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1. Antecedentes.
1.1. Enfermedades infecciosas.

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2018a) en el 2016, reporté que de las 56.9
millones de muertes a nivel mundial, el 54% fueron ocasionadas por las causas que se
resumen en la Figura 1. De estas causas, las infecciones en las vias respiratorias bajas
son las de mayor indice de letalidad, ocasionando mas de 3 millones de las muertes
alrededor del mundo. A pesar de los avances en la prevencion y la terapia contra estas
infecciones, la aparicién de nuevos mecanismos de resistencia a los agentes terapéuticos
convencionales, han disminuido la eficacia de dichos tratamientos, incluso para aquellas
enfermedades infecciosas mas comunes (WHO, 2018a). Esta resistencia se presenta
cuando los microorganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) se adaptan a la
exposicion de los farmacos (antibiéticos, antifungicos, antivirales, y antiparasitarios). Como
resultado de este cambio, los tratamientos se vuelven poco eficaces y las infecciones
persisten en el organismo, aumentando el riesgo de contagio hacia otros individuos (WHO,
2018b).

Tuberculosis Il enfermedades no transmisibles
Enfermedades transmisibles, maternas,
neonatales v nutricionales

enfermedades diarreicas

Accidentes de trafico

Lesiones

Diabetes mellitus

Cancer de traquea, bronqueos, pulmones
Enfermedad de Alzheimer y otras demencias
Infeccion de las vias respiratorias bajas
EPOC

Infarto

Enfermedad isquémica del corazdn

0 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10
MUERTES (MILLONES)

Figura 1. Principales causas de muerte a nivel mundial (WHO, 2018a).

En el caso especifico de las bacterias, la resistencia a los antibiéticos ha incrementado de
manera alarmante en todas partes del mundo (WHO, 2018a). Los pacientes con infecciones
causadas por bacterias resistentes se encuentran en una situacion de riesgo permanente,
al mostrar una mayor predisposicion para presentar cuadros clinicos adversos e incluso la
muerte (WHO, 2018b).

A medida que los antibiéticos son menos eficaces, una gran cantidad de infecciones como
la neumonia, la tuberculosis, la septicemia, la gonorrea, entre otras, se vuelven mas
dificiles, y en ocasiones, imposibles de tratar (WHO, 2018a). Por lo que, estos patdgenos
multirresistentes son una prioridad global para la OMS, que ha recomendado a sus paises
miembros una busqueda racional de nuevos farmacos que sean eficaces para tratar este
tipo de infecciones (WHO, 2017). Debido a esta situacion, y sin acciones urgentes, nos
dirigimos a la era post antibiéticos en la cual, infecciones comunes, o bien, el tratamiento
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de heridas menores, podrian ocasionar la muerte, ademas de que algunos procedimientos
médicos como son los trasplantes de érganos, las quimioterapias en el tratamiento del
cancer, y las cirugias mayores, se convertirian en escenarios de alto riesgo (WHO, 2018b).
En resumen, el fendmeno de resistencia hacia los agentes antimicrobianos es un problema
complejo que afecta a toda la sociedad y es causada por muchos factores, todos
estrechamente relacionados, y las intervenciones individuales y aisladas tienen poco
impacto, por lo que se requieren de acciones coordinadas que minimicen la emergencia y
la propagacién de este fendmeno. Asi, una mayor innovacion e inversion son requeridos
para la busqueda y el desarrollo de nuevos medicamentos antimicrobianos, vacunas y/o
otras herramientas de diagnostico (WHO, 2018b).

A pesar de esta necesidad, las companias farmacéuticas han suspendido todo desarrollo
enfocado a la investigacion de nuevos antibiéticos, debido a un modelo econdmico
fracturado, resultando en una carencia de nuevas clases de antibiéticos y dejando la
investigacion y el desarrollo de esta clase de farmacos a los centros de investigacion de las
universidades y pequenas companias biotecnolégicas (Dror et al., 2020).

1.2. Importancia de los productos naturales en el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos.

El termino farmacognosia fue acatado por primera vez entre 1811 y 1815, y originalmente
se referia a la “materia médica”, el conocimiento de los materiales farmacéuticos o
farmacologia. Posteriormente, la farmacognosia fue restringida a la rama de la farmacia
encargada de investigar “sustancias medicinales originarias del reino vegetal, animal y
mineral en su estado crudo o en la forma de derivados primarios, como aceites, ceras,
gomas y resinas”. En un posterior intento de actualizar el area del conocimiento de esta
disciplina para que fuera consistente con las actividades realizadas al principio del siglo 21,
la farmacognosia fue definida como “una ciencia molecular que explora las relaciones
estructura-actividad ocurriendo de manera natural con un potencial farmacolégico”
(Kinghorn, 2001).

La importancia de los farmacos que tienen su origen a partir de fuentes animales,
microorganismos y plantas esta bien establecida, y algunos de estos productos naturales
también han servido como base para la manipulacion semisintética, o de modelo para la
sintesis total. Las ultimas décadas del siglo XX presenciaron un declive en la busqueda de
compuestos naturales como farmacos utiles en la terapéutica, no obstante, las ventajas que
presentan estos productos sobre los compuestos sintéticos, destacando su diversidad
estructural, ademas de una amplia gama de actividades biologicas. Estas dos
caracteristicas han sido utilizadas para la realizacibn de diversos estudios
quimioinformaticos (Gonzalez-Medina et al., 2016; 2017), estableciéndose que los
productos naturales y sus derivados contribuyen con cerca del 50% de los farmacos
aprobados por la FDA entre 1981 y 2019 (Figura 2; Newman & Cragg, 2020).
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V, 142, 8%
B, 346, 18%

S/MN*=, 207, 11%

PN, 71,4%
BN, 14, 1%

$*, 65,3%

S/MN, 217, 11%

DN, 356,19%

S, 463, 25%

Figura 2. Nuevos farmacos aprobados por la FDA entre 1981 y 2019. B (biolégicos), PN (producto
natural), BN (producto natural botanico), DN (derivado de producto natural), S (farmaco totalmente
sintético), S* (farmaco sintético basado en farmacéforo de un producto natural), V (vacunas), MN
(Producto natural mimético). (Adaptado de Newman & Cragg, 2020).

En el caso particular, de los farmacos clasificados como moléculas pequenas (<1000 Da),
de los 1394 aprobados en los ultimos 39 anos por la FDA, 441 son productos naturales o
derivados de estos (Figura 3). Si a éstos se le suman los correspondientes a la clasificacion
de S* (65 NEQs), el numero total de moléculas se incrementa a 506 (36.3% del total de
farmacos) (Newman & Cragg, 2020). Cabe destacar que los farmacos antibacterianos
siguen la misma tendencia, ya que, de los 162 aprobados en el mismo periodo, 78 (48%),
son productos naturales o derivados de estos (Figura 4).
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S/MN*, 207, 15%
5%, 65,5% PN, 71,5%
BN, 14, 1%

S/MN, 217, 16%

DN, 356, 25%

S, 464,33%

Figura 3. Nuevas moléculas pequenas aprobadas por la FDA entre 1981 y 2019. B (biolégicos),
PN (producto natural), BN (producto natural botanico), DN (derivado de producto natural), S
(farmaco totalmente sintético), S* (farmaco sintético basado en farmacoéforo de un producto
natural), V (vacunas), MN (Producto natural mimético). (Adaptado de Newman & Cragg, 2020).

B,4,2% PN, 11,7%

V, 32,20%

S‘(MN*’ 1’ 1% \

S,36,22%
DN, 78, 48%

Figura 4. Nuevos agentes antibacterianos aprobados por la FDA entre 1981y 2019. B (biolégicos),
PN (producto natural), BN (producto natural botanico), DN (derivado de producto natural), S
(farmaco totalmente sintético), S* (farmaco sintético basado en farmacéforo de un producto
natural), V (vacunas), MN (Producto natural mimético). (Adaptado de Newman & Cragg, 2020).
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1.3. Ecosistemas inexplorados como fuente de especies Unicas de bacterias.

Aunque pudiera parecer que se ha llegado al punto maximo en el descubrimiento de
productos naturales novedosos, cada vez se vuelve mas evidente que existe una gran
biodiversidad pendiente por ser estudiada. La dicotomia entre los productos naturales
novedosos de aquellos aun por descubrir en los microbiomas terrestres viene del hecho de
que; (1) los metabolitos secundarios producidos por bacterias siguen estimulos especificos
que no pueden ser imitados utilizando medios de cultivo artificiales; y (2) la mayoria de las
bacterias de suelo no han sido cultivadas en el laboratorio y, por lo tanto, este vasto
reservorio de metabolitos secundarios aun no ha sido explorado (Dror et al., 2020).

La gran variedad de ecosistemas, el elevado numero de especies, la enorme riqueza de
endemismos y la variabilidad genética de las especies silvestres y cultivadas, hacen que
México forme parte del selecto grupo de paises megadiversos que ocupan
aproximadamente un 10% de la superficie del planeta, y albergan en conjunto alrededor del
70% de la biodiversidad mundial, lo que vuelve a sus ecosistemas inexplorados una fuente
invaluable para la investigacion de organismos y productos naturales novedosos
(CONABIO, 2021).

En este contexto, los desiertos, son considerados ecosistemas también Unicos que se
caracterizan por la falta de vegetacion, alta radiacion en el UV, extremas temperaturas y
desecacion, alta salinidad, presencia de oxidantes inorganicos, concentraciones deficientes
de carbon, e inestabilidad fisica causada por fuertes vientos. Estos cubren la quinta parte
del planeta tierra y se consideran un medio ambiente hostil para el crecimiento de
microorganismos, por lo cual requieren de adaptaciones que les permitan su supervivencia
(Sivalingam et al., 2019).

Por otra parte, la exploracion de la diversidad metabdlica de cepas microbianas cultivadas
de muestras de habitats inexplorados que incluyen zonas extremadamente aridas, cavernas
pristinas, endéfitos de plantas y epifitos, microbiomas de insectos, ecosistemas marinos,
ambientes extremadamente frios, microbiomas humanos, entre otros (Dror et al., 2020);
sigue siendo un campo muy dinamico, algunos ejemplos exitosos lo representan las
bacterias pertenecientes al filo de las Actinobacterias, como algunas especies del género
Streptomyces productoras de nuevas moléculas con diversas actividades bioldgicas,
destacando aquellas con propiedades antimicrobianas y antineoplasicas (Sivalingam et al.,
2019).

1.4. Areade proteccién de floray fauna Cuatro Ciénegas, Coahuila.

La cuenca de Cuatro Ciénegas (CC) se encuentra en la zona central de México, en el estado
de Coahuila, y es un valle de alrededor de 30 a 40 km?, localizado a 740 msnm, y rodeado
por grandes montafias de >3000 m de altura. Esta cuenca evaporitica cerrada recibe
alrededor de 120 mm de precipitacion anual y, a pesar de su clima arido, alberga un extenso
sistema de manantiales, arroyos y estanques de interés cientifico (Minckley, 1992).
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Debido a los altos niveles de endemismo y de biodiversidad de organismos superiores en
este sitio, con mas de 70 especies endémicas de vertebrados acuaticos, estromatolitos y
otras comunidades microbianas (Minckley, 1992), el valle de CC es considerado como un
oasis de biodiversidad en el desierto de Chihuahua y actualmente es designado
federalmente como “Area de proteccion de Flora y Fauna” (Souza et al., 2006; 2012).

Las zonas aridas en general presentan un estrés hidrico frecuente, poca materia organica
y nutrientes, particularmente nitrégeno (N) y fésforo (P), asi como una elevada salinidad,
temperatura y exposicion a la radiacién UV (Bashan et al., 1995; Puente et al., 2009). El
valle de CC no es la excepcién, ya que se caracteriza por sus habitats acuaticos
extremadamente oligotréficos debido a los bajos niveles de fosforo (Escalante et al., 2008;
Martinez-Carranza et al., 2017). La tierra en CC es alcalina con elevadas concentraciones
de iones, resultando en una alta conductividad eléctrica. Esta caracteristica puede ser
atribuida a la naturaleza rica en yeso de los suelos de la regién (Lépez-Lozano et al., 2020).
En estudios previos, la salinidad demostré tener una fuerte influencia en la composicién de
las comunidades microbianas en la cuenca, no sélo porque es una presion selectiva por si
misma, sino también porque disminuye la disponibilidad de nutrientes, los cuales son muy
escasos en estos suelos (Lopez-Lozano et al., 2012). Estas caracteristicas han causado
una enorme diversificacién y una considerable cantidad de endemismos, siendo reportado
como el lugar con mayor numero de endemismos en Norte América, incluyendo macro y
microorganismos (Souza et al., 2006).

La vida microbiana en CC incluye comunidades acuaticas diversas, entre las cuales se
encuentran 38 filotipos Unicos con 10 linajes procariéticos mayores. Esta alta diversidad es
sorprendente, debido a que las aguas oligotroficas de la cuenca a veces resultan en
ambientes acuaticos extremos con altas concentraciones de magnesio, calcio, carbonatos
y sulfatos (Souza et al., 2006; De Anda et al., 2018). En esta tierra humeda extremadamente
diversa, el reciclaje de acuiferos profundos por el calor magmatico reproduce muchas
condiciones de los océanos antiguos (Wolaver et al., 2012), incluyendo la estequiometria
de nutrientes extremadamente desbalanceada y los minerales de azufre y magnesio que
reproducen la osmolaridad marina a pesar de tener bajos niveles de NaCl (De Anda et al.,
2018).

En concordancia con esto, el microbiota acuatico de los estanques presenta afinidades
maritimas ancestrales y la composicién de su comunidad bacteriana es dominada por
proteobacterias  (principalmente de las subdivisiones = Gammaproteobacteria,
Betaproteobacteria, y Alfaproteobacteria), seguida por bacteroidetes y actinobacterias
(Pajares et al., 2012). En contraste, algunos nichos en los ecosistemas terrestres contienen
abundantes miembros del filo Actinobacteria (Planntactinospora, Streptomyces, Janibacter
e Isoptericola) (Horikoshi, 2011; Pajares et al., 2012;). Las actinobacterias tienen una
tolerancia particular a la alta salinidad y a la desecacion, y han sido aisladas de muchos
desiertos aridos e hiperaridos (Stevenson & Hallsworth, 2014). Otra caracteristica es su
gran capacidad para producir metabolitos secundarios bioactivos (Lopez-Lozano et al.,
2020).
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1.5. Funcidn de las bacterias en la produccion de agentes antimicrobianos.

Los productos naturales de origen microbiano son la base de la mayoria de las clases de
antibiéticos de uso clinico actual, ademas de representar estructuras unicas como resultado
del proceso evolutivo. La busqueda de nuevos agentes antimicrobianos a partir de fuentes
naturales afronta el reto de identificar nuevas estructuras, que actiuen contra nuevos
blancos terapéuticos, y que no presenten mecanismos de resistencia cruzada, al mismo
tiempo de superar inconvenientes de permeabilidad y bombas de eflujo (Pye et al., 2017;
Palazzolo et al., 2017). En este sentido, los microorganismos terrestres son considerados
una de las mejores fuentes para la obtencién e identificacion de dichos productos. Entre
estos, los actinomicetos son reconocidos por producir una amplia gama de metabolitos
secundarios con diversas actividades bioldgicas. Se estima que, a la fecha, el 70-80% de
los metabolitos secundarios y un tercio de los antibidticos disponibles comercialmente han
sido obtenidos de esta fuente natural (Ding et al., 2019). A la fecha, se desconoce la funcion
especifica de los metabolitos secundarios en el metabolismo primario de las bacterias, sin
embargo, su amplia diversidad indica un papel predominante en las interacciones entre los
microorganismos y su entorno (Igbinosa et al., 2020).

Las actinobacterias que producen metabolitos bioactivos han sido aisladas principalmente
de ambientes terrestres. Entre los farmacos antimicrobianos derivados de estos organismos
destacan la estreptomicina aislada de Streptomyces griseus, el primer farmaco utilizado
para el tratamiento de la tuberculosis, la generacion de eritromicinas y de las tetraciclinas,
aisladas de S. erytherus y S. aurofaciens, respectivamente (Chavez et al., 2015; Figura 5),
ademas del cloranfenicol (S. venezuelae), la gentamicina (Micromonospora purpurea), la
novobiocina (S. niveus), la oxitetraciclina (S. rimosus), la candicidina (S. griseus) y la
borrelidina (Streptomyces spp.), por mencionar solo algunos ejemplos de interés (Gohain
et al., 2020).

HO HN— NH  OHN o]
. HN% SNH, _oH N HO "N ONmo, M o O
HO" o o NH 9 o ; 5, "
o _( / C'j)J\N HO! NH, HO' 5
HO!. c OH W "
HO OJ/\/OHO OH a H OH HoN NH; HN_
Estreptomicina Cloranfenicol Gentamicina

Candicidina
Figura 5. Compuestos obtenidos de actinobacterias de relevancia clinica (Gohain et al., 2020).
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1.6. Redes moleculares como herramienta para el estudio de la diversidad
guimica.

Las investigaciones del metabolismo secundario a menudo consisten en el cribado de
extractos organicos para la busqueda de actividades biolégicas especificas seguidos de la
purificacién, la identificacion y la caracterizacién de los componentes activos presentes.
Este proceso ha demostrado ser eficiente en la busqueda de entidades quimicas
novedosas. Sin embargo, en la actualidad esta estrategia ha sido infructuosa debido a las
altas tasas de redescubrimiento.

Asi, los avances en la secuenciacion genémica han renovado el interés por el cribado de
metabolitos a partir de microorganismos, debido a que el andlisis de la informacion
genodmica de los cumulos biosintéticos descubiertos puede revelar genes que codifican para
diferentes clases de compuestos novedosos o producidos en condiciones de laboratorio.
De tal manera que, ya existen algunos borradores de genoma completo microbiano, y el
numero esta creciendo cada afo, proporcionando perspectivas masivas para descubrir
nuevas moléculas bioactivas a través de la mineria del genoma.

El “Atlas of Biosynthetic Gene Clusters”, es la mas grande biblioteca de cumulos de genes
extraidos automaticamente como componente de la Plataforma Integrada de Genomas
Microbianos del Instituto Conjunto del Genoma (JGI IMG-ABC), proporcionando un conjunto
de datos bastante depurado. Hoy en dia, hay muchas herramientas disponibles para
realizar la mineria computacional de datos genéticos y su relacibn con metabolitos
secundarios conocidos, y también se han desarrollado diferentes estrategias para acceder
a nuevos productos naturales bioactivos (como: expresion heterdloga, eliminacion de genes
diana, reconstitucion in vitro, secuencia genémica, cribado guiado por isétopos, etc). En
este sentido, el uso de la mineria del genoma en conjunto con un enfoque de redes
moleculares representa un avance importante para la investigacion de los productos
naturales.

Una red molecular se define como la visualizacion global de moléculas de una sola fuente.
Las moléculas estructuralmente divergentes que se fragmentan de forma unica formaran
su propio cumulo o constelacion especifica, mientras que las moléculas relacionadas se
agrupan. La agrupacion de quimiotipos permite la conexion hipotética de caracteristicas
estructurales similares a sus origenes biosintéticos (Aron et al., 2020).

El uso de redes moleculares para el analisis de datos generados por la espectrometria de
masas (MS) fue introducido en el 2012, al estudiar la produccién de metabolitos secundarios
por un grupo de colonias de bacterias. Con este analisis, se logr6 establecer la diversidad
quimica entre los microorganismos, y desde su introduccién, esta herramienta ha sido
comparada con la secuenciacién de ADN ambiental para el estudio de las comunidades
microbianas presentes en diversos ecosistemas. Adicionalmente, el uso de redes
moleculares ha ayudado a la identificacion estructural de numerosos compuestos con base
en patrones de fragmentacion (Aron et al., 2020).
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El fundamento de los analisis por redes moleculares consiste en alinear y comparar los
espectros obtenidos experimentalmente con aquellos contenidos en una base de datos, en
este caso las bibliotecas publicas del servidor Global Natural Product Social Molecular
Networking (GNPS), mediante el algoritmo de similitud espectral, no solo entre los
espectros de masas obtenidos por la fragmentacion de las moléculas, sino también de los
espectros obtenidos por la fragmentacién de los iones (MS/MS), permitiendo identificar a
aquellas moléculas estructuralmente relacionadas que generan espectros de MS/MS
comparables debido a su comportamiento en fase gaseosa, permitiendo asi correlacionar
moléculas dentro de una misma red (Aron et al., 2020).

La versatilidad, precision y alta sensibilidad de la cromatografia de liquidos acoplada a la
espectrometria de masas (LC-MS) la convierten en la técnica de eleccion para la
identificacion de compuestos en el estudio de las redes moleculares. Actualmente, varias
plataformas han invertido algoritmos y conjuntos de software para metabolémicas no
dirigidas. El nucleo de estos programas incluye la deteccién de caracteristicas (seleccion
de picos) y la alineacién de picos, lo que permite la coincidencia de entidades idénticas en
un lote de muestras y la busqueda de patrones. Los algoritmos basados en patrones de MS
comparan patrones de fragmentacion caracteristicos y coinciden con las similitudes de MS
que generan familias moleculares que comparten caracteristicas estructurales. Estas
caracteristicas pueden ser resaltadas y agrupadas, permitiendo el descubrimiento de las
moléculas novedosas presentes en las muestras analizadas.
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2. Hipotesis.

Las bacterias obtenidas de la region de Cuatro Ciénegas, Coahuila, representan fuentes
naturales idéneas para su bioprospeccion en la busqueda de compuestos bioactivos para
el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.

3. Objetivos.
3.1. Objetivo general.

El objetivo general del presente trabajo es realizar el estudio quimico y biolégico de una
serie de bacterias aisladas de una region poco explorada de nuestro pais, con la finalidad
de descubrir compuestos con potencial antimicrobiano.

3.2.  Objetivos particulares.

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

— Realizar el cultivo de una serie de bacterias aisladas de las Pozas Rojas de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, en diferentes medios de crecimiento.

— Preparar los extractos organicos utilizando resinas poliméricas y las técnicas de
maceracion y particion.

— Establecer el potencial antimicrobiano de los extractos organicos mediante el ensayo
de microdilucién con el colorante MTT en microplacas de 96 pozos.

— Analizar el contenido metabdlico preliminar de los extractos por UPLC-PDA-HRESIMS-
MS/MS.

— Separar a los componentes mayoritarios presentes en las fracciones activas por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa y caracterizarlos
mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas de vanguardia.
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4. Procedimiento experimental.
4.1. Cultivo de bacterias en pequefia escala y preparacion de los extractos
organicos.

El grupo de trabajo de la Dra. Valeria Souza del Instituto de Biologia, UNAM, en conjunto
con la Dra. Susana de la Torre, Instituto de Biotecnologia, UANL, realiz6 el aislamiento de
cuatro cepas de actinobacterias a partir de muestras de suelo colectadas en las Pozas
Rojas de CC. Los organismos identificados con las claves internas (1CA, 3CA, 8CAy 510)
fueron transferidos en cajas de Petri con agar ISP2 (4 g extracto de levadura, 10 g extracto
de malta, 4 g dextrosa, 20 g agar, 1 L de agua, pH 7.2) para su posterior cultivo en 750 mL
de cada uno de los siguientes medios liquidos: LB (10 g triptona, 10 g NaCl, 5 g extracto de
levadura, 1 L de agua), ISP2 (4 g extracto de levadura, 10 g extracto de malta, 4 g dextrosa,
1L agua, pH 7.2) y A1 (4 g extracto de levadura, 2 g peptona de soya, 10 g almiddn, 1 L
agua destilada). Todos los cultivos fueron incubados por 21 dias a temperatura ambiente
con agitacién constante a 120 rpm y fotoperiodos de luz-oscuridad de 12/12 horas. Una vez
concluido el periodo de incubacion, cada cultivo fue tratado con 75 mL de MeOH y
centrifugado para separar la biomasa (BM). El sobrenadante (Medio de cultivo sin biomasa)
fue utilizado para la extraccion por maceracién con la resina amberlita XAD7HP (20 g por
L), a la cual se le realizaron lavados sucesivos con distintos disolventes organicos (AcOEt,
MeOH y acetona) siguiendo la metodologia resumida en la Figura 6.
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Cultivo de bacterias (750 mL)

(medio LB o ISP2 o0 A1)

1. Adicionar MeOH 10%, reposar 10 min
2. Centrifugar 10 min, 6000 rpm

l

MEDIO DE CULTIVO (M.C.)

1. Amberlita XAD7HP (20 g/L), agitar durante 12
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!
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1. Lavado con H;O (2 x 100 mL)

2. Filtrar

Amberlita XAD7PH

1. Lavado con AcOEt (2 x 100 mL)
2_Filtrar y concentrar

! '

Amberlita XAD7PH EXTRACTO
1. Lavado con MeOH (2 = 100 mL) AcOEt
2. Filtrar y concentrar
Amberlita XAD7PH EXTRACTO

MeOH

1. Lavado con acetona (2 x 100 mL)
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! '
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'
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acuosa (F1)

l
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2. Filtrar
l !
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1. Reparto AcOEt (200 mL)
2. Filtrar y concentrar

! '
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horas a 120 rpm

2. Filtrar
EXTRACTO

1. Reparto AcOEt (200 mL)
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' '

Biomasa EXTRACTO
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Figura 6. Metodologia general para la obtencién de los extractos organicos a partir de los cultivos bacterianos en pequefia escala.
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4.2, Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los 60 extractos obtenidos fue evaluada utilizando el método
de microdilucién con el colorante de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) en placas de 96 pozos, contra las bacterias Gram (+) Staphylococcus aureus
(ATCC259233) y Bacillus subtillis (ATCC6633), Gram (-) Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), Escherichia coli (ATCC10536) y Salmonella typhi (ATCC9992), y la levadura
Candida albicans. Todos los microorganismos empleados fueron proporcionados por el
Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ensayos fueron realizados utilizando caldo
Mdueller-Hinton como medio de cultivo para las bacterias y caldo papa dextrosa para la
levadura. Los controles positivos empleados fueron ampicilina para S. aureus, E. coliy S.
typhi, vancomicina para B. subtillis, gentamicina para P. aeruginosa y nistatina para C.
albicans.

De manera general, los ensayos se realizan con las muestras disueltas en una solucion al
10% de DMSO en el medio de cultivo correspondiente a la concentracion final de 200
ug/mL. La suspension de microorganismos se ajusté a 1 x 10® células/mL (0.5% del
estandar turbidimétrico de McFarland). Los microorganismos junto con las muestras fueron
incubados a 37°C por 24 horas y, una vez transcurrido el periodo de incubacion, se
adicionaron 10 uL de la soluciéon reveladora de MTT (5 mg/mL en MeOH) a cada pozo. La
placa se incubd por 30 min a 37°C. La retencion del color amarillo del revelador es indicativa
de un resultado positivo para la actividad antimicrobiana. Todos los analisis se realizaron
por duplicado.

4.3. Andlisis de los extractos activos por HPLC.

Para el analisis de la composicién de los extractos organicos, se empled la técnica de
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) a nivel analitico. Todos los extractos
activos fueron analizados en un cromatégrafo de liquidos marca Waters (Waters Corp.,
Massachusetts, EE.UU.) equipado con una bomba cuaternaria, auto muestreador, y los
detectores de arreglo de fotodiodos (PDA; UV A 190-500 nm) y evaporativo de dispersion
de luz (ELSD; ganancia 100, presion de N2 40 psi, nebulizador en modo de calentamiento
y temperatura del tubo de 75 + 5°C). La obtencion de los perfiles cromatograficos se realizé
con una columna Gemini Cg (4.6 x 250 mm, 5 um, Phenomenex, California, EE.UU.) con
una fase mévil compuesta por acido formico acuoso (0.1%) y MeCN con un gradiente de
elucién de 15% MeCN a 100% MeCN en 15 min. Todas las muestras se analizaron (20 puL)
a una concentracion de 5 mg/mL en DMSO-dioxano-MeOH (6.2:1.9:1.9). El control del
equipo, asi como el procesamiento y manipulacién de datos se realizaron empleando el
programa Empower version 3.0.

Paralelamente, se analizaron los extractos con actividad biolégica en un equipo de
cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (UPLC) marca Waters, acoplado con un
detector PDA (A 190-500 nm) y un espectrometro de masas de alta resolucién utilizando la
técnica de ionizacion por electrospray (HRESIMS) Q Exactive marca ThermoFisher
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Scientific (Massachusetts, EE.UU.), en los modos positivo (ESI*) y negativo (ESI"). Todos
los analisis se registraron a una temperatura de 40°C empleando una columna Acquity BEH
C18 (2.1 x 10 mm, 1.7 um, Waters) y una mezcla binaria de acido férmico al 0.1% y MeCN,
utilizando un gradiente de elucion de 15% MeCN a 100% MeCN en 8 min, manteniendo la
composicion isocratica por 1.5 min y regresando a las condiciones iniciales en 0.5 min. Las
condiciones del HRESIMS en ESI* fueron: temperatura del capilar y voltaje de la fuente:
275°C y 4.5 kV; voltaje del capilar: 20 V y voltaje para la lente del tubo: 95 V; y para el ESI
temperatura del capilar y voltaje de la fuente: 275°C y 3.5 kV; voltaje del capilar: 42 V y
voltaje para la lente del tubo: 110 V. Como gas acarreador se empledé Nz a 25 unidades
arbitrarias de flujo. Para cada andlisis se disolvio 1.0 mg de la muestra en 0.5 mL de una
mezcla de dioxano-MeOH (1:1). El control del instrumento y el analisis de datos se
realizaron en el programa Xcalibur 2.1 (ThermoFisher Scientific). Todos los analisis de
UPLC-HRESIMS-MS/MS se realizaron en la Universidad de Carolina del Norte en
Greensboro, Carolina del Norte, EE.UU.

4.4. Generaciéon de redes moleculares a partir de los andlisis por UPLC-HRESIMS-
MS/MS.

Para el estudio preliminar de la diversidad quimica de las cuatro cepas bacterianas objeto
de este estudio, se generaron redes moleculares siguiendo el protocolo de trabajo descrito
por Ersnt y colaboradores (2019) y la base de datos del GNPS (hhttp://gnps.ucsd.edu). Los
datos fueron depurados eliminando todos los fragmentos de iones MS/MS con una
diferencia de + 17 Da respecto al ion molecular del precursor. Los espectros de MS/MS
generados fueron depurados nuevamente con la finalidad de seleccionar a los 6 principales
fragmentos con una diferencia de £+ 50 Da a lo largo del espectro. Las tolerancias de la
masa del ion precursor y para el fragmento idnico MS/MS fueron fijadas en 0.02 Da. La red
molecular fue entonces creada donde los bordes fueron depurados para tener un Cosine
score (Similitud espectral entre dos espectros de fragmentacion, donde; 1 representa
espectros idénticos mientras 0 denota que no hay similitud en lo absoluto) por encima de
0.7 y mas de seis picos de coincidencia. Adicionalmente, los bordes entre dos nodos se
mantuvieron en la red solo si cada uno de los nodos aparecian entre los 10 mas similares
de la red para el nodo vecino y viceversa. Finalmente, el tamafio maximo de las familias
moleculares fue fijado en 100, y los bordes con el menor score fueron removidos de las
familias moleculares hasta que la familia molecular se encontrara debajo de este limite.
Enseguida se realizé la busqueda de los espectros en la red en las librerias espectrales del
GNPS. Los espectros en la libreria fueron analizados de la misma manera que los datos
experimentales. Todas las coincidencias obtenidas en los espectros de la red y los
espectros de las librerias requirieron un Cosine score por encima de 0.7 y al menos 6 picos
coincidencia (Wang et al., 2016).

Las redes moleculares generadas fueron enriquecidas utilizando MolNetEnhancer (Ernst et
al., 2019) que permite combinar los resultados de redes moleculares con las herramientas
in silico MS2LDA, DEREPLICATOR vy la clasificacion quimica automatizada a través de
Classyfire para brindar un analisis quimico mas comprensible de los datos metabolémicos,
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mientras que al mismo tiempo permite establecer las caracteristicas estructurales presentes
en cada patron de fragmentacion (Ersnt et al., 2019; Van der Hooft et al., 2016; Mohimani
et al., 2016; Djoumbou et al., 2016).

4.5. Separacion y purificacion de los principales componentes presentes en los
extractos activos.

Con base en el analisis de los perfiles cromatograficos de los extractos activos por HPLC y
UPLC-HRESIMS indicados en los incisos 4.3. y 4.4. de esta seccion experimental, se
reunieron las fracciones primarias con la finalidad de obtener cantidades adecuadas para
la separacién y purificacion de los principales componentes presentes en cada una de las
muestras analizadas. Para la separacién y purificacion, se optimizaron las condiciones de
separacion y se realizé el escalamiento correspondiente. En la Tabla 1 se resume la
informacion de los métodos de analisis empleados, utilizando un cromatégrafo de liquidos
marca Waters (Waters Corp., Massachusetts, EE.UU.) equipado con una bomba
cuaternaria, inyector automatico, detector de arreglo de fotodiodos (PDA; A 190-500 nm) y
colector de fracciones. Para estos analisis se emplearon las columnas Gemini C1g (10 x 250
mm y/o 21.2 x 250 mm, 5 um, Phenomenex, California, EE.UU.), para realizar los analisis
a nivel semipreparativo y preparativo, respectivamente.

Tabla 1. Condiciones cromatograficas empleadas para el analisis de los extractos organicos

activos.
Caddigo Clave del Condiciones de Tiempo de Muestra Clave
interno extracto analisis recoleccion (min) (mg) muestra
on ISET Sren T tm we O
3CA  01003-88-31 ASCe,;“;P%%y:g"N 1222 125 DO
on ST Swrem i tem  me O
o QU PeSeSUAN i e OS2

4.6. Caracterizaciéon de los compuestos aislados.

Los componentes aislados fueron analizados por la técnica de resonancia magnética
nuclear (RMN) en un equipo VARIAN CNRMS 400 (Varian Inc., California, EE.UU.), los
espectros de '"H RMN obtenidos fueron analizados con el programa MestreNova 12
(Mestrelabs Research). Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppmy se
emplearon los disolventes CDCls;, CD30D o DMSO-ds para los registros. Todos estos
experimentos se llevaron a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y

la Industria (USAII), Facultad de Quimica, UNAM.
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5. Resultados y Discusion.
5.1. Evaluacién de la actividad antimicrobiana.

Los cultivos en placa con agar ISP2 de las cuatro bacterias objeto de estudio en los tres
distintos medios de cultivo liquido (inciso 4.1, seccidon experimental), presentan las
caracteristicas morfoldgicas que se ilustran en la Figura 7.

Observandose, que la bacteria con clave interna 1CA crece formando colonias negras con
centro blanco y que producen un pigmento oscuro que difunde en el agar, en cuanto a sus
caracteristicas morfoldgicas sus colonias son puntiformes, con bordes erosionados y
elevacion convexa, de textura seca y dura. La produccién del pigmento mencionado
también se observo en los medios de cultivo ISP2 y A1.

La bacteria con la clave 3CA crece formando colonias de color gris a blanco, puntiformes y
con bordes redondos, de elevacidon convexa y textura seca y dura. En los medios de cultivo
liquidos, no forma agregados de gran tamafo ni produce pigmentos.

Por otra parte, la cepa 8CA forma colonias negras, de bordes redondos, elevadas y de
textura mucoide. En las placas de agar no produce pigmentos, en contraste, en los medios
de cultivo ISP2 y A1 si produce un pigmento oscuro.

Finalmente, la cepa 510 forma colonias de color gris a blanco, puntiformes y con bordes
redondos, planas y con textura seca de aspecto polvoriento. En las placas de agar no
produce pigmentos, y en los medios de cultivo ISP2 y A1 si produce un pigmento oscuro.

Cabe mencionar que, todas las cepas, evidenciaron colonias enterradas en el agar, que es

una caracteristica comun que presentan las actinobacterias debido a la presencia de micelio
del sustrato (Li et al., 2016).
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1CA

3CA

8CA

510

Figura 7. Cultivos de las bacterias (1CA, 3CA, 8CA y 510) objeto de estudio. De izquierda a
derecha; cddigo interno, crecimiento en cajas de Petri con agar ISP2, crecimiento en caldo ISP2,
caldo LB, y caldo A1.

Posteriormente, a partir de los diferentes medios de cultivo se prepararon los extractos
organicos correspondientes y los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Rendimientos de los extractos organicos de la serie de bacterias 1CA, 3CA, 8CA 'y 510.

Clave Cédigo interno Me.dlo. de Disolvente Rendimiento
crecimiento (mQ)
01003-88-01 8CA A1 AcOEt (R) 8.1
01003-88-02 8CA ISP2 AcOEt (R) 214
01003-88-03 8CA LB AcOEt (R) 12
01003-88-04 8CA A1 MeOH (R) 38.2
01003-88-05 8CA ISP2 MeOH (R) 35.1
01003-88-06 8CA LB MeOH (R) 334
01003-88-07 8CA A1 Acetona (R) 11.5
01003-88-08 8CA ISP2 Acetona (R) 4.3
01003-88-09 8CA LB Acetona (R) 6.2
01003-88-10 510 LB AcOEt (R) 16.6
01003-88-11 510 LB MeOH (R) 35.7
01003-88-12 510 LB Acetona (R) 12.2
01003-88-13 1CA A1 AcOEt (R) 8.4
01003-88-14 1CA A1 MeOH (R) 21.2
01003-88-15 1CA A1 Acetona (R) 5
01003-88-16 8CA ISP2 AcOEt (MC) 30.8
01003-88-17 8CA LB AcOEt (MC) 34.4
01003-88-18 8CA A1 AcOEt (MC) 41.9
01003-88-19 1CA ISP2 AcOEt (BM) 414
01003-88-20 1CA LB AcOEt (BM) 10.3
01003-88-21 1CA A1 AcOEt (BM) 28.6
01003-88-22 510 ISP2 AcOEt (BM) 37.8
01003-88-23 510 LB AcOEt (BM) 13.1
01003-88-24 510 A1 AcOEt (BM) 7.8
01003-88-25 8CA ISP2 AcOEt (BM) 16.1
01003-88-26 8CA LB AcOEt (BM) 16.6
01003-88-27 8CA A1 AcOEt (BM) 13.3
01003-88-28 3CA ISP2 AcOEt (BM) 6.9
01003-88-29 3CA LB AcOEt (BM) 12
01003-88-30 3CA A1 AcOEt (BM) 12.6
01003-88-31 3CA A1 AcOEt (R) 18.3
01003-88-32 3CA ISP2 AcOEt (R) 12.8
01003-88-33 3CA LB AcOEt (R) 25
01003-88-34 3CA A1 MeOH (R) 38.6
01003-88-35 3CA ISP2 MeOH (R) 24.4
01003-88-36 3CA LB MeOH (R) 37.3
01003-88-37 3CA A1 Acetona (R) 6.4
01003-88-38 3CA ISP2 Acetona (R) 3.1

R, resina; MC, medio de cultivo; BM, biomasa.

Pagina | 18



Tabla 2. Rendimientos de los extractos organicos de la serie de bacterias 1CA, 3CA, 8CAy 510
(continuacién).

Clave Cédigo interno Mefmo. de Disolvente Rendimiento
crecimiento (mg)
01003-88-39 3CA LB Acetona (R) 12
01003-88-40 510 A1 Acetona (R) 5.5
01003-88-41 510 ISP2 Acetona (R) 8.7
01003-88-42 510 A1 AcOEt (R) 18
01003-88-43 510 ISP2 AcOEt (R) 20.6
01003-88-44 1CA ISP2 Acetona (R) 4.8
01003-88-45 1CA LB Acetona (R) 8.8
01003-88-46 510 A1 MeOH (R) 15.9
01003-88-47 510 ISP2 MeOH (R) 21
01003-88-48 1CA LB MeOH (R) 90.4
01003-88-49 1CA ISP2 MeOH (R) 14.5
01003-88-50 1CA LB AcOEt (R) 22.6
01003-88-51 1CA ISP2 AcOEt (R) 5.9
01003-88-52 1CA ISP2 AcOEt (MC) 13.3
01003-88-53 1CA LB AcOEt (MC) 36.5
01003-88-54 1CA A1 AcOEt (MC) 21
01003-88-55 510 ISP2 AcOEt (MC) 44.8
01003-88-56 510 LB AcOEt (MC) 34.2
01003-88-57 510 A1 AcOEt (MC) 14.2
01003-88-58 3CA ISP2 AcOEt (MC) 26.8
01003-88-59 3CA LB AcOEt (MC) 51.8
01003-88-60 3CA A1 AcOEt (MC) 26.9

R, resina; MC, medio de cultivo; BM, biomasa.

Una vez preparados los 60 extractos organicos (Tabla 2) de cada una de las bacterias
objeto de estudio, se realizé la evaluacion del potencial antimicrobiano siguiendo la
estrategia metodoldgica descrita en el inciso 4.2 de la seccion experimental. Estos
resultados se resumen en la Tabla 3.

Como se desprende de estos resultados, en el caso de la bacteria 1CA los extractos 01003-
88-19y 01003-88-21, BM de ISP2 y BM de A1 (Tabla 2), respectivamente, presentaron una
inhibicién total contra B. subtillis ademas de una inhibicion parcial contra S. aureus y C.
albicans, de igual manera el extracto 01003-88-20 (BM de LB) mostré una inhibicién parcial
contra S. aureus y B. subtillis. Por otra parte, el extracto 01003-88-13 (fraccion soluble de
AcOEt de A1), tiene un efecto inhibitorio parcial contra S. aureus y el extracto 01003-88-44
(fraccion soluble de acetona de ISP2), mostrd una inhibicion total contra C. albicans. Estos
resultados sugieren que los metabolitos con actividad antimicrobiana presentes en la cepa
1CA se encuentran en mayor concentracién dentro de la célula bacteriana, y que
probablemente también sean excretados en el medio de crecimiento.
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Para la cepa 3CA los extractos 01003-88-30 (BM de A1, Tabla 2) y 01003-88-31 (fraccion
soluble de AcOEt de A1, Tabla 2), presentaron una inhibicion total contra B. subtillis ademas
de una inhibicién parcial contra S. aureus. Por otra parte, los extractos 01003-88-32
(fraccidn soluble de AcOEt de ISP2) y 01003-88-33 (fraccion soluble de AcOEt de LB),
mostraron una inhibicién parcial contra S. aureus y B. subtillis. De acuerdo con estos
resultados podriamos establecer que los metabolitos bioactivos presentes en los extractos
analizados son excretados en el medio de crecimiento.

En el caso de la cepa 8CA los extractos 01003-88-01 (fraccion soluble de AcOEt de A1,
Tabla 2) y 01003-88-02 (fraccion soluble de AcOEt de ISP2, Tabla 2), inhiben parcialmente
el crecimiento de S. aureus y B. subtillis. En tanto que, los extractos 01003-88-07 (fraccién
soluble de acetona de A1) y 01003-88-08 (fraccién soluble de acetona de ISP2),
presentaron también una inhibicién parcial contra B. subtillis. Finalmente, los extractos
obtenidos de la BM de LB y A1, 01003-88-26 y 01003-88-27, inhiben de manera parcial el
crecimiento de S. aureus y B. subtillis, respectivamente.

En el caso, de la cepa 510 los extractos 01003-88-22 (BM de ISP2, Tabla 2) y 01003-88-
24 (BM de A1, Tabla 2), inhiben parcialmente a las bacterias S. aureus y B. subitillis, y la
muestra 01003-88-23 (BM de LB) solo inhibe parcialmente a B. subtillis.

En conjunto estos resultados, permiten establecer la importancia del uso de resinas de
mediana polaridad en el estudio quimico de bacterias, ya que como se pudo observar, los
extractos organicos que mostraron actividad biolégica fueron obtenidos mediante la elucién
de la resina o la maceracion de la biomasa y en ningun caso a partir de la extraccion
mediante un proceso de reparto de los medios de cultivo.
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Tabla 3. Resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos organicos.

Extracto

01003-88- C. albicans S. aureus E. coli S. typhi P. aeruginosa B. subtillis

14 — 18
i —
20
21 ]
22
23
24
25
26
27

28 -29
. —
. —
32
33

34 — 43
« -

45 — 60

CMmI
(ng/mL)

0.0009 0.0016 0.05 0.0125 0.00024 0.0004

Ampicilina B nhibicion total a 200 pg/mL
Vancomicina Inhibicion parcial a 200 pg/mL
Gentamicina Sin inhibicion

Nistatina
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5.2. Estudios quimicos y de metaboloémica de las bacterias seleccionadas.
5.2.1. Bacteria 1CA.

El perfil cromatografico por HPLC de los extractos activos 01003-88-13, 01003-88-19,
01003-88-20, 01003-88-21 y 01003-88-44 obtenidos de la cepa 1CA se ilustran en la Figura
8. El analisis comparativo de estos cromatogramas, permitieron establecer que las
muestras indicadas con las claves 01003-88-19 y 01003-88-21 mostraron un perfil
cromatografico muy similar, por lo que se decidié reunirlas con base en esta similitud
cromatografica presentada.

Cepa: 1CA Detector: PDA
Método: Gemini H20 (0.1% FA)-ACN (85:15) to ACN 15 min Longitud de onda: 254 nm
Concentracién: 5 mg/mL
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Figura 8. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico de los extractos activos de la bacteria 1CA. En
orden descendiente: 01003-88-44, 01003-88-21, 01003-88-20, 01003-88-19, 01003-88-13.

La resolucién por HPLC de los extractos 01003-88-19 y 01003-88-21 reunidos (Figura 9,
Tabla 4) condujo al aislamiento del compuesto mayoritario 1 (1.7 mg).
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Figura 9. Cromatograma por HPLC del fraccionamiento primario de la reunién 01003-88-19 y
01003-88-21 (Deteccion: UV A 365 nm).

Tabla 4. Fraccionamiento primario de la reuniéon 01003-88-19 y 01003-88-21 por HPLC.

Clave del extracto Fraccion Clave Rendimiento (mg)

9-10 01003-122-01 1.9

16-17 01003-122-02 0.7

59-60 01003-122-03 0.2
62-63 01003-122-04 0.1
67-68 01003-122-05 0.1
74-75 01003-122-06 0.1

01003-88-19 — 76-77 01003-122-07 0.2
01003-88-21 79-80 01003-122-08 0.2
83-84 01003-122-09 0.2
86-87 01003-122-10 0.5
92-93 01003-122-11* 0.7
104-105 01003-122-12* 1.0

88-91,94-103,105 01003-122-13* 38.7

Remanente 01003-122-14 12.8

Recobro (mg) 57.4

Rendimiento (%) 113.4

*Fracciones analizadas por "H RMN.
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El compuesto 1 fue aislado como un pigmento morado. Como se puede observar en el

espectro de masas de alta resolucién (HRESIMS) en modo

(+) (Figura 10), este producto

presenta un ién molecular en una relacion m/z de 245.0553 [M+H]*, que permitié establecer
la férmula molecular de (C12H9sO4N2)* con un indice de deficiencia de hidrégeno (IDH) de

10.

100
80
60

40—
20

] 229.0605
1 203.1788 209.1533 213.0655 221.1897 227.0448 | |

245.0553

244.0475

246.0584

240.0508 | 247.0611

0
200

L L L L L L L L A L L
205 210 215 220 225 230
m/z

235 240

245 250

Figura 10. Espectro de HRESIMS en modo (+) de la yodinina (1) (m/z 245.0553 [M+H]*).

En el espectro de 'H RMN (Figura 11) se observan Gnicam
7.92 Hz, 2H), 7.71 (td, J = 7.97, 8.98 Hz, 2H) y 8.02 (dd,

ente en 64 7.15 (dd, J = 1.04,
J = 1.03, 9.03 Hz, 2H), tres

conjuntos de sefiales caracteristicas de la presencia de dos sistemas ABC de dos anillos

aromaticos.

MMM == QQ O O ¥ T
SO OONNNQA A=~
WO NNNN NNNN
—— s | =

7.71

7.15

8.02 |

OH

7.15

7.71

OH
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2 T
AN N

S
T T T T T T T T T T
12.0 115 11.0 10.5 10.0 95 9.0 8.5 8.0

7.5 7.0 6.5 5.5 5.0 4.5 4.0

6.0
f1 (ppm)
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3.5 3.0 2.5 2.0

Figura 11. Espectro de '"H RMN de la yodinina (1) (CDCls).
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En conjunto, la informacion obtenida por RMN y MS (Tsujibo et al., 1988; Zhao et al., 2016),
permitieron caracterizar a este producto natural como la yodinina (1). Este compuesto es
un antibidtico derivado del oxido de fenazina producido por diversas bacterias de los
géneros Chromobacterium, Streptomyces, Nocardiosis, Arthrobacter, Streptosporangium,
Microbispora, Brevibacterium, Actinomadura, Waksmania, Pseudomonas y otros
microorganismos (DNP, 2021). Los N-6xidos aromaticos heterociclicos son productos
naturales con importantes actividades biolégicas; en el caso particular del compuesto 1,
este metabolito presenta actividad antibacteriana contra Gram positivos, hongos
filamentosos y levaduras (DNP, 2021), lo cual se encuentra en armonia con los resultados
obtenidos en este proyecto de investigacion. Recientemente, se ha reportado que algunos
derivados halogenados de fenazinas inhiben a las biocapas formadas por Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA) y a Mycobacterium tuberculosis (Zhao et al., 2016).

Desde el punto de vista biosintético la sintesis del compuesto 1 ha sido ampliamente
estudiada y deriva de la ruta del acido siquimico (Herbert et al., 1979) (Figura 12).

c|>- oH
Nt
[E2] _ Z |
0, G
NADH NADHP T+
OH o
FD (3) Yodinina (1)
FDC (2 B oH |
(@) [E>] [E]
0O, N 0,
NADHP Z | NADHP
AN
T+
OH o
- OFD (4) -

Figura 12. Biosintesis de la yodinina (1) y otras fenazinas (1,6-fenazindiol (FD; 3) y 5-6xido del
1,6-fenazindiol (OFD;4) a partir del acido 1,6-dicarboxilico de la fenazina (FDC; 2).

Analizando la coexistencia de 1 con algunos de sus precursores indicados en la Figura 12,
se realizo el analisis detallado del cromatograma obtenido por UPLC-HRESIMS del extracto
01003-88-21 con la finalidad de identificar a FD (3) y su derivado N-6xido, OFD (4). Los
resultados obtenidos en estos analisis se indican en las Figuras 13y 14.
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Figura 13. Perfil cromatografico por UPLC del extracto 01003-88-21 [Deteccion: UV A 254 nm
(arriba) y perfiles UV-Vis de los componentes analizados (abajo)].
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Figura 14. Espectros de MS (arriba) y MS? (abajo) obtenidos por HRESIMS en modo (+) para el
compuesto 1 (m/z 245.0553 [M+H]*).

Los espectros de masas MS y MS? de estos componentes, en conjunto con los previamente

discutidos para la caracterizacion de 1, permitieron identificar nuevamente este compuesto
en coexistencia con compuestos 4 con un tiempo de retencion (tr) de 3.87 min y 3 con un
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tr de 4.19 min. Las propiedades espectroscopicas de 3y 4 (Figuras 15y 16) se resumen
a continuacion:

(3) UV Amax, 276, 330, 368, 387, 465 nm (MeOH-Dioxano); HRMS m/z 213.0655 [M+H]",
calculado para (C12HaN2032)*, IDH = 10.

(4) UV Amax, 280, 360, 390, 478 nm (MeOH-Dioxano); HRMS m/z 229.0605 [M+H]",
calculado para (C12H9N20O3)*, IDH = 10.

100 229.0605
80; OH
oo
7 N
40j 1-.,?\
1 OH ot
20 230.0635
o 203.1175 213.0655  216.1590 225.0657 231.0669 2390810 543 0761 250.0344
L e s e e e e ey e e e e e e e It Bt et B B B I B B B
200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250
m/z
OH
100 N 229.0603
] =
80 |
] X
60 T
405 OH o
20 OFD (4 2120575
4| 606690 83.8697 96.8630 135.4558 183.0548 | \
T T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T ] T 1
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Figura 15. Espectros de MS (arriba) y MS? (abajo) obtenidos por HRESIMS en modo (+) para el
compuesto 4 (m/z 229.0605 [M+H]*).
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Figura 16. Espectros de MS (arriba) y MS? (abajo) obtenidos por HRESIMS en modo (+) para el
compuesto 3 (m/z 213.0655 [M+H]*).
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La busqueda de las masas exactas indicadas de 3 y 4 en la base de datos del Diccionario
de Productos Naturales y la comparacion directa de las propiedades espectroscopicas de
estos dos compuestos con aquellas previamente publicadas (Zhao et al., 2016; Jiang et al.,
2018) estan en armonia con la propuesta estructural del 1,6-fenazindiol (FD) y el 5-6xido
de 1,6-fenazindiol (OFD) respectivamente. Asi, se propone que la bacteria 1CA acumula
intracelularmente no sélo al antibiético yodinina (1), sino que también al intermediario OFD
(4) y su precursor FD (3).

Por ultimo, con la finalidad de explorar la diversidad quimica preliminar de este organismo,
se realizé el analisis de redes moleculares en la plataforma GNPS con los resultados
obtenidos por UPLC-HRESIMS-MS/MS (Figura 17).

Acidos  carboxilicos 'y
derivados

Acidos fosféricos organicos
y derivados

Acilos grasos

Benceno y derivados

EEERERE:
® 0 0 0 0 O
D0 &®PCe e @

DO 006 O0e e 00 O

N EEEEEEK)

Compuestos
organonitrogenados

Glicerofosfolipidos
Lipidos prenoles
Nucledsidos purina
Peptidomiméticos
Polipéptidos

No clasificado

Compuesto identificado

Figura 17. Red molecular de los extractos de la bacteria 1CA. Los nodos de cada clase quimica
son coloreados con base en lo indicado en la leyenda.
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Los resultados cuantitativos de las clasificaciones estructurales a los niveles de Superclase,
Clase y Subclase, para todos los nodos presentes en la red molecular de la bacteria 1CA
se resumen en la (Tabla 5). A través de este analisis se identifico el 94.1% de los nodos
presentes en la red, los cuales se distribuyeron en 6 superclases, 10 clases y 9 subclases.
Cabe mencionar que el numero de subclases es menor al nimero de clases debido a que,
en algunos casos, no fue posible establecer la subclase para la clasificacion quimica. Para
esta bacteria, predomina la Superclase de los acidos organicos y derivados con el 61.3%
de los nodos. Esta a su vez se encuentra dividida en dos clases, la de los acidos
carboxilicos y derivados, y la de los peptidomiméticos (subclases: aminoacidos, péptidos y
analogos y depsipéptidos). Por ultimo, no se identificaron otros metabolitos para este
organismo mediante la anotacién automatica por GNPS, por lo que representa un candidato
adecuado para estudios quimicos posteriores con la finalidad de obtener nuevas entidades

quimicas.

Tabla 5. Resultados cuantitativos de la clasificacion quimica estructural del perfil quimico de la
bacteria 1CA.

Superclase Clase Subclase Nodos Porcentaje
Bencenoides Bens:e.no y derivados Ac@os benzoicos y 1 0.3%
sustituidos derivados
Acilos grasos ACK.jOS grasos y 1 0.3%
Lipidos y moléculas conjugados
similares a lipidos Glicerofosfolipidos Glicerofosfo-colinas 2 0.7%
Lipidos prenoles Diterpenoides 55 17.9%
No clasificado No clasificado No clasificado 18 5.9%
NUC|e?§IdOS’ Nucledsidos de Subclase no
nucledtidos y . . o 2 0.7%
. purina identificada
analogos
Aminoécidos,
péptidos y 93 30.3%
Acidos carboxilicos analogos
y derivados Acidos
Acidos organicos y tetracarboxilicos y 1 0.3%
derivados derivados
Acidos fosféricos
organicos y Esteres de fosfato 2 0.7%
derivados
Peptidomiméticos Depsipéptidos 92 30.0%
Cpmpuestos c'ie. Compue.stos Aminas 16 529,
nitrbgeno organico  organonitroge-nados
Polimeros T Subclase no o
organicos Polipéptidos identificada 24 7.8%
Total 307 100.0%
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5.2.2. Bacteria 3CA.

Los perfiles cromatograficos por HPLC de los extractos activos 01003-88-30 al 01003-88-
33 de la cepa 3CA se ilustran en la Figura 18. Se puede observar que todas las muestras
presentan una gran similitud cromatografica. De acuerdo con estos resultados y
considerando el rendimiento obtenido del extracto 01003-88-31, se inici6 su estudio
quimico. La separacion por HPLC de esta muestra (Figura 19) generd un conjunto de 16
fracciones (Tabla 6).

Cepa: 3CA Detector: PDA
Método: Gemini H20 (0.1% FA)-ACN (85:15) to ACN 15 min Longitud de onda: 254 nm

Concentracién: 5 mg/mL
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Figura 18. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico de los extractos activos de la bacteria 3CA.
En orden descendente: 01003-88-33, 01003-88-32, 01003-88-31, 01003-88-30.
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Figura 19. Cromatograma del fraccionamiento primario del extracto 01003-88-31 por HPLC
(deteccion: A 254 nm).

Tabla 6. Fraccionamiento primario del extracto 01003-88-31 por HPLC.

Clave del extracto Fraccion Clave de la fraccién Rendimiento (mg)
5-8 01003-120-01 0.4
10-11 01003-120-02 0.3
12-13 01003-120-03 0.5
17-18 01003-120-04 0.0
47-49 01003-120-05 0.3
66-67 01003-120-06 0.1
69-70 01003-120-07 0.0
72 01003-120-08 0.1
01003-88-31 73 01003-120-09 0.0
74 01003-120-10 0.2
76-77 01003-120-11* 0.2
78 01003-120-12 0.1
80-81 01003-120-13* 0.2
84-85 01003-120-14* 0.3
92-93 01003-120-15 0.2
103-104 01003-120-16 0.5
115-End 01003-120-17 1.8
Restante 01003-120-18 2.6
Recuperado (mg) 7.8
Rendimiento (%) 62.4

*Fracciones analizadas por "H RMN.

Como se puede observar en la Tabla 6 los rendimientos de las fracciones obtenidas son
muy bajos para poder ser analizados por '"H RMN, por lo que se realizdé el analisis
comparativo de los espectros en el UV y de los tiempos de retencion de los componentes
mayoritarios presentes, de manera que se pudieran encontrar componentes en comun en
algunas muestras obtenidas a partir de otros extractos, tanto de esta bacteria como de las
otras tres bacterias estudiadas. Los resultados de este andlisis se encuentran en proceso.
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Por otra parte, los extractos 01003-88-32 y 01003-88-33 fueron reunidos para su posterior
fraccionamiento con base en los resultados obtenidos a partir de la evaluacion bioldgica
ademas de la similitud cromatografica (Figura 18). Los resultados del fraccionamiento por
HPLC se resumen en la Figura 20y Tabla 7.
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Figura 20. Cromatograma por HPLC del fraccionamiento primario de las fracciones 01003-88-
32-01003-88-33 (Deteccién: UV A 365 nm).

Tabla 7. Fraccionamiento primario los extractos 01003-88-32 y 01003-88-33 por HPLC.

Clave del extracto Fraccion Clave de la fraccion Rendimiento (mg)

7-8 01003-121-01 0.3

9-11 01003-121-02 1.3

17-19 01003-121-03 0.6

24-26 01003-121-04 0.9

28-30 01003-121-05 1.6
01003-88-32 — 65-67 01003-121-06 1.1
01003-88-33 71-73 01003-121-07* 1.8
76 01003-121-08* 0.2
78 01003-121-09 0.5
79-80 01003-121-10* 0.7
115-End 01003-121-11 5.2

Restante 01003-121-12 11.0

Recuperado (mg) 25.2

Rendimiento (%) 102.0

*Fracciones analizadas por '"H RMN.

De la misma forma que para la bacteria 1CA, se realiz6 la red molecular a partir de los con
datos de HRESIMS del extracto (Figura 21). Los resultados obtenidos a partir de este
analisis permitieron identificar a 7 clases quimicas, predominando la de los
peptidomiméticos. Cabe destacar que este analisis no permitio clasificar estructuralmente
a la mayoria de los compuestos agrupados en la red.
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Figura 21. Red molecular de los extractos de la bacteria 3CA. Los nodos de cada clase quimica
son coloreados con base en lo indicado en la leyenda.

El analisis cuantitativo de las clasificaciones estructurales de esta red (Tabla 8) permitio
clasificar al 63.1% de los nodos en 5 superclases, 7 clases y 6 subclases, predominando la
superclase de los acidos organicos y derivados con un 46.7% de los nodos, para la cual se
encuentra como unica clase mayoritaria la de los peptidomiméticos con la subclase de
depsipéptidos. Adicionalmente, se encontrd la presencia de un nodo de la superclase de
los alcaloides y derivados.

El andlisis comparativo de la diversidad quimica de esta cepa con respecto a las otras
estudiadas, nos permite concluir que esta cepa presento la tercera mayor diversidad en
numero de clases y de nodos atribuibles a su perfil quimico, ademas de ser la unica en la
cual se observé la presencia de la subclase hibridos péptidos-peptoides (0.5%) (Tabla 8).
De igual forma que en la bacteria 1CA, no se identificaron otros metabolitos para este
organismo mediante la anotacion automatica por GNPS, por lo que representa otro
candidato adecuado para estudios quimicos posteriores.
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Tabla 8. Resultados cuantitativos de la clasificacion quimica estructural atribuible al perfil quimico
de la bacteria 3CA.

Superclase Clase Subclase Nodos Porcentaje
Alcaloides y Alcaloides de tipo Subclase no 1 0.5%
derivados Corinanteanos identificada o
L'p",’os y Acilos grasos Ac@os grasos y 2 0.9%
moléculas conjugados
similares a lipidos  Lipidos prenoles Diterpenoides 2 0.9%
No clasificado No clasificado No clasificado 79 36.9%

Acidos carboxilicos y Aminoacidos,
. . o . 8 3.7%
Acidos derivados péptidos y analogos
organicosy Depsipéptidos 91 42.5%
derivados Peptidomiméticos Hibridos péptidos-
. 1 0.5%
peptoides
Compuestos de Compuestos
nitrégeno pue Aminas 16 7.5%

L. organonitrogenados
organico
Polimeros N Subclase no o
organicos Polipéptidos identificada 14 6.5%

Total 214 100.0%

5.2.3. Bacteria 8CA.

Con base en los resultados obtenidos a partir de la evaluacion bioldgica de la bacteria 8CA,
asi como del andlisis del perfil cromatografico de sus extractos 01003-88-7 y 01003-88-27
(Figura 22), se realizo la reunion de éstas ultimas muestras para su posterior separacion
por HPLC. Los resultados de este proceso cromatografico se resumen en la Tabla 9y en

la Figura 23.

Pagina | 34



Cepa: 8CA Detector: PDA
Método: Gemini H20 (0.1% FA)-ACN (85:15) to ACN 15 min Longitud de onda: 254 nm
Concentracién: 5 mg/mL
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Figura 22. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico de los extractos activos de la bacteria 8CA.
En orden descendente 01003-88-27, 01003-88-26, 01003-88-08, 01003-88-07, 01003-88-02,
01003-88-01.

Figura 23. Cromatograma por HPLC del fraccionamiento primario de la reunién 01003-88-07 y
01003-88-27 (Deteccion: UV A 365 nm).
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Tabla 9. Fraccionamiento primario los extractos 01003-88-7 y 01003-88-27 por HPLC.

Clave del extracto Fraccion Clave de la fraccion = Rendimiento (mQ)
7-8 01003-119-01 0.3
10-11 01003-119-02 1.0
12-14 01003-119-03 0.5
17-18 01003-119-04 0.0
27-29 01003-119-05 0.3
01003-88-07 46-49 01003-119-06 0.6
76-77 01003-119-07* 0.5
01003-88-27 80 01003-119-08 0.1
84-85 01003-119-09* 0.4
89-90 01003-119-10 0.2
93 01003-119-11 0.0
115-End 01003-119-12 3.0
Restante 01003-119-13 6.8
Recuperado (mg) 13.7
Rendimiento (%) 96.5

*Fracciones analizadas por '"H RMN.

La red molecular generada con los datos de HRESIMS de los extractos activos de esta
bacteria (Figura 24) permitié identificar 10 clases quimicas, predominando la de los acidos
carboxilicos y derivados y la de los compuestos organonitrogenados. Por otra parte, la
mayoria de los compuestos identificados no pudieron ser clasificados estructuralmente. El
analisis cuantitativo de la diversidad quimica de las muestras permitid identificar la
clasificaciéon del 65.8% de los nodos presentes, distribuidos en 8 superclases, 10 clases y
9 subclases.

Para esta bacteria predomina la superclase de los acidos organicos y derivados con un
31.9% de los nodos, siendo la clase mayoritaria la de los acidos carboxilicos y derivados y
su subclase aminoacidos, péptidos y analogos (Tabla 10). Cabe resaltar que para esta
bacteria al igual que para la cepa 3CA, se encontrd la presencia de la clase de alcaloides
en dos nodos (0.6% del total) en la red molecular. Por otra parte, la diversidad quimica
observada para esta cepa con respecto a las otras cepas analizadas nos permite concluir
que este organismo presenta la mayor diversidad en cuanto a numero de clases y numero
de nodos atribuibles a su perfil quimico, ademas de ser la Unica en la cual se observo la
presencia de las superclases de compuestos organicos heterociclicos, fenilpropanoides y
policétidos, con las respectivas clases de dioxanos (0.6%) y macrolactamas (2.6%).
Adicionalmente, en esta bacteria solamente se encontraron las subclases de 1,2-dioxanos
(0.6%), de acidos carboxilicos y derivados (0.9%), de amidas grasas (10.8%) y de péptidos
hibridos (1.1%).
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Figura 24. Red molecular de los extractos de la bacteria 8CA. Los nodos de cada clase quimica
son coloreados con base en lo indicado en la leyenda.

Cabe destacar que para esta bacteria se anotaron cuatro compuestos mediante GNPS
(Tabla 11). La macrolactama bisucaberina es un sideréforo que aumenta la sensibilidad de
células tumorales a la citosis mediada por macréfagos (Fuijita et al., 2013). Este compuesto
ha sido previamente aislado de los microorganismos marinos Alteromonas haloplanktis,
Shewanella algae y Vibrio salmonicida, asi como del actinomiceto terrestre CKK784. La
macrolactama deferoxamina E también es un sideréforo, antitumoral, antioxidante y
antimicrobiano contra micobacterias (Matsubara et al., 1998). Este compuesto ha sido
previamente aislado de Nocardia sp., Pseudomonas stutzeri, S. hygroscopicus, el
actinomiceto terrestre CKK 784, Citricoccus sp. KMM 3890 y Streptomyces sp. M1087. La
deferoxamina tiene actividades inmunosupresoras, anti-VIH y antineoplasicas, ademas es
un agente quelante para la movilizacién de hierro con baja toxicidad oral (Bowern et al.,
1984). Este compuesto ha sido previamente aislado de S. pilosus. Por ultimo, se identificd
a la feroxamina B, agente antibacteriano contra organismos Gram positivo (Kornreich-
Leshem et al., 2005) aislado de S. pilosus.
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Tabla 10. Resultados cuantitativos de la clasificacion quimica estructural atribuible al perfil quimico
de la bacteria 8CA.

Superclase Clase Subclase Nodos Porcentaje
Alcaloides y Alcaloides de tipo Subclase no 2 0.6%
derivados Corinanteanos identificada R
Bencenoides Ben.ceho y derivados Ac@os benzoicos y 1 0.3%
sustituidos derivados
Lipidos y
molgculas Acilos grasos Amidas grasas 38 10.8%
similares a
lipidos
No clasificado No clasificado No clasificado 120 34.2%
Aminoécidos,
L . éptidos 80 22.8%
Acidos carboxilicos P p ! y °
. anélogos
y derivados — —
. Acidos carboxilicos 3 0.9%
Acidos y derivados o
organicosy Acidos fosféricos
derivados organicos y Esteres de fosfato 20 5.7%
derivados
. o Depsipéptidos 5 1.4%
Peptidomiméticos — —
Péptidos hibridos 4 1.1%
C.orppuestos (?e. Compugstos Aminas 61 17.4%
nitrégeno organico organonitrogenados
Polimeros N Subclase no o
organicos Polipéptidos identificada 6 1.7%
Compuestos
organicos Dioxanos 1,2-dioxanos 2 0.6%
heterociclicos
Feml_prfnpanmdeS Macrolactamas _Subc_la_se no 9 2.6%
y policétidos identificada
Total 351 100.0%
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Tabla 11. Compuestos con actividad biolégica identificados en la red molecular de los extractos de
la bacteria 8CA.

Masa .
Compuesto Superclase [score]; arental Cosine Error Referencia
P Clase [Score] P [Libreria]  (ppm)
[Aducto]
Fenilpropanoides y ..
Bisucaberina policétidos [0.2]; T&la:]s? 0.86 [3] 2.4339 ;'I:ujlztgw) et
Macrolactamas [0.2] v
Fenilpropanoides y
Deferoxamina E policétidos [0.2]; ?&13’]‘5? 0.86[3] 1.7254 fal\tﬂzltSL;Zan
Macrolactamas [0.2] v
Lipidos y moléculas
Deferoxamina similares a lipidos [0.03]; [‘E"\?:;]G 093[3] 1.739 ;?0‘2’;;2) et
Acilos grasos [0.03] v
Lipidos y moléculas 614.271 (Kornreich-
Feroxamina B similares a lipidos [1]; [M+.H] . 0.77 [3] 1.5898 Leshem et
Acilos grasos [1] al., 2005)

5.2.4. Bacteria 510.

El estudio quimico de la bacteria 510 se inicié6 mediante el fraccionamiento preliminar de la

reunion de los extractos 01003-88-22 y 01003-88-23 considerando

la similitud

cromatografica (Figura 25). Los resultados de este proceso cromatografico se resumen en
la Tabla 12 y en la Figura 26. De igual forma que para las bacterias 3CA y 8CA, las
cantidades obtenidas de este fraccionamiento no permitieron realizar el analisis por '"H RMN

de ninguna de las fracciones primarias.
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Cepa: 510

Detector: PDA

Método: Gemini H20 (0.1% FA)-ACN (85:15) to ACN 15 min Longitud de onda: 254 nm

Concentracién: 5 mg/mL
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Figura 25. Cromatogramas por HPLC a nivel analitico de los extractos activos procedentes de la
bacteria 510. En orden descendente: 01003-88-24, 01003-88-23, 01003-88-22.
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Figura 26. Cromatograma por HPLC del fraccionamiento primario de la reunién 01003-88-22 y
01003-88-23 (Deteccién: UV A 365 nm).
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Tabla 12. Fraccionamiento primario los extractos 01003-88-22 y 01003-88-23 por HPLC.

Clave del extracto Fraccion Clave de la fraccion Rendimiento (mg)
3-4 01003-123-01 0.9
14-15 01003-123-02 0.0
16 01003-123-03 0.4
18-19 01003-123-04 0.2
20 01003-123-05 0.0
01003.88.22 24 01003-123-06 0.1
01003-88-23 32-33 01003-123-07 0.4
56-57 01003-123-08 0.4
64 01003-123-09 0.0
69 01003-123-10 0.3
72 01003-123-11 1.2
86-87 01003-123-12 24
Restante 01003-123-13 20.2
Recuperado (mg) 26.5
Rendimiento (%) 84.4

Por otra parte, los resultados de la red molecular generada con los datos de HRESIMS de
los extractos activos de esta bacteria se ilustran en la Figura 27. Se observa la presencia
de 6 clases quimicas, siendo las principales la de los lipidos prenoles y los polipéptidos.

oo ‘@ @

Acidos carboxilicos y
derivados

Compuestos
organonitrogenados
Esteroides y derivados de
esteroides

Lipidos prenoles
Peptidomiméticos
Polipéptidos

No clasificado

Compuesto identificado
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Figura 27. Red molecular de los extractos de la bacteria 510. Los nodos de cada clase quimica
son coloreados con base en lo indicado en la leyenda.
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Los resultados de la diversidad quimica de este organismo se resumen en la Tabla 15, en
donde logré clasificar el 86.0% de los nodos, los cuales se agruparon en 3 superclases, 6
clases y 6 subclases. De estos, predominan dos superclases: |la de los lipidos y moléculas
similares a lipidos, siendo la clase mayoritaria la de los prenoles y la subclase de
diterpenoides (44.9%); y la de los acidos organicos y derivados, la cual a su vez es dividida
en dos clases, la de los acidos carboxilicos y derivados y la subclase de aminoacidos,
péptidos y analogos (11.0%) y la de los polipéptidos (22.1%).

Tabla 13. Resultados cuantitativos de la clasificacién quimica estructural atribuible al perfil quimico
de la bacteria 510.

Superclase Clase Subclase Nodos Porcentaje
. Diterpenoides 61 44.9%
Lipidos y Lipidos prenoles
moléculas Sesquiterpenoides 1 0.7%
similares a Esteroides y - .
lipidos derivados de Acidos b|||ares,. 2 1.5%
. alcoholes y derivados

esteroides

Acidos Aminoacidos
i carboxilicos y L P 15 11.0%
Acidos derivados péptidos y analogos
org_anlcos y Peptidomimeticos Depsipéptidos 6 4.4%
derivados Subcl

ubclase no
Polipépti >ubcia 22.1%
olipeptidos identificada 30 °

Compuestos Compuestos
de nitrégeno o anznitrogenados Aminas 2 1.5%
organico 9
No clasificado  No clasificado No clasificado 19 14.0%
Total 136 100%

Esta bacteria presentd la menor diversidad en cuanto a numero de clases y de nodos
atribuibles a su perfil quimico. El tnico compuesto identificado por GNPS para esta bacteria
fue la loboforina A (Tabla 14). Este policétido antibiotico tipo spirotetronato (Xiao et al.,
2013) ha sido aislado de la cepa marina S. olivaceus FXJ7.023 y de Streptomyces sp.
MS100061 y SCSIO 0112.
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Tabla 14. Compuestos con actividad bioldgica identificados en la red molecular de los extractos de
la bacteria 510.

Masa .
Superclase [score]; Cosine Error .
Compuesto Clase [Score] parental [Libreria] (ppm) Referencia
[Aducto] bp
Acidos organicos y .
. ) ] 1157.64 (Xiao et al.,
Loboforina A derivados [0.07]; [M+H]* 0.78 [1] 4.3234 2013)

Polipéptidos [0.03]
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Conclusiones

Se realizo el cultivo a microescala de cuatro cepas bacterianas y la preparacion de sus
respectivos extractos organicos en diferentes medios de cultivo.

A partir de los resultados de la evaluacién antimicrobiana utilizando el método de
microdilucién en placa con el colorante MTT sobre una bateria de seis microorganismos
de prueba, se seleccionaron a los extractos organicos que presentaron la mejor
actividad bioldgica.

El estudio preliminar de la diversidad quimica de los extractos activos mediante la
plataforma GNPS vy las herramientas in silico MS2LDA, DEREPLICATOR vy
MolINetEnhancer, permitié clasificar estructuralmente los nodos de las distintas
bacterias en un total acumulativo de 9 superclases, 14 clases, y 16 subclases, asi como
identificar algunas entidades quimicas con actividad biolégica presentes en los
extractos activos.

El estudio quimico de la cepa 1CA condujo al aislamiento de la yodinina (1), asi como
la identificacion del precursor 1,6-fenazindiol (3) y del intermediario 5-6xido 1,6-
fenazindiol (4) con base en los perfiles cromatograficos por UPLC y espectros de
HRESIMS-MS/MS. Con base en lo descrito en la literatura, estos compuestos son los
responsables o deben contribuir significativamente a la actividad antimicrobiana
observada en los extractos organicos de esta bacteria, con lo que se responde la
hipétesis planteada.
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