspension se mantuvo en agitacion constante (100 rpm) durante 8 horas. Transcurrido

este tiempo, se filtrd el contenido de cada matraz y al filtrado se agregaron 60 mL de CHClzy



agua hasta un volumen final de 200 mL. La fase organica se separ0 de la fase acuosa, y a
esta Ultima se le realizo otro reparto utilizando 60 mL de CHCIs. Las fases orgénicas se
reunieron y concentraron a sequedad a presion reducida. Finalmente, la fase organica se
resuspendio con 60 mL de CH3CN-MeOH (1:1) y se sometio a un proceso de desengrase con

60 mL de hexano.

4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos en pequefia y mediana
escala, fracciones primarias y exudado se realiz6 empleando el ensayo de microdilucién con
el colorante bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) contra una bateria
de microorganismos Gram (+) (Bacillus subtilis ATCC 6633 y Staphylococcus aureus ATCC
25923), Gram (-) (Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Salmonella typhi ATCC 33459), y una levadura (Candida albicans ATCC 10231). Todos los
microorganismos fueron proporcionados por el cepario de la FQ, UNAM. Los medios de cultivo
empleados en el ensayo fueron caldo Miller-Hinton para las bacterias y caldo papa dextrosa
para la levadura, y como controles positivos se emplearon a los antimicrobianos ampicilina,

nistatina, gentamicina y vancomicina.

A manera de resumen, los ensayos se realizaron en placa de 96 pozos y todas las
evaluaciones se realizaron por duplicado. Las muestras de prueba se evaluaron a dos
concentraciones, 20y 200 pg/mL. Para ello, se colocaron en los pozos 50 uL de la solucién de
cada muestra a las concentraciones de 1 mg/mL y 0.1 mg/mL (10% de DMSO en medio de
cultivo), luego se adicionaron 100 uL de medio de cultivo y 100 yL de una suspension del
microorganismo en solucién salina ajustada al 0.5 del estandar de McFarland (1.5x108
CFU/mL); enseguida la placa se incubé durante 24 horas a 37°C. Al término del periodo de
incubacion, se adicionaron a cada pozo 10 pL del colorante MTT (5 mg/mL en MeOH) y la
placa se incub6 nuevamente durante 30 min a 37°C. La distribucion final de las muestras,

blancos y curva de antibidticos en la placa se ilustra en la Figura 5.
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Figura 5. Ensayo de actividad antimicrobiana por microdilucién con el colorante MTT.

4.4 Preparacion de los cultivos en mediana escala y obtencion de los extractos

organicos.

A partir de los resultados de la actividad antimicrobiana, se seleccionaron a los hongos con las
claves O y W para su estudio quimico biodirigido. Para ello, se realiz6 el escalamiento de los
cultivos y la obtencion de los extractos organicos utilizando la misma metodologia descrita
anteriormente (inciso 4.2) en una proporciéon 6x como a continuacion se describe: el in6culo
en medio YESD fue de 50 mL, los cultivos en medio sélido de 100 g de arroz y 200 mL de
agua por duplicado, la extraccion con 500 mL de MeOH-CHCIsz (1:1) y 300 mL de CHCIs
después de filtrar y se ajusto el volumen final a 1000 mL con agua destilada, el desengrase se
realizé con 150 mL de MeCN-MeOH (1:1) y 150 mL de hexano.

Cabe mencionar que a partir del dia 10 de crecimiento del hongo W se observo la presencia
de un exudado incoloro sobre la superficie del medio sélido, el cual fue colectado
(aproximadamente 4 mL del exudado). Luego se agregaron 4 mL de MeOH y la mezcla se filtro

sobre una membrana de 0.45 um y se seco sobre una corriente de aire.
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4.5 Fraccionamiento primario de los extractos fungicos en mediana escala.

El fraccionamiento primario de los extractos organicos en mediana escala se realizd6 en un
cromatégrafo CombiFlash Rf+ Lumen (Teledyne Isco., NE, EE.UU.), equipado con una bomba
binaria, detectores de UV/visible con arreglo de fotodiodos (PDA) y de dispersion de luz
evaporativo (ELSD) y un colector de fracciones. La separacion se realizé en columnas de
diferentes tamafios empacadas con gel de silice (RediSep Rf Gold Si-gel) y como fase movil
se emplearon gradientes de polaridad creciente entre mezclas de hexano, cloroformo, acetato

de etilo y MeOH. Las condiciones generales de analisis se resumen en la Tabla 2:

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

Muestra Peso Gel de Volumen de Flujo Tiempo de Volumenes por
()] silice (g) fraccion (mL) (mL/min) corrida (min) columna
O 1.14 40 15 40 69.6 58.0
w 0.53 12 15 30 33.9 60.6

4.6 Estudio quimico de los hongos seleccionados.

El aislamiento y purificacion de los constituyentes mayoritarios de las fracciones activas se
realiz6 en un cromatdgrafo de liquidos de alta eficiencia (HPLC) marca Waters (Waters Corp.,
MA, EE.UU.), equipado con una bomba cuaternaria, inyectores manual y automatico,
detectores de PDA (Amax 190-500 nm) y ELSD (ganancia 100, presion de N2 40 psi, nebulizador
en modo de calentamiento y temperatura del tubo de 75+5°C) y colector de fracciones. El
control del equipo y el procesamiento y manipulacién de los datos se realizd con el programa
Empower version 3.0 (Waters). El establecimiento de los perfiles cromatograficos y las
condiciones de separacion de los compuestos se realizd en una columna Gemini Cis (5 ym,
250 x 4.6 mm; Phenomenex Inc., California, EE.UU.) y como fase movil se empled acido
formico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B) y diferentes gradientes de elucion. Finalmente las
muestras se inyectaron (15 pL) a una concentracion de 2.5 mg/mL. Una vez establecidas las
condiciones de separacion de los compuestos de interés, se realizo el escalamiento para la
purificacion a nivel preparativo en una columna Gemini Cis (5 pm, 250 x 21.2 mm;

Phenomenex), flujo de 21.24 mL/min y con un tiempo de recoleccion de cada fraccion de 10-
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12 s. Por cada inyeccion se utilizaron entre 20-30 mg de muestra y las todas las fracciones se

llevaron a sequedad bajo una corriente de aire.

4.6.1 Separacion y purificacion de la fracciéon activa Os.

La purificacion de la fraccion activa Os (100.5 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo

(inciso 4.6) con el siguiente sistema de elucion:

- Fase movil: &cido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH3CN (B)

- Gradiente: 15% a 100% de B en 10 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (15% de B).

- Tiempo de corrida: 19 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

- Longitudes de onda de deteccion: 254 y 365 nm.

- Tiempo de colecta por tubo: 10 s.

4.6.2 Separacion y purificacion de la fracciéon activa Ws.

La purificacién de la fraccion activa Ws (70.4 mg) se realiz6 mediante HPLC a nivel preparativo

(inciso 4.6) con el siguiente sistema de elucién:

- Fase movil: &cido férmico acuoso (0.1%) (A) y CH3CN (B)

- Gradiente: 50% a 100% de B en 15 min; 100% de B por 5 min; y reacondicionamiento de la
columna por 7 min (50% de B).

- Tiempo de corrida: 23 min.

- Flujo: 21.24 mL/min.

- Longitudes de onda de deteccion: 254 y 365 nm.

- Tiempo de colecta por tubo: 12 s.
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4.7 Caracterizacion estructural de los metabolitos aislados.

La caracterizacion estructural de los metabolitos aislados se realiz6 mediante el analisis
detallado de sus espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) y los obtenidos por
espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS). Los espectros de RMN se registraron en
un equipo Varian VNMRS 400 (400 y 100 MHz para 'H y 13C, respectivamente) o en un JEOL
ECA 600 (150 MHz para *3C) en CD30D o CDCIls. Todos los andlisis se realizaron en la USAII,
FQ, UNAM.

Por otra parte, los espectros de masas se obtuvieron en un sistema acoplado de cromatografia
de liquidos de ultra eficiencia Acquity (UPLC) marca Waters (Waters), equipado con un
detector PDA, y acoplado con un espectrometro de masas de alta resolucion de ionizacién por
electrospray (HRESIMS), Q Exactive marca ThermoFisher Scientific, (Massachusetts,
EE.UU.), en los modos positivo (ESI*) y negativo (ESI7). Todos los analisis se registraron a una
temperatura de 40°C empleando una columna Acquity BEH C18 (1.7 um, 2.1 x 10 mm, Waters)
y una mezcla binaria de acido férmico acuoso (0.1%) (A) y CHsCN (B), utilizando un gradiente
de 15% a 100% de B en 8 min, luego 100% de B por 1.5 min, y regresando a las condiciones
iniciales en 0.5 min. La deteccion en el UV se realiz6 de 200 a 500 nm. Las condiciones del
HRESIMS fueron: temperatura del capilar: 275 °C y 3.5-4.5 kV de voltaje para la fuente, 20-42
V para el voltaje del capilar y 95-110 V para la lente del tubo. Se empleé N2 como gas
acarreador a 25 UA de flujo, y el control del instrumento y el analisis de datos se realizaron el
programa Xcalibur 2.1 (ThermoFisher Scientific). Para cada uno de los andlisis se disolvi6 1.0
mg de muestra en 0.5 mL de una mezcla de Dioxano/MeOH (1:1). Todos los analisis de
HRESIMS se realizaron en la UNCG.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo forma parte de un proyecto multidisciplinario de investigacion que tiene como meta
la obtencion de metabolitos secundarios con potencial antimicrobiano a partir de fuentes
inexploradas del pais. Las cepas fungicas estudiadas en este proyecto se obtuvieron de
distintas muestras de sedimento colectadas en aguas profundas (> 3000 m de profundidad)
del Golfo de California. Este tipo de ambientes, en donde las condiciones ambientales son
considerablemente extremas (temperatura, presion, luz, salinidad, nutrientes, etc.) son de gran
interés, ya que se ha demostrado que los microorganismos son capaces de producir

metabolitos secundarios inusuales y/o bioactivos que les permitan garantizar su supervivencia.

En esta seccidn se discutiran, en primer lugar, los resultados obtenidos del acondicionamiento,
el cultivo y la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos en pequefia escala de
los hongos objeto de estudio. Posteriormente, se describiran los resultados del estudio quimico
realizado con dos cepas seleccionadas por su potencial biolégico, asi como el aislamiento y

caracterizacion de algunos de los metabolitos presentes.

5.1 Acondicionamiento de los organismos fungicos y obtencion de los extractos

organicos en pequefia escala.

Se realiz6 el acondicionamiento de 19 cepas flngicas aisladas de muestras de sedimento
marino de las cuencas de Alarcon y Pescadero y la falla transformante Pescadero, en el Golfo
de California, México, siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.1. Todas las cepas
fueron proporcionadas por la Dra. Patricia Vélez del IB, UNAM, y en la Figura 6 se ilustra la
morfologia de algunas de éstas en cajas de Petri con APD después de 5 dias de crecimiento

a temperatura ambiente.
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Figura 6. Ejemplos de los organismos fangicos selectos acondicionados
en medio APD.

Una vez confirmada la viabilidad y pureza de todos los organismos, se prepararon los
correspondientes cultivos en pequefia escala en medio solido (Figura 7) siguiendo la
metodologia descrita en el inciso 4.2, y al término del periodo de crecimiento establecido, se
obtuvieron sus extractos organicos mediante técnicas de maceracion y reparto. Los

rendimientos obtenidos de estos extractos se resumen en la segunda columna de la Tabla 3.

Figura 7. Ejemplo del cultivo en pequefia escala del hongo W: anverso (A y
B) y reverso (C).
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5.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos en pequefa

escala.

El potencial antimicrobiano de los extractos organicos en pequefa escala fue establecido

utilizando una bateria de microorganismos Gram (+), Gram (-) y la levadura C. albicans,

empleando el método de microdilucion con MTT en una placa de 96 pozos (inciso 4.3). Los

resultados de la evaluacion de resumen en la Tabla 3. De estos, se seleccionaron para su

estudio quimico biodirigido a los hongos O y W debido al efecto inhibitorio contra S. aureus y

C. albicans y S. aureus y E. coli, respectivamente.

Tabla 3. Resultados de actividad antimicrobiana de los extractos fungicos en pequefia escala.

Extracto I(Drizc)) P. aeruginosa | B. subtilis | S. aureus E. coli S. typhi | C. albicans
A 324.5
B 533.0
C 143.7
D 62.1
E 197.0
F 325.0
H 151.0
| 55 I
M 368.2
P 62.3
PCSI-A 101.7
Q 1951.2
R 63.0
S 203.3
T 72.4
w 255.3
308-G 65.4
308-P 308.3 |
Bco. arroz 72.1
cM 6.3 7.8 0.1 3.1 0.8 20.3
(Hg/mL)
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Criterios de inhibicién:

Inhibicion total a 200 y 20 pg/mL Inhibicion parcial a 200 pg/mL y 20 pg/mL

Inhibicién total a 200 pg/mL e inhibicidon parcial a 20 pg/mL Elalallole{e]aWer-gA -1 WeAo[0 AT (o], 1q] Be [CR=V4{ =103 (o)

Inhibicién total a 200 pg/mL Sin inhibicién

La identificacion taxondémica de estas especies se realizO mediante el andlisis de sus
secuencias ITS del ADN ribosomal (Raja et al., 2017). Los resultados de este analisis
permitieron establecer que ambas especies pertenecen al género Aspergillus. Este género se
compone por alrededor de 330 especies distribuidas en todo el mundo y en casi cualquier
ambiente (Soltani, 2016), ademas de que muchas de las especies de este género son
productoras importantes de una amplia gama de metabolitos secundarios de aplicacion
industrial y terapéutica, como el acido citrico producido por A. niger que es empleado en la
industria de alimentos, quimica, cosmética, farmacéutica, etc. (Velasquez et al., 2010), el
antifangico caspofungina de A. nidulans o el hipocolesteromiante lovastatina de A. terreus, por
mencionar algunos ejemplos. Por otra parte, en los ultimos afios, diversas especies de
Aspergillus aisladas de los océanos han sido fuentes de compuestos bioactivos novedosos,
probablemente debido a las adaptaciones epigenéticas de las especies a su entorno, como la
tolerancia a la sal o la resistencia a la compresion, entre otras. Algunos ejemplos son: la
plinabulina, un derivado sintético de la halimida que inhibe la polimerizacién de la tubulina
(Rangel, y Falkenberg, 2015), o la terretonina G, un sesquiterpenoide activo contra B. subtilis,
S. aureus, y Micrococus luteus (Fukuda et al., 2014), representan dos ejemplos de moléculas

base de utilidad para el desarrollo de nuevos medicamentos.

5.3 Cultivo en mediana escala y fraccionamiento primario de los extractos organicos.

Los cultivos en mediana escala de los hongos O y W se prepararon siguiendo la metodologia
descrita en el inciso 4.4 (Figura 8). Una vez obtenidos los extractos organicos (1.139 g y 530
mg de O y W, respectivamente) se realiz0 su fraccionamiento primario mediante una
cromatografia en columna tipo Flash. Los conjuntos de fracciones se reunieron con base en
los perfiles en el UV y ELSD (Figura 9), obteniéndose 17 conjuntos de fracciones para el

extracto del hongo O y 14 conjuntos de fracciones para el W (Tabla 4).
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Figura 8. Ejemplo del cultivo en mediana escala del hongo O: anverso (A 'y

B) y reverso (C).
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Tabla 4. Fraccionamiento primario de los extractos en mediana escala de los hongos O y W.

Hongo O Hongo W

Fraccién Peso Fraccion Peso Fraccidn Peso Fraccién Peso

(mg) (mg) (mg) (mg)
1 (1-30) 6.7 10 (91-94) 25.0 1(1-5) 1.9 8 (31-35) 70.4
2 (31-36) 15.3 11 (95-106) 426 2(6-9) 0.7 9 (36-41) 71.3
3 (37-40) 4.5 12 (107-140) 40.3 3(10-15) 7.9 10 (42-52) 55.4
4 (41-43) 13.0 13 (141-156) 53.6 4 (16-23) 156.7 11 (53-58) 36.6
5 (44-49) 200.0 14 (157-167) 72.7 5 (24-25) 49.6 12 (59-64) 74.6
6 (50-72) 243.4 15 (168-178) 55.9 6 (26-27) 7.2 13 (64-fin) 72.7
7 (73-81) 42.1 16 (179-190) 75.7 7 (28-30) 11.6 - -
8(82-86) 100.5 17 (191-in) 29.5 Recuperado (mg)  616.6
9 (87-90) 27.7 Recuperado (mg) 1048.6 Recobro (%) 116.3

Recobro (%) 92.1

5.4 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos y fracciones en mediana

escala.

La evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos en mediana escala y de las
fracciones primarias se realizd siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.3. Cabe
mencionar que el exudado obtenido a partir del hongo W también fue evaluado y los resultados

globales de actividad se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos flngicos y
fracciones primarias.*

Extracto o fracciéon B. subtilis | S. aureus E. coli C. albicans
O-ME i

O-1
0-2
0-3
O-4
0O-5
0-6
Oo-7
0% —
0-9
0O-10
0O-11
0-12
0-13
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0-14
0-15
O-16
O-17
W-ME
W-3
W-4
W-5
W-6

W-7

w8 ——
W-9
W-10
W-11

vie— T —
W-13
w-14
Exudado W
CMI (pg/mL) 7.8 0.1 3.1 20.3

*Se emplearon los mismos criterios de actividad indicados en la nota final de la
Tabla 3. Ninguna muestra presento actividad contra P. aeruginosa y S. typhi.

5.5 Estudio quimico de las fracciones activas seleccionadas.

Con base en los resultados de actividad antimicrobiana, se seleccionaron a las fracciones Os
(inhibicion total a 200 y 20 pug/mL contra C. albicans) y Ws (inhibicién total a 200 y 20 pg/mL
contra B. subtilis y S. aureus) para la separacion de los componentes mayoritarios mediante
HPLC. Cabe mencionar que a pesar de no presentar actividad antimicrobiana, también se
analizo el contenido metabdlico preliminar del exudado del hongo W, debido a que se ha
descrito que este tipo de excreciones cumplen con diversas funciones para los organismos
que los producen, ya sea como reservorio de agua durante los periodos de crecimiento activo,
como un sistema de excrecion de productos de desecho, subproductos metabdlicos,
sustancias inorganicas, metabolitos secundarios y/o enzimas, o como medio para degradar los

tejidos de las plantas en el caso de los hongos endofitos (Figueroa et al., 2014).
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5.5.1 Aislamiento y caracterizacion de los compuestos 1y 2 a partir de la fraccion Os.

El aislamiento y purificacion de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion activa
Os se realizo siguiendo la metodologia descrita en el inciso 4.6.1. Este procedimiento permitio

la obtencion de 2.8 mg del compuesto 1 (tr 6.28 min) y 3.0 mg de 2 (tr 8.53 min) (Figura 10C).
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Figura 10. Cromatogramas por HPLC de la fraccién activa Og: (A) ELSD y (B) PDA 254 nm. (C)
Separacion a nivel preparativo (PDA 254 nm).

El compuesto 1 se aisl6 como un soélido blanco y su férmula molecular se estableci6 como
C7HeO3 mediante los andlisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 139.0752 [M+H]" y
137.0230 [M—H]"), la cual permite 5 grados de insaturacién (Figura 11). El andlisis detallado
de los espectros de RMN 'H y 3C (Figura 12 y Tabla 6) permitié identificar los siguientes
grupos de sefales:

-En 64 7.48 (dt, J = 7.6, 1.2 Hz), 7.42 (dd, J = 2.3, 1.6 Hz), 7.26 (t, J = 7.9 Hz) y 6.99 (dd, J =
8.1, 2.6, 1.0 Hz) se observan las sefiales correspondientes a cuatro hidrogenos aromaticos de

un sistema de spin ABMX.
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- En 6c 168.9 se observa una sefial de un carbono de un grupo carbonilo de acido; en éc 132.2

y 157.4 dos carbonos con hibridacion sp?, el Gltimo unido a un atomo de oxigeno; y en &c 129.1,

120.5, 119.5 y 115.9 cuatro carbonos de tipo metino. Todas estas sefiales son congruentes

con un sistema aromatico disustituido.
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Figura 11. Cromatograma de iones totales (TIC) y en el UV (PDA) de la fraccion Og (A). Espectros
en los modos ESI*y ESI~ (B) y en el UV (PDA) (C) del compuesto 1.
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Figura 12. Espectros de RMN *H (400 MHz) (A) y C (150 MHz) (B) del compuesto 1 en CD3OD.

Tabla 6. Datos de RMN del compuesto 1.

Posicién . 12 écido 3-hidroxibenzoico®
&, tipo &4, mult. (J en Hz) &, tipo &4, mult. (J en Hz)
1 132.2 C 133.2 C
2 1159 | CH 7.42,dd (2.3, 1.6) 117.2 | CH 7.41,t(2.1)
3 157.4 C 158.7 C
4 1195 CH 6.99, dd (8.1, 2.6, 1.0) 121.0 CH 6.99,dd (7.9, 2.1)
5 129.1 | CH 7.26,1(7.9) 130.4 | CH 7.26, 1 (7.9)
6 120.5 CH 7.48, dt (7.6, 1.2) 121.8 CH 7.47,dd (7.9, 2.1)
7 168.9 C 170.0 C
3CD30D, 400 y 150 MHz para 'H y 3C; °CD;0D, Hui-Min et al., 2016.

La busqueda de la férmula molecular en las bases de datos especializadas (Diccionario de
Productos Naturales y SciFinder), aunado con el andlisis detallado de los datos
espectroscopicos y espectrométricos antes descritos, permitieron caracterizar a este producto
como el acido 3-hidroxibenzoico (1) (Figura 13) (Scott, 1964). Este metabolito secundario ha

sido aislado de distintas especies fungicas como P. griseofulvum y Schizophyllum commune,
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y presenta una importante actividad antioxidante y analgésica (Hui-Min et al., 2016) e inhibe la
lipdlisis en los adipocitos mediante su efecto agonista con los receptores HCA1 y HCA:2

(receptores de acido hidroxicarboxilico) (Juurlink et al., 2014).

O~ OH

OH

Figura 13. Estructura quimica del a&cido 3-hidroxibenzoico (1).

El compuesto 2 se aislé como un sélido amarillo y su formula molecular se establecié como
C12H9N20s5CIS2 mediante los andlisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (m/z 358.9568
[M—H]"), la cual permite 9 grados de insaturacion (Figura 14). En éstos también se observa el
fragmento correspondiente a la pérdida caracteristica de un atomo de azufre (m/z 327.9384)
(Figura 14A) y la sefal del conjunto isotépico del 3’Cl en m/z 360.9535, que es de
aproximadamente un tercio de la intensidad del pico base (Figura 14B) (Chankhamjon et al.,
2014). El andlisis detallado de los espectros de RMN 'H y 3C (Figura 15 y Tabla 7) permitio
identificar los siguientes grupos de sefales:

- En 64 3.92 (s) se observa una sefial simple correspondiente a un grupo metilo sobre un
heteroatomo.

-En on 7.15 (d, J = 1.2 Hz) y 6.60 (s) se observan las sefiales correspondientes a dos
hidrégenos arométicos.

- En 64 5.40 (s) y 4.89 (d, J = 1.1 Hz), se observan dos sefales de metinos sobre un
heteroatomo (azufre), uno de ellos desplazado a campos mas bajos.

- En &c 165.1 y 166.8 se observan dos sefales de grupos carbonilo de amida; en &c 157.8 y
113.0, dos carbonos de tipo sp?; en & 125.2, 98.6, 155.7 y 114.2, dos metinos aromaticos y
dos unidos a un a&tomo de oxigeno y otro de cloro, respectivamente; en & 58.0 y 51.7, dos
carbonos protonados sobre atomos de azufre; en &c 102.4, un carbono sp® unido a nitrégeno

y oxigeno; y en ¢c 65.5, una sefial de metilo de un grupo metoxilo.
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Tabla 7. Datos de RMN del compuesto 2.

Posicin 23 aspiroclorina®
o, tipo o4, mult. (J en Hz) &, tipo &4, mult. (J en Hz)
1 157.8 C 157.3 C
2 98.6 CH 6.60, s 98.6 CH 6.65, s
3 155.7 C 155.4 C
4 114.2 C 113.0 C
5 125.2 | CH 7.15,d (1.2) 125.6 | CH 7.17,d (1.1)
6 113.0 C 112.7 C
7 51.7 | CH 4.89,d (1.1) 51.1 | CH 4.88,d (1.1)
8 102.4 C 101.7 C
9 165.1 C 163.8 C
10 NH NH 10.2, d (4.6)
11 58.0 CH 5.40, s 57.7 CH 5.71,d (4.7)
12 166.8 C 165.9 C
14 65.5 CHs 3.92, s 65.8 CHs 3.82, s
OH-3 10.76, s
3CD30D, 400 y 150 MHz para 'H y *C; PDMSO-ds, Chankhamijon et al., 2014.

Como en el caso del compuesto 1, en analisis combinado de los datos experimentales y lo
descrito en la literatura especializada permitio caracterizar a este producto como aspiroclorina
(2) (Chankhamijon et al., 2014). Esta epoditiodicetopiperazina halogenada, aislada de distintas
especies de Aspergillus, ha demostrado tener una importante actividad antifUngica contra
cepas de C. albicans resistentes a los azoles inhibiendo la sintesis de proteinas. También se
ha descrito su actividad antibacteriana contra cepas de S. aureus, antiviral contra algunos
paramyxovirus causantes de la enfermedad de Newcastle, y antitumoral en el carcinoma de
ascitis de Ehrlich-Lettre (Monti et al., 1999).

MeO O
0 N—/

- 11

Figura 16. Estructura quimica de la aspiroclorina (2).
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5.5.2 Aislamiento y caracterizacion del compuesto 3 a partir de la fraccion Ws.

El andlisis mediante HPLC de la fraccidon activa Ws reveld la presencia de dos componentes
mayoritarios con tr de 7.9 y 18.3 min (Figura 17A). La purificacion por HPLC a nivel
preparativo de esta fraccion permitio la obtencion de 1.8 mg de un sdlido blanco con un tr de

6.71 min identificado como el compuesto (3) (Figura 17B).
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Figura 17. Cromatogramas por HPLC de la fraccién activa Ws: (A) PDA 254 nm y (B) separacion a
nivel preparativo (PDA 254 nm).

El analisis por UPLC-PDA-HRESIMS-MS/MS (Figura 18B) de este producto permitié
establecer su formula molecular como C2sH2sN303 (m/z 416.1961 [M+H]* y 414.1825 [M—H]"),
la cual permite 15 grados de insaturacién, ademas de observarse tres maximos de absorcion
en el UV en 215, 245 y 284 nm (Figura 18C). El andlisis detallado del espectro de RMN H
(Figura 19 y Tabla 8) evidenci6 los siguientes grupos de sefales:

- Entre &1 7.02-7.87 se observan un conjunto de sefales correspondientes a ocho hidrégenos
aromaticos arreglados en dos sistemas de espin de tipo ABMX.

- En &4 1.02, 1.22 y 2.56 se observan tres sefales simples asignables a tres grupos metilo,
uno de ellos de un grupo acetato sobre N.

- En o4 2.51 (dd, J = 13.7, 8.6 Hz) y 3.39 (dd, J = 13.9, 8.4 Hz) se observa dos sefales
atribuibles a un metileno diasterotopico y que se encuentra unido a un metino en &+ 3.88 (t, J
= 8.4 Hz).
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- En 645.09 (dd, J = 10.9 Hz) y 5.14 (d, J =17.6

Hz),y 5.89 (dd, J =17.4, 10.8 Hz) se observan

tres hidrogenos vinilicos (un metileno y un metino) caracteristicos de un sistema ABX.

- En &1 6.09 se observa la sefial de un metino unido a un heteroatomo (N).
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Figura 19. Espectro de RMN H del compuesto 3 (400 MHz) en CD3;OD.

Tabla 8. Datos de RMN del compuesto 3.

Posicién 32 1-acetil aszonalenina®

&n, mult. (J en Hz) &4, mult. (J en Hz)

2 6.09, s 5.93,s

5 7.02, dd (8.2, 1.0) 6.87, d (8.4)

6 7.45, td (7.6, 1.6) 7.40,td (7.9, 1.3)

7 7.17,1d (7.8, 1.2) 7.18,1(7.4)

8 7.54, dd (8.2,1.6) 7.71,dd (7.9, 1.3)

10 2.51, dd (13.7, 8.6) 2.44,d (13.8, 8.5)
3.39, dd (13.9, 8.4) 3.37,dd (13.8, 8.2)

11 3.88,1(8.4) 3.90,t(8.4)

13 - 7.75,s

18 7.28,1(7.6) 7.23,d (7.3)

19 7.13,t(7.1) 7.07,t(7.6,0.8)

20 7.38,d (7.8) 7.28,td (7.3, 1.3)

21 7.87,d(7.8) 8.00,d (7.9)

23 5.89, dd (17.4, 10.8) 5.89, dd (17.4, 10.4)

o4 5.14,d (17.6) 5.13,d (17.4)

5.09, d (10.9) 5.14,d (10.4)

25 1.02, s 0.99, s

26 1.22,s 1.19,s

28 2.56,s 259, s

3CD30D, 400 MHz y 100 MHz para *H y 13C; "CDCls, Yin et al., 20009.
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Debido a la limitada cantidad obtenida no fue posible registrar el espectro de RMN *3C. A pesar
de esto, los desplazamientos de RMN *H y los valores de masa exacta antes descritos, ademas
de los resultados obtenidos en las bases de datos especializadas, permitieron identificar al
compuesto 3 como la 1-acetil aszonalenina (Yin et al., 2009). Este alcaloide, conocido también
como LL-5490p, fue aislado por primera vez en 1973 por Ellestad y colaboradores de una cepa
de Aspergillus, y forma parte de una serie inusual de benzodiacepinonas, como las
euchinilinas, las brevianamidas y la austamida, con la cadena de isoprenilo en C-3 (Ellestad et
al. 1973). También se ha identificado en el hongo Neosartorya fischeri y otras especies de
Aspergillus (A. zonatus, A. carneus y A. terreus), y aunque no presenta actividad antibacteriana
o antifingica significativa, es un inhibidor del receptor humano para la sustancia P, la
neuroquinina-1, involucrada en trastornos gastrointestinales y psiquiatricos (Huang et al.,
2018).

20

Figura 20. Estructura quimica del 1-acetil aszonalenina (3).
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5.5.3 Caracterizacion del compuesto 4 a partir de la fraccion We.

El analisis por HPLC de la fraccion We revel6 que esta contenia un compuesto mayoritario (4;
4.4 mg, tr 23.4 min) que corresponde con uno de los componentes presentes en el exudado

incoloro separado del cultivo en mediana escala previo a la extraccion (inciso 4.4) (Figura 21).
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Figura 21. Comparacion de los cromatogramas por HPLC (PDA 254nm) del exudado del hongo W
(A) y la fraccién We (B).

La férmula molecular de 4 (C23H23N302) fue determinada mediante el analisis por UPLC-PDA-
HRESIMS-MS/MS en una m/z de 374.1858 [M+H]* y 372.1717 [M-H]"), la cual permite 14

grados de insaturacion (Figura 22).
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Por otra parte, el andlisis detallado de los espectros de RMN 'H y 13C (Figura 23 y Tabla 9)
revel6 que este producto corresponde al derivado desacetilado del compuesto 3, la
aszonalenina (4). La ausencia del metilo del grupo acetato en o4 2.56 presente en el
compuesto 3 y la diferencia de 42 uma correspondiente a la pérdida de un grupo acetato,
ademas de la comparacion de sus constates espectroscopicas y espectrométricas con
aquellas descritas en la literatura (Yin et al., 2009), permitieron confirmar la estructura del
compuesto 4. (Figura 24).

La aszonalenina (4) fue aislada por primera vez junto con su derivado acetilado 3 en 1983 a
partir del hongo A. zonatus (Kimura et al., 1983). Ademas de presentar el mismo espectro de
actividades biolégicas que 3, el compuesto 4 ha sido evaluado como inhibidor de las a-

glucosidasas. (Shan et al., 2015).
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Tabla 9. Datos de RMN del compuesto 4.

o 42 aszonalenina®

Posicion &, tipo o4, mult. (J en Hz) ac, tipo o4, mult. (J en Hz)
2 817 | CH 5.58, s 81.7 CH 5.58, s
3 60.7 C 60.7 C
4 1312 C 131.2 C
5 1253 | CH 7.16, d (7.5) 1253 | CH 7.15, d (7.6)
6 118.4 | CH 6.73,td (7.4,1.1) | 1184 | CH 6.72,t (7.4)
7 128.6 | CH 7.09,td (7.7,1.1) | 1286 | CH 7.08,t (7.6)
8 109.2 | CH 6.63, d (7.8) 109.2 | CH 6.62, d (7.9)
9 1340 C 133.9 C

2.42,dd (14.0, 9.1 2.42,dd (14.0, 9.0

10 334 | CHz | 5 7 4d E14.1, 7.73 334 | CH. 3.46, dd E14.2, 7.6;
11 570 | CH 4.0,dd (9.0,7.7) | 57.0 CH 3.99,1(8.1)
12 1702 | C 169.8 C
14 1490 | C 149.0 C
15 1268 | C 126.8 C
16 166.8| C 166.8 C
18 120.6 | CH 6.91, d (8.1) 120.4 | CH 6.90, d (8.2)
19 132.6 | CH 7.45td (7.7,15) | 1326 | CH 7.44,td (7.9, 1.0)
20 1249 | CH 7.23,td(7.7,1.1) | 1249 | CH 7.22,1(7.6)
21 131.2 | CH 7.84,dd (7.9,1.5) |131.2| CH 7.83,d (7.9)
22 41.4 C 41.4 C
23 1437 | CH [6.12,dd(17.3,10.9) | 143.7 | CH 6.11, dd (17.3, 10.7)
24 1143 | CH; 5.14, m 1143 | CH; 2111 3 ((11;%)
25 227 | CHs 1.06, s 227 | CHs 1.06, s
26 224 | CHs 1.14,s 225 | CHs 1.14,s

3CDCl3, 400 MHz y 100 MHz para H y 3C; °CDCls, Yin et al., 2009.

20

Figura 24. Estructura quimica de la aszonalenina (4).
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones generales de este trabajo se describen a continuacion:

1. Se realiz6 el acondicionamiento adecuado de 19 taxones fungicos provenientes del
Golfo de California, y a partir de los cultivos en medio solido en pequefia escala, se prepararon

los correspondientes extractos organicos mediante técnicas de maceracion y reparto.

2. La evaluacion del potencial antimicrobiano de los extractos organicos en pequefia
escala permiti6 seleccionar a los organismos fungicos O y W para su estudio quimico
biodirigido. Cabe destacar que ambas especies fueron identificadas taxonémicamente como
pertenecientes al género Aspergillus.

3. A partir de las fracciones activas estudiadas, se aislaron cuatro compuestos
mayoritarios: el acido 3-hidroxibenzoico (1) y la aspiroclorina (2) del hongo O, y la 1-acetil
aszonalenina (3) y su derivado desacetilado aszonalenina (4) del hongo W. La caracterizacion
guimica de los compuestos se realizO mediante la comparacibn de sus constantes

espectroscopicas y espectrométricas, con aquellas descritas en la literatura especializada.
4, Finalmente, con base en lo descrito en la literatura, los productos 1-4 contribuyen

significativamente a la actividad antimicrobiana observada en los extractos fungicos obtenidos

a partir de hongos provenientes del Golfo de California, lo cual corrobora la hipétesis planteada.
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